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บทคัดย่อ

เช้ือราสกุล Beauveria เป็นเชื้อราสาเหตุโรคแมลง พบได้ทั่วไปในธรรมซาติทั้งในดิน และแมลง 
ถูกนำมาใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพึฃด้วยชีววิธี (biological control) เพื่อลดการใช้สารเคมีท่ีมี
ผลกระทบต่อส ุขภาพทั้งของเกษตรกรผู้ใช ้และผู้บริโภค รวมทั้งสิ่งแวดล้อม ในการศึกษาครั้งน ี้ม ี 
จุดประสงค์เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางเคมี และฤทธี้ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา 
สกุล Beauveria โดยตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร beauvericin (BEA) และสารสกัดหยาบ 
จากเชีอรา Beauveria bassiana (ไอโซเลต A และไอโซเลต B) และ Beauveria brongniartii (ไอโซ 
เลต C และไอโซเลต อ) โดยการนำเส้นใยที่เลี้ยงในอาหารเหลวชนิด Yeast Extract Sucrose (YES) เป็น 
ระยะเวลา 1 เดือน มาสกัดด้วยตัวทำละลาย 3 ขนิด คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ตามลำดับ 
นำสารสกัดหยาบที่ได้มาตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ 4 ฃนิด คือ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู 
(P388) เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ของมนุษย์ (HT-29) เซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์ (MCF-7) และเซลล์ไตของ 
ลิง (Vero cell) ในหลอดทดลองด้วยวิธี MTT assay พบว่าสารสกัดหยาบจากเชื้อรา e. bron§niartii 
แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ในระดับต่ํา และสารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเซนจากเชื้อรา B. 
bassiana แสดงความเป็นพิษต่อทุกเซลล์ และเป็นพิษต่อเซลล์ชนิด P388 ซึ่งเป็นเซลล์ประเภท
Lymphocyte มากท่ีสุด โดยไอโซเลต B มผีลต่อเซลล์ชนิด P388 มากท่ีสุด (cc50 = 220.55 pg/ml)
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เซ่นเดียวกับลาร beauvericin ที่แลดงความเป็นพิษต่อเซลล์ซนิด P388 มากที่สุดเซ่นกัน (cc50 = 2.25 
pg/ml) ในการตรวจสอบการตายของเซลล์แบบ apoptosis ต่อเซลล์ซนิด P388 ด้วยวิธี Annexin V/PI 
staining assay ด้วยเครือง fluorescence flow cytometry พบว่าสารสกัดหยาบจากเซีอรา B. 
bossiona จากตัวทำละลายเอกเซน และเอทิลอะซิเตท แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ แต่ไม่แสดงความเป็น 
พิษต่อสารพันธุกรรมเมื่อทดลอบในเซลล์เม็ดเลือดขาวของคนที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลองในระดับความ 
เข้มข้นที่ใซ้ในการทดสอบสูงสุด คือ 80 pg/ml และเมื่อทดสอบฤทธึ๋ของสารสกัดหยาบต่อเชื้อจุลินทรีย์ 4 
ซนิด (Staphylococcus aureus TI5TR 118, Bacillus cereus DMST 5040, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 และ Escherichia coli DMST 4212) ด้วยวิธี disc diffusion ให้ผล 
เซ่นเดียวกับความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรมที่สารสกัดหยาบไม่มีฤทธื้ยับยั้งจุลินทรืยัที่ระดับความเข้มข้นตํ่า 
กว่า 2000 pg/ml โดยสารที่เป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่จากสารสกัดหยาบที่วิเคราะห์โดย GC-MS คือ 
Hexadecanoic acid, 9, 12-Octadecanoic acid และ 9-Octadecanoic acid จากการศึกษา'ในครังนี 
แสดงให้เห็นว่าความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ของสารสกัดหยาบจากเขี้อราลาเหตุโรคแมลงในสกุล Beauveria 
ขึ้นอยู่กับปิจจัยทั้งจากตัวทำละลาย ซนิดของเซลล์ไลน์ที่นำมาทดสอบ ระดับความเข้มข้นของสารสกัด 
หยาบ และสายพันธุของเชื้อรา
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ABSTRACT

Beouverio sp. is entomopathogenic fungi that found in soil and insects. Beouverio 
sp. is used as a biological control in order to reduce chemicals which are injurious to 
the health of farmers and consumers as well as environment. เท this study, chemical 
constituents and biological activities of crude extracts from Beouverio sp. were 
investigated. The cytotoxicity of beauvericin (BEA) and crude extracts from Beouverio 
bossiona (isolate A and isolate B) and Beouverio bron§niartii (isolate c and isolate D) were 
determinated. The mycelium was cultured in Yeast Extract Sucrose (YES) broth for one 
month and was extracted using maceration technique with different organic solvents 
(hexane, ethyl acetate and ethanol). Crude extracts and beauvericin were investigated for 
their cytotoxic activity against for four cell lines: murine leukemia cell (P388), human 
colon adenocarcinoma cell (HT-29), human breast cancer cell (MCF-7) and African green 
monkey kidney cell (Vero cell) in culture using the MTT assay. The crude extracts from B. 
bron§niortii were exhibited the low cytotoxic effect on cell lines. The hexane extracts 
from B. bossiono were exhibited the most effective cytotoxic activity for every cell lines. 
The hexane extract from isolate B exhibited the most potent cytotoxic activity against 
P388 cell line (CC50 = 220.55 pg/ml) like a beauvericin (CC50 = 2.25 pg/ml). For apoptosis 
test, cell apoptosis was evaluated in P388 cell line using Annexin V/PI staining assay 
by fluorescence flow cytometry. The hexane and ethyl acetate extracts from B. bossiono 
(isolate B) were exhibited the most effective apoptosis activity. Plowever, no genotoxic 
activity was observed in human lymphocytes cell culture at maximum concentration 
(80pg/ml). Crude extracts were tested against 4 pathogenic (Staphylococcus oureus TISTR 
118, Bacillus cereus DMST 5040, Pseudomonos aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia 
coli DMST 4212) using disc diffusion methods. Like genotoxic activity, crude extracts were 
not inhibited those bacteria at concentrations lower than 2000 pg/ml. The mostly 
chemical constituents from crude extracts that analyzed by GC-MS were Hexadecanoic 
acid, 9, 12-Octadecanoic acid and 9-Octadecanoic acid. เท this study, the crude extracts 
from Beouverio sp. induced cytotoxic effect to mammalian cells that showed differences 
between the extraction solvents, cell types and concentration in the crude extracts as 
well as the isolation of fungus.
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บทน่า

1.1 ความสำคัญ และที่มาของงานวิจัย
การเพิ่มผลผลิตทางการเกษตรเพื่อให้เพียงพอกับจำนวนประขากรที่เพิ่มมากขึ้นมีผลต่อความ 

ต้องการปริมาณพื้นที่ในการเพาะปลูกมากขึ้นทำให้เกิดการทำลายพื้นที่ป่า ซึ่งมีผลกระทบต่อต้นนํ้า
ความอุดมสมบูรณ์ของดิน และสิ่งมีชีวิตซึ่งอาศัยอยู่ร่วมกันอย่างสมดุล และมีการใช้สารเคมีในพื้นที่ 
การเกษตรในปริมาณสูงมากขึ้น ก่อให้เกิดสารพิษปนเป้อนในดิน น้ํา อากาส และในผลผลิตทาง 
การเกษตร ซึ่งมีผลต่อสุขภาพของเกษตรกรและผู้บริโภค จากปิญหาสภาวะแวดล้อมดังกล่าวจึงมีการ 
ล่งเสริมให้มีการทำการเกษตรแบบเกษตรอินทรีย์ (organic agriculture) มากขึ้น ซึ่งการควบคุมโดย 
ชีววิธี (biological control) เป็นวิธีหนี่งที่นำมาใช้กันมากในปิจจุบัน ประเทศไทยเป็นประเทศ 
เกษตรกรรมที่มุ่งเน้นการเพิ่มผลผลิตทั้งทางด้านคุณภาพและปริมาณ แต่ปิญหาสำคัญอย่างหนึ่งที่พบ 
คือการระบาดของแมลงศัตรูพีฃ การควบคุมโดยขีววิธีจึงเป็นทางเลือกหนึ่ง เพื่อลดการใช้สารเคมีที่มี 
ผลกระทบต่อสุขภาพทั้งของเกษตรกรผู้ใช้ และผู้บริโภค รวมทั้งมีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม

เชื้อราลาเหตุโรคแมลง (entomopathogenic fungi) เป็นการควบคุมโดยขีววิธีวิธีหนึ่ง โดย 
เชื้อราสาเหตุโรคแมลงพบได้ทั่วไปในธรรมขาติ และมีคุณสมบัติในการทำลายแมลงได้ เชื้อราที่มี
การศึกษาถึงฤทธึ๋ในการควบคุมแมลงศัตรูพืข (biopesticide) มีหลายสกุล เข่น Entomophthoro, 
Verticillium, Beouverio , Hirsutella, Metorhizium, Cordyceps, Culicinomyces และ 
Poeciiomyces เป็นต้น โดยกลไกการเช้าทำลายแมลงของเชื้อรามีทั้งการสร้างเส้นใยแพร่กระจายไป 
ทั่วตัวแมลงอาศัย (host) มีผลทำให้แมลงขาดอากาศ หรือเส้นใยของเชื้อราใช้นํ้าและสารอาหารจาก 
แมลงอาศัย รวมทั้งการสร้างสาร เข่น destruxin จากเชื้อราในสกุล Metorhizium, hissutellin จาก 
เฃื๋อราในสกุล Hirsutella และ beauvericin จากเซือรา'ในสกุล Beouverio และ Fusarium เป็นต้น 
ซึ่งสารเหล่านี้จะยับยั้งระบบภูมิคุ้มกันของแมลง และเป็นสารพิษทำให้แมลงตายได้ จึงอาจกล่าวได้ว่า 
เชื้อราสาเหตุโรคแมลงมีการผลิตสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ที่มีแนวโน้มในการนำไปเป็น 
สารทีใช้ในการกำจัดแมลง (insecticide) และสารออกฤทธี้ทางชีวภาพ (bioactive compounds) 
ซึ่งสารนี้จะมีผลต่อสิ่งมีชีวิตทั้งคน สัตว์ และพืฃ โดยสารออกฤทธิ้ทางชีวภาพที่ค้นพบมีทั้งฤทธี้ต้านจุลิ 
นทรีย์ (antimicrobial) ฤทธิ้ต้านมาลาเรีย (anti-malaria) ฤทธี้ต้านมะเร็ง (anticancer) ฤทธ๋ึต้าน 
เฃือรา (anti-fungus) ฤทธี้ต้านเชีอไวรัส (anti-viral) ฤทธีต้านการอักเสบ (anti-inflammatory) 
และฤทธึ๋ต้าน'วัณโรค (anti-tuberculosis) เป็นต้น โดยสารดังกล่าวควรมีความจำเพาะเจาะจง และ 
จะต้องมีผลช้างเคียงต่อมนุษย์น้อยทื่สุด

ในประเทศไทยได้มีการนำเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคแมลงมาใช้ในการเกษตรแล้วหลายฃนิด เข่น 
Beouverio bossiono, Metorhizium anisoplioe, Hirsutella thompsonii, Poeciiomyces sp. 
และ Nomuraeo rileyi เป็นต้น และจากผู้วิจัยทำการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ 
ราสาเหตุโรคแมลงในสกุล Beouverio และ Metorhizium  พบสารสีในอาหารเลี้ยงเชื้อ และการ 
สังเกตเห็นบริเวณ clear zone ได้อยู่เสมอ ซึ่งนำ'ไปสู่ความสนใจอย่างยิ่ง'ในการศึกษาถึงสารเคมีที่มี 
อยู่ในเชื้อราสาเหตุโรคแมลงนี้ พร้อมกับศึกษาฤทธึ๋ทางชีวภาพที่สามารถนำไปประยุกต์ใช้ได้ ประกอบ 
กับยุทธศาสตร์การพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแห่งฃาติ ฉบับที่ 10 (พ.ศ.
2550-2554) ที่เน้นการพัฒนาคุณค่าความหลากหลายทางชีวภาพและภูมิปิญญาท้องถิ่น เพ่ือนำไปสู่
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การพัฒนาบนฐานความหลากหลายทางชีวภาพในระยะยาว โดยส่งเสริมการใฃ้ความหลากหลายทาง 
ชีวภาพในการสร้างความมั่นคงของภาคเศรษฐกิจท้องถิ่นและขุมขน รวมทั้งพัฒนาขีดความสามารถ
และสร้างนวัตกรรมจากทรัพยากรชีวภาพที่เป็นเอกลักษณ์ของประเทศ

โดยในการศึกษาครั้งนี้มีแนวคิดที่จะนำเชื้อราในสกุล Beauveria ที่พบมากในประเทศไทย 2 
สปีชีส์ คือ ร. bossiono และ ร. brongniartii มาสกัดเพื่อทดสอบฤทธิ้ทางชีวภาพ และทดสอบความ 
เป็นพิษต่อเซลล์ปกติหรือกับเซลล์มะเร็ง รวมทั้งความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรม เพื่อพัฒนาเป็นยาหรือ 
สารออกถุทธี้ทางชีวภาพที่มีประโยฃนํทั้งใบทางการเกษตรและการแพทย์ โดยข้อมูลที่เกี่ยวกับฤทธิ๋
ของสารสกัดจากเชื้อราสาเหตุโรคแมลงที่ออกฤทธิ้ทางชีวภาพทั้งการต้านเซลล์มะเร็ง และฤทธ๋ิด้านจุลิ 
นทรีย์ยังมีอยู่น้อย ผลที่ได้จากงานวิจัยอาจมีส่วนช่วยสนับสนุนหรือส่งเสริมการพัฒนาวิธีการใช้สาร
สกัดจากเชื้อราสาเหตุโรคแมลง เพื่อนำไปใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยตรง หรือนำมาใช้ในการ 
รักษาโรคมะเร็ง การรักษาโรคติดเชื้อ รวมทั้งการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์จะทำให้ทราบถึงระดับ 
ความปลอดภัยของสารที่อาจตกค้างหรือปนเป้อนที่ก่อให้เกิดอันตราย ที่ใช้ในการดำเนินงานในระบบ 
การผลิต ระบบการรับรอง และการตรวจสอบสินค้าเกษตรอินทรีย์ เพื่อการกำหนดมาตรฐานคุณภาพ 
ของสินค้าที่มีผลกระทบต่อสุขภาพอนามัยของผู้ผลิต ผู้บริโภค และรักษาสภาพแวดล้อม

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ
1.2.1 ศึกษาถึงถุทธึ๋ต้านจุสินทรีย์ของสารสกัดหยาบที่ได้จาก ร. bossiono และ ร. 

brongniartii ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ
1.2.2 ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบที่ได้จาก ร. bossiono และ ร. brongniartii ท่ีมี 

ผลต่อความอยู่รอดของเซลล์ปกติที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง และหาระดับความเข้มข้นที่ทำให้เซลล์ 
ตายร้อยละ 50 ด้วยวิธี Methyl tetrazolium (MTT) assay

1.2.3 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบที่ได้จาก ร .  bossiono และ ร .  brongniartii ต่อการยับยั้ง 
การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง และหาระดับความเข้มข้นที่ทำให้เซลล์ 
ตายร้อยละ 50 ด้วยวิธี MTT assay

1.2.4 ศึกษาการตายของเซลล์ขนิด apoptosis ด้วยวิธี Annexin V/PI staining assay ท่ี 
ตรวจวัดด้วยเครื่อง fluorescence flow  cytometry

1.2.5 ศึกษาความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรมของสารสกัดหยาบที่ได้จาก ร .  bassiona และ ร .  

brongniarti ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวของคน (human lymphocyte) ในอาหารเพาะเลี้ยง และหา 
ระดับความเข้มข้นที่ก ่อให้เก ิดการเป ็นพิษต่อเซลล์เม ็ดเลือดขาว และชนิดของการเปลี่ยนแปลง 
โครโมโซม

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย
ทำการศึกษาเชื้อราสาเหตุโรคแมลงเฉพาะ ร. bossiono และ ร. brongniartii ที่ได้จากการ 

รวบรวมจากสถานที่ต่างๆ ในประเทศ และวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคทาง 
สัณฐานวิทยา และระดับโมเลกุล ที่ผู้วิจัยศึกษามาก่อนหน้านี้ และนำสารสกัดที่ได้มาศึกษาถึงฤทธด้าน 
จุลินทรีย์ เซ่น Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coii DMST 4212, 
Staphylococcus oureus TISTR 118 และ Bacillus cereus DMST 5040 เป็นต้น การศึกษา

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



3

ความเป็นพิษต่อเซลล์ที่ปกติและเซลล์มะเร็ง เข่น เซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์ (human breast 
cancer cell line: MCF-7) เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ของมนุษย์ (human colon adenocarcinoma 
cell line: HT-29) เซลล์ไตของลิง (african green monkey kidney cell line: Vero cell) และ 
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู (murine leukemia cell line: P388) ที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง 
(in vitro) และศึกษาความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรมของเซลล์เม็ดเลือดขาวของคน (human
lymphocyte) ในหลอดทดลองเท่านั้น

1.4 ทฤษฏี
เชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคแมลง (Insect fungi หรือ entomopathogenic fungi) หมายถึงเฃือ 

ราที่สามารถเจริญเติบโตได้[นแมลง ซี่งอาจจะอยู่ร่วมกับแมลงที่มีชีวิตหรือทำให้เกิดโรคและสามารถ 
ฆ่าแมลงได้ โดยเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคแมลงที่มีบทบาทสำคัญทางการเกษตรมืหลายสกุล เข่น
Beauveria sp., Metarhizium  sp., Paecilomyces sp., Aschersonio sp., Verticillium  sp. 
และ Entomophthora  sp. เป็นต้น

โดยส่วนใหญ่เชื้อรากลุ่มน้ีจะเป็น contact biopesticides ที่วงจรชีวิตเริ่มจากเชื้อราระยะที่ 
เป็นสปอร์ตกไปบนผิวของแมลงอาศัย (host) และเข้าสู1ลำตัวโดยตรงทางผิวหนังของแมลง หรือบาง 
ฃนิดอาจเข้าทางข่องเปิดต่างๆของแมลง เข่น ข่องหายใจ หรือบาดแผลที่ผนังลำตัว โดยมีการ 
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างสภาพทางชีวเคมีเพื่อให้สามารถติดแน่นอยู่กับผิวของแมลง เมื่อมีความช้ืนที่
เหมาะสม สปอร์จะเจริญผ่านทาง cuticle ของแมลงเข้าไปในซ่องว่างในลำตัวบริเวณรอยต่อระหว่าง 
ข้อปล้อง หรือข้อต่อของรยางค์ต่างๆ โดยอาศัยเอนไซม์ต่างๆ ที่เชื้อราสร้างขึ้น เข่น lipase ข่วยย่อย 
สลายชื้นไขมัน ที่เคลือบอยู่บนผนังลำตัว หรือเอนไซม์ chitinase และ proteinase ซ่วยย่อยสลายชื้น 
ต่างๆ ของผนังลำตัวมีการสร้างเส้นใยมากมายแพร่กระจายไปทั่วตัวแมลงอย่างรวดเร็ว เชื้อราที่เป็น 
สาเหตุโรคในแมลงบางชนิดจะตายในขณะที่ไมซีเลียมเจริญเติบโตทั่วตัวแมลงอาศัยทำให้แมลงขาด 
อากาศหรือตาย รวมทั้งบางชนิดแมลงอาศัยจะตายเนื่องจากสารพิษที่เชื้อราปล่อยออกมาในช่วง
เริ่มต้นของการเข้าทำลาย โดยเชื้อราจะสร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ซึ่งส่วนใหญ่ 
เป็นสารพิษ (ทาycotoxin) คือสารพิษธรรมชาติที่สร้างจากเชื้อรา เช่น destruxins และ
cytochalasin C จากเขือรา Metarhizium anisopiiae หรือ bassianin, beauvericin, 
bassianolide, beauverolide และ tenellin จากเชื้อรา Beauveria bassiana หรือ oosporein 
จากเชื้อรา Beauveria brongnairtii โดยสารพิษเหล่านี้จะยับยั้งระบบภูมิคุ้มกันของแมลงทำให้แมลง 
ตายได้ เมื่อแมลงตายแล้วจึงสร้างเส้นใยบนซากแมลง ดูดนํ้าเลี้ยงและสารอาหารจากแมลงทำให้ซาก 
แมลงแห้ง จากนั้นเส้นใยส่วนที่อยู่ภายนอกจะสร้างสปอร์ และพิงกระจายเข้าสู่วงจรการทำลายต่อไป

ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมที่บุ่งเน้นการเพิ่มผลผลิตทั้งทางด้านคุณภาพและ 
ปริมาณ แต่ปิญหาสำคัญอย่างหนึ่งที่พบคือการระบาดของโรคพืช และแมลงศัตรูพิฃ การควบคุมแมลง 
ศัตรูพืฃด้วยชีววิธีเป็นทางเลือกหนึ่งเพื่อลดการใช้สารเคมีที่มีผลกระทบต่อสุขภาพทั้งของเกษตรกรผู้ใข้ 
และผู้บริโภค รวมทั้งสิ่งแวดล้อม จึงได้มีการนำเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคแมลงที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ 
และมีคุณสมบัติในการทำลายแมลงได้มาใช้มากขึ้น แต่'ปิญหาการปนเปีอนของสารพิษจากรา
(mycotoxin) มีความสำคัญต่อระบบเศรษฐกิจและต่อสุขภาพของมนุษย์ สารพิษจากเชื้อราที่เป็น 
ปิญหา คือ aflatoxin (จากเชื้อราในสกุล Aspergillus) ที่เป็นพิษต่อตับ นอกจากนั้นยังมี 
sterigmatocystin (จาก Aspergillus versicolor) zearalenone (จากเชีอราในสกุล Fusarium) ท่ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เป็นพิษต่อระบบฮอร์โมนในเพศหญิง ochratoxin (จากเชื้อราในสกุล PeniciUium) ที่เป็นพิษต่อไต 
patulin (จาก PeniciUium potu lum ) ที่เป็นพิษต่อระบบประสาท fumonisin (จากเฃือราในสกุล 
Fusorium) ที่เป็นพิษต่อระบบภูมิคุ้มกันและระบบทางเดินหายใจ และ T-2 toxin, trichothecene 
(จากเชื้อราในสกุล Fusorium) ที่เป็นพิษต่อระบบทางเดินอาหาร เป็นต้น ดังเข่น Jestoi และคณะ 
(2004) ศึกษาการปนเปีอนของสารพิษจากเชื้อราในอาหารอินทรีย์จำนวน 30 ตัวอย่างจากตลาดใน 
ประเทศ Finnish และ Italian พบการปนเปีอนของสารพิษจากเชื้อราในสกุล Fusorium และ 
Aspergillus จำนวน 16 ซนิด โดยพบ Enniatins B, B1 และ deoxynivalenol ในลำดับต้นๆ และ 
เมื่อนำมาศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดจากอาหารต่อเซลล์ feline fetal lung cells ในหลอด 
ทดลองพบว่า มีความเป็นพิษต่อเซลล์ แต่ยังไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างความเป็นพิษกับระดับความ 
เข้มข้นของสารพิษจากเชื้อรานั้นอย่างมีนัยสำคัญ

จากการที่เชื้อราสาเหตุโรคแมลงสร้างสารออกฤทธิ๋ทางชีวภาพ จึงมีการนำเชื้อราสาเหตุโรค 
แมลงบางชนิดมาสกัดหาสารออกฤทธึ๋ทางชีวภาพ และทดสอบคุณสมบัติเพื่อพัฒนาเป็นยาหรือสาร 
ออกฤทธึ๋ทางชีวภาพใหม่ๆ ที่มีประโยชน์ในทางการแพทย์ (Blanford และคณะ, 2005) รวมทั้ง 
การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์จะทำให้ทราบถึงระดับความปลอดภัยของสารที่อาจตกค้างหรือ 
ปนเปีอนที่ก ่อให้เกิดอันตราย ที่ใข้ในการดำเนินงานในระบบการผลิต ระบบการรับรอง และการ 
ตรวจสอบสินค้าเกษตรอินทรีย์ เพื่อการกำหนดมาตรฐานคุณภาพของสินค้าที่มีผลกระทบต่อสุขภาพ 
อนามัยของผู้ผลิต ผู้บริโภค และรักษาสภาพแวดล้อม

เชื้อราในสกุล Beouverio เป็นเชื้อราที่นำมาใข้ในลำดับแรกๆ และเพิ่มมากชื้น เชื้อราสกุล 
Beouverio จัดเป็นเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคในแมลง (Entomopathogenic fungi) ปิจจุบันเชื้อราสกุล 
Beouverio มีรายงานไว้อย่างน้อย 7 สปีชีส์ ได้แก่ B. bossiono, B. brongniortii, B. veloto,
B. omorpho, B. molowiensis, B. vermiconio และ B. coledonico (Rehner และคณะ, 2006) 
ซึ่งสามารถพบและแยกได้จากแมลงและดิน เชื้อราสกุล Beouverio ที่นิยมนำมาใข้ในการควบคุม 
แมลงศัตรูพืชมี 2 สปีชีส์ คือ B. bossiono และ B. brongniortii เนื่องจากเชื้อราทั้ง 2 ขนิด'น้ีสามารถ 
เพาะเล้ียงได้ง่าย มีฤทธี๋รุนแรงในการควบคุมแมลงศัตรูพืช และสามารถทำลายแมลงได้หลากหลาย 
ชนิด

ในการปงขี้โดยส่วนใหญ่ใฃ้การศึกษารูปร่างลักษณะภายนอก โดยลักษณะของ 8. bossiono 
ในระยะ teleomorph จะมีสโตรมาสีเหลืองหรือเหลืองอมส้ม เจริญชื้นมาจากตัวแมลงอาศัย หรือ 
โพล1ขึ้นมาพ้นผิวดิน ในระยะ anamorph โคนิเดียและเส้นใยอยู่รวมกันเป็นกลุ่มข่อขนาดใหญ่ โค 
นิเดียมีลักษณะทรงกลม เจริญอยู่บนโคนิติโอจีบัสเซลล์ (conidiogenous cell) ที่มีลักษณะคล้าย 
แจกัน (flask-shaped) หรือทรงกระบอก (subcylindrical) (Li และคณะ, 2001) โคโลนีเรียบเป็นฝน 
คล้ายแปง ผิวหน้าแตก ผิวสีด้านล่างของอาหารจะแตกต่างกันไปตามฃนิดของอาหาร เข่น ในอาหาร 
PDA จะไม่มีสี สำหรับ 8 . brongniortii ใ’นระยะ teleomorph มีสโตรมายาวออกมาเข่นกัน แต่ใน 
ระยะ anamorph โคนิเดียมีรูปทรงกลม'รีคล้าย'ไข่ โคโลนีสีขาวอมเหลือง เส้นใยฟูอัดตัวกันค่อนข้าง 
แน่น เม ื่อเขี่ยจะราบไปกับผิวของอาหาร แต่อย่างไรก็ตามการจำแนกสปีฃีล ์ทำได้ยากเนื่องจาก 
โครงสร้างของเขี้อราเจริญเป็นกลุ่มแบบแตกออกจากกอ และลักษณะโคโลนีมีการเปลี่ยนแปลงได้ง่าย 
ตามสภาพแวดล้อม ดังเข่น Rehner และ Buckley (2005) สามารถแบ่งกลุ่มเชื้อราสกุล Beouverio 
โดยอาศัยรูปร่างสปอริได้ 6 กลุ่ม คือ กลุ่ม A สปอร์มีรูปทรงกลม ขนาด 2.3-3.2 ไมโครเมตร ได้แก่ 
เชื้อรา 8. bossiono, กลุ่ม B สปอร์ม ีรูปทรงกลมร ิคล้ายไข่ ขนาด 3.3-4.8 X 2.1-2.5 ไมโครเมตร
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ได้แก่ เชื้อรา ร. brongniartii, กลุ่ม C สปอร์มีรูปทรงกลมแต่ขนาดเล็กกว่ากลุ่ม A ขนาด 2.1-2.9 
ไมโครเมตร ได้แก่ เชื้อรา B. bassiono, กลุ่ม D สปอรม์ ีรูปทรงกระบอก ขนาด 3.8-5.2 X 1.9-2.3 
ไมโครเมตร ได้แก่ เจือรา B. colendonico และ B. vermiconia, กลุ่ม E สปอร์มีรูปทรงกลมรีคล้าย 
ไข่แต่สปอร์ยาวกว่ากลุ่ม B ขนาด 3.0-4.4 X 2.5-3.2ไมโครเมตร ได้แก่ เชื้อรา Cordyceps sp. กลุ่ม 
F สปอร์ม ีรูปทรงกระบอก ขนาด 4.2-5.2 X 1.7-2.1ไมโครเมตร ได้แก่ เชื้อรา B. omorpho รวมทั้ง 
Aung (2008) ที่ศึกษาเชื้อราสกุล Beouverio ในจังหวัดเขียง,โหม่ พบว่าขนาดสปอร์ของเชื้อรา B. 
bron§niartii มีขนาด 2 .2-6 ไมโครเมตร ซึ่งยาวกว่าตัวอย่างเชื้อราจากประเทศบราซิล ญ่ีป่น เกาหลี 
สาธารณรัฐประซาขนจีน และฟิลิปปินส์ และสปอร์ของเชื้อรา B. bossiono มีขนาด 1.2-3 X 1-3 
ไมโครเมตร ที่มีขนาดเล็กกว่าตัวอย่างเชื้อราจากประเทศบราซิล ฝรั่งเศส สาธารณรัฐประซาขนจีน 
โปแลนด์ สหรัฐอเมริกา และเวียดนาม และอัตราส่วนความยาวต่อความกว้างของสปอร์ของเชื้อรา B. 
brongniartii แบ่งได้เป็น 3 กลุ่มตามแมลงอาศัยซึ่งบางกลุ่มมีขนาดเล็กกว่าสปอร์ของเชื้อรา B. 
bossiano รวมทั้ง de Muro และคณะ (2005) ที่ศึกษาเชื้อราสกุล Beouverio จำนวน 110 ไอโซ 
เลต ที่รวบรวมจาก 7 ประเทศในตะวันออกกลางและเอเชียตะวันตก แยกเป็น B. bossiono จำนวน 
104 ไอโซเลต B. brongniortii จำนวน 1 ไอโซเลต และที่ไม่สามารถบอกสปีขีส์ได้อีกจำนวน 5 ไอโซ 
เลต จีงอาจกล่าวได้ว่าการบ1งชื้ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาอาจมีการคาดเคลื่อนได้ นำไปสู่การ 
นำไปใซ้ที่ไม ่ม ีประสิทธิภาพ จึงนิยมใข้การบ่งขี้ และศึกษาโดยใข้เทคนิคระดับโมเลกุล ก่อนการ 
นำไปใช้

การศึกษาโดยใซ้เทคนิคระดับโมเลกุลมีหลายวิธ ีโดยใซ้หลักการ Polymerase Chain
Reaction (PCR) ได้แก่ Random amplified polymorphic DNA (RAPD), Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP) และเทคนิค DNA sequencing เป็นต้น ดังเซ่น Wada 
และคณะ (2003) ศึกษา B. brongniartii จำนวน 38 ไอโซเลต B. bossiono จำนวน 5 ไอโซเลต 
และ B. omorpho จำนวน 1 ไอโซเลต จากแมลงอาศัยและจากถิ่นกำเนิดต่างๆ ด้วยเทคนิค PCR- 
RFLP ในบริเวณ ITSs และบางส่วนของบริเวณ 185 และ 28S โดยเอนไซม์ Alul, Haelll และ Hhal 
จะให้รูปแบบการตัดของดีเอ็นเอของ B. bossiano ต่างจาก ร. bron§niortii และ ร. omorpho 
และเอนไซม์ Mspl จะให้รูปแบบการตัดของดีเอ็นเอของ ร. omorpho ต่างจากเชื้อราในสกุล 
Beouverio อื่นๆ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ de Muro และคณะ (2005) ที่เอนไซม์ Alul, Hhal, 
Thai, Tsp509 และ Msel ให้ผลแตกต่างกันในแต่ละสปีซีส์ของเชื้อราในสกุล Beouverio

และจากการศึกษาวิจัยเชื้อราสกุล Beouverio ที่แยกได้จากแมลงและดินในประเทศไทย 
จำนวนทั้งหมด 29 ไอโซเลต นำมาศึกษาความหลากหลายทางจืวภาพทั้งจากการใฃ้ลักษณะทาง 
สัณฐานวิทยาและเทคนิคทางโมเลกุล โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาศึกษาจากลักษณะของโคโลนี 
และจากอัตราส่วนความยาวและความกว้างของสปอร์ ซึ่งจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาไม่สามารถ 
จำแนกอย่างได้แน่นอนว่าเป็นเชื้อรา Beouverio สปีซีส์ใด จึงนำเฉพาะไอโซเลต B001-B029 มา 
ศึกษาความหลายหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคพีซีอาร์ เทคนิคการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ และ 
เทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี ในบริเวณ internal transcribed spacer (ITS1-5.8S-ITS2) และ 
บางส่วนของ 18S และ 28S ของ rDNA (ribosomal DNA) โดยการ'ใช้คู่,ไพรเมอร์ ITS1/ITS4 และ 
PN3/PN16 สามารถเพิ่มผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ได้ชื้นดีเอ็นเอที่มีฃนาด 600 และ 900 คู่เบส ตามลำดับ 
และจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ Alul และ Hhal (AspLEl) สามารถแยกเชื้อรา Beouverio 
bossiono จำนวน 25 ไอโซเลต ออกจากเจือรา Beouverio bron§niartii จำนวน 4 ไอโซเลตได้
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และเมื่อจัดเรียงลำดับนิวคลีโอไทด์และตรวจสอบด้วยโปรแกรม ClustalX และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ 
ทางพันธุกรรม'ของเขื้อรา'โดยการ,โฃ้ Kimura-two parameter จากจำนวนชุดข้อมูล 1000 ชุด ด้วย 
โปรแกรม PHYLIP หาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในรูปของ phylogenetic tree ในบริเวณ ITSs 
สามารถจัดกลุ่มเฃื้อราได้อย่างขัดเจนเป็น 3 กลุ่ม คือ เฃื้อรา B. bassiana, B. brongniartii และเชื้อ 
รา Metorhizium anisopliae ซี่งนำมาใช้เป็นตัวอย่างนอกกลุ่ม (ไม่ได้นำเสนอข้อมูลทั้งหมด และใน 
สุวิ1ขา, 2551)

เชื้อราในสกุล Beauveria สามารถผลิตสารต่างได้หลายฃนิด เข่น beauvericin, bassianin, 
bassianolide, beauverolide, oosporein และ tenellin เป็นต้น โดย beauvericin (BEA) เป็น 
สารขนิด cyclic hexadepsipeptide แสดงสูตรโครงสร้างในรูปที่ 1.1 ที่มีฤทธึ๋ทั้งต้านเชื้อจุลินทรีย์ 
และสารกำจัดแมลง ท่ือยู,ในกลุ่ม'ของ enniatin และเป็นสารพิษจากเชื้อราที่ได้จากเชื้อรา Beauveria 
bassiana (Hamill และคณะ, 1969) และเชื้อราอื่นโดยเฉพาะในสกุล Fusarium ที่พบปนเปีอนมา 
กับธัญญาพืข เข่น ข้าวโพด ช้าวสาลี และข้าวบาร์เลย์ (Moretti และคณะ, 1995; Logrieco และ 
คณะ, 1998)

รูปที่ 1.1 แสดงโครงสร้างของ beauvericin (BEA) ที่มีลักษณะแบบ 
Cyclic hexadepsipeptide 
ท่ีมา : http://en.wikipedia.org/wiki/Beauvericin

เนื่องจาก beauvericin สามารถพบได้ในสินค้า และพืชทางการเกษตร ดังนั้นอาจมีการ 
ปนเปีอนในอาหาร ซี่งอาจมีผลต่อสุขภาพของสัตว์ เกษตรกร และผู้บริโภค จึงมีการทดสอบผลของ 
Beauvericin ต่อเซลล์ชนิดต่างๆ เข่น เซลล์แมลงชนิด SF-9 insect cell line (immortalized 
pupal ovarian cells) ของ Spodoptera frugiperda พบว่าทั้งระดับความเข้มช้นฃอง 
beauvericin และระยะเวลามีผลต่อความมีชีวิตรอดของเซลล์ (Calo และคณะ, 2003) เมื่อทดสอบ 
ความเป็นพิษด้วยเทคนิค MTT-colorimetric assay เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบ IC50 (50% 
Inhibiting Concentration) ของ beauvericin เท่ากับ 2.5 pM (Fornelli และคณะ, 2004) รวมทัง 
การศึกษาในเซลล์สัตว์ที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง (Calo และคณะ, 2004) Beauvericin มีฤทธึ๋ต้าน 
เชื้อมาลาเรีย เชื้อแกรมบวก และยังสามารถทำให้เกิดการตายของเซลล์ได้ (apoptosis) เข่น ในเซลล์ 
ฃนิด non-small cell lung cancer (NSCLC) (Lin และคณะ, 2005) และเซลล์เม็ดเลือด
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lymphocyte (Dombrink-Kurtzman, 2003) ซึ่งอาจมีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันอันเนื่องจากปริมาณ 
เม็ดเลือดขาวลดลงจากการยับยั้งการแบ่งเซลล์ และการเกิด apoptosis

Beauvericin ในระดับความเข้มข้นตํ่าระดับไมโครโมลาร์พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์หลาย 
ข'นิด เข่น เซลล์ murine P815 mastocytoma, Yac-1 lymphoma และ EL-4 thymoma, rat 
mast cell-like RBL-1, simian fibroblastoid CV-1 และ human IARC/BL 41 (จาก Burkitt’s 
lymphoma), HeLa cells (เซลล์มะเร็งปากมดลูก) และ Hep G2 cells (เซลล์มะเร็งตับ) ซ่ึงจาก 
การศึกษาพบว่า beauvericin มีผลทำให้เกิดการตายของเซลล์ในหลอดทดลอง (Ojcius และคณะ, 
1991; Macchia และคณะ, 1995; Que และคณะ, 1997; Harnois และคณะ, 1997; Logrieco 
และคณะ, 2002)

Calo และคณะ (2004) ศึกษาผลของ beauvericin ที่มีต่อการตาย1ของเซลล์'ขนิด myeloid 
ของมนุษย์ คือ บ-937: monocytic lymphoma cells และ HL-60: promyelocytic leukemia 
cells ด้วยเทคนิควิธี Trypan blue โดยใข้ beauvericin ระหว่างความเข้มข้น 100 nM -  300 pM 
เป็นระยะเวลา 4 และ 24 ชั่วโมง พบว่า beauvericin ที่ความเข้มข้นในระดับ 3 pM ที่ระยะเวลา 4 
ชั่วโมง ไม่มีผลต่อการตายของเซลล์ โดยค่า c c 50 ( 50% Cytotoxic Concentrations) ท่ี 24 ชั่วโมง 
ต่อเซลล์'ชนิด บ-937 และ HL-60 มีค่าเท่ากับ 30 pM และ 15 pM ตามลำดับ

Wat และคณะ (1977) วิเคราะห์สารสีเหลืองที่เกิด'ขึ้น'ในการเจริญ'ของเชื้อราสกุล
Beauveria เป็นโครงสร้างของ tenellin และ bassianin ซึ่งมีการศึกษาความเป็นพิษน้อย เข่น 
Quesada-Moraga และ Vey (2004) ทำการศึกษาสารพิษจากเฃื้อราที่ได้จาก B. bassiana ที่แยก 
ได้จากตั๊กแตน คือ Bassiacridin ที่สามารถแยกได้ในปริมาณระหว่าง 0.1- 0.3% ของสารสกัดหยาบ 
เมื่อทดสอบความเป็นพิษโดยการฉีดสารบริสุทธิ้ในหนอนของ Locusta migratoria ในระดับความ 
เข้ม'ข้นตํ่าประมาณ 3.3 pg/น ํ้าหนักตัว 1 § ทำให้เกิดการตาย 50% และเมื่อศึกษาในระดับเซลล์ และ 
เน้ือเยื่อ จะพบลักษณะของจุดสีดำที่ท่อลม และถุงลม

Oosporein (OOS) ซี่งอยูในกลุ่มของ dibenzoquinone พบครั้งแรกในอาหารเลี้ยงเฃี้อ 
Oospora coiorons ต่อมาพบในการเพาะเลียง Chaetomium oureum  ที่คัดแยกได้จากดิน และ 
ให้สารสีแดงปริมาณมากในขณะการเพาะเลี้ยง และเมื่อนำไปทดสอบพบว'ามีฤทธี้ในการต้านแบคทีเรีย 
เข่น Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis และ Micrococcus lysodeikticus โดยมีค่า 
inhibitory concentration (MIC) ประมาณ 12.5-50 pg/ml (Taniguchi และคณะ, 1984) ซ่ึง 
ต่อมาพบว่าเขื้อราหลายชนิดสามารถผลิต Oosporein ได้รวมทั้งเขื้อราในสถุล Beauveria (Strasser 
และคณะ, 2000; Seger และคณะ, 2005) โดยเฉพาะ B. bron§niartii (Strasser และคณะ, 2000) 
และจากการที่ใข้เซื้อรามาเป็นสารควบคุมศัตรูพืชโดยขีววิธีมากขึ้น ซึ่งเชื้อราโดยส่วนใหญ่จะสร้าง
สารพิษหลากหลายชนิด ดังนั้นจึงอาจเป็นไปได้ที่จะมีการปนเซื้อนสู่สภาพแวดล้อม การตรวจสอบ 
สารพิษจึงควรกระทำอย่างรวดเร็ว แม่นยำ และราคาไม่สูง Favilla และคณะ (2006) ได้ใช้ Artemia 
salina และ Daphnia magna ในการประเมินความเป็นพิษจากสารพิษที่ผลิตจากเชื้อรา 7 ชนิด คือ 
alamethicin (ALA), paracelsin (PCS), antiamoebin (AAM), gliotoxin (GTX), destruxin A 
(DA), oosporein (OOS) และ elsinochrome A (EA) พบว่า A. salina และ D. ma§na มีความไว 
ต่อสารพิษจากเชื้อราทุกชนิด ยกเว้น OOS

จากการศึกษาในเชื้อราในสถุล Fusarium ที่สามารถผลิตสารพิษหลากหลายชนิด โดยสาร 
หลักที่ผลิตได้ คือ กลุ่ม trichothecenes เข่น diacetoxyscirpenol (DAS), T-2 toxin (T-2),
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nivalenol (NIV), fusarenon-X (FX) และ deoxynivalenol (DON) โดยผลิตได้จากทัง F. 
cuimorum  และ F. §raminearum  รวมทัง F. sombucinum  (Miller และคณะ, 1991; Thrane 
และ Hansen, 1995) ซึ่งต่างจาก F. sporotrichioides และ F. kyushuense ที่พบว่าผลิต 
trichothecenes ได้ในปริมาณที่น้อย และยังพบว่า F. langsethiae และ F. sporotrichioides 
สามารถผลิตสารในกลุ่ม trichothecenes ได้ใกล้เคียงกันมาก แม้ว่าลักษณะของ F. lanqsethiae 
จะใกล้เคียงกับ F. pooe มากกว่า (Thrane และคณะ, 2004) อาจเนื่องจากส่ภาวะแวดล้อมในการ 
เจริญมีผลต่อการสร้าง trichothecenes

นอกจากนั้นเชื้อราในสกุล Fusarium สามารถผลิตสารพิษขนิด beauvericin ได้ แต่อย่างไร 
ก็ตามในแต่ละสปีฃีส์จะผลิตและให้ปริมาณของสารแตกต่างกันไป หรือแม้แต่ในสปีฃีส์เดียวกัน ทำการ 
เพาะเลี้ยงในอาหารขนิดเดียวกัน แต่สายพันธุ่แตกต่างกันจะให้ปริมาณของ beauvericin แตกต่างกัน 
ด้วย ดังเข่นการทดลองของ Thrane และคณะ (2004) ที่ได้ทำการศึกษาการผลิตสารพิษจากเฃี้อราใน 
สกุล Fusarium คือ F. langsethiae, F. pooe, F. sporotrichioides และ F. kyushuense 
จำนวนทั้งหมด 109 สาย'พันธุ โดย F. lan§sethiae จำนวน 23 สายพันธุ มีเพียง 1 สายพันธุbท่านั้น 
ที่สามารถผลิต beauvericin ได้ และเป็นสายพันธุที่สามารถผลิต beauvericin ได้จำนวนมากที่สุด 
และสามารถผลิตจาก F. sporotrichioides ได้เพียง 19 สายพันธุจากทั้งหมด 35 สายพันธุ จาก F. 
poae ได้เพียง 24 สายพันธุจากทั้งหมด 49 สายพันธุ้ ซึ่งให้ปริมาณสารที่แตกต่างกันออกไป และไม, 
พบการผลิต beauvericin จาก F. kyushuense ทั้งสองสายพันธุ จึงอาจเป็นได้ว่าเฃี้อราในสกุล 
Beauveria สามารถผลิต beauvericin ที่แตกต่างกัน

ตัวอย่างสารที่เชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคในแมลงอื่นๆสร้างได้ เข่น M. anisopiioe ได้แก่ 
destruxins และ รพainsonine ซึ่งเป็นสารกลุ่มใหญ่ นอกจากนั้นยังมีรายงานเกี่ยวกับสารฃนิดอื่นๆที่ 
แยกได้ เข่น cytochalasin C และ D, 12-hydroxyovalicin, viridoxin, myroridins และ 
hydroxyfungerin (Krasnoff และคณะ, 2006)

Destruxins (dtxs) เป็นสารในกลุ่ม cyclic hexadepsipeptides toxins มีโครงสร้างเป็นวง 
ที่มีฤทธไนการเป็นสาร'ฆ่าแมลง (insecticidal activity) มีฤทธิ้ยับยั้งระบบภูมิคุ้มกันของแมลงทำให้ 
แมลงตาย (Kershaw และคณะ, 1999; Dumas และคณะ, 1994; Dumas และคณะ, 1996a) เม่ือ 
แยกอนุพันธ์ในธรรมซาติที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเชื้อรา M. onisopiiae ได้ 5 ซนิด คือ Destruxin A, 
B, D, E, และ E-diol รวมทัง Swainsonine เป็นสารประเภท indolizidine alkaloid ซ่ึง 
ประกอบด้วยวงแหวน piperidine และ pyrrolidine เข่ีอมกัน

Oselys และคณะ (2007) ศึกษาการคัดเลือกเชื้อรา Metarhizium  sp. เพี่อผลิตสารเมทา 
บอไลทํฃนิด Indolizidine alkaloid โดยใฃ้เขือรา Metarhizium  sp. 6 สายพันธ์ได้แก่
Metarhizium anisopiiae สายพันธุ 3935, 4516, 4819, PL57, PL43 และ Metarhizium  
flavoviride  สายพันธุ CG291 โดยเพาะเลี้ยงเชื้อราในอาหารเลี้ยงเชื้อ Oat meal extract สูตร 
ดัดแปลง และอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek culture medium สูตรดัดแปลง ในฟลาส์กเขย่าที่ความเร็ว 
รอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน พบว่าเชื้อรา M. anisopliae 
สายพันธุ 3539 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร Oat meal extract ที่เสริมด้วย D-lysine 1.8 กรัมต่อลิตร ให้ 
ผลผลิตของ swainsonine มากที'สุดคือ 6 มิลลืกรัมต่อลิตร เมื่อตรวจสอบด้วยเครื่อง electrospry 
ionization mass spectrometry : ESPMS
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Amiri-Besheli และคณะ (2000) ศึกษาท้ังฃนิด และปริมาณของ destruxins พบว่าสาย 
พันธุ M. anisopliae var. anisopliae มีปริมาณของ destruxins A, B และ E แตกต่างกัน โดย 
strain V220 ไม่สามารถผลิต destruxins ได้ และ M. anisopliae var. กาo jนร, M, flavoviride  
และ M. album  ที่มีความจำเพาะต่อแมลงในกลุ่ม Coleoptera, Orthoptera และ Hemiptera 
ตามลำดับนั้น ให้ผลผลิตของ destruxin ขนิดต่างๆที่แตกต่างกัน แต่อย่างไรก็ตามแม้ว่าให้ปริมาณ 
ของ destruxins มากแต่อาจมีความเป็นพิษตํ่าในสิ่งมีฃีวิตแต่ละขนิดไม่เท่ากัน ซึ่งอาจขึ้นกับ
สารอาหารในตัวแมลง จึงอาจกล่าวได้ว่าสารที่เขึ้อราผลิตขึ้นนอกจากสายพันธุแล้ว ยังมีปิจจัยอื่นเข้า 
มาเกี่ยวข้อง

Hsiao และคณะ (2001) ได้ทำการแยกสารจาก M. anisopliae ได้ dtxs หลัก 4 ซนิดด้วย 
เทคนิค HPLC และ liquid chromatography electrospray mass spectrometry (LC-ESI-MS) 
พบว่า M. anisopliae สายพันธุ F061 ผลิต dtxs ได้มากที่สุดโดยเฉพาะ dtx-A 
(12.84±0.04 |Jg/ml) และ dtx -B (66.89d=2.57 |Jg/ml) DMDB (1.41±0.13 (Jg/ml) ตามลำดับ 
แต่ระดับของ dtx -E (4.19±0.13 (Jg/ml) ที่สูงสุดในสายพันธุ F007 และพบอีกว่าการกลายของเฃื้อ 
M. anisopliae โ!ดย ethyl methane sulfonate (EMS) และ ultraviolet (uv) สามารถทำให้การ 
ผลิต dtxs มากขึ้นซึ่งเหมาะแก่การผลิตเพื่อนำไปใข้งาน

ได้มีการศึกษาว่าองค์ประกอบใดที่มีฤทธี้ทางชีวภาพ คัดหาสารออกฤทธี้ทางชีวภาพ การแยก 
สารให้บริสุทธี้ เพื่อนำไปปรับปรุงโครงสร้างเพื่อทำให้สารนั้นมีประสิทธิภาพที่ดียิ่งขึ้น เข่นในการศึกษา 
สารต้านมะเร็งจากธรรมฃาตินั้นมีหลายระดับ เข่น สารที่เป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity agent) สาร 
ต้านเนืองอก (antitumor หรือ antineoplastic agent) และ และสารต้านมะเร็ง (anticancer 
agent) โดยการทดสอบสารสกัดกับเซลล์ในหลอดทดลองนั้น ต้องมีการนับเซลล์ที่รอดชีวิตหลังจากที่ 
ได้รับสารสกัดหรือการตายของเซลล์เมื่อได้รับสารสกัดในระดับความเข้มข้นต่างๆ เพื่อเป็นการทดสอบ 
ในเบื้องต้นก่อนทีจะนำสารสกัดไปพัฒนาเป็นยาในการรักษาโรคในอนาคตต่อไป โดยในการศึกษาสาร 
สกัดมีการศึกษาทั้งในสัตว์ทดลอง (เก Vivo) เข่น หนู กระต่าย เป็นต้นและในหลอดทดลอง (เก Vitro) 
เข่น เซลล์แมลง เซลล์ตับ เซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์ผิวหนัง เป็นต้น ซึ่งวิธีในการตรวจสอบความ 
เป็นพิษของเซลล์ในหลอดทดลองสามารถทำได้หลายวิธี เข่น Lactate dehydrogenase (LDH), 
Neutral red assay และ MTT assay เป็นต้น (Issa และคณะ, 2003; Aziz, 2006) รวมทั้งการ 
ประเมินสารตกค้าง หรือสารที่มีโอกาสปนเป้อนในสภาวะแวดล้อมจากการนำสารต่างๆ มาใฃ้ เข่น 
beauvericin (BEA) เป็นสารฃนิด cyclic hexadepsipeptide และเป็นสารพิษที่ได้จากเฃี้อรา B. 
bassiana (Hamill และคณะ, 1969) และเชื้อราในสกุล Fusarium ที่พบปนเป้อนมากับธัญญาพืข 
เข่น ข้าวโพด ข้าวสาลี และข้าวบาร์เลย์ (Moretti และคณะ, 1995; Logrieco และคณะ, 1998) 
เน่ืองจาก beauvericin สามารถพบได้ในสินค้า และพืฃทางการเกษตร ดังนั้นอาจมีการปนเป้อนใน 
อาหาร ซึ่งอาจมีผลต่อสุขภาพของสัตว์ เกษตรกร และผู้บริโภค จีงมีการทดสอบผลของ Beauvericin 
ต่อเซลล์ชนิดต่างๆ เข่น เซลล์แมลงซนิด SF-9 insect cell line (immortalized pupal ovarian 
cells) ของ Spodoptera frugiperdo พบว่าทั้งระดับความเข้มข้นของ beauvericin และระยะเวลา 
มีผลต่อความมีชีวิตรอดของเซลล์ (Calo และคณะ, 2003) เมื่อทดสอบความเป็นพิษด้วยเทคนิค MTT 
assay เป็นระยะเวลา 24 ฃั่วโมง พบ IC50 (50% Inhibiting Concentration) ของ beauvericin 
เท่ากับ 2.5 pM (Fomelli และคณะ, 2004) รวมทั้งการศึกษาผลของ beauvericin ที่มีต่อการตาย 
ของเซลล์ฃนิด myeloid ของมนุษย์ คือ บ-937: monocytic lymphoma cells และ HL-60:
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promyelocytic leukemia cells ด้วยเทคนิค,วิธี Trypan blue โดยใช้ beauvericin ระหว่างความ 
เข้มข้น 100 nM -  300 pM เป็นระยะเวลา 4 และ 24 ชั่วโมง พบว่า beauvericin ที่ความเข้มข้นใน 
ระดับ 3 pM ที่ระยะเวลา 4 ชั่วโมง ไม่มีผลต่อการตายของเซลล์ โดยค่า cc50 ( 50% Cytotoxic 
Concentrations) ท่ี 24 ชั่วโมง ต่อเซลล์'ชนิด บ-937 และ HL-60 มีค่าเท่ากับ 30 pM และ 15 pM 
ตามลำดับ (Calo และคณะ, 2004) นอกจากนั้น beauvericin สามารถทำให้เกิดการตายของเซลล์ 
(apoptosis) ในเซลล์ชนิด non-small cell lung cancer (NSCLC) (Lin และคณะ, 2005) และ 
เซลล์เม็ดเลือด lymphocyte (Dombrink-Kurtzman, 2003) ซึ่งอาจมีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันอัน 
เนื่องจากปริมาณเม็ดเลือดขาวลดลงจากการยับยั้งการแบ่งเซลล์ และการเกิด apoptosis

สำหรับสารสกัดที่ได้จากเฃี้อราที่เป็นสาเหตุโรคแมลงในสกุล Beouverio มีการศึกษาความ 
เป็นพิษต่อแมลง เซลล์แมลง และสิ่งมีฃีวิตอื่นๆ แต่เน้นการศึกษาไปที่การสกัดสารจากเชื้อราเพื่อ 
นำไปใช้เป็นสารควบคุมแมลงศัตรูพืช ซึ่งฤทธี้ทางชีวภาพด้านอื่นๆ เข่น ฤทธต้านจุลชีพ ฤทธ้ีต้าน 
มะเร็ง และฤทธิ้ต้านเชื้อไวรัส ยังมีอยู่น้อยดังนี้

Watts และคณะ (2003) ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ภายในหลอดทดลอง โดยทดสอบจาก 
เชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคในแมลงในสกุล Hypocreda จำนวน 7 สปีชีล์ และสกุล Aschersonio 
จำนวน 11 สปีชีส์ ที่สกัดด้วยตัวทำละลาย dichloromethane: methanol 1: 1 ต่อเซลล์แมลงชนิด 
Sf9 และ C6/36 cells และเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชนิด L929, BHK (21) C13 และ HepG2 ด้วย 
วิธี MTT assay พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์แมลง (เอ50 < 10 pg/ml) แต่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์สัตว์ 
เลี้ยงลูกด้วยนม (เอ50 > 10 pg/ml)

Lee และคณะ (2005) ทำการศึกษาฤทธํ่ต้านจุลินทรีย์ (antibacterial/antifungal) ของสาร 
สกัดจากเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคในแมลงจำนวน 47 ตัวอย่าง ที่อยู่ในสกุลต่างๆ คือ สกุล
Akanthomyces จำนวน 6 ตัวอย่าง, สกุล Aschersonio จำนวน 3 ตัวอย่าง, Cordyceps 
ramosopulvinata จำนวน 1 ตัวอย่าง, Cordyceps miiitoris จำนวน 1 ตัวอย่าง, Qibeliulo 
ieiopus จำนวน 1 ตัวอย่าง, สกุล Metarhizium  จำนวน 6 ตัวอย่าง, สกุล Nomuraea จำนวน 2 
ตัวอย่าง, สกุล Poecilomyces จำนวน 17 ตัวอย่าง, สกุล VerticiUium จำนวน 2 ตัวอย่าง และใน 
สกุล Beouverio จำนวน 8 ตัวอย่าง แบ่งเป็น B. bossiana จำนวน 6 ตัวอย่าง และ B. 
brongniortii จำนวน 2 ตัวอย่าง ที่เลี้ยงบนอาหารชนิด PDA พบว่ามีฤทธึ๋ต้าน Bacillus (Bacillus 
subtilis) จำนวน 38 ตัวอย่าง (81%), มีฤทธี้ต้าน Staphylococcus (Staphylococcus oureus) 
จำนวน 30 ตัวอย่าง (64%) และมีฤทธิด้าน Saccharomyces ( Saccharomyces cerevisiae) 
จำนวน 10 ตัวอย่าง (21%) และสำหรับสกุล Beouverio มีฤทธึ๋ที่แตกต่างกันออกไปโดย B. 
brongniartii มีฤทธํ่ในการต้านเชื้อต่างๆได้ดีกว่า B. bossiana และเมื่อนำบางตัวอย่างมาศึกษาถึง 
ปิจจัยที่มีผลต่อการผลิตสาร เข่น ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง และสารอาหารที่ใข้ในการเพาะเลี้ยง 
พบว่าเชื้อราในสกุล Beouverio ที่เพาะเลี้ยงในอาหารชนิด SMY medium และ Gelatin medium 
เป็นระยะเวลา 14 วัน เมื่อนำส่วนของนํ้าใสมาทดสอบ พบเฉพาะฤทธี้ต้าน Bacillus เท่านั้น โดยสูตร 
อาหารไม่มีผลต่อการออกฤทธี้ดังกล่าว รวมทั้ง B. bossiana มีฤทธึ๋ต้านต่อเชื้อ Photorhabdus 
luminescens ด้วย (Ansari และคณะ, 2005)

Segvit Klarit และคณะ (2008) ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์และการชักนำให้เกิด
apoptosis ใน porcine kidney PK15 cell โดยใช้สาร fumonisin B(l) (FB(1)), beauvericin 
(BEA) และ ochratoxin A (OTA) ทั้งแบบสารชนิดเดียว การรวมกันของสาร 2 และ 3 ชนิด ด้วยวิธี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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lactate dehydrogenase (LDH) activity และ caspase-3 activity ทีระดับความเข้มข้น 0.05, 
0.5 และ 5 pg/ml เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ช่ัว'โมง พบว่าทั้งระยะเวลาและความเข้มข้นของสาร 
มีผลต่อความเป็นพิษต่อเซลล์และการชักนำให้เกิด apoptosis โดยที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง FB(1), 
BEA และ OTA ที่ระดับความเข้มข้นสูงสุด มีผลทำให้ LDH activity เพิ่มขึ้นเป็น 45, 84 และ 77 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม และที่ระดับความเข้มข้น 0.5 pg/ml OTA ทำ 
ให้ caspase-3 activity เพิ่มมากขึ้น 84 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง่ ในขณะที่ BEA และ 
FB(1) ทำให้ caspase-3 activity เพิ่มมากขึ้น 319 และ 419 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ เมื่อเวลาผ่านไป 
48 ชั่วโมง โดยการทำงานของเอมไซมีท ี่เพ ิ่มมากขึ้นนี้จะสัมพันธ์ก ับการเปลี่ยนแปลงการเกิด 
apoptosis

ลำหรับสารสกัดที'ได้จากเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคแมลงในสกุล Beauveria นี้ยังมีงานวิจัยไม่ 
เพียงพอต่อการยอมรับของผู้บริโภคว่ามีผลข้างเคียงต่อร่างกายหรือไม่ทั้งต่อเซลล์ปกติ หรือสาร
พันธุกรรม ในกรณีมีการนำมาใฃ้และมีฤทรี้ตกค้างอยู่ในอาหาร หรือผลิตภัณทํทางการเกษตร จึงควรมี 
การศึกษาเพิ่มเติมทั้งองค์ประกอบทางเคมี ความเป็นพีษฃองสารสกัดหยาบที่ได้จากเชื้อราในสกุล
Beauveria ที่พบในประเทศไทย โดยเฉพาะสปีซีล์ที่นำไปใข้ในแปลงเกษตรกรรม รวมทั้งความเป็น 
พิษต่อสารพันธุกรรมเพื่อหาระดับความเข้มฃ้นที่ก่อให้เกิดการเป็นพิษต่อเซลล์ และการเปลี่ยนแปลง 
โครโมโซม เพื่อการนำไปใข้ให้เกิดประโยซนํสูงสุด โดยปราศจากความเป็นพิษต่อผู้บริโภค

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 2
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง

2.1 วัสดุ อ ุปกรณ ์
2 .1.1 แหล่งที่มาของตัวอย่าง

จากการรวบรวมเชื้อราสกุล Beauveria ที่แยกได้จากแมลงและดินในประเทศไทย 
จำนวนทั้งหมด 29 ไอโซเลต นำมาระบุสปีฃีส์จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาจากลักษณะของโคโลนี 
และจากอัตราส่วนความยาวและความกว้างของสปอร์ และเทคนิคทางโมเลกุลด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
เทคน ิคการหาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ และเทคน ิคพ ีซ ีอาร์-อาร์เอฟแอลพ ี ในบริเวณ internal 
transcribed spacer (ITS1-5.8S-ITS2) และบางส่วนของ 18S และ 28S ของ rDNA (ribosomal 
DNA) โดยการใฃ้คู่ไพรเมอร์ ITS1/ITS4 และ PN3/PN16 และตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ Alu\ และ 
Hha\ (AspLEI) สามารถแยกเบ็เนเชื้อรา Beauveria bassiana จำนวน 25 ไอโซเลต และเชื้อรา 
Beauveria brongniartii จำนวน 4 ไอโซเลต

2.1.2 เชื้อจุลิทรีย์ที่ใฃในการวิจัย
2.1.2.1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
2.1.2.2 Escherichia coii DMST 4212
2.1.2.3 Staphylococcus aureus TISTR 118
2.1.2.4 Bacillus cereus DMST 5040

2.1.3 เซลล์ไลนํที่ใฃในการวิจัย
2.1.3.1 เซลล์มะเร็งเด้านมของมนุษย์ (human breast cancer cell line: MCF-7)
2.1.3.2 เซลล์มะเร็งลำไส่ใหญ่ของมนุษย์ (human colon adenocarcinoma cell 

line: HT-29)
2.1.3.3 เซลล์ไตของลิง (african §reen monkey kidney cell line: Vero cell)
2.1.3.4 เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู (murine leukemia cell line: P388)

2.1.4 เครื่องแก้ว อุปกรณ์ และเครื่องมือ
2.1.4.1 ■ บกเกอร์ (beaker)
2.1.4.2 กระบอกตวง (cylinder)
2.1.4.3 ขวดรูปขมพู่ (erlenmeyer flask)
2.1.4.4 ขวดแก้ว (bottle) ขนาดต่างๆ
2.1.4.5 จานเพาะเชื้อ (petri dish)
2.1.4.6 แท่งแก้วงอ (spreader)
2.1.4.7 เข็มเขี่ยเชื้อปลายแหลม (needle)
2.1.4.8 เข็มเขี่ยเชื้อปลายแหลมงอ (hook)
2.1.4.9 ห่วงเขี่ยเชื้อปลายกลม (loop)
2.1.4.10 คอกบอร์เรอร์ (cock borer)
2.1.4.11 ปากคีบ (forcept)
2.1.4.12 หลอดทดลอง (tube) ขนาด 1.5, 15 และ 50 มิลลิลิตร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



13

2.1.4.13 ลูกยาง (rubber bulb)
2.1.4.14 ซ้อนตักสารเคมี (spatular)
2.1.4.15 คาร์ลิเ'ปอร์ซนิดอัตโนมัติ (digital caliper)
2.1.4.16 ปิเปตต์ (pipette) ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร
2.1.4.17 ปิเปตแบบอัตโนมัติ (pipette boy)
2.1.4.18 ไมโครปิเปตด์ (micropipette)
2.1.4.19 ทิป (tip) ขนาดต่างๆ
2.1.4.20 ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ (flask)
2.1.4.21 ตะเกียง (burner)
2.1.4.22 สไลด์แก้ว (glass slide)
2.1.4.23 กระจกปิดสไลด์ (cover slip)
2.1.4.24 อีมา'ไซ'โตมิเตอร์ (haemacytometer)
2.1.4.25 ขุดอุปกรณ์การกรองพร้อมกระดาษกรองขนาด 0.2 และ 0.45 ไมโครเมตร
2.1.4.26 เครื่องระเหยสุญญากาศ (evapolator)
2.1.4.27 ไมโครไตรเตอร์เพลทรีดเดอร์ (microtiter plate reader) ฟิลเตอร์ (filter)

สำหรับความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร
2.1.4.28 ตู้อบลมร้อน (hot air oven)
2.1.4.29 ตู้ปลอดเฃือ (laminar air flow  cabinet)
2.1.4.30 ตู้บ่มเฃี้อ (incubator)
2.1.4.31 ตู้เย็น (refrigerator) หรือดู้แฃ่แข็ง (deep freeze)
2.1.4.32 อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
2.1.4.33 กล้องจุลทรรศน์ฃนิด bright field
2.1.4.34 กล้องจุลทรรศน์ขนิด inverted
2.1.4.35 เครื่อง,ช่ัง (balance)
2.1.4.36 เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอนํ้า (autoclave)
2.1.4.37 เครื่องฃ่วยผสม (vortex)
2.1.4.38 เครื่องปันเหวี่ยง (centrifuge)
2.1.4.39 เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)
2.1.4.40 เครื่องเขย่า (shaker or rotator)

2.1.5 วัสดุ และสารเคมี
2.1.5.1
2.1.5.2
2.1.5.3
2.1.5.4 

Hilton Broth (MHB)
2.1.5.5

ยาปฎิขีวนะ gentamycin 
สาร beauvericin (Sigma)
สาร mitomycin c
อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อฃนิด Mueller-Hilton 

อาหารเลี้ยงเชื้อฃนิด Potato Dextrose

agar (MHA) และ Mueller- 

Agar (PDA) และ Potato
Dextrose Broth (PDB)

2.1.5.6 อาหารเลี้ยงเชื้อขนิด Malt Extract Agar (MEA)
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.1.5.7 อาหารเลี้ยงเฃี้อชนิด Com Meal A§ar (CMA)
2.1.5.8 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Yeast Extract Sucrose (YES)
2.1.5.9 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Yeast-Malt Extract Agar (YMA)
2.1.5.10 อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
2.1.5.11 สารละลาย McFarland standard
2.1.5.12 อาหารชนิด Roswell Park Memorial เทรtitue (RPMI-1640)
2.1.5.13 ซีร้ม (fetal bovine serum, FBS)
2.1.5.14 เอนไซม์’ทริป'ชิน (trypsin enzyme)
2.1.5.15 ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethylsulfoxide, DMSO)
2.1.5.16 เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ และ 95 เปอร์เซ็นต์ (ethanol 70% and 95%)
2.1.5.17 ไฟโตฮีแมกกลูตินิน (phytohemagglutinin-M, PHA)
2.1.5.18 เฮปาริน (heparin)
2.1.5.19 สารละลายโปแตสเซียมคลอไรด์ (potassium chloride)
2.1.5.20 นายาคงสภาพ (fixative solution) ชนิด 3 Methanol: 1 Acetic acid
2.1.5.21 โคลชิมิด (colcemid)
2.1.5.22 ฟอสเฟตไวน์บัฟเฟอร์ (phosphate wise buffer)
2.1.5.23 สีย้อมจิมซ่า (giemsa)
2.1.5.24 สีย้อมทริปแพนบลู (trypan bule)
2.1.5.25 สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ (phosphate buffer saline: PBS)
2.1.5.26 เฮกเซน (hexane)
2.1.5.27 เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate)
2.1.5.28 เมทานอล (methanol)
2.1.5.29 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
2.1.5.30 Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with Alexa® 

Fluor 488 annexin V and PI for Flow Cytometry
2.1.5.31 นำกลั่น (distilled water)

2.2  ว ิธ ีการทดลอง
2.2.1 การคัดเสือกเชื้อราในสกุล Beauveria เพื่อนำมาศึกษาฤทธี้ทางชีวภาพ

เชื้อราที่ใช้ในการทดลองเป็นเชื้อรา B. bassiana จำนวน 25 ไอโซเลต และ B. 
brongniartii จำนวน 4 ไอโซเลต ที่เก็บรักษาไว้ เมื่อจะนำมาทำการทดลองจึงนำมาถ่ายเชื้อในอาหาร 
สูตร PDA เพี่อให้ได้โคโลนีเดี่ยวก่อนการลงเชื้อ คัดเลือกเชื้อรา B. bassiana และ B. bronqniartii ท่ี 
มีฤทธิ้ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ดีที่สุด 2 อันดับแรกในแต่ละสปีซีส์ ด้วยวิธี Dual-culture 
agar diffusion โดยศึกษาทั้งชนิดอาหาร และระยะเวลาที่เชื้อสามารถผลิตสารได้ดี และเพี่อใช้เป็น 
สภาวะที่เหมาะสมในการศึกษาขั้นต่อไป โดยเพาะเลี้ยงเชื้อราแต่ละไอโซเลตลงบนอาหารที่แตกต่าง
กัน 6 ชนิด คือ Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Corn Meal Agar 
(CMA),Yeast Extract Sucrose (YES), Yeast-Malt Extract Agar (YMA) และ Sabouraud 
Dextrose Agar (SDA) นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 7, 14, 21 และ 28 วัน โดยใช้ cork

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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borer เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 6 มิลลิเมตรเจาะตร งส่วนเส้นใย พร้อมน0 าชื้นวุ้นที่มีเส้นใยไปวางใน 
จานที่เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์แต่ละขนิดจำนวน 4 ฃนิด ได้แก่ Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853, Escherichia coii DMST 4212, Staphylococcus aureus TI5TR 118 และ Bacillus 
cereus DMST 5040 บ่มเปีนเวลา 24 ชั่วโมง วัดขนาดการเกิดวงใส (clear zone) รอบชื้นวุ้น โดย 
ทำการทดสอบจำนวน 3 ซํ้า จากนั้นนำมาวิเคราะห์ค่าทางสถิติด้วยวิธี One way ANOVA โดยใฃั 
โปรแกรม SPSS 14.0

2.2.2 การสกัดสารสกัดหยาบจากเส้นใยของ B. b a ssiana  และ B. brongniartii

เพาะเลี้ยงเชื้อรา B. bassiana และ B. brongniartii แต่ละไอโซเลต จำนวนสปีซีส์ละ 
2 ไอโซเลต ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทำให้เชื้อรามีฤทธี้ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ดีที่สุด บ่มที่ 
อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 10-14 วัน ให้ได้ปริมาณเส้นใยมากเพียงพอ ศึกษาและระบุส'ปีฃีส์'พร้อม 
นั้งต้องไม่มีการปนเบื้เอนเชื้อราฃนิดอื่นๆ จากนั้นใช้ cork borer ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร 
จุ่มแอลกอฮอลล์ 95 เปอร์เซนต์แล้วเผาไฟทิ้งให้เย็น เจาะวุ้นส่วนที่มีเส้นใยแล้วใช้เข็มเขี่ยเชื้อเผาไฟ 
เขี่ยชื้นวุ้นที่เจาะได!ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 15-20 มิลลิลิตร ในขวดรูปขมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร หรือขวดขนาด 8 ออนซ์ ในสภาวะนิ่ง ที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลาที่เชื้อสามารถผลิตสาร 
ได้ดี โดยทำการเพาะเลี้ยงในอาหารอย่างน้อย 3 ลิตร จากนั้นนำส่วนของเส้นใยและนั้าเลี้ยงเชื้อที่ได้ไป 
อบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หรือจนเส้นใยแห้งโดยมีนํ้าหนักคงที่ นำส่วน 
ของเส้นใยที่ได้มาบดให้เป็นชื้นขนาดเล็ก สกัดด้วยตัวทำละลายในตัวทำละลายอินทรีย์ ได้แก่ เฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ตามลำดับ โดยใช้อัตราส่วนเส้นใย 1 กรัมต1อปริมาตรตัวทำละลาย 10 
มิลลิลิตร โดยในแต่ละตัวทำละลาย นำไปเขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วประมาณ 150-200 รอบต่อ 
นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำมากรองเอาเฉพาะส่วนที่เป็นสารละลายด้วยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร์ 1 เก็บไว้ นำส่วนของเส้นใยไปสกัดซํ้าด้วยสารละลายอีกจำนวน 2 ครั้ง ครั้งละ 
ประมาณ 24 ชั่วโมง นำสารละลายที่กรองได้ไประเหยที่เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน ที่อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส จนกระทั่งสารสกัดหยาบ (crude) ที่ได้แห้งสนิท จะได้สารสกัดหยาบในชื้นเฮกเซน 
จากนั้นนำเส้นใยไปสกัดในสารละลายเอทิลอะซิเตท และเอทานอล ตามลำดับ เข่นเดียวกัน ดังแสดง 
ในรูปที่ 2.1 และนำสารสกัดหยาบที่ได้ในแต่ละตัวทำละลายใส่ในขวดสีฃาขนาดเล็กที่แห้งสนิท และ 
อบฆ่าเชื้อแล้ว บันทึกนํ้าหนัก เก็บในที่เย็น เพื่อนำไปใช้ในการทดลองต่อไป พร้อมนำบางส่วนส่ง 
วิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบที่ได้จากตัวทำละลายฃนิดต่างๆ ด้วยเทคนิคแก๊ส 
โครมาโทกราพีเ/แมสสเปคโทรเมตรี (chromatography/mass spectrometry: GC-MS) โดยการชั่ง 
สารสกัดหยาบทั่งจากตัวทำละลายเอกเซน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล 50 มิลลิกรัม ละลายใน 
สารละลาย dimethylsulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 2.1 แสดงขั้นตอนการสกัดสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อราสกุล Beouveria

2.2.3 การทดสอบฤทธิ๋ของสารสกัดหยาบต่อเชื้อจุลินทรีย์ ด้วยวิธี disc diffusion
2.2.3.1 การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์เพื่อใซีในการทดสอบ

เช ื้อจ ุล ินทร ีย ์ท ี่น ่ามาทดสอบแบ ่งเป ็นแบคท ีเร ียแกรมบวก 2 ข ,นิดคือ 
Staphylococcus aureus TISTR 118 และ Bacillus cereus DMST 5040 แบคทีเรียแกรมลบ 2 
ฃนิดคือ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ Escherichia coli DMST 4212 โดยเชื้อ 
แบคทีเรียจะเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อฃนิด Mueller-Hilton agar (MHA) ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบ 24 ชั่วโมงแล้ว เขี่ยโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของ 
เชื้อที่ต้องการทดสอบมาทำให ้อยู่ในรูปสารละลายเซลล์แขวนลอย โดยใส่ในหลอดทดลองที่มีอาหาร 
เลี้ยงเชื้อ1ขนิด Mueller-Hilton broth (MHB) ปริมาตรหลอดละ 3-5 มิลลิลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 6 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำไปตรวจสอบปริมาณของเชื้อ โดยการ 
นำมาวัดความขุ่นที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ปรับความขุ่นให้มีค่าประมาณ 0.5 -  1 ซึ่งจะได้ 
เชื้อจุลินทรีย์ประมาณ 10 8- 109 cfu/m l หรีอนำไปเทียบความขุ่นกับสารละลาย McFarland 0.05

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เพื่อให้มีเฃื้อจุลินทรีย์ประมาณ 1.5 X 108 cfu/m l จากนั้นใข้ไม้พันสำลีที่นื่งฆ่าเชื้อจุ่มในเชื้อที่ทราบ 
ความเข้มข้นแล้ว ซับให้แห้งกับข้างหลอดทดลอง นำไปเกลี่ย (swab) บางๆให้ทั่วบนผิวอาหารเลี้ยง 
เช้ือ เพื่อให้ชื้อจุลินทรีย์กระจายสมํ่าเสมอทั่วผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไว้ประมาณ 1 ชั่วโมง 
เพื่อให้ผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเชื้อแห้ง นำไปทดสอบฤทธี้ของสารสกัดหยาบต่อเชื้อจุลินทรีย์ต่อไป

2.2.3.2 การเตรียมสารละลายจากสารสกัดหยาบ
นำสารสกัดหยาบที่ได้จากการสกัดด้วยตัวทำละลาย-ต่างๆ ได้แก่ เฮกเซน 

เอทิลอะซิเตฑ และเอทานอล มาละลายด้วย 100 เปอร์เซ็นต์ DMSO โดยชั่งสารสกัดหยาบ 100 
มิลลิกรัม จากนั้นเติม DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะได้ stock ของสารสกัดหยาบที่มีความเข้มข้น 
100 มิลลิกรัมต่อ 1 มิลลิลิตร นำ stock มาเจือจางให้ได้สารสกัดหยาบหยาบที่มีความเข้มข้นเริ่มต้น 
เป็น 4000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยดูดสารสกัดหยาบจาก stock มา 200 ไมโครลิตร ผสมกับเอทา 
นอลปริมาตร 4800 ไมโครลิตร สารสกัดหยาบที่ได้จะมีความเข้มข้น 4000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เมื่อต้องการทดสอบให้เจือจางสารละลายด้วยเอทานอลในระดับความเข้มข้นต่างๆ คือ 4000, 2000, 
1000, 500 และ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วจึงนำไปทดสอบ

2.2.3.3 การทดสอบฤทธิ้ต้านเชื้อจุลินทรีย์ ด้วยวิธี disc diffusion
เมื่อได้สารละลายเซลล์แขวนลอยที่มีจำนวนเซลล์ที่ต้องการแล้ว นำไม้พัน 

สำลีที่ฆ่าเชื้อแล้วจุ่มลงในสารละลายเซลล์แขวนลอยมาเกลี่ยให้ทั่วหน้าอาหารแข็งโดยแบคทีเรียจะ 
เพาะเลี้ยงในอาหาร MHA จากนั้นรอให้ผิวหน้าอาหารแห้ง ทำการหยดขุดควบคุมทางบวก (Positive 
control) ซึ่งใฃ้ยาปฏิฃีวนะซนิด gentamycin ความเข้มข้น 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และขุด 
ควบคุมทางลบ (negative control) ใฃ้ตัวทำละลายเอทานอล และสารสกัดหยาบที่ระดับความ 
เข้มข้นต่างๆ ลงในกระดาษ AA paper disc ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ที่ผ่านการนึ่งฆ่า 
เชื้อแล้ว โดยใข้ปริมาตร 20 ไมโครลิตรต่อ paper disc จากนั้นรอให้แห้ง หรือทิ้งไว้เป็นเวลาประมาณ 
1 ชั่วโมง เพื่อให้ตัวทำละลายระเหยออก ใข้ปากคืบแผ่น paper disc วางลง และกดเบาๆ บนอาหาร 
ในจานเพาะเลี้ยงที่ทำการเกลี่ยเชื้อไว้แล้ว โดยให้สารสกัดหยาบ ขุดควบคุมทางบวก และขุดควบคุม 
ทางลบ อยู่ในจานเพาะเลี้ยงเดียวกัน ตามตำแหน่งที่กำหนด (รูปที่ 2.2) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลโดยการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง 
(inhibition zone) ของสารสกัดหยาบ โดยในการวิเคราะห์ผลการทดลองนั้นจะวิเคราะห์ใน 2 ซํ้าโดย 
นำมาหาค่าเฉลี่ย และในการวิเคราะห์ทางสถิตินำเสนอโดยใข้ค่าเฉลี่ยที่ได้จากการศึกษา เปรียบเทียบ 
ค่าเฉลี่ยของกลุ่มทดลอง กับกลุ่มควบคุม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สารสกีดสารสกีด
สารสกัด ชุดค แบคุมบวก ชุดควบคุมลบสารสกีด

ชุดควบคุมบวก
ชุดควบคุมสบสารสกีด

สารสกีดสารสกีด
สารสกีดสารสกีด สารสกีด

รูปที่ 2.2 แสดงตำแหน่งการวาง paper disc เพื่อทดสอบฤทธิไนการยั้บยั้งเขึ้อจุลินทรีย์

2.2.4 การเพาะเลี้ยงเซลล์
2.2.4.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ฃนิดเกาะติดพี้นผิว

เลี้ยงเซลล์ชนิดเซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์ (human breast cancer cell 
line: MCF-7) เซลล์มะเร็งล0าไส์ใหญ่ของมนุษย์ (human colon adenocarcinoma cell line: HT- 
29) และเซลล์โตของลิง (african green monkey kidney cell line: Vero cell) ซึงเป็นเซลล์ชนิด 
เกาะติดพื้นผิว โดยใช้อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด RPMI ท่ีมี FBS 10 เปอร์เซ็นต์ ในขวดเพาะเลี้ยง 
เซลล์ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร การ subculture นั้นมีวิธีการปฏิบัติดังนี้ นำอาหารเก่าทั้งหมด 
ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ และล้างด้วยสารละลาย PBS ปริมาตร 5 มีลลิลิตร หลังการนำ
สารละลาย PBS ออก ใส่สารละลายเอนไซม์ทริปซินความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 
มีลลิลิตร ทิ้งไว้ประมาณ 1-2 นาที ขึ้นกับชนิดของเซลล์ไลน์ เพื่อให้เซลล์เริ่มหลุดออกจากพื้นผิวยึด 
เกาะ เมื่อเซลล์ใกล้หลุด นำสารละลายเอนไซม์ทริปซินออก และเติมอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มี FBS 
10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 มีลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาของสารละลายเอนไซม์ทริปซิน เคาะชวด 
เพาะเลี้ยงเซลล์กับฝ่ามีอเบา หรือใช้การดูด-ปล่อยเซลล์เบาๆ แบ่งใส่ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ใหม่ ปริมาตร 
0.5 มีลลิลิตร และใส่อาหารให้ได้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 
องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด้ 5 เปอร์เซ็นต์ เพี่อเพิ่มจำนวนเซลล์ ก่อนนำไปใช้ทดสอบกับ 
สารสกัดหยาบต่อไป

2.2.4.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิดแขวนลอย
ทำการเลี้ยงเซลล์เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู (murine leukemia cell 

line: P388) ซึ่งเป็นเซลล์ชนิดแขวนลอย โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ขนิด RPMI 1640 ท่ีมี FBS 10 
เปอร์เซ็นต์ ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร โดยในการ subculture ทำไดโดย 
ดูดเซลล์ที่เลี้ยงอยู่ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ใส่หลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร และนำไปป่นเหวี่ยงที่ 
1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 - 5  นาที เมื่อครบเวลาเทส่วนของอาหารเก่าทิ้ง แล้วเขย่าหลอด 
ทดลองเบาๆ เพี่อให้เซลล์ที่ตกตะกอนกระจายตัว จากนั้นเติมอาหารใหม่ลงไป 5 มีลลิลิตร ลงไปผสม 
กับเซลล์ ดูดพ่นให้เข้ากัน จากนั้นดูดเซลล์ใส่ลงในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ นำไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิที่
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37 องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เพื่อเพิ่มจำนวนเซลล์ ก่อนนำไปไข้ทดสอบ 
กับสารสกัดหยาบต่อไป

2.2.5 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
2.2.5.1 การปลูกเซลล์ใน 96 - wells plate

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay โดยดัดแปลงวิธีการ 
จาก Mosmarin (1983) และ Hussain และคณะ (1993) ในการทดลองนี้จะทำการศึกษากับเซลล์ 4 
ข'นิด คือ เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู (murine leukemia cell line: P388) เซลล์มะเร็งเต้านม 
ของมนุษย์ (human breast cancer cell line: MCF-7) เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ของมนุษย์ (human 
colon adenocarcinoma cell line: HT-29) และเซลล์ไตของลิง (african green monkey 
kidney cell line: Vero cell) ทำได้โดยการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารดังที่กล่าวมาแล้ว ในเซลล์ซนิด 
เกาะพื้นผิวทำการ trypsinization ด้วยทริปซินที่ความเข้มข้น 0.25% และสำหรับเซลล์ซนิด P388 
เพาะเลี้ยงในอาหาร RPMI 1640 ที่มีซีรัม 10% นำเซลล์ที่ได้มาป็นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลา 3 - 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติมอาหารที่ใซในการเพาะเลี้ยงเลี้ยงเซลล์ลงไปปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ทำการนับจำนวนเซลล์ด้วยวิธีทริปแพนบลู จากนี้นปลูกเซลล์ โดยเซลล์ P388 เริ่มต้น 
จำนวน 0.8 X 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร MCF-7 เริ่มต้นจำนวน 1 X 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และเซลล์ 
HT-29 และ Vero cell เริ่มต้นจำนวน 1.5 X 10ร เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใส่หลุมละ 100 ไมโครลิตร (0.8­
1.5 X 10° เซลล์ต่อหลุม) ลงใน 96-wells plate หลังจากนั้นนำไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 
องศาเซลเซียส ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง

2.2.5.2 การเตรียมสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้นต่างๆ
นำสารสกัดหยาบที่ได้จากการสกัดด้วยตัวทำละลายต่างๆ ได้แก่ เฮกเซน 

เอทิลอะซิเตท และเอทานอล มาละลายด้วย 100 เปอร์เซ็นต์ DMSO โดยชั่งสารสกัดหยาบ 100 
มิลลิกรัม จากนั้นใส่ DMSO 1 มิลลิลิตร จะได้ stock ของสารสกัดหยาบที่มีความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อ 1 มิลลิลิตร นำ stock มาเจือจางให้ได้สารสกัดหยาบที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นเป็น 4000 
ไมโครกรัมต่อ 1 มิลลิลิตร โดยดูดสารสกัดหยาบจาก stock มา 200 ไมโครลิตร ผสมกับอาหาร 
เพาะเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ท่ีมี FBS 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 4800 ไมโครลิตร และทำการกรอง 
สารละลายด้วยแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นเตรียมสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้นต่างๆ 
คือ 4000, 2000, 1000, 250 และ 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ใน 96 - wells 
plate ครบ 24 ชั่วโมง นำมาลงสารสกัดหยาบในระดับความเข้มข้นต่างๆ ลงใน 96-wells plate 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร โดยมีหลุมที่ไม่ต้องใส่สารสกัดหยาบ เพื่อใช้เป็นกลุ่มควบคุม (negative 
control) หลุมที่ใส่เฉพาะอาหารที่มีซีรัม 5 % เพื่อใช้เป็น blank หลุมท่ีใส่ DMSO ที่เจือจางในอาหาร 
ที่เติมซีรัม 5% ที่ระดับความเข้มข้น 2% เพื่อใช้ในการตรวจสอบว่าผลการทดลองเป็นผลมาจาก 
DMSO หรือไม่ และหลุมที่ใส่ Beauveracin (Sigma) ที่ละลายใน methanol และเจือจางในอาหาร 
ที่เติมซีรัม 5 % เพื่อใช้เป็น positive control จากนั้นนำไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศา 
เซลเซียส ที่ม่คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง

2.2.5.3 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT
เมื่อบ่มเซลล์ในสารสกัดหยาบเป็นระยะเวลา 20 ชั่วโมง นำ 96 -  wells 

plate มาใส่สารละลาย MTT ที่มีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
จากนั้นหุ้ม 96 -  wells plate ด้วยกระดาษฟรอยด์เพื่อฟ้องกันแสง นำไปบ่มต่อในตู้ควบคุมอุณหภูมิ
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ท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทำการดูดอาหารที่มีสารละลาย MTT โดยใช้ 
เครื่องดูดสาร หรือการควํ่าลงเบาๆบนกระดาษซับ จากนั้นละลายผลึกฟอร์มาซานโดยเติมสารละลาย 
DMSO: ethanol 95% ปริมาตร 1: 1 หลุมละ 100ไมโครลิตร นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
Micro plate reader ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้นำมาคำนวณหา 
เปอร์เซ็นต์การมีขีวิตรอดของเซลล์ วาดกราฟระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด และความเข้มข้น 
ของสารสกัดที่ใช้ทดสอบ ในแกน y และ X ตามลำดับ จากนั้นหาความเข้มช้นฃ่องสารสกัดที่ทำให้ค่า 
การการมีชีวิตของเซลล์ลดลงครึ่งหนึ่ง (50% cytotoxicity: cc50)

2.2.6 การตรวจสอบการตายของเซลล์ฃนิด Apoptosis
ตรวจสอบการตายของเซลล์ซนิด Apoptosis ด้วยวิธี annexin v/propidium iodide 

โดยใช้ขุดสำเร็จรูป Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with Alexa® 
Fluor 488 annexin V and PI for Flow Cytometry ด้วยการเพิ่มจำนวนเซลล์ P388 โดยการ 
เลี้ยงเซลล์จำนวน 0.8-1X105 เซลล์/มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่เติม Fetal Bovine 
Serum เข้มข้น 10 % ใน 24 w ell plate บ่มในดู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของเซลล์ภายใต้กล้อง 
จุลทรรศน์ เมื่อครบเวลา แล้วเติมสารสกัดหยาบที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ พร้อม positive control 
ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทำการเก็บเซลล์ โดยการ 
ดูดเซลล์ และอาหารเลี้ยงเซลล์ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำไปป่นเหวี่ยงที่ 1500 
รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง เติม PBS buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นำไปป่นเหวี่ยง 
ท่ี 1500 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง พร้อมเตรียม IX  annexin-binding buffer เซ่น 
ต้องการเตรียม IX  buffer 1 มิลลิลิตรให้ดูด 5X annexin-binding buffer ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ลงในนั้ากลั่นปลอดเชื้อ ปริมาตร 800 ไมโครลิตร (เก็บ'ไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส) และ 
เตรียม PI working solution ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยการดูด PI stock 
solution ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงใน IX  annexin-binding 
buffer ที่เตรียมไว้แล้ว ปริมาตร 45 ไมโครลิตร เติม IX  annexin-binding buffer ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงในเซลล์ที่เตรียมไว้ และเติม annexin V conjugate ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ PI 
working solution ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นระยะเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลา นำไปป่นเหวี่ยงที่ 1500 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใส 
ทิ้งและเติม IX  annexin-binding buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำไปตรวจนับเซลล์ที่มิชีวิต 
และไม่มีชีวิต ด้วยเครือง Fluorescence Flow Cytometry หรือ Fluorescence activated cell 
sorter (FACS) รายงานผลเป็นร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิต และเซลล์ที,ตายในระยะต่างๆ จากจำนวน 
เซลล์ 10,000 เซลล์ต่อตัวอย่าง

2.2.7 การทดสอบความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรม
2.2.7.1 การเตรียมเลือด

ใช้ Fleparin เคลือบกระบอกฉีดยาและเข็มเพื่อป้องกันการแข็งตัวของเลือด 
จากนั้นเปลี่ยนเข็มสำหรับเจาะเลือดเพื่อป้องกันไม่ให้ heparin เข้าสู่เส้นเลือด เจาะเส้นเลือดดำ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บริเวณท้องแขนของบุคคลตัวอย่างที่มีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรงโดยเพศขาย 1 คนและเพศหญิง 1 คน 
ใฃ้เลีอดประมาณ 5-10 มิลลิลิตรต่อคน

2.2.7.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลีอดขาว
เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI-1640 ผสมกับ 10% Fetal bovine serum ใน 

ขวดปลอดเขี้อ หยดเลือดประมาณ 8-10 หยด และ phytohema§§lutinin-M: PHA ปริมาตร 70 
ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 5 มีลลิลิตร ปิดขวดและนำไปเพาะเลี้ยงในตู้ควบคุม 
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาหยดสารสกัดหยาบที่ต้องการ 
ศึกษาในกลุ่มทดลองปริมาตร 100ไมโครลิตร และใส่นํ้ากลั่นปลอดเชื้อ และ mitomycin C ปริมาณ 
100ไมโครลิตร เพื่อใช้เป็นกลุ่ม negative และ positive control ตามลำดับ ก่อนครบชั่วโมงที่ 72 
ประมาณ 50 นาที หยดสารละลาย colcemid ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
8 0 ไมโครลิตรเพื่อหยุดการแบ่งเซลล์นำไปเพาะเลี้ยงต่อจนครบ 7 2 ชั่วโมงจึงทำการเก็บเกี่ยวเซลล์ 
โดยทำการทดลอง 2 ซํ้า และในทุกขั้นตอนต้องปลอดเชื้อ

2.2.7.3 การเก็บเกี่ยวเซลล์
หลังจากเลี้ยงเซลล์ครบ 72 ชั่วโมง นำเซลล์ท ี่เพาะเล้ียงเทใส่ในหลอดทดลอง 

ขนาด 15 มิลลีลิตร และนำไปป่นเหวี่ยงที่ 1200 รอบ/นาที เป็นเวลา 5-10 นาที เพ่ือแยกเซลล์เม็ด 
เลือดขาว จากนั้นดูดส่วนที่เป็น supernatant ทิ้ง นำไปผสมให้เข้ากันเบาๆ บนเครื่องผสมสาร 
(vortex) เพื่อให้เซลล์กระจาย ใสส่ารละลายโปแตสเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.075 โมล ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน นำไปป่นเหวี่ยงที่ 1200 รอบ/นาที เป็นเวลา 5-10 นาที ดูด 
ส่วนที่เป็น supernatant ทิ้ง และทำซํ้าอีกครั้ง ตามด้วยการคงสภาพเซลล์โดยดูดส่วนที่เป ็น
supernatant ท้ิง และค่อยๆใส่นั้ายาคงสภาพทีละหยด จนครบปริมาตร 5 มิลลิลิตร นำไปป่นเหวี่ยง 
ท่ี 1200 รอบ/นาที เป็นเวลา 5-10 นาที ทำซํ้ากัน 3-4 รอบจนได้ตะกอนขาวของเม็ดเลือดขาว

2.2.7.4 การเตรียมสไลด์เพื่อศึกษาโครโมโซม
ก่อนการหยดเซลล์บนสไลด์ให้ปรับความเข้มข้นของเซลล์ โดยการนำไปป่น 

เหวี่ยงที่ 1200 รอบ/นาที เป็นเวลา 5-10 นาที ดูดส่วนที่เป็น supernatant ทิ้ง และปรับความ 
เข้มข้นด้วยนั้ายาคงสภาพให้เซลล์มีความขุ่นพอสมควร หยดเซลล์ที่ผ่านการปรับความเข้มข้นแล้วลง 
บนสไลด์สะอาดที่ขัดด้วยนั้ายาคงสภาพ 1-2 หยด แล้วหยดตามด้วยนั้ายาคงสภาพที่เย็น 1 หยด 
ปล่อยให้สไลด์แห้ง ย้อมสีเซลล์ด้วยสารละลายสื Giemsa ที่ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ใน
Phosphate wise buffer เป็นเวลา 5-7 นาที ตามด้วยการล้างสไลด์ด้วยนั้ากลั่น ปล่อยให้แห้ง นำไป 
ศึกษาทิ้งจำนวนเมทาเฟส และการแตกหักของโครโมโซม ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

2.2.7.5 การศึกษาอัตราการแบ่งเซลล์
ในการตรวจนับโครโมโซมจะนับเซลล์ที่อยู่ในระยะเมทาเฟสเท่านั้น เพื่อศึกษา 

ผลของสารสกัดต่ออัตราการแบ่งเซลล์จะศึกษาจากค่า Mitotic index เพื่อประเมินผลต่อความเป็น 
พิษต่อเซลล์ โดยนำสไลด์ตัวอย่างที่ย้อมสีแล้วมาศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และนับจำนวนเซลล์ 
เม็ดเลือดขาวแบบลุ่ม โดยการนับจำนวนเซลล์ที่อยู่ในระยะเมทาเฟส จากจำนวนเซลล์ทิ้งหมด 2000 
เซลล์ แล้วนำมาคำนวณหาค่า mitotic index จากสูตร

Mitotic index = [A /  B] X 100
เม่ือ A = จำนวนเซลล์ในระยะเมทาเฟสจากจำนวนเซลล์เม็ดเลือดขาว 2,000 เซลล์ในหน่วยทดลอง 

B = จำนวนเซลล์ในระยะเมทาเฟสจากจำนวนเซลล์เม็ดเลือดขาว 2,000 เซลล์ในหน่วยควบคุม
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2 .2.7.6 การวิเคราะห์ความผิดปกติของโครโมโซม
การศึกษาความผิดปกติของโครโมโซมศึกษาจากเซลล์ในระยะเมทาเฟสที่ 

โครโมโซมกระจายดี โดยในเซลล์นั้นต้องมีจำนวนโครโมโซมไม่น้อยกว่า 45 และไม่เกิน 47 โครโมโซม 
และนับจากเซลล์ในระยะเมทาเฟสจำนวน 50 เซลล์ จดบันทึกชนิดของความผิดปกติ และนับจำนวน 
ที่เกิดความผิดปกติตามชนิดของความผิดปกติน้ันดังนี้

- Single Chromatic gap (SG) เป็นความผิดปกติท่ีเกิดจากการมีช่องว่าง 
เกิดขึ้นในส่วนของโครมาทึดแท่งใดแท่งหนึ่ง แต่ไม่ถึงกับขาดออกจากกัน และแนวปลายหักทั้งสองของ 
โครมาทึดยังอยู่ในแนวเดียวกัน ให้นับเป็น 1 หักต่อ 1 SG

- Isochromatid gap (ISCG) เป็นความผิดปกติที่เกิดจากการมีช่องว่างเกิดขึ้น 
ในส่วนโครมาทึดทั้งสองแท่งของโครโมโซมเดียวกัน แต่ไม่ถีงกับขาดออกจากกัน และแนวปลายหักทั้ง 
สองของโครมาทึดยังอยู่ในแนวเดียวกัน ให้นับเป็น 2 หักต่อ 1 ISCG

- Single chromatid break (SB) เป็นความผิดปกติที่จะมีโครมาทิดแท่งหนึ่ง 
เกิดการหักหรือขาดออกจากกันโดยสิ้นเชิง และแนวของปลายที่หักอาจอยู่หรือไม่อยู่ในแนวเดียวกัน 
ให้นับเป็น 1 หักต่อ 1 SB

- Isochromatid break (ISCB) เป็นความผิดปกติที่จะมีโครมาทึดท้ังสองแท่ง 
หักออกจากกันโดยส้ินเชิง และแนวของปลายที่หักอาจอยู่หรือไม่อยู่ในแนวเดียวกัน ให้นับจำนวนหัก 
เป็น 2 หักต่อ 1 ISCB

ในการคำนวณค่าเฉลี่ย จำนวนหักของโครโมโซม จะนับจำนวนหักทั้งหมด คำนวณหาค่าเฉล่ีย 
ในแต่ละกลุ่มที่ศึกษา นำเสนอโดยใช้ค่าเฉลี่ยที่ได้จากการศึกษา เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มทดลอง 
แต่ละระดับความเข้มข้นของตัวทำละลายแต่ละตัว กับกลุ่มควบคุม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทท่ี 3
ผล และอภิปรายผลการทดลอง

3 .1  การค ัด เล ือ ก เช ื้อ ราใน สก ุล  Beouverio  เพ ื่อ น ่าม าศ ึก ษ าฤ ท ธ ึ๋ท างช ีวภ าพ

นำเชื้อรา B. bassiana จำนวน 25 ไอโซเลต และ B. brongniartii จำนวน 4 ไอโซเลต ที่เก็บ 
รักษาไว้ มาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร PDA เพื่อให้ได้โคโลนีเดี่ยวก่อนการลงเชื้อ คัดเลือกเชื้อรา B. 
bassiana และ B. brongniartii ที่มีฤทธิ๋ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ดีที่สุด 2 อันดับแรกใน 
แต่ละสปีฃีส์ ด้วยวิธี Dual-culture agar diffusion โดยศึกษาทั้งชนิดอาหาร และระยะเวลาที่เชื้อ 
สามารถผลิตสารได้ดี เพื่อใข้เปีนสภาวะที่เหมาะสมในการศึกษาขั้นต่อไป โดยนำเชื้อราแต่ละไอโซเลต 
มาเลี้ยงบนอาหารที่แตกต่างกัน 6 ชนิด คือ Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar 
(MEA), Corn Meal Agar (CMA),Yeast Extract Sucrose (YES), Yeast-Malt Extract Agar 
(YMA) และ Sabouraud Dextrose Agar (SDA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 7, 14, 21 และ 
28 วัน เมื่อครบเวลาใช้ cork borer เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 6 มิลลิเมตรเจาะลงบริเวณขอบโคโลนี 
และนำชื้นวุ้นที่มีเส้นใยไปวางในจานที่เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิดจำนวน 4 ชนิด ได้แก่
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli DMST 4212, Staphylococcus 
aureus TISTR 118 และ Bacillus cereus DMST 5040 บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง วัดขนาดการเกิด 
วงใส (clear zone) รอบชื้นวุ้น โดยทำการทดสอบจำนวน 3 ช้ํา พบว่า B. bassiana ไอโซเลต B019 
(ไอโซเลต A) และ B015 (ไอโซเลต B) และ B. brongniartii ไอโซเลต B013 (ไอโซเลต 0  และ B027 
(ไอโซเลต C) ที่เลี้ยงในอาหาร YES มีขนาดชองรัศมีการเกิดวงใสที่มีฃนาดใหญ่ 2 อันดับแรก ในแต่ 
ละสปีชีส์ ดังแสดงตัวอย่างของไอโซเลต B015 (ไอโซเลต B) ดังรูปที่ 3.1 โดยมีผลทั้งแบคทีเรียแกรม 
บวก คือ Staphylococcus aureus (รูปที่ 3.1 A) และแบคทีเรียแกรมลบ คือ Pseudomonas 
aeruginosa (รูปที่ 3.1 B) และ Escherichia coll (รูปที่ 3.1 0  โดยอาหารสูตร YES อาจจะมีแหล่ง 
อาหารที่กระตุ้นให้เชื้อราสกุล Beauveria ผลิตสารออกมายับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ได้ดีที่สุด และพบว่าเชื้อ 
ราที่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 28 วัน สามารถเกิดวงใสที่กว้างที่สุด ดังนั้นจะใช้อาหารชนิด YES ใน 
การเพาะเลี้ยงเชื้อเพื่อใช้ในการสกัดสาร เป็นระยะเวลา 1 เดือน ในการทดลองต่อไป

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปท่ี 3.1 แสดงลักษณะของการต้านเชื้อจุลินทรีย์ของเชื้อรา B. bossiono ไอโซเลต B015 ท่ี 
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่แตกต่างกัน 6 ซนิด คือ Potato Dextrose Agar (PDA), Malt 
Extract Agar (MEA), Com Meal Agar (CMA),Yeast Extract Sucrose (YES), Yeast- 
Malt Extract Agar (YMA) และ Sabouraud Dextrose Agar (SDA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง 
เป ็นระยะเวลา 28 วัน โดยแสดงผลต่อเชื้อ Staphylococcus aureus (A), 
Pseudomonas aeruginosa (B) และ Escherichia coii (c) ที่เพาะเลี้ยงรวมกันเป็น 
ระยะเวลา 24 ฃั่วโมง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3 .2  ผล ก ารว ิเค ราะห ์อ งค ์ป ระก อ บ ท างเค ม ี
การวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. bassiana 

และ B. brongniartii ในชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราพี/ 
แมสสเปคโทรเมตรี (chromatography/mass spectrometry: GC-MS) โดยได้ทำการศึกษาจาก 
การสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. bassiana จำนวน 2 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต A (B019) และ 
ไอโซเลต B (B015) และจากเชื้อรา B. brongniartii จำนวน 2 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต c (B013) และ 
ไอโซเลต D (B027) โดยในการศึกษาหาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบในชื้นเฮกเซน
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ของไอโซเลต A พบสารทั้งหมด 22, 25 และ 25 พีค ไอโซเลต B พบ 
สารทั้งหมด 20, 22 และ 29 พีค ไอโซเลต C พบสารทั้งหมด 45, 32 และ 17 พีค และไอโซเลต D 
พบสารทั้งหมด 16, 25 และ 17 พีค ตามลำดับ ปริมาณสารที่พบที่มากกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ แสดง 
รายละเอียดดังตารางที่ 3.1 และ 3.2

โดยสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลต A ทั้งในชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิ 
เตท และเอทานอล พบ 9, 12-Octadecadienoic acid ในปริมาณสูงสุดคือ 49.07, 35.75 และ 
22.50 % ตามลำดับ เข่นเดียวกับเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลต B ที่พบว่าสารสกัดหยาบทั้งจากชื้น 
เฮกเซน และเอทิลอะซิเตท มี 9, 12-Octadecadienoic acid ในปริมาณสูงสุดคือ 57.60 และ 40.53 
% ตามลำดับ แต่พบ Hexadecanoic acid ในปริมาณสูงสุดคือ 24.91 % และพบ 9, 12- 
Octadecadienoic acid เพียง 8.99 % สำหรับ B. brongniartii ไอโซเลต C ทั้งในชื้นเฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล พบ 9, 12-Octadecadienoic acid ในปริมาณสูงสุดคือ 23.42, 29.41 
และ 25.33 % ตามลำดับ สำหรับ B. brongniartii ไอโซเลต อ ในชื้นเฮกเซนพบ 9, 12- 
Octadecadienoic acid ในปริมาณสูงสุดคือ 29.90 % แต่สารสกัดหยาบในชื้นเอทิลอะซิเตทพบ 9, 
12-Octadecadienoic acid ในปริมาณ 21.71 % และไม่พบ 9, 12-Octadecadienoic acid ในชื้น 
เอทานอล โดย B. brongniartii ไอโซเลต อ สารสกัดหยาบในชื้นเอทิลอะซิเตทและเอทานอลพบ 9- 
Octadecenoic acid ในปริมาณสูงสุดคือ 23.65 และ 46.25 % ตามลำดับ

โดยพบสารที่ทราบโครงสร้างทั้งในชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ส่วนใหญ่เป็นกรด 
ไขมัน เข่น Hexadecanoic acid หรือ กรดปาล์มิติก (palmitic acid): CH3 (CH2)14COOH ซึ่งเป็น 
กรดไขมันอิ่มตัว รวมทั้งกรดไขมันไม่อิ่มตัวทั้ง 9-Octadecenoic acid หรือ กรดโอเลอิก (oleic 
acid): CH3 (CH2)7CH=CH (CH2)7 COOH และ 9, 12-Octadecadienoic acid หรือ กรดลิโนเลอิก 
(Linoleic acid): CH3 (CH2)q(CH=CHCH2)2(CH2)6 COOH ซ่ึงกรดไขมันไม่อิ่มตัวนี้ร่างกายไม่สามารถ 
สังเคราะห์ชื้นมาเองได้จึงจัดว่าเป็นกรดไขมันที่จำเป็น (Essential fatty acid) จากตารางที่ 3.1 และ
3.2 พบว่าในแต่ละไอโซเลตมีปริมาณกรดไขมันที่แตกต่างกัน โดยเชื้อราจะนำคาร์บอนที่เหมาะสมจาก 
แหล่งอาหารไปสังเคราะห์ไขมันโดยตรงจีงมีผลต่อการสะสมไขมันในเซลล์ ซึ่งจากการศึกษาสามารถ 
นำความร้ทั้นมาประยุกต์ใซในการนำเชื้อราในสกุล Beauveria มาใฃ้ในกระบวนการผลิตกรดไขมัน 
เพื่อให้เพียงพอต่อความต้องการด้านอุตสาหกรรม โดยมีการศึกษาเพิ่มเติมในต้านต่างๆเข่น แหล่งคาร์ 
บอนที่เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันเพิ่มมากยิ่งขึ้น หรือป้จจัยด้านอุณหภูมิที่มีต่อ'ปิจจัยด้านการเพิ่ม 
ปริมาณของกรดไขมันอิ่มตัว หรือกรดไขมันไม่อิ่มตัว (Somashekar และคณะ, 2001)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. bossiono ไอโซเลต A และไอโซเลต B ในชื้นเอทา 
นอลพบ Ergosta-5, 7, 22-trien-3-ol ในปริมาณ 6.24 และ 12.50 % ตามลำดับ และในสารสกัด 
หยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. brongniortii ไอโซเลต C ในชื้นเอทานอลพบ Er§osta-5, 7, 22- 
trien-3-ol ในปริมาณ 7.30 % แต่ไอโซเลต D ไม่พบ Ergosta-5, 7, 22-trien-3-ol ในชื้นเอทานอล 
แต่พบในชื้นเอทิลอะซิเตทในปริมาณ 8.55 % โดย ErgosteroL เป็นสารในกลุ่มสเตรียรอล ซึ่งเป็น 
สารประกอบสำคัญในเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อรา และเป็นสารตั้งต้นสำหรับการลังเคราะห์โปรวิตามินดี
2 (viosterol) และวิตามินดี 2 (ergocalciferol) ตามลำดับ โดยปริมาณของ Ergosterol จากเชื้อรา 
Aspergillus, Penicillium, Fusorium, Rhizopus, Cladosporium, Candida และ Alternaria มี 
ปริมาณตั้งแต่ 0.4 - 14.3 p§/m§ ซึ่งขึ้นกับซบิดของอาหาร และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง จึงนิยม 
นำ Ergosterol มาใช้ในการวัดการเจริญเติบโตของเชื้อรา (Axelsson และคณะ,1995; Schnurer, 
1993) เนื่องจาก Ergosterol เป็นสารประกอบสำคัญในเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อรา ทำให้มีการศึกษาหา 
สารที่สามารถยับยั้งการสร้าง หรือการทำงานของ ErgosteroL เพี่อใฃ้ผลิตยาต้านเชื้อรา

B. bron§niartii ไอโซเลต C พบสารที่แตกต่างไปคือ สารสกัดหยาบในชื้นเฮกเซน และเอทา 
นอลพบกรดเบนโซอิก (benzoic acid) ปริมาณ 6.69 และ 10.28 % ตามลำดับ ซึ่งไม่พบในไอโซเลต 
อื่นๆ โดยกรดเบนโซอิกเป็นสารถนอมอาหาร หรือสารกันเสีย หรือสารกันบูด (preservative
agent) ที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหาร และในปจจุบันยังใช้ในอุตสาหกรรมการผลิต 
เครื่องสำอางและยาด้วย ในธรรมซาติกรดเบนโซอิกผลิตได้จากผลไม้ประเภทเบอรี่ พรุน และ
กานพลู กรดเบนโซอิกออกฤทธี้ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรืย์ เข่น รา ยีสต์ และแบคทีเรีย 
โดยจุลินทรีย์จะดูดซึมกรดเช้าไปในเซลล์มีผลทำให้กระบวนการแทรกซึมของอาหารเช้าไijในเซลล์ของ 
จุลิบทรืย์ผิดปกติ'ไป ในขณะเดียวกันจะยับยั้งการสร้างเอนไซมีบางซนิดและปฏิกิริยาการทำงานของ 
เอนไซมี เข่น ฟอสโฟฟรุตโตไคเนส (phosphofructokinase enzyme) ที่มีความสำคัญต่อการดำรง 
ฃีพฃองจุลินทรีย์ทำให้จุลินทรีย่ไม,สามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ กรดเบนโซอิกผ่านการประเมินความ 
ปลอดภัยทางพิษวิทยาว่ามีความเป็นพิษตํ่า มีความปลอดภัยสูง และไม่ได้อยูในรายซื่อของสารก่อ 
มะเร็ง จึงนำมาใช้ในการผลิตอาหารได้ และ The Joint FAO/WEIO Expert Committee o f Food 
Additives (JECFA) กำหนดค่าความปลอดภัยหรือค่า Acceptable Daily Intake (ADI) ซึ่งเป็น 
ปริมาณที่ร่างกายสามารถรับสารบั้นได้ต่อวันตลอดขั่วฃีวิตโดยที่ไม่ก่อให้เกิดผลกระทบใดๆ ต่อสุขภาพ 
ไว้ที่ 0 - 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของนํ้าหนักตัวต่อวัน

นอกจากบั้นแล้ว B. bassianalsโ1ซเลต A ในสารสกัดหยาบในชื้นเฮกเซน และเอทิลอะซึ 
เตทพบ Cephalosporolide ปริมาณ 0.32 และ 0.40 % ตามลำดับ และ B. brong>n/art7/ ไอโซเลต 
C พบบั้งในชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ในปริมาณ 0.69, 0.57 และ 0.87 % ตามลำดับ 
แม้ว่าพบในปริมาณน้อยแต่น่านำมาหาสภาวะที่เหมาะสมในการทำให้เชื้อรานี้ผลิตในปริมาณที่มากชื้น 
เน่ืองจาก Cephalosporolide มีฤฑธื้ในการยับยั้งจุลินทรีย์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. bossiono 
ในชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC-MS

Isolate Hexane Ethyl acetate Ethanol
B. bossiono - Cephalosporolide - Cephalosporolide - 1-,2,3-Propanetriol
(B019) (0.32) (0.40) (14.83)
ไอโซเลต A - Hexadecanoic acid - Hexadecanoic acid - Hexadecanoic acid

(23.80) (21.57) (19.60)
- 9,12- - 9,12- - 9,12-
Octadecadienoic Octadecadienoic acid Octadecadienoic acid
acid (49.07) (35.75) (22.50)
- 9-Octadecenoic - 9-Octadecenoic acid - 9-Octadecenoic
acid (14.15) (13.04) acid (12.33)

- Ergosta-5,7,22-trien- 
3-๐1 (6.24)

B. bossiono - Hexadecanoic acid - Hexadecanoic acid - Hexadecanoic acid
(B015) (27.66) (28.39) (24.91)
ไอโซเลต B - 9,12- - 9,12- - Ethyl linoleate

Octadecadienoic Octadecadienoic acid (22.84)
acid (57.60) (40.53) - 9,12-

Octadecadienoic acid 
(8.99)
- 9-Octadecenoic 
acid (10.50)
- Er§osta-5,7,22-trien- 
3-ol (12.50)

ปริมาณใน 0 มีหน่วยเป็นเปอร์เซ็นต์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 3.2 แสดงองค์ประกอบทางเคมีของสาร?(กัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. brongniortii ใ'น 
ชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC-MS

Isolate Hexane Ethyl acetate Ethanol
B. brongniortii - Cephalosporolide - Cephalosporolide - Cephalosporolide
(8013) (0.69) (0.57) (0.87)
ไอโซเลต C - Hexadecanoic acid - Cyclohexanone - Benzoic acid (10.28)

(18.79) (1.48) - Hexadecanoic acid
- 9,12- - Benzoic acid (6.69) (18.71)
Octadecadienoic - Thiazol (6.04) - 9,12-
acid (23.42) - Hexadecanoic acid Octadecadienoic acid
- 9-Octadecenoic (18.20) (25.33)
acid (18.30) - 9,12- - 9-Octadecenoic

Octadecadienoic acid acid (11.84)
(29.41) - Er§osta-5,7,22-trien-
- 9-Octadecenoic acid 3-ol (7.30)
(7.84)

B. brongniartii - Hexadecanoic acid - Cyclohexanone - Hexadecanoic acid
(B027) (27.66) (1.04) (18.60)
ไอโซเลต D - 9,12- - Thiazol (0.22) - 9-Octadecenoic

Octadecadienoic - Hexadecanoic acid acid (46.25)
acid (29.90) (21.88)
- 9-Octadecenoic - 9,12-
acid (19.35) Octadecadienoic acid
- Ethyl oleate (9.08) (21.71)

- 9-Octadecenoic acid 
(23.65)
- Er§osta-5,7,22-trien- 
3-๐1 (8.55)

ปริมาณใน 0 มีหน่วยเป็นเปอร์เซ็นต์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3 ผลการทดสอบฤทธ๋ึต้านเช้ือจุลินทรียัของสารลกัดหยาบด้วยวิธี disc diffusion
นำส่วนของสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. bassiono และเชื้อรา B. brongniartii ใน 

ชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอลที่ความเข้มข้น 2000, 1000, 500, 250 และ 125
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะ คือ gentamicin ที่ระดับความเข้มข้น 125 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตร มาทำการทดสอบฤทธิ้การยับยั้งจุลินทรียัด้วยวิธี Disc diffusion โดยจุลินทรีย์ที่นำมาใช้ 
ทดสอบ คือ Staphylococcus aureus TISTR 118 และ Bacillus cereus DMST 5040 แบคทีเรีย 
แกรมลบ 2 ชนิดคือ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ Escherichia coli DMST 
4212 และทำการวัดขนาดเส้นผ่านคูนยักลาง พบว่าในทุกไอโซเลตของสารสกัดหยาบจากเส้นใยของ 
เชื้อราสกุล Beauveria ทั้งในชื้นเฮกเซน เอธิลอะซิเตท และเอทานอลนั้น ไม่เกิดบริเวณใส (clear 
zone) หรือไม,สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียัที่ใช้ในการทดสอบได้ เนื่องจากไม่พบบริเวณยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรีย (inhibition zone) อย่างไรก็ตามในแต่ละการทดลองมีเพียงยาปฏิชีวนะ 
เท่านั้นที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียัเหล่านี้ได้ ดังแสดงในรูปที่ 3.2 โดยจากภาพเป็น 
การศึกษาจากสารสกัดหยาบในชื้นเอธิลอะซิเตทฃองเชื้อรา B. bassiana ไอ'โซเลต B ต่อเชื้อ ร. 
aureus (รูปที่ 3.2 A), B. cereus (รูปที่ 3.2 B), p. aeruginosa (รูปที่ 3.2 0  และ E. coli (รูปที
3.2 D) โดยผลการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าสารสกัดหยาบในชื้นเอทิลอะซิเตทของ M. onisoplioe 
เท่านั้นที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ B. subtilis และ M. luteus ที่ระดับความเข้มข้น 1000­
2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ที่ความเข้มข้นตํ่าไม่สามารถยับยั้งได้ และในแต่ละไอโซเลตให้ผลไม่ 
แตกต่างกัน โดยไอโซเลต SNB 03 มีแนวโน้มในการยับยั้งเชื้อได้ดีกว่าไอโซเลตอื่นๆ ซึ่งสอดคล้องกับ 
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีที่พบว่าสารสกัดหยาบในชื้นเอทิลอะซิเตทของ M. anisopliae ไอ 
โซเลต SNB03 พบสารแตกต่างไป คือ 1,9-Diazabicyclo ในปริมาณ 46.588 % ซึ่งมีรายงานถง 
ความสามารถของสารในกลุ่ม bicyclo ว่ามีฤทธึ๋ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรืยั อย่าง’ไรก็ตามผลที่ได้-จาก 
การทดลองในครั้งนี้ไม่สอดคล้องกับองค์ประกอบของสารทั้งฃนิดและปริมาณของสารที่พบในส่วนของ 
สารสกัดหยาบที่บ่าจะมีแน้วโน้มในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียั ซึ่งผลการทดลองที่ได้ยังต้องมี 
การศึกษาเพิ่มเติมต่อไปทั้ง สภาวะในการเพาะเลี้ยง วิธีการสกัด หรือองค์ประกอบของสารที่สกัดได้ 
เพื่อเป็นข้อมลในการประยุกต์ใช้ประโยซน้ในการเป็นสารออกฤทธี๋ทางชีวภาพได้ในอนาคต
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รูปที่ 3.2 แสดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้งการเจริญของสารสกัดหยาบจากเส้นใยฃอง
เชื้อรา B. bassiana ไอโซเลต B จากขั้นเอทิลอะซิเตท ที่ความเข้มขัน 125, 250, 500, 
1000 และ 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมี Gentamicin และ ethanol เมินกลุ่ม 
ควบคุม และในกลุ่มทดลอง คือ Staphylococcus aureus (A), Bacillus cereus (B), 
Pseudomonas aeruginosa ( 0  และ Escherichia coli (D) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เมิน 
ระยะเวลา 24 ขั้วโมง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3 .4  ผ ล ก ารท ด ส อ บ ค วาม เป ็น พ ิษ ต ่อ เซ ล ล ์ไล น ์

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT assay ที่ดัดแปลงวิธีการมาจาก Mosmarin 
(1983) และของ Hussain และคณะ (1993) ซ ึ่งเป ็นการทดสอบการทำงานของเซลล์จาก
ความสามารถในการทำงานของไมโทคอนเดรียในการรีดิวซ์สาร 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide (MTT) โดยเซลล์ทีมีฃีวิต และมีการทำงานของไมโทคอนเดรียปกติ 
เอนไซม์ dehydrogenase และ cofactor ในไมโทคอนเดรียจะรีด ิวซ ์ MTT ให้กลายเป็นผลึก 
formazan ได้ ดังนั้นเมื่อนำสารละลาย MTT ไปบ่มในเซลล์ที่ต้องการทดสอบ เซลล์ทื่มีการทำงาน 
ของไมโทคอนเดรียปกติจะรีดิวซ์ MTT ให้เป็น formazan ที่มีสีม่วง โดยเซลล์ที่ตายนั้นจะมีลักษณะใส 
ไม่มีสี ส่วนเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่จะติดสีม่วง ซึ่งเมื่อนำมาละลายในตัวทำละลายจะได้สารละลายสีม่วง 
สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ด้วยเครื่อง spectrophotometer นำมาคำนวณเป็นเปอร์เซ็นต์การมี 
ช ีว ิตรอดของเซลล์ ซ ึ่งน ิยมรายงานผลเป็นความเข้มข้นของสารสกัดหยาบทื่ทำให้เซลล์ตาย 50 
เปอร์เซ็นต์ (50% cytotoxic concentration: €€50)

ในการทดลองนี้จะทำการศึกษากับเซลล์ 4 ขนิด คือเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู
(murine leukemia cell line: P388) เซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์ (human breast cancer cell 
line: MCF-7) เซลล์มะเร็งลำไล่ใหญ่ของมนุษย์ (human colon adenocarcinoma cell line: H I- 
29) และเซลล์ไตของลิง (african green monkey kidney cell line: Vero cell) นำมาทดสอบกับ 
สารสกัดหยาบที่ได้จากการสกัดด้วยตัวทำละลายซนิดเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล เม่ือบ่ม 
เป็นเวลา 24 ช่ัว'โมง พิจารณาในแต่ละไอโซเลต จากการทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อ 
รา B. bassiona และเชื้อรา B. bronqniartii พบว่าเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ที่ทำการทดสอบ 
ด้วยสารสกัดหยาบในขั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ที่ระดับความเข้มข้น 125, 250, 500, 
1000 และ 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

ก่อนการตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดหยาบ ทำการศึกษาความเป็นพิษของ 
สารละลาย beauvericin ต่อเซลล์ไลน์ทั้ง 4 ซนิด เพื่อนำไปใช้เป็น positive control ในความเข้มข้น 
ที่เหมาะสม พบว่าเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ไลนํซนิด P388, MCF-7, Vero และ HT-29 cell ท่ี 
ทำการทดสอบด้วยสารละลาย beauvericin ที่ความเข้มข้น 5 ระดับ คือ 20, 10, 5, 2.5 และ 1.25 
pg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ท่ีมี 1% methanol ร่วมในการตรวจสอบด้วย และนำมาตรวจลอบ 
หาค่าระดับความเข้มข้นที่ทำให้เซลล์ตาย 50% พบว่าสารละลาย beauvericin ในระดับความเข้มข้น 
ต่ําๆ มีความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน่ทั้ง 4 ซนิด ทำให้มีอัตราการมีชีวิตรอดลดลงแตกต่างกันไบตามฃนิด 
ของเซลล์เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยเป็นพิษต่อเซลล์ P388 ซึ่งเป็นเซลล์ประเภท lymphocyte 
มากที่สุด โดยเซลล์ไลน์ฃนิด P388, Vero, MCF-7 และ HT-29 cell มีค่า cc50 เท่ากับ 2.25, 10.48,
13.40 และ 15.05 pg/ml ตามลำดับ ดังรายละเอียดในตารางที่ 3.3 ซึ่งเมื่อความเข้มข้นเพิ่มขึ้นมีผล 
ทำให้อัตราการมีชีวิตรอดลดลง ดังแสดงในกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลาย 
beauvericin กับเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ไลน์ทั้ง 4 ฃนิด ในรูปที่ 3.3 สอดคล้องกับรายงานที่ 
พบว่า beauvericin มีผลต่อความอยู่รอดของ mammalian cell lines หลายซนิด โดยอัตราการ 
ตายของเซลล ์ข ึ้นก ับท ั้งความเข ้มข ้นของสารและระยะเวลา โดยม ีผลทำให ้เพ ิ่มการหล ั่งของ 
cytochrome C จากไมโทคอนเดรียและเพิ่มการทำงานของ caspase-3 ซึ่งมีผลต่อการทำงานของ 
แคลเซียมอิออนภายในเซลล์ (Dombrink-Kurtzman, 2003; Calo และคณะ, 2003; Calo และ 
คณะ, 2004; Jow และคณะ, 2004; Lin และคณะ, 2005; Segvit Klarit และคณะ, 2008) ซึ่งใน
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การศึกษาครั้งนี้ใข้สารละลาย beauvericin ที่ความเข้มข้น 10 |jg /m l เป็น positive control ใน 
ขั้นตอนต่อไป

ตารางที่ 3.3 แสดงค่าความเข้มข้นที่ทำให้เซลลตายร้อยละ 50 (cc50) ของสารละลาย beauvericin 
ที่มีต่อเซลลไลน์ซนิดต่างๆ ด้วยวิธี MTT assay

Treatm ent Cell Line Types 50% cyto toxic concentration: 
CC50 (p§/m l)

Beauvericin (BEA)

P388 2.25
MCF-7 13.40
HT-29 15.05

Vero Cell 10.48

Beauvericin

P388 cell line 
HT29 cell line 
MCF7 cell line 
Vero cell line

รูปที่ 3.3 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ beauvericin ต่อการมืซีวิตรอดของเซลล์ 4 
ขนิด คือ P388, HT-29, MCF-7 และ Vero cell lines

ในการศึกษาวิจัยก่อนหน้านี้ได้ทำการทดสอบยาปฏิชีวนะขนิด Mitomycin C กับเซลล์'ขนิด 
ต่างๆ เพื่อใข้เป็นกลุ่มควบคุมฃนิดบวก โดย Mitomycin C ที่ระดับความเข้มข้น 10, 20, 40, 80 และ 
160 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลทำให้อัตราการอยู่รอดของเซลล์ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดย 
มีความเข้มข้นที่ทำให้เซลล์ตาย 50 เปอร์เซ็นต์ (CC50) ในเซลล์ซนิด P388, Vero, MCF-7 และ FIT- 
29 cell เท่ากับ 49.77, 88.15, 52.49 และ 99.34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งเม่ือ 
เปรียบเทียบกับการศึกษาครั้งนี้พบว่า beauvericin แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มากกว่า เนื่องจากใข้ 
ความเข้ม,ข้นที่น้อยกว่า โดยเซลล์ใลน้ขนิด P388, Vero, MCF-7 และ FIT-29 cell มีค่า cc50 เท่ากับ 
2.25, 10.48, 13.40 และ 15.05 pg/ml ตามลำดับ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เมื่อนำสารสกัดหยาบที่สกัดได้จากตัวทำละลายเฮกเซน เอธิลอะซิเตท และเอทานอล ของทั้ง 
เช้ือรา B bossiono และ B. brongniortii มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล!ลนํ 4 ชนิด แบ่งเบน 
เซลส์มะเร็ง คือ P388, MCF-7 และ HT-29 และเซลล์ปกติ คือ Vero cell ที่เพาะเลี้ยงในหลอด 
ทดลองเป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง และนำมาคำนวณเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของเซลล์ และค่า CC,-. 
โดยความเข้มข้นสูงสุดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ 2000 pg/ml ดังน้ันหาก c c 50 > 2000 pg/ml 
นับว่ามีค่าความเป็นพิษตํ่า พบว่าสารสกัดหยาบในทุกตัวทำละลายจากเชื้อรา B. brongniortii มีค่า 
c c 50 > 2000 1า§/กก1 ยกเว้นสารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเซนจากไอโซเลต C มีค่า cc50 = 
1788 |jg/m l (ไมได้แสดงข้อมูล)

สำหรับค่า cc50 ของสารสกัดหยาบ'ในทุกตัวทำละลายจากเชื้อรา B. bossiono แสดงใน 
ตารางท่ี 3.4

ตารางท่ี 3.4 แสดงค่าความเข้มข้นที่ทำให ้เซลล์ตายร้อยละ 50 (cc50) ของสารสกัดหยาบจากเส้นใย 
ของเชื้อรา B. bossiono จากตัวทำละลายชนิดเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล 
ต่อเซลล์ชนิดต่างๆด้วยวิธี MTT assay

Isolates Cell Types
50% Cytotoxic Concentration: 

cc50 (pg/ml)
Hexane Ethyl acetate Ethanol

A

P388 354.18 384.27 1176.12
MCF-7 488.07 1019.90 >MCT
HT-29 914.92 988.98 >MCT
Vero 447.16 719.21 >MCT

B
P388 220.55 300.45 669.53

MCF-7 379.52 >MCT >MCT
HT-29 808.08 >MCT >MCT
Vero >MCT >MCT >MCT

MCT=maximal concentration tested (;>2000 |j§/m l)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สารสกัดจากเฃี้อรา B. bossiono ไอ,โซเลต A ทั้งสารสกัดหยาบในขั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท 
และเอทานอล มีผลต่อเซลล์ฃนิด P388 มากที่สุดโดยความเข้มข้นที่ทำให้เซลล์ฃนิด P388 ตาย 50 
เปอร์เซ็นต์ (50% cytotoxic concentration: cc50) เท่ากับ 354.18, 384.27 และ 1176.12 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และมีเพียงสารสกัดหยาบในขั้นเอทานอลที่ไม่มีผลต่อการตายต่อ 
เซลล์ MCF-7, HT-29 และ Vero cell ที่ค่าความเข้มข้นสูงสุด คือ 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เข่นเดียวกับไอโซเลต B ทั้งสารสกัดหยาบในขั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล มีผลต่อเซลล์ 
ชนิด P388 มากที่สุดโดยความเข้มข้นที่ทำให้เซลล์ชนิด P388 ตาย 50 เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 220.55, 
300.45 และ 669.53 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และมีเพียงสารสกัดหยาบในขั้นเฮกเซนที่มี 
ผลต่อการตายต่อเซลล์ MCF-7 และ FHT-29 โดยความเข้มข้นที่ทำให้เซลลตาย 50 เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 
379.52 และ 808.08 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ จากผลการทดลองพบว่าสารสกัดหยาบจาก 
ทุกตัวทำละลายของทั้งสองไอโซเลตจากเชื้อรา B. bossiono มีผลต่อเซลล์ชนิด P388 มากกว่าเซลล์ 
ชนิดอื่น โดยเฉพาะสารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเขนของไอโซเลต B มีค่า c c 50 ตํ่าสุดเพียง 
220.55 Mg/ml โดยแสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับความเข้มข้นของสารสกัดหยาบในขั้นเฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล จากเชื้อรา B. bossiono ไอโซเลต A และ B ต่อการมีชีวิตรอดชอง 
เซลล์ชนิด P388 (รูปที่ 3.4)

P388 cell line

- e -

Hexane isolate A 
Ethyl acetate isolate A 
Ethanol isolate A 
Hexane isolate B 
Ethyl acetate isolate B 
Ethanol isolate B

รูปที่ 3.4 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับความเข้มข้นของสารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเซน
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล จากเชื้อรา B. bossiono ไอโ1ซเลต A และไอโซเลต B ต่อการ 
มีชีวิตรอดของเซลล์ชนิด P388
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สารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเซนของเชื้อรา B. bassiana ทั้งสองไอโซเลตแสดงความ 
เป็นพิษมากที่สุด โดยสารสกัดหยาบในชั้นเฮกเซนแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ฃนิดต่างๆมากที่สุด โดย 
เชื้อรา B. bassiana ไอโซเลต A มีผลต่อเซลล์ซนิด P388, MCF-7, HT-29 และ Vero cell โดยมี 
ความเข้มข้นที่ทำให้เซลลตาย 50 เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 354.18, 488.07, 914.92 และ 447.16 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และไอโซเลต B มีผลต่อเซลล์ฃนิด P388, MCF-7 และ HT-29 โดย 
มีความเข้มข้นที่ทำให้เซลลตาย 50 เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 220.55, 379.52 และ 808.08 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ตามลำดับ และไม่มีผลต่อการตายต่อเซลล์ Vero ที่ค่าความเข้มข้นสูงสุด โดยแสดง 
ความสัมพันธ์ระหว่างระดับความเข้มข้นของสารสกัดหยาบในชั้นเฮกเซนจากเชื้อรา B. bassiana ไอ 
โซเลต A และ B ต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ขนิดต่างๆ (รูปที่ 3.5 A และ B)

The hexane extract from isolate A

P388 cell line 
HT29 cell line 
MCF7 cell line 
Vero cell line

A
The hexane extract from isolate B

Concentration (ug/ml)

P388 cell line 
HT29 cell line 
MCF7 cell line 
Vero cell line

B

รูปที่ 3.5 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างระดับความเข้มข้นของสารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเซน 
จากเชื้อรา B. bassiana ไอโซเลต A (A) และไอโซเลต B (B) ต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ 
ชนิด P388, MCF-7, HT-29 และ Vero cell

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดยไอโซเลต A มีค่า ccb0 ส่วนใหญ่มากกว่าไอโซเลต B ซึ่งอาจกล่าวได้ว่า B จัดเ,l)น’ไอ'โซเลต 
ที่น่าจะเป็นพิษต่อเซลล์มากกว่า เนื่องจากใช้ปริมาณสารเพียงเล็กน้อยสามารถที่จะทำให้เกิดความ 
เป็นพิษต่อเซลล์ร้อยละ 50 ได้ แต่อย่างไรก็ตามพบว่าทั้งสารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเซนและ 
เอธิลอะซิเตทฃองเ'ซื้อรา B. bossiona ไอโซเลต A แสดงความเป็นพิษต่อ Vero cell ซึ่งเป็นเซลล์ 
ปกติจากไตของลิงได้ ดังนั้นในการนำเชื้อราในสกุล Beauveria มาประยุกต์ใช้ในการควบคุมแมลง 
ศัตรูพีซอาจกล่าวได้ว่าเชื้อรา B. bossiano น่าจะมีประสิทธิภาพดืกว่า B. bron§niartii แต่อย่างไรก็ 
ตามอาจมีโอกาสปนเปีอนของสารเข้าสู่สิ่งแวดล้อม หรือห่วงโซ่อาหารที่จะมีผลกระทบต่อสุขภาพได้ 
ซึ่งควรมีการศึกษาการปนเปีอนของสารที่ได้จากเชื้อรา ดังเซ่นการรายงานการปนเปีอนของสารพิษ 
จากเชื้อราและประเมินฤทธึ๋ของสารพิษจากเชื้อราในตลาดพินแลนด์และอิตาลี แม้ว่าปริมาณที่พบมี 
ระดับตํ่า (Jestoi e t ๗., 2004) ฉะนั้นสารจากเชื้อราจึงไม่ควรที่จะมีฤทธิ้ต่อเซลล์ปกติชนิดอื่นๆ 
โดยเฉพาะเซลล์ของสัตว์และมนุษย์ จากการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าความเป็นพิษของสารสกัด 
หยาบจากเชื้อราในสกุล Beauveria มีปิจจัยทั้งจากตัวทำละลาย ขนิดของเซลล์ที่นำมาทดสอบ ระดับ 
ความเข้มข้น และสายพันธุของเชื้อรา

จากการศึกษาก่อนหน้านี้ที่ศึกษาสารสกัดหยาบจากเส้นใยของ M. amsoptiae พบว่ามีผล 
ต่อเซลล์ P388 ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู และสอดคล้องกับการศึกษาของ Skrobek 
และ Butt (2005) ที่ได้ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกัดหยาบจาก M. anisoplioe ไอโซเลต 
V275 เปรียบเทียบกับสาร Destruxin ต่อเซลล์เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (human promyelocytic 
leukemia cell line: HL-60) พบว่าสารสกัดหยาบมีผลต่อเซลล์ชนิด HL-60 โดยมีค่า LC-)0 ท่ี 193 
ppm เมื่อบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แต่ไม่มีผลต่อเซลล์แมลง Spodoptera fru§iperda: Sf9 เมื่อใช้ 
ความเข้มข้น 500 ppm ที่เวลา 24 ชั่วโมง สำหรับสาร Destruxin มีผลต่อเซลล์แมลงโดยมีค่า [_c50 
ในซ่วง 5-12 ppm และการศึกษาของ Skrobek และคณะ (2006) ที่ศึกษาสารสกัดจาก M. 
anisoplioe ไอโซเลต V275 และ V245 เปรียบเทียบกับสารสกัดจาก 5ta§onospora convolvuli 
และ Destruxin A โดยทดสอบกับเขีอ Pseudomonos syringae, โปรโตซัว (Tetrohymeno 
pyriformis) หนอนตัวกลม (Dophnia ma§na) เซลล์,ชนิด HL-60 และ Sf9 ซึ่งสารสกัดหยาบจาก 
ไอโซเลต V275 และ V245 ไม,มีผลในการยับยั้งเชื้อ p. syrin§ae ที่ระดับความเข้มข้น 500 ppm 
เมื่อบ่มเป็นเวลา 18 ชั่วโมง และไม่เป็นพิษต่อ T. pyriformis แต่มีความเป็น'พิษต่อ D. magna โดยมี 
ค่า l_C5o เท่ากันที่ 0.01 ppm ทั้งในเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง และให้ผลในเซลล์แต่ละฃนิดแตกต่าง 
กัน โดยเมื่อทดสอบความเป็นพิษกับเซลล์ HL-60 สารสกัดจากไอโซเลต V275 มีค่า LC50 เท่ากับ 
221 และ 193 ppm ที่เวลา 4 และ 24 ชั่วโมง ตามลำดับ สารสกัดจากไอโซเลต V245 มีค่า LCS0 
เท่ากับ 303 ppm ที'เวลา 4 ชั่วโมง และมีค่า LC50 มากกว่าความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ทดสอบที่เวลา 24 
ชั่วโมง แต่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ชนิด Sf9 เมื่อใช้ระดับความเข้มข้น 500 ppm ที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งผลที่ 
ได้จากการทดลอง อาจกล่าวได้ว่าสารชีวภาพจากเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคแมลงสามารถนำมาใช้ควบคุม 
แมลงศัตรูพิข โดยมีภาวะเสี่ยงต่อสุขภาพของมนุษย์และสัตว์ในระดับตํ่า เนื่องจากมีความเป็นพิษต่อ 
เซลล์ในระดับตํ่า หรือต้องใช้ระดับความเข้มข้นของปริมาณสารในระดับที่สูงจึงจะแสดงค่าความเป็น 
พิษต่อเซลล์ และสารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเซนจากเชื้อรา B. bossiono แสดงความเป็นพิษ 
ในทุกเซลล์แต่มีผลต่อเซลล์ชนิด P388 มากกว่าเซลล์ชนิดอื่น สำหรับ beauvericin แสดงความเป็น 
พิษต่อเซลล์ชนิด P388 มากที่สุดเซ่นกัน อย่างไรก็ตามข้อมูลที่ใด้จากการศึกษาครั้งนี้เป็นเพียงการ 
ตรวจสอบเบื้องต้น (screening m ethod) เท่านั้น เนื่องจากมีบ่จจัยอีกหลาย'ชนิดที่มีผลต่อการ
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ทดลองโดยเฉพาะเรื่องของอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อรา ดังนั้นควรมีการศึกษาวิจัยถึงความเป็น 
พิษต่อเซลล์ด้วยวิธีอื่นๆ ฤทธิ้ทางชีวภาพด้านอื่นๆ รวมทั้งการประเมินความปลอดภัยในสิ่งมีชีวิต {in 
vivo) ด้วย เนื่องจากการนำสารชีวภาพมาใช้ควรต้องคำนึงถึงความปลอดภัย อีกทั้งการตกค้างใน 
ธรรมฃาติ ซึ่งอาจมีผลต่อสุขภาพทั้งต่อมนุษย์และสัตว์ ดังนั้นการประเมินความเป็นพิษของสารชีวภาพ 
เป็นสิ่งที่จำเป็นเพื่อตรวจสอบ และยืนยันว่ามีความปลอดภัยต่อมนุษย์และสัตว์เพียงใด

3 .5  ก ารต รวจ ส อ บ ก ารต าย ข อ งเซลล ์ขน ิด  A p o p to s is

อะพอพโทซิส (Apoptosis) เป็นรูปแบบหนึ่งของการตายของเซลล์ (cell death) แบบที่มีการ 
โปรแกรมไว ้แล้ว (programmed cell death) ของสิ่งมีชีวิตหลายเซลล์ ซึ่งมีความจำเป็นต่อการ 
พัฒนาการ การรักษาสมดุลของเนื้อเยื่อในสิ่งมีชีวิต เข่น นิ้วทั้งห้าแยกออกจากกัน เนื่องจากเซลล์ที่อยู่ 
ระหว่างนิ้วเกิดอะพอพโทซิส การกำจัดเซลล์ที่เสียหายที่เกิดจากการติดเชื้อไวรัส หรือเกิดจากการ 
กลาย (mutation) แต่หากอะพอพโทซิสเกิดชื้นมากเกินไปจะทำให้เกิดการฝ่อของอวัยวะได้ ซ่ึง
apoptosis เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่ทำให้เซลล์ตายอย่างมีลักษณะที่เฉพาะ โดยเซลล์จะมี 
ลักษณะสัณฐานวิทยาเปลี่ยนแปลงหลายรูปแบบ เข่น การบวมของเยื่อหุ้มเซลล์เป็นถุง (membrane 
blebbing) การหดตัวหรือการเหี่ยวของเซลล์ (cell shrinkage) นิวเคลียสแตกเป็นชื้นส่วน
(nuclear fragmentation) การหดลันของโครมาติน (chromatin condensation) และการแตกหัก 
ของชินดีเอ็นเอ (chromosomal DNA fragmentation) ซึ่งมีผลทำให้เซลล์แตกเป็นชีนส่วนเล็กๆ 
เรียก apoptotic body ที่เกิดจากเยื่อหุ้มเซลล์เปลี่ยนแปลงโดยเหี่ยวฝ่อลงและห่อหุ้มส่วนของ 
นิวเคลียสและองค์ประกอบของเซลล์ โดย apoptotic body นิ้จะถูกกำจัดหรือสลายไปโดย 
phagocyte หรือ macrophage ซึ่งจะไม่เกิดปฏิกิริยาการอักเสบหรือความเสียหายต่อเซลล์หรือ 
เนื้อเยื่อที่อยู่ข้างเคียง ซึ่งกระบวนการที่เกิดขึ้นนิ้จะแตกต่างจากการตายแบบเนโครซิส (necrosis)

การตรวจสอบการตายของเซลล์แบบ apoptosis มีหลากหลายวิธี เข่น การย้อมสี DAPI เพ่ือ 
ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลง การศึกษาการแตกหัก'ของ'ชื้นดีเอ็นเอที่มี
ขนาดจำเพาะประมาณ 180-200 คู่เบส การประเมินการทำงานของ Caspase ฃนิดต่างๆ การ 
ตรวจวัดปริมาณ ทาRNA ของยีน หรือโปรตีนที่เกี่ยวข้อง รวมทั้งการตรวจด้วยการจับของ Annexin V 
และ propidium iodide: PI (Annexin V / PI staining) การตรวจด้วยวิธี annexin V/ propidium 
iodide มีหลักการจากเซลล์ระยะเริ่มแรกที่เกิด apoptosis จะมีการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์ 
โดย phosphatidyl serine (PS) ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ปกติ แต่จะมีการ 
เคลื่อนที่ไปอยู่ด้านนอกเซลล์ในระยะเริ่มแรกของการ apoptosis ซ่ึง annexin V สามาถเข้า,ไปจับกับ 
ประจุลบของ phosphatidyl serine ไต้ ในสภาพที่ต้องมี calcium ดังนั้นหากนำสารเรืองแสง 
(fluorescein) เข่น fluorescein isothiocyanate (FITC) จับกับ annexin V จะสามารถตรวจสอบ 
เซลล์ที่เกิดการตายของเซลล์ในระยะเริ่มแรก (early apoptosis) ได้จากการเรืองแสงสีเขียว แต่การ 
ย้อมสีด้วย propidium iodide อาศัยหลักการความแตกต่างของการให้สารผ่านเข้าออกเยื่อหุ้มเซลล์ 
ของเซลล์ที่มี'ชีวิต (viable) ระยะเริ่มแรกของการเกิด apoptosis (early apoptotic) และระยะ 
สุดท้ายของการเกิด apoptosis (late apoptotic) หรือการเกิด necrosis โดย propidium iodide 
จะไม่แพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ขณะเซลล์มีชีวิต แต่จะแพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เมื่อเซลล์ตายหรือไม่มีชีวิต
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และสามารถย้อมนิวเคลียสหรือดีเอ็นเอติดสีแดง ถ้าหากตรวจสอบด้วย annexin V พร้อมกับ 
propidium iodide จะทำให้สามารถแบ่งเซลล์เป็นเซลส์ที่มีชีวิต ถ้าไม่พบการเรืองแสงทั้งสองสีของ 
Annexin V และ PI (Annexin V negative/ PI negative) ระยะเริมแรกของการเกิด apoptosis 
(early apoptosis) ถ้าตรวจพบการเรืองแสงของ Annexin V (Annexin V positive/ PI negative) 
และระยะสุดท้ายของการเกิด apoptosis (late apoptosis) หรือการเกิด necrosis ถ้าตรวจพบการ 
เรืองแสงของ PI (PI positive) ซึ่งสามารถตรวจสอบจากกล้องจุลทรรศน์ หรือการใฃ้เครื่อง 
fluorescence flow  cytometry

โดยในการศึกษาในการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay พบว่าสารสกัด 
หยาบจากไอโซเลต B มีแนวโน้มมีความเป็นพิษมากที่สุด จึงเลือกมาเพื่อใช้ในการตรวจสอบการตาย 
ของเซลล์,ซนิด apoptosis โดยสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเฃื้อรา B. bossiono ในขั้นเฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท เอทานอล ที่ระดับความเข้มข้น 1000 และ 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สาร 
mitomycin C ที่ระดับความเข้มข้น 5, 10 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสาร Beauvericin ท่ี 
ระดับความเข้มข้น 5, 10 และ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลล์ขนิด P388 เป็นระยะเวลา 4 
ขั้วโมง ด้วยการย้อม Annexin V/PI staining assay และตรวจวัดด้วยเครื่อง fluorescence flow 
cytometry โดยวิเคราะห์จากจำนวนเซลล์ 10,000 เซลล์ต่อตัวอย่าง โดยทำการทดลองอย่างละ 3 
ซ้ํา รายงานผลเป็นกราฟชนิด dot plot ที่ใช้'จุดแทนตัว,ข้อมูล โดยในการวิเคราะห์ข้อมูลจะแบ่ง 
ออกเป็น 4 quadrant (Q1-Q4) โดย Q1 แสดงการตรวจพบการติดสีหรือการเรืองแสงของ PI (PI 
positive) ซึ่งหมายถึงการเกิด necrosis ของเซลล์, Q2 แสดงการตรวจพบการติดสีหรือการเรืองแสง 
ทังสองสีของ Annexin V และ PI (Annexin V positive/ PI positive) หมายถึงระยะสุดท้ายของ 
การเกิด apoptosis (late apoptosis), Q3 แสดงการตรวจที่ไม,พบการเรืองแสงทั้งสองสีของ 
Annexin V และ PI (Annexin V negative/ PI negative) ซึ่ง,หมายถึงเซลล์ที่มี-ชีวิต (Normal cell) 
และ Q4 แสดงการตรวจพบการเรืองแสงของ Annexin V เพียงอย่างเดียว (Annexin V positive/ PI 
negative) ซึ่งหมายถึงระยะเริ่มแรกของการเกิด apoptosis (early apoptosis) ดังแสดงค่าร้อยละ 
ของเซลล์ชนิด P388 ที่มี,ชีวิต เซลล์ที่เกิด apoptosis ในระยะเริ่มแรก และเซลล์ที่เกิด apoptosis 
ระยะท้าย จากกลุ่มควบคุม และกลุ่มที่ได้รับสารสกัดหยาบชองเชื้อรา B. bossiono จากตัวทำละลาย 
เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ในตารางที่ 3.5 และแสดงตัวอย่าง 
กราฟ dot p lot ในรูปที่ 3.6 โดยเป็นของกลุ่มควบคุม (รูปที่ 3.6 A) และสารสกัดหยาบจากเชื้อรา B. 
bossiono ไอโซเลต B จากตัวทำละลายเอกเซน (รูปที่ 3.6 B) เอทิลอะซิเตท (รูปที่ 3.6 0  และเอทา 
นอล (รูปที่ 3.6 D) ที่ระดับความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นระยะเวลา 4 ขั้วโมง ท่ี 
แสดงให้เห็นว่ากลุ่มควบคุมมีเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ร้อยละ 87.40 ซึ่งอาจเป็นได้ว่าเซลล์ชนิด P388 เป็น 
เซลล์ที่มีการเจริญเติบโตเร็วทำให้มีปริมาณเซลล์เพิ่มชื้นอย่างมากมีผลทำให้อาหารไม่เพียงพอ ดังน้ัน 
ควรลดปริมาณเซลล์เริ่มต้นลดน้อยลง และสารสกัดหยาบจากเชื้อรา B. bossiono ไอโซเลต B จาก 
ตัวทำละลายเอกเซนที่ระดับความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ 
มากที่สุด โดยมีเซลล์ที่มีชีวิตอยู่เพียงร้อยละ 22.87 และแสดงเซลล์ที่เกิด apoptosis ในระยะเริ่มแรก 
ร้อยละ 44.50 ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาด้วยวิธี MTT assay ที่พบว่าสารสกัดหยาบจากเชื้อรา B. 
bossiono จากตัวทำละลายเอกเซนมีความเป็นพิษต่อเซลล์มากที่สุด

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



39

FITC-A

A

FITC-A

FITC-A

FITC-A

รูปที่ 3.6 แสดง dot plot histogram จาก Annexin V/PI staining assay ด้วยเครื่อง 
fluorescence flow  cytometry ของกลุ่มควบคุม (A) และสารสกัดหยาบจากเชื้อรา B. 
bassiano ไอ'โซเลต B จากตัวทำละลายเฮกเซน (B) เอทิลอะซิเตท (C) และเอทานอล (D) 
ที่ระดับความเข้มข้น 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลล์ P388 เป็นระยะเวลา 4 
ชั่วโมง
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ตารางที่ 3.5 แสดงค่าร้อยละของเซลล์ชนิด P388 ที่มี,ชีวิต เซลล์ที่เกิด apoptosis ในระยะเริ่มแรก 
และเซลล์ที่เกิด apoptosis ระยะท้าย จากกลุ่มควบคุม และกลุ่มที่ได้รับสารสกัดหยาบ 
ของเชื้อรา B. bossiono จากตัวทำละลายเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ท่ี 
ระดับความเข้มข้นต่างๆ จาก Annexin V/PI staining assay ด้วยเครื่อง 
fluorescent flow  cytometry

% Normal ce ll % Early 
apoptosis ce ll

% Late apoptosis 
ce ll or Necrosis

Control 87.40 3.53 9.10 I
DMSO 2% 83.80 3.73 12.43

Hexane 1000 pg/ml 41.43 22.60 35.93
Hexane 2000 pg/ml 22.87 44.50 32.67

Ethyacetate 1000 pg/ml 29.77 5.53 64.70
Ethyacetate 2000 pg/ml 47.50 3.57 48.90

Ethanol 1000 pg/ml 78.07 11.43 10.50
Ethanol 2000 pg/ml 56.00 25.60 18.73

BEA 5 pg/ml 87.00 3.83 9.10
BFA 10 pg/ml 87.03 2.00 11.00
BEA 20 pg/ml 85.40 2.73 11.87

Mitomycin 5 pg/ml 78.63 4.50 16.83
Mitomycin 10 pg/ml 67.40 10.70 21.87
Mitomycin 20 pg/ml 44.17 10.93 44.87

3 .6  ผล ก ารท ด ส อ บ ค วาม เป ็น พ ิษ ต ่อ ส ารพ ัน ธ ุก รรม

จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay พบว่าสารสกัดหยาบจากไอโซเลต B มี 
แนวโน้มมีความเป็นพิษมากที่สุด จึงเลือกมาเพื่อใซในการทดสอบความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรม โดย 
จากการศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. bossiona ที่มีต่อการเปลี่ยนแปลงอัตรา 
การแบ่งเซลล์ หลังการเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวเป็นเวลา 48 ชั่วโมง และเติมสารสกัดหยาบจากเส้นใย 
ของเชื้อรา B. bossiono ในชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท เอทานอล ที่ระดับความเข้มข้น 2000 และ 
1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Mitomycin C ที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรที่ 
ใช้เป็นกลุ่ม positive control และนํ้ากลั่นปลอดเชื้อที่ใช้เป็นกลุ่ม negative control ทำการบ่มต่อ 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเก็บเกี่ยวเซลล์ และกระจายเซลล์บนสไลด์ เมื่อนับเซลล์เม็ดเลือดขาวทั้งหมด 
จำนวน 2,000 เซลล์ และคำนวณจำนวนเซลล์เมทาเฟส นำไปหาค่าอัตราการแบ่งเซลล์ (Mitotic 
index) โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ใส่เฉพาะนากลั่น

เมื่อศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเชื้อรา B. bossiono ไอโซเลต B ใน1ชื้นเฮก- 
เซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ที่ระดับความเข้มข้น 2000 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น้ํา
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กล่ัน และ Mitomycin C ที่ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อความผิดปกติของ 
โครโมโซม พบว่าทั้งกลุ่มทดลอง และกลุ่มที่เติมเฉพาะนํ้ากลั่นไม่พบความผิดปกติของโครโมโซมใดๆ 
(รูปที่ 3.7 A) แตกต่างจาก Mitomycin C ที่แสดงความผิดปกติของโครโมโซมทั้งฃนิด single 
chromatid gap, isochromatid gap และ single chromatid break (รูปที่ 3.7 B) จึงอาจกล่าวได้ 
ว่าสารสกัดหยาบจากเส้นใยของเฃี้อรา B. bassiana ที่ระดับความเข้มข้นสูงสุดที่ 2000 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร ไม,แสดงความเปีนพิษต่อสารพันธุกรรมในระดับโครโมโซม

B

รูปท่ี 3.7 แสดงลักษณะโครโมโซมจากเซลล์เม็ดเลือดขาวของคน (A) โครโมโซมของคนปกติ 
และ (B) ความผิดปกติของโครโมโซมที่ได้รับ Mitomycin C ที่ระดับความเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
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บทท่ี 4
สรุป และเสนอแนะ

ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบที่ได้จาก 
เส้นใยของเชื้อราในสกุล Beauveria ทัง B. bossiono และ B. brongniartii ทังในขันเฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลองด้วย MTT 
assay การตรวจสอบการตายของเซลล์ซนิด apoptosis ด้วยวิธี Annexin V/PI staining assay และ 
ตรวจวัดด้วยเครือง fluorescence flow  cytometry และศึกษาความผิดปกติของโครโมโซมจาก 
เซลล์เม็ดเลือดขาวของคน (human lymphocyte) ในอาหารเพาะเลี้ยง รวมทั้งฤทธี้ต้านจุลินทรืย่ 
โดยคัดเลือกจากเชื้อรา B. bassiona จำนวน2 5 ไอโซเลต และ B. brongniartii จำนวน 4 ไอโซเลต 
ที'คัดแยกได้จากตัวอย่างดิน และแมลง โดยเพาะเลี้ยงเชื้อราบนอาหารที่แตกต่างกัน 6 ซ นิด คือ 
Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Corn Meal Agar (CMA),Yeast 
Extract Sucrose (YES), Yeast-Malt Extract Agar (YMA) และ Sabouraud Dextrose Agar 
(SDA) เป็นระยะเวลา 7, 14, 21 และ 28 วัน นำมาทดสอบฤทธี้ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ 4 
ชนิด ได้แก่ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli DMST 4212, 
Staphylococcus aureus TISTR 118 และ Bacillus cereus DMST 5040 ด้วยวิธี Dual-culture 
agar diffusion พบว่าเชื้อราที่เลี้ยงบนอาหาร YES ที่ระยะเวลา 28 วัน สามารถยั้บยั้งการเจริญได้ดี 
ท่ีสุด และ'ไอ'โซเลตที่แสดงผล'ในการย้ับย้ังท่ีดีท่ีสุด'ใน B. bassiana คือ ไอโซเลต A (B019) และ ไอโซ 
เลต B (B015) และ B. brongniarti คือ ไอโซเลต c (B013) และ ไอโซเลต c (B027) ซี่งใฃ้เป็น 
ตัวอย่างในการศึกษาต่อไป

เมื่อวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบที่ได้จากเส้นใยทั้งในขั้นเฮกเซน 
เอทิลอะซิเตท และเอทานอล จากเชื้อรา 4 ไอโซเลต ด้วยเทคนิคแก๊ลโครมาโทกราฟิ/แมสสเปคโทรเม 
ตรี (chromatography/mass spectrometry: GC-MS) โดยสารที่พบโดยส่วนใหญ่เป็นกรดไขมัน 
เข่น hexadecanoic acid หรือ กรดปาล์มิติก (palmitic acid) ซึ่งเป็นกรดไขมันอิ่มตัว รวมทั้งกรด 
ไขมันไม่อิ่มตัวทั้ง 9-Octadecenoic acid หรือ กรดโอเลอิก (oleic acid) และ 9, 12-
Octadecadienoic acid หรือ กรดลิโนเลอิก (linoleic acid) รวมทัง 4-methoxy benzo-2, 1, 3- 
thiadiazole และ Ergosterol ซึ่งเป็นสารในกลุ่มสเตรืยรอล และเป็นสารประกอบสำคัญในเยื่อหุ้ม 
เซลล์ของเชื้อรา โดยในแต่ละไอโซเลตให้สารที่แตกต่างกัน จีงมีแนวโน้วในการนำเชื้อรานี้มาใฃ้
ประโยซนํในเรี่องของการผลิตกรดไขมันเพื่อให้เพียงพอต่อความต้องการด้านอุตสาหกรรม และพบ
สารอื่นเซ่น benzoic acid และ cephalosporolide ซื่งมีฤทธึ๋ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรืย์ 
แต่พบในปริมาณน้อย ซึ่งสอดคล้องกับการนำมาทดสอบฤทธิ้การยับยั้งจุลินทรีย์ด้วยวิธี Disc
diffusion ที่นำส่วนของสารสกัดหยาบจากเส้นใยในขั้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอลที่ระดับ 
ความเข้มข้น 2000, 1000, 500, 250 และ 125 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าไม่มีถุทธึ๋ยับยั้งเชื้อทั้ง 
แกรมบวก คือ Staphylococcus aureus TISTR 118 และ Bacillus cereus DMST 5040 และ 
แบคทีเรียแกรมลบ คือ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ Escherichia coli DMST 
4212

เมื่อตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร beauvericin และสารสกัดหยาบจากเชื้อรา B. 
bassiana และ B. brongniartii ต่อเซลล์ไลน้ 4 ฃนิด คือเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวหนู (murine
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leukemia cell: P388) เซลล์มะเร็งเต้านม (human breast cancer cell: MCF-7) และเซลล์มะเร็ง 
ลำไส้ใหญ่และทวารหนัก (human colon adenocarcinoma cell: HT-29) และ เซลล์ไตลิง 
(african green monkey kidny cell: Vero cell) ทิเพาะเลียงในหลอดทดลองด้วยวิธี MTT assay 
พบว่าสารสกัดหยาบจากเชื้อรา ธ. brongniartii แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ไนระดับตํ่า และสารสกัด 
หยาบจากตัวทำละลายเฮกเซนจากเชื้อรา ธ. bassiana แสดงความเป็นพิษในทุกเซลล์แต่มีผลต่อ 
เซลล์,ชนิด P388 มากกว่าเซลล์ชนิดอื่น ซ่ึงข้ี'นกับ'ไอ'โซเลตด้วยเข่นกัน โดยในการศึกษาในครั้งนี้ไอโซ 
เลต B แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์สูงกว่าไอโซเลต B และแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติตํ่ากว่า และ 
เมื่อนำสารสกัดหยาบของเชื้อรา ธ. bassiana ไอโซเลต B ในชื้นเฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทา 
นอล ที่ระดับความเข้มข้น 2000 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาตรวจสอบการตายของเซลล์ 
ชนิด apoptosis ด้วยวิธี Annexin V/PI staining assay และตรวจวัดด้วยเครื่อง fluorescence 
flow cytometry พบว่าสารสกัดหยาบจากตัวทำละลายเฮกเซน และเอทิลอะซเตท แสดงความเป็น 
พิษเช่นเดียวกัน แต่เมื่อนำมาทดสอบความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรมในระดับโครโมโซม พบว่าใม่มี 
ความผิดปกติของโครโมโซมจากการเพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวของมนุษย์ เป็นระยะเวลา 24 ชั่ว,โมง 
ดังนั้นหากต้องการนำเชื้อราในสกุล Beauveria ไปใข้เป็นสารขีวภาพควรใฃ้เชื้อรา ธ. bassiana ไอ 
โซเลต B มากกว่า แต่อย่างไรก็ตามควรมีการทดสอบประสิทธิภาพต่อสิ่งมีชีวิตต่างๆก่อนการนำไปใช้ 

จึงอาจกล่าวได้ว่าในการนำเชื้อราในสกุล Beauveria มาใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชใน 
สภาวะแวดล้อมมีแน้วโน้มที่จะมีผลกระทบต่อสุขภาพของสัตว์เลี้ยง และมนุษย์ ในระดับตํ่า
โดยเฉพาะเชื้อรา ธ. brongniartii และหากต้องการศึกษาถึงสารที่สามารถนำมายับยั้งเซลล์มะเร็ง 
โดยเฉพาะเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ควรสกัดด้วยตัวทำละลายเอกเซน หรือเอทิลอะซิเตท แต่อย่างไร 
ก็ตามยังมีปิจจัยอื่นๆที่มีผลต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ เช่น อาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ระยะเวลา สาย 
พันธุของเชื้อรา และชนิดของเซลล์ ซึ่งข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้เป็นเพียงการตรวจสอบเบื้องต้น 
(screening method) เท่านั้น เนื่องจากมีปีจวัยอีกหลายชนิดที่มีผลต่อการทดลองโดยเฉพาะเรื่อง 
ของอาหารที่ใข้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อรา ดังนั้นควรมีการศึกษาวิจัยถึงความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธีอื่นๆ 
ฤทธิ้ทางชีวภาพด้านอื่นๆ รวมทั้งการประเมินความปลอดภัยในสิ่งมีชีวิต (in vivo) ด้วย
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