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บทคัดย่อ 

  
งานวิจัยนี้ จึงได้มี วัตถุประสงค์เพื่ อศึกษาอาหารที่ เหมาะสมต่อการผลิตเส้นใย

เห็ด Phellinus ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging 
capacity assay ( DPPH assay) , 2,2'-azino-bis ( 3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 
(ABTS assay) แล ะ วิ ธี  Ferric reducing antioxidant power assay (FRAP assay)  ฤท ธ์ิต้ าน
จุลินทรีย์ และความเป็นพิษต่อเซลล์สิ่งมีชีวิตของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ในเส้นใยและดอก
เ ห็ ด  Phellinus 4 ส า ย พั น ธ์ุ  ไ ด้ แ ก่  P.  igniarius, P.  nigricans, P.  robustus แ ล ะ  P. 
setulosus ผลการวิจัยพบว่า เส้นใยเห็ด P. igniarius P. nigricans และ P. robustus เจริญได้ดีบน
อาหาร  GY2 ส าหรับ เส้ น ใย  P. setulosus เจริญ ได้ ดีบนอาหาร  GY1 และ  P. igniarius  P. 
nigricans และ P.robustus ให้น้ าหนักแห้งเส้นใยมากที่สุด (11.32 ± 5.12 , 10.74 ± 3.99 และ 
10.20 ± 4.04 กรัมต่อลิตร ) ตามล าดับ  ไม่มีความแตกต่างกันทางส ถิติ  (p>0.05) เส้นใย  P. 
igniarius ให้ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์มากที่สุด (19.05 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง) 
และปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบมากที่สุด (798.81 ± 26.30 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) พบ
ปริมาณโปรตีนรวมรวมมากที่สุดในเส้นใยเห็ด P. igniarius (14.71 ± 1.55 มิลลิกรัมต่อกรัมของสาร
สกัดหยาบ) เส้นใยและดอกเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระวิธี DPPH สูงสุด (ค่า IC50 เท่ากับ 
62.45 ± 0.96 และ 64.27 ± 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ตามล าดับ และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
ABTS สูงสุด (ค่า IC50 เท่ากับ 27.24 ± 0.76 และ 28.06 ± 0.17 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ตามล าดับ 
ผลการตรวจสอบฤทธ์ิการรีดิวซ์โลหะด้วยวิธี FRAP ดีสุดคือ สารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด  P. 
igniareus (119 ± 1.63 ไมโครโมลเฟอรัสซัลเฟตต่อสารสกัดหยาบ) ส าหรับปริมาณฟีนอลิกรวมพบ
ปริมาณสูงสุดในสารสกัดหยาบเส้นใย P. igniarius (97.76 ± 2.20 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมสาร
สกัดหยาบ) และปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงสุดในสารสกัดหยาบดอก P. igniarius (300.80 ± 1.17 
มิลลิกรัมเคอรซ์ิตินต่อกรมัสารสกัดหยาบ) ส าหรบัการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 
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พบว่าเส้นใย P. igniarius มีฤทธ์ิยับยั้งเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ได้ดีที่สุด (ค่า IC50 เท่ากับ 112.19 ± 
11.40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ในขณะที่ดอกเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิยับยั้งเซลล์มะเร็งตับ HepG2 
(ค่า IC50 เท่ากับ 1820 ± 0.11 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และพบว่าเส้นใย P. igniarius มีฤทธ์ิยับยั้ง
เซลล์มะเร็งเต้านม  MDA-MB-231 ได้ดีที่สุด (ค่า IC50 เท่ากับ  129.45 ± 32.83 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ในขณะที่ดอกเห็ด P. igniarius (ค่า IC50 เท่ากับ 1550 ± 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
และการทดสอบฤทธ์ิต้านจุลนิทรยี์ของสารสกัดหยาบโดยทดสอบค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยัง้
การเจริญ (minimum inhibitory concentration, MICs) ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือ
แบคทีเรีย (minimum bactericidal concentration; MBCs) พบว่าสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด P. 
igniarius สาม ารถยับ ยั้ งและฆ่ า  Proteus mirabilis (TISTR 100) (MIC 25 และ  MBC >100 
มิ ล ลิ ก รั ม ต่ อ มิ ล ลิ ลิ ต ร )  ไ ด้ ดี ที่ สุ ด  ด อ ก เห็ ด  P.  igniarius ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง แ ล ะ
ฆ่า Staphylococcus aureus (ATCC 25933) (MIC 25 และ MBC >100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ได้
ดี ที่ สุ ด  แ ล ะ ด อ ก เ ห็ ด  P.  igniarius ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง แ ล ะ ฆ่ า เ ช้ื อ  Staphylococcus 
epidermidis (TISTR518) (MIC 50 และ MBC >100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ได้ดีที่สุด จากการระบุ
ชนิดของเห็ดด้วยวิธีทางอณูวิทยาบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) พบว่า Phellinus 4 
สายพั น ธ์ุมี เป อร์ เซ็ น ต์ ความ เห มื อนกั บ  P. igniarius, P. nigricans,  P. robustus แล ะ  P. 
setulosus เท่ากับ 98.47, 99.72,99.21 และ 97.14 เปอร์เซ็นต์ งานวิจัยน้ีเป็นงานที่แสดงให้เห็นว่า
สารสกัดหยาบพอลแิซ็กคาไรด์จากเส้นใยมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใกล้เคียงกันกับสารสกัดหยาบจาก
ดอกเห็ด ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นยาและผลิตภัณฑ์อาหารเสริมได้ 

 
ค าส าคัญ : Phellinus, พอลิแซ็กคาไรด์, ฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระ, ฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์, ความเป็นพิษของ
เซลล ์
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ABSTRACT 

  
This research purposes to determine the optimal medium for 

mycelium production of Phellinus with antioxidant activity by using method of 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity assay (DPPH assay) , 2,2'-azino-
bis ( 3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)  ( ABTS assay)  and Ferric reducing 
antioxidant power assay (FRAP assay) with antimicrobial activity and toxicity for living 
cells of polysaccharides crude extract from dried mycelia and fresh fruiting bodies 
of Phellinus mushrooms e. g.  including P.  igniarius, P.  nigricans, P.  robustus and P. 
setulosus. The findings revealed that the fiber from  P. igniarius, P. nigricans and P. 
robustus grew well on medium GY2.  The mycelium from P.  setulosus grew well on 
medium GY1. P. igniarius  P. nigricans and P. robustus produced the most mycelia dry 
weight ( 11. 32 ± 5. 12, 10. 74 ± 3. 99 and 10. 20 ± 4. 04 g/ l) , respectively.  P. 
igniarius produced the most polysaccharides crude extract (19.05 mg/dry weight) and 
the most total polysaccharide was also found (798.81 ± 26.30 mg/g crude extract) . 
The most total protein was found in mycelium from P. igniarius (14.71 ± 1.55 mg/g 
crude extract) .  The crude extract of mycelium and fruiting bodies from P. 
igniarius has the highest antioxidant activity with the highest DPPH  (value IC50 equals 
62.45 ± 0.96 and 64.27 ± 0.18 µg/ml), respectively. Moreover, the antioxidant activity 
ABTS was also the highest (value IC50 equals 27.24 ± 0.76 and 28.06 ± 0.17 µg/ml) , 
respectively.  The result of metal reduction effect FRAP method was the crude 
extract of mycelium from P. igniarius (119 ± 1.63 µmoleFeSo4/dw) . The amount of 
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total phenolic was found mostly in crude extract of mycelium from  P. 
igniarius (97.76 ± 2.20 mg of gallic acid/dw) and the amount of total flavonoid was 
mostly found in crude extract of fruiting bodies from P. igniarius (300.80 ± 1.17 mg of 
quercetin/ dw) .  The results of cytoxicity for liver cancer cell HepG2 
value IC50 revealed high inhibition from P. igniarius mycelium (112.19 ± 11.40 mg/ml) 
and from P.  igniarius fruiting bodies (1820 ± 0.11 mg/ml) .  The results of cytoxicity 
for breast cancer cell MDA-MB-231 revealed the value of IC50 was high inhibition 
from P.  igniarius mycelium ( 129. 45 ± 32. 83 mg/ ml)  and from P.  igniarius fruiting 
bodies (1550 ± 0.18 mg/ml). The antimicrobial activity of each extract was quantified 
by determining minimum inhibitory concentrations (MICs) and minimum bactericidal 
concentrations ( MBCs) .  The crude extract of P.  igniarius fruiting bodies inhibit was 
found to have strong activity against Proteus mirabilis (TISTR 100)  (MIC 25 mg/ ml; 
MBC >100 mg/ml) also the crude extract of P. igniarius and P. nigricans fruiting bodies 
inhibit against Staphylococcus aureus ( ATCC 25933)  ( MIC 25 mg/ ml; MBC >100 
mg/ ml)  and Staphylococcus epidermidis ( TISTR518)  ( MIC 50 mg/ ml; MBC 
>100  mg/ml). In addition, Phellinus 4 isolates were identified as having 98.47, 99.72, 
99.21 and 97.14% similarity to P. igniarius, P. nigricans, P. robustus and P. setulosus, 
respectively based on analysis of their internal transcribed spacer (ITS). This research 
is shows that the crude extract of polysaccharides from mycelium has bioactive 
substances close to the crude extract from fruiting bodies mushroom, which can be 
used as a drug and supplementary product. 
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 ภูมิหลัง 
 

เห็ดเป็นที่รู้จักมายาวนานในการน ามาใช้ท าอาหาร เป็นยารักษาโรค ในเห็ดจะมีสารออกฤทธ์ิ 
ทางชีวภาพที่ ส าคัญ  (Zhang et al., 2007) เห็ดและราเป็นสิ่ งมี ชี วิตที่ จัดอยู่ ในกลุ่ ม เช้ือรา
นักวิทยาศาสตร์ได้จัดให้อยู่ในอาณาจักรไมโคตา (Kingdom Mycota) เป็นอาณาจักรของสิ่งมีชีวิตที่
แยกจากพืช สัตว์ และแบคทีเรีย เห็ดมีสิ่งที่น่าสนใจทั้งลักษณะ รสชาด กลิ่น เมื่อน ามาบริโภคดีต่อ
สุขภาพอีกทั้งมีองค์ประกอบด้านชีวเคมีประกอบด้วย โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน เอนไซม์ แร่ธาตุ 
วิตามิน และน้ า (Chang et al., 2008) สามารถแบ่งกลุ่มสารในเห็ดที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพได้ 2 กลุ่ม คือ 
พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) และไตรเทอปีน (Triperpene) (Ameri et al., 2011) 

 พอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบส าคัญในเห็ดกินได้ และเห็ดที่มีฤทธ์ิทางยาซึ่งมีสมบัติเป็น 
สารต้ าน เนื้ องอก (anti-tomor) , อิ มมู น วิท ยา ( immunology) , และสารต้ านอนุมู ลอิ ส ระ 
(antioxidant) (Stachowiak & Reguła, 2012) สามารถพบสารต้านอนุมูลอิสระในธรรมชาติ เช่น 
วิตามิ น เอ  (A) , วิตามิ นซี  (C) , วิตามิ นอี  (E) , คาโรที นอยด์  (Carotenoids) , ฟลาโวนอยด์ 
(Flavonoids) และสารประกอบฟีนอล (Phenol) (Mackerras, 1995) พอลิแซ็กคาไรด์มีสมบัติต้าน
อนุมูลอิสระพบในเห็ ดและรารวมทั้ ง  Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Grifola 
umbrellata, Schizophyllum commune และ Coriolus versicolor (Kozarski et al., 2013; 
Wang et al., 2013) นอกจากนี้มีเห็ด Phellinus spp. เป็นเห็ดที่มีฤทธ์ิทางยาที่รู้จักกันเป็นระยะ
เว ล าน า น ห ล าย พั น ปี  จั ด อ ยู่ ใน ว ง ศ์  ( family)  Hymenochaetaceae แ ล ะ อ ยู่ ใน  class 
(Basidiomycetes) (Yan et al., 2008) มีจ านวนหลากหลาย ยกตัวอย่าง เช่น P. igniarius, P. 
hartigii, P. gilvus, P. pini เป็นต้น เห็ด Phellinus สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิชีวภาพต่างๆได้หลาย
ชนิด เช่น พอลิแซ็กคาไรด์ โปรติโอไกลแคน (proteoglycan) ไตรเทอพีนอยด์ (Triterpenoid) และ
โปรตีน หรือ เอนไซม์ (enzymes) ต่างๆ เป็นต้น ซึ่งสารต่างๆ ที่สกัดได้จากเห็ด Phellinus มีสมบัติที่
ดีในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง เนื้องอก ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย และ
ไวรัส เป็นต้น (Hsieh et al., 2013; Zhu et al., 2008)  

เนื่องจากความส าคัญของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่พบในเห็ดจากที่กล่าวมาข้างต้น ดังนั้นใน 
การวิจัยครั้งนี้จึงได้ศึกษาการเพาะเลี้ยงเส้นใยเห็ด Phellinus ในอาหารเหลวที่เหมาะสม ฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระ ต้านจุลินทรีย์ และศึกษาลักษณะทางเคมีบางประการของพอลิแซ็กคาไรด์ เพื่อน าไป
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ประยุกต์ใช้เป็นยา ผลิตภัณฑ์อาหารเสริม และเป็นการลดการน าเข้าด้านเภสัชกรรม เวชภัณฑ์ จาก
ต่างประเทศ 
     
1.2 ความมุ่งหมายของการวิจัย 
 
 1.2.1 เพื่อศึกษาอาหารเหลวที่เหมาะสมต่อการผลิตเส้นใยเห็ด Phellinus และพอลิแซ็กคา
ไรด ์
          1.2.2 เพื่อศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ต้านจุลชีพ และความเป็นพิษต่อเซลล์สิ่งมีชีวิตของ 
พอลิแซ็กคาไรด์ในเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus 
 
1.3 ความส าคัญของการวิจัย 

  
เพื่อศึกษาอาหารเหลวที่เหมาะสมต่อการผลิตเส้นใยเห็ด Phellinus ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

ต้านจุลชีพ และความเป็นพิษต่อเซลล์ของพอลิแซ็กคาไรด์ในเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus เพื่อน าไป
ประยุกต์ใช้เป็นยา ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร และเป็นการลดการน าเข้าด้านเภสัชกรรม เวชภัณฑ์ จาก
ต่างประเทศ 
 
1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 
 

ในการศึกษาอาหารเหลวที่เหมาะสมต่อการผลิตเส้นใยเห็ด Phellinus ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
ต้านจุลชีพ และความเป็นพิษต่อเซลล์ของพอลิแซ็กคาไรด์ในเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus 

1.4.1 ท าการเพาะเลี้ยงเส้นใยเห็ดในอาหารแข็งและอาหารเหลว 
       1.4.1.1 เห็ด Phellinus spp. จ านวน 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ P. igniarius, P. 

nigricans, P. robustus และ P. setulosus 
1.4.1.2 ชนิดของอาหารในการเพาะเลี้ยง 3 ชนิด คือ Potato Malt Peptone  

(PMP), Glucose Yeast Extract 1 (GY1) และ Glucose Yeast Extract 2 (GY2) 
          1.4.2 สารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์รวมและสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเส้นใยเห็ด  
 Phellinus spp. ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ GY1 และ GY2   
        1.4.2.1 ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ ปรมิาณพอลิแซ็กคาไรดร์วม และ
ปริมาณโปรตีนในเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp. 

  1.4.2.2 ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิต้านจุลชีพ 
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  1.4.2.3 การเกิดความเป็นพิษในเซลลส์ิ่งมีชีวิต 
  1.4.2.4 วิเคราะห์ FTIR 

 โดยมีปัจจัย ดังนี ้
1) สภาวะการเลี้ยงเห็ดในหอ้งปฏิบัติการที่ควบคุมอุณหภูมิ  
2) ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเห็ด 
  

1.5 สถานท่ีด าเนินการวิจัย 
  

ท าการทดลองเดือน พฤศจิกายน พ.ศ.2559 จนถึง ธันวาคม พ.ศ.2561 สถานที่ท าการวิจัย 
ห้องปฏิบัติการอาคาร SC2 ห้อง 407/6 คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม และศูนย์
เครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
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ตาราง 1.1 ระยะเวลาในการด าเนินการวิจัย 

ขั้นตอนในการด าเนินงานวิจัย เดือน, 2559 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 
1. แผนการทดลอง 

            

2. หาข้อมูลและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง              
3. การคัดแยกเชื้อบริสุทธ์ิจากเห็ด การจัดจ าแนก 
และการเตรียมหัวเชื้อเห็ด Phellinus spp. 

            

4. ศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจริญของ
เส้นใยเห็ด Phellinus spp. 

            

ขั้นตอนในการด าเนินงานวิจัย เดือน, 2560-2561 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

5. การสกัดสารพอลิแซ็กคาไรด์ 
6. การวิเคราะห์หาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวม 
7. การหาปริมาณโปรตีนรวม (Protein content) 
8. การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
9. การหาปริม าณ  Total phenolic content 
(TPC) 
10. การหาปริมาณ Total flavonoid content  
(TFC) 
11. ศึกษาผลของสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้น
ใยเห็ดต่อการยับยั้งแบคทีเรีย และเชื้อยีสต์ก่อโรค 
12. ศึกษาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารต้านจุลชีพ
ที่ สามารถยับยั้ งการเจริญ เติบ โตของเชื้อ ได้ 
(minimal inhibitory concentration; MIC) 
13. ทดสอบความเป็นพิษ (Cytotoxic effect) 
ตอ่เซลล์สิ่งมีชีวิต 
14. FT-IR spectroscopy 
15.  การเขียนบทความวิจัยเพื่อการเขียน
วิทยานิพนธ์ในการตีพิมพ์   
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1.6 นิยามศัพท์เฉพาะ 
1. พอลิแซ็กคาไรด์ (Polysaccaride) หมายถึง สารที่ประกอบด้วยกลูโคสตั้งแต่ 100,000 – 

1,000,000 ล้านตัวข้ึนไป โมเลกุลขนาดใหญ่ มีโครงสร้างที่ซับซ้อน ประกอบไปด้วยพันธะ β-1,3 และ 
β-1,6 ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 60 ของพอลิแซ็กคาไรด์ทั้งหมด พอลิแซ็กคาไรด์ที่พบ
ในเห็ดกลุ่มนี้ส่วนใหญ่จะเป็นเบต้ากลูแคน โดยเบต้ากลูแคนที่พบจะเป็น β-1,3 และ β-1,6 มีผลปรับ
ความดันโลหิต ลดระดับไขมันและน้ าตาลในเลือด ป้องกันโรคภูมิแพ้ (Liu et al., 2007) 

2. Extracellular polysaccharide หมายถึง พอลิแซ็กคาไรด์ที่ถูกขับออกนอกเส้นใยเห็ด 
3. Intracellular polysaccharide หมายถึง พอลิแซ็กคาไรด์ที่อยู่ในเส้นใยเห็ด 
4. พอลีฟีนอล (Polyphenol) หมายถึง โมเลกุลที่ประกอบด้วยหมู่ฟีนอลมากกว่า 1 หมู่  

เป็นสารกลุ่มใหญ่ที่พบได้ทั่วไป สารกลุ่มฟีนอลได้แก่ กรดฟีนอลิก (phenolic acid), ฟลาโวนอยด์ 
(flavonoid) ไปจนถึงสารโครงสร้างพอลิเมอร์ที่ซับซ้อน สารกลุ่มนี้นอกจากมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
แล้ว ยังมีสมบัติอื่น เช่น กระตุ้นภูมิคุ้มกัน ต้านมะเร็ง ช่วยขยายหลอดเลือด ต้านโรคภูมิแพ้ และ
ท าลายเช้ือโรคก่อนเข้าสู่ร่างกาย (Wu et al., 2012) 
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บทที่ 2  
ปริทัศน์เอกสารข้อมูล 

   
การศึกษาเอกสารและงานวิจัยทีเ่กี่ยวข้อง ประกอบด้วยหัวข้อดังต่อไปนี้ 

 2.1 นิยาม บทบาทของเห็ดและ Phellinus spp. 

 2.2 สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ด Phellinus spp.   

 2.3 ฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์  

 2.4 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์  

 2.5 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

   
2.1  นิยาม บทบาทของเห็ดและ Phellinus spp. 
    
 2.1.1 นิยาม บทบาทของเห็ด  

    เห็ดจัดเป็นสิ่งมีชีวิตพวกราที่ เส้นใยสามารถรวมตัวกันเกิดเป็นโครงสร้างหรือดอก 
(fruiting body) ขนาดใหญ่ มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า มีลักษณะของการมีเนื้ออ่อน นิ่ม หนัง หรือแข็ง
เหนียว หยิบจับสัมผัสได้สะดวก และส่วนภายในหรือบนดอกนี้เป็นที่เกิดของหน่วยสืบพันธ์ุ (spore) 
ของเห็ด (อุทัยวรรณ แสงวณิช, 2542) มีหน่วยสืบพันธ์ุหรือสปอร์แบบมีเพศ (sexual spore) 
ลักษณะขนาดเล็กมากต้องอาศัยตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ วิธีการเกิดของเซลล์สืบพันธ์ุแบบมีเพศ
ของเห็ดมี 2 วิธี จึงท าให้มีการจัดแบ่งเห็ดออกเป็น 2 ไฟลัม (phylum) คือไฟลัม Ascomycota และ 
Basiodiomycota ใน ก า ร ศึ ก ษ าใน ป ร ะ เท ศ ไท ยส่ วน ให ญ่ จ ะมุ่ ง เน้ น ไป ที่ เห็ ด ใน ไฟ ลั ม 
Basiodiomycota เนื่องจากมีลักษณะโครงสร้างเป็นดอกที่เห็นได้ชัดเจนที่สุดและมีวิวัฒนาการสูงสุด 
ลักษณะทั่วไปเป็นเส้นใยที่มีผนังกั้นตามขวาง (septate mycelium) และที่บริเวณผนังกั้นจะพบ
โครงสร้างพิเศษที่เรียกว่า clamp connection ยกเว้นในพวกราสนิม (rust) การสร้างเซลล์สืบพันธ์ุ
หรือสปอร์แบบมีเพศของราไฟลัมนี้จะมีโครงสร้างที่มีช่ือเรียกว่า เบสิเดียม (basidium) ก่อน จากนั้น
บน basidium นี้จึงจะเป็นที่เกิดของสปอร์แบบมีเพศ มีช่ือเฉพาะว่า basidiospore ส่วนการเจริญ
ครบวัฏจักรชีวิตมักพบเส้นใย 3 ระยะด้วยกัน คือ เส้นใยปฐมภูมิ เส้นใยทุติยภูมิ และเส้นใยตติยภูมิ 
(Alexopoulos et al., 1996)  
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 บทบาทของเห็ดนั้น สืบเนื่องมาจากเห็ดเป็นสิ่งมีชีวิตที่ไม่สามารถสังเคราะห์อาหารเองได้จึง
ต้องอาศัยอาหารจากสิ่งที่เห็ดข้ึนอยู่เพื่อการเจริญ ท าให้มองสิ่งที่ให้อาหารแก่เห็ดสามารถบอกถึง
บทบาทและหน้าที่ต่อระบบนิเวศของเห็ดได้ดังนี้ (อุทัยวรรณ แสงวณิช, 2542) 

1. เห็ดที่ข้ึนอยู่บนเศษซากพืชและมูลสัตว์ เรียกว่า เห็ดผู้ย่อยสลายอินทรียวัตถุ (saprophytic  
mushroom) เห็ดจะท าหน้าที่ย่อยสลายซากเหล่าน้ัน โดยการปล่อยน้ าย่อยออกไปย่อยเนื้อไม้ ท าให้
เนื้อไม้นั้นค่อยๆ ผุพัง และกลายเป็นแร่ธาตุ บางส่วนของแร่ธาตุจะถูกเส้นใยของเห็ดน าไปใช้ 

2. เห็ดที่ข้ึนโดยตรงจากดิน จะเจริญอยู่ใกล้ๆ กับรากพืชในแบบพึ่งพาอาศัยกัน หรือที่เรียกว่า 
เห็ดเอคโตไมคอร์ไรซา (ectomycorrhizal mushroom) ส่วนของเส้นใยเจริญภายในรากพืชและ
กระจายอยู่ในดิน ท าหน้าที่ช่วยดูดแร่ธาตุและน้ าในดินส่งผ่านไปให้ต้นพืช ช่วยให้พืชเจริญเติบโตได้ดี
ยิ่งขึ้น ทนทานต่อโรคที่จะเกิดกับราก และทนทานต่อความแห้งแล้งได้มากข้ึน 

3. เห็ดที่ข้ึนอยู่ตามล าต้น กิ่ง และก้านของต้นไม้ บนตัวหนอนหรือส่วนต่างๆ ของแมลงที่ยังมี 
ชีวิตอยู่ เรียกว่า เห็ดปรสิต (parasitic mushroom) เห็ดประเภทนี้จะเข้าไปแย่งน้ าและอาหารท าให้
เซลล์และเนื้อเยื่อของสิ่งที่เห็ดอาศัยอยู่จะค่อยๆ ตายไป อีกทั้งจากจุดเล็กๆ แล้วค่อยขยายออกไปจน
พืชทั้งต้นหรือแมลงทั้งตัวถึงตาย 
 
 2.1.2 การจัดจ าแนกเห็ด Phellinus spp. จ าแนกได้ดังนี้  

  เห็ดในสกุล Phellinus ช้ัน Basidiomycetes อันดับ Hymenochaetales จัดอยู่

ในวงศ์ Hymenochataceae (Yan et al., 2016) 

 Kingdom : Fungi 

  Phylum : Basidiomycota 

   Class : Basidiomycetes 

    Order : Hymenochaetales 

     Family : Hymenochataceae 

      Genus : Phellinus (Quelet, 1886)  

            เห็ดในสกลุ Phellinus นี้มีความส าคัญทางการแพทย์ และยังเป็นปรสิตและเช้ือที่ท าให้เกิด

โรคกับไม้ยืนต้น เห็ดน้ีมีการกระจายตัวในป่าดิบแลง้ทั้งทางตะวันออกเฉียงใต้ของประเทศไทย 
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(Nakamura et al., 2000) และยังพบว่าเป็นปรสิตของไม้เนื้อแข็งยืนต้น และท าหน้าที่ย่อยสลายขอน

ไม้ผุเป็นการหมุนเวียนธาตุอาหารกลับคืนสู่ธรรมชาติ (Kim et al., 1999)  

  2.1.3 ลักษณะของเห็ด Phellinus spp.  
       เห็ด Phellinus spp. เป็นที่สนใจและน ามาใช้แพร่หลายในทางการแพทย์ของจีน  
(Ye et al., 2007) พบสารสกัดจาก fruiting bodies มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (Kim et al., 2006) 
และยังพบว่าสามารถผลติสารพอลแิซ็กคาไรด์จากน้ าเลีย้งเสน้ใยเห็ด (Zou et al., 2009) มีหลายสาย
พันธ์ุที่สามารถน ามาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ ได้แก่  P. linteus, P. igniarius, P. hartigii,            
P. gilvus, P. pini เป็ นต้น  (Ayer et al., 1996; Jung et al., 1997; Rew et al., 2000) เห็ ด 
Phellinus จั ดอยู่ ใน  Class Basidiomycetes เป็ น เห็ ดกลุ่ ม  polypore มี การสร้ างสปอร์บน
เนื้อเยื่อไฮมีเนียม (hymenium) บริเวณรูด้านใต้ โดยทั่วไปจะพบเห็ดราเจริญเติบโตตามล าต้นพืช 
บางชนิดก็เป็นราเบียน เรียกว่า wood rot เห็ดกลุ่มนี้มีความแข็งเหมือนกับซากไม้ที่ใช้เกาะอยู่ ท าให้
มีลักษณะคล้ายไม้และอยู่ทนทานมาก เห็ด Phellinus จัดอยู่ในกลุ่มเห็ดหิ้ง (shelf fungi) ดอกเห็ดมี
ลักษณะคล้ายพัด มีสีน้ าตาลปนด าหรือน้ าตาลแดง ผิวดอกมีลักษณะเป็นวงคล้ายวงปีในเนื้อไม้ เรียง
ซ้อนกันเป็นช้ันๆ จากบริเวณกลางดอกจนถึงขอบดอก เหนียว ขรุขระเป็นคลื่นเว้านูนสลับกัน ใต้ครีบ
มีลักษณะเป็นรูรูปวงกลมขนาดเล็ก มีจ านวนมากเต็มทั่วใต้หมวกดอก มีความแข็งกระด้าง ยากต่อการ
ขบเค้ียวจึงไม่นิยมน าเป็นอาหาร แต่นิยมน ามาใช้ประโยชน์ด้านยาสมุนไพรโบราณ อีกทั้งเห็ดในสกุล 
Phellinus มีลักษณะสัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกันมาก ทั้งลักษณะของเส้นใย สปอร์ และเบสิเดียม     
(Nakamura et al., 2000)  
 
 2.1.4 ชีววิทยาของเห็ด Phellinus  
      เห็ด Phellinus มีบทบาทส าคัญในการย่อยอินทรียสาร เป็นปรสิตกับต้นไม้ ซึ่งเป็นการ
หมุนเวียนในระบบนิเวศ มีลักษณะแตกต่างจากเห็ดที่เราพบกันทั่วๆ ไป เพราะดอกไม่มีก้าน ดอกที่
เกิดใหม่จะอยู่ทางด้านล่างมีขนาดใหญ่กว่าดอกเก่า เกิดการเช่ือมกันติดเป็นเนื้อเดียวกันจนท าให้ดอก
เห็ดมีขนาดใหญ่และหนาข้ึนเรื่อยๆ ผิวของหมวกเห็ดเป็นสีน้ าตาลและเมื่อเวลาผ่านไปผิวของหมวก
เห็ดก็จะกลายเป็นสีด า สปอร์ของเห็ดมีผิวเรียบ ผนังหนา เกิดอยู่ในรูเล็กที่ซ้อนกันในเนื้อเห็ด มีสี
น้ าตาลแดง ดอกเห็ดกลุ่มนี้มีลกัษณะแข็งกระด้างยากต่อการขบเค้ียวจึงไม่นิยมน ามาใช้เป็นอาหาร แต่
นิยมน ามาใช้ประโยชน์เป็นยาสมุนไพรโบราณ (วินัยและอุษา, 2548) ชาวอินเดียได้น าเห็ด Phellinus 
ทั้งหมด 12 สายพันธ์ุมาใช้เป็นยาแผนโบราณ โดย P. nigricans ได้ถูกน ามาใช้เป็นยาแผนโบราณใน
ไซบีเรีย นอกจากนั้นยังมีชาวรัสเซียมีความเช่ือว่าเห็ดสายพันธ์ุ Phellinus มีคุณสมบัติช่วยยับยั้งการ
เจริญของเซลล์มะเร็งได้ (Jeong et al., 2005) 
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 2.1.5 นิเวศวิทยาของเห็ด Phellinus 
      เห็ด Phellinus มีบทบาทส าคัญต่อระบบนิเวศเนื่องจากช่วยย่อยสลายอินทรียสารต่างๆ 
รวมไปถึงสามารถปล่อยเอนไซม์ย่อยลิกนินภายในเนื้อไม้ บางสายพันธ์ุมีบทบาทย่อยสลายซากสัตว์ซึ่ง
เป็นการหมุนเวียนธาตุอาหารกลับสู่ธรรมชาติ สามารถพบเห็ดสายพันธ์ุนี้ในเขตป่าดิบแล้ง เกิดดอก
เดี่ยว หรืออาจเกิดเป็นกลุ่มจ านวนมากเรียงซ้อนกันบนขอนไม้ผุ หรืออาจพบเป็นปรสิตกับไม้ยืนต้น 
ความหลากหลายของเห็ดนี้มีการกระจายอยู่ทั่วโลก รวมถึงภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ในแถบ
บริเวณประเทศไทยและรอยต่อประเทศไทย และกัมพูชา อีกทั้งยังพบว่าความอุดมสมบูรณ์สูง
เนื่องจากมีป่าไม้และต้นไม้ขนาดใหญ่เป็นจ านวนมากท าให้สามารถพบเห็ด  Phellinus เช่นกัน            
(Nakamura et al., 2000) 
 
2.2 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเห็ด Phellinus spp.   
 
 2.2.1 พอลิแซ็กคาไรด ์

     พอลิแซ็กคาไรด์ในเห็ด Phellinus spp. พบส่วนใหญ่เป็น เบต้ากลูแคน (β-glucan) 
ส่วนน้อยจะเป็นแอลฟากลูแคน (α-glucan) โดยเบต้ากลูแคนที่พบมักจะเป็น 1-3, 1-6 เบต้ากลูแคน 
จะมีผลต่อการหลั่งของ Nk cell, T cell, B cell และแมคโครฟาจแตกต่างกัน ท าให้เกิดการท าลาย
เซลล์มะเร็งทางอ้อม ดังการทดลองหาโครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์จาก P. ribis โดยสกัดด้วยน้ า
อุณหภูมิ  90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 4 ครั้ง พบ β-D–glucan (1,4), (1,6)-linked 
backbone และ  (1,3)-linkage ในระบบของสิ่งมีชีวิตจะเกี่ยวข้องกับพอลิแซ็กคาไรด์ 2 ด้าน ได้แก่ 
ใช้เป็นอาหาร และเป็นโครงสรา้งของเซลล ์ในกรณีของอาหารจ าพวกแป้งนั้นจะเป็นหน่วยย่อยของกลู
โคไพราโนส (glucopyranose) อะไมโลส (amylose) จัดเป็นสารชีวโมเลกุลที่โครงสร้างแบบเส้นตรง
ประกอบด้วยกลูโคไพราโนส 1000-2000 หน่วย ซึ่ งต่อกันแบบ α-1,4 ส่วนอะไมโลเพคติน 
(amylopectin) โมเลกุลจะยาวกว่าแต่ก็ไม่เกิน 106 หน่วยกลูโคไพราโนส แต่โครงสร้างจะเป็นกิ่งก้าน
คล้ายต้นไม้ (tree like structure) ซึ่งลักษณะส่วนที่เป็นแกนเส้นตรง 20 หน่วยต่อแบบ α-1,4 แล้ว
จึงมีกิ่งก้านที่เช่ือมต่อกันแบบ α-1,6 (Liu et al., 2007) 

    พอลิแซ็กคาไรด์เป็นส่วนประกอบของสิ่งมีชีวิต ประกอบข้ึนด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว
หลายๆ โมเลกุล เช่ือมต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก พอลิแซ็กคาไรด์ที่ผลิตจากเห็ดแต่ละชนิดอาจมี
โครงสร้างแบบง่ายที่มีน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวเพียงหนึ่งชนิดหรือหลายชนิด จึงท าให้เกิดโครงสร้าง ที่
ซับซ้อนและอาจมีโครงสร้างเป็นสายตรงหรือมีแขนงได้ นอกจากนี้พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ในเห็ดกินได้
ส่วนใหญ่เป็น เบต้ากลูแคน ซึ่งมีการวิจัยกันมากที่สุดในเห็ดหลินจือ เห็ดกระดุม และเห็ดหอม มี
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รายงานว่า β-1,3–glucan และเฮทเทอโรพอลิแซกคาไรด์จากเห็ดเข็มทองมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของ
เนื้องอก และยังพบว่าสารที่ให้ฤทธ์ินี้ คือ พอลิแซ็กคาไรด์ที่อยู่รวมกับโปรตีน ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด์นั้น
ประกอบข้ึนจากน้ าตาลกลโูคส น้ าตาลแลคโตส น้ าตาลแมนโนส น้ าตาลไซโลส และน้ าตาลอะราบิโนส           
(Smiderle et al., 2006; Su et al, 2016) 

2.2.1.1 ประเภทของพอลิแซ็กคาไรด์ จ าแนกพอลิแซ็กคาไรด์ตามมอนอแซ็กไรด์ 
ที่เป็นองค์ประกอบได้ 2 ประเภท ดังนี้ (ศุภชัย สมัปปิโต, 2541) 

1) โฮโมพอลิแซ็กคาไรด์ (homopolysaccharide) ประกอบด้วยมอนอแซ็ก

คาไรด์เพียงอย่างเดียว เช่น เบต้ากลูแคน ที่ปกติจะประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสสายตรงหรือมีแขนง            

ซึ่งโฮโมพอลิแซ็กคาไรด์มีโมเลกุลน้ าตาลเพียงชนิดเดียว และสังเคราะห์ข้ึนโดยเอนไซม์ตัวเดียว 

2) เฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (heteropolysaccharide) ประกอบด้วยมอน

อแซ็กคาไรด์ตั้งแต่ 2 ชนิดข้ึนไป เช่น Arabinoglucan (กลูแคนกับอะราบิโนส),  Riboglucan (กลู

แคนกับไรโบส),  Xylomannan (แมนโนสกับไซโลส) ประกอบด้วยน้ าตาลและโมเลกุลอื่นๆ หลาย

ชนิด และในกระบวนการสังเคราะห์จะต้องอาศัยเอนไซม์หลายชนิด 

2.2.1.2  จ าแนกพอลิแซ็กคาไรด์ตามลกัษณะการผลิตได้ 2 ประเภท คือ 

1) พอลิแซ็กคาไรด์ที่ถูกขับออกนอกเซลล์ (extracellular polysaccharides)

การสังเคราะห์พอลิแซ็กคาไรด์ที่ถูกขับออกมานอกเซลล์แบ่งออกได้ 2 ลักษณะดังนี้ ในรูปแบบของ

แคปซูล เรียกว่า capsular polysaccharides ซึ่งจะเกาะที่ผิวของเซลล์อย่างเหนียวแน่น และใน

รูปแบบของเมือก เรียกว่า slime polysaccharides ซึ่งจะเกาะที่ผิวเซลล์อย่างหลวมๆ แต่แยกความ

แตกต่างของพอลิแซ็กคาไรด์ทั้ง 2 แบบนี้ได้ยาก เนื่องจากแคปซูลเป็นจ านวนมากจะมีลักษณะคล้าย  

พอลิแซ็กคาไรด์ที่อยู่ในรูปเมือก แบคทีเรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ ได้แก่ Xanthomonas 

campestris ผลิต Xanthan gum (Sharma et al., 2006) เช้ือราที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ 

ได้แก่ Pholiota adiposa SX-02 (Deng et al., 2010), Boletus speciosus Forest (Ding et al., 

2012) และ Tricholoma matsutake (Ding et al., 2010) ซึ่งพอลิแซ็กคาไรด์ที่ถูกขับออกมานอก

เซลล์นั้นจะมีประโยชน์ต่อจุลินทรีย์เอง เช่น ป้องกันเซลล์จากความแห้งแล้งและสารพิษ 

               2) พอลิแซ็กคาไรด์ที่อยู่ภายในเซลล์ (intracellular polysaccharides) พบใน 

เห็ดหลายชนิด ได้แก่ Phellinus nigricans (Wang et al., 2014), Antrodia camphorate (Shu 

& Lung, 2008) เป็นต้น 
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การสังเคราะห์พอลิแซ็กคาไรด์ที่จ าแนกตามองค์ประกอบของมอนอแซ็กคาไรด์  
กลไกการสังเคราะห์พอลิแซ็กคาไรด์โดยจุลนิทรยี์ ส่วนใหญ่จะเกี่ยวกับการเติมโมเลกุลของมอนอเมอร์
เดี่ยวๆ ลงไปที่ปลายของ non-reducing end เกิดเป็นโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด์ที่เป็นไพรเมอร์ ซึ่ง
ในการสังเคราะห์พอลิแซ็กคาไรด์อาจจะสังเคราะห์จากน้ าตาลที่เป็นชนิดมอโนแซ็กคาไรด์ และ
ไดแซ็กคาไรด์ กลไกการสังเคราะห์เฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์มีเอนไซม์เฉพาะหลายๆ ชนิดเข้ามา
เกี่ยวข้อง กลไกการสังเคราะห์ มี 4 ข้ันตอน ดังนี้ การดูดซึมซับสเตรท (substrate uptake), การเกิด 
เม ท าบ อ ลิ ซึ ม  ( intermediary metabolism) , ก า ร เกิ ด พ อ ลิ แ ซ็ ก ค า ไร ด์  ( formation of 
extracellular polysaccharide) และเกิดการเปลี่ยนแปลงและขับออกนอกเซลล์ (modification 
and extrusion) (ศุภชัย สมัปปิโต, 2541) 

จากศึกษาลักษณะทางเคมีและฤทธ์ิทางยาของ fruiting body เห็ด P. linteus  
(Berkely & Curtis) และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ วิเคราะห์หาองค์ประกอบ hydrophilic, 
phenolic acid, trocopherols และ ergosterol โดยใช้ HPLC และวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี reducing power, DPPH, inhibition of β-carotene และ thiobarbituric acid reactive 
substance (TBARS) ทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทีเรียโดยวิธี microdilution และต้านราวิธี dilution 
technique ทดสอบความเป็นพิษด้วย SRB assay พบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในเห็ด P. linteus 
(Berkely & Curtis) ได้แก่ polysaccharide, glucans และ triterpenoid สารที่ใช้สกัดที่นิยมใช้ คือ 
เมทานอล (methanol) และเอทานอล (ethanol) ผลพบว่าสารสกัดเมทานอลจาก fruiting body 
แห้งของเห็ดมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและแบคทีเรียไดด้ีที่สุด ขณะที่ glucan และ triterpenoid มฤีทธ์ิ
ต่อต้านราได้ดีที่สุด ในทางตรงกันข้ามการสกัดด้วยเอทานอล ให้การทดสอบความเป็นพิษได้ดีที่สุด           
(Reis et al., 2014)  
 

2.2.2 ฤทธิ์ต้านอนุมลูอิสระ (antioxidant activity) 
      อนุมูลอิสระ (free radical) คือ อะตอม โมเลกุล หรือสารประกอบที่มีอิเลคตรอน

เดี่ยวอยู่ในออบิทอล (orbitals) วงนอกสุดที่มีระดับพลังงานสูง หมายถึงอะตอมของไฮโดรเจนและอิ
ออนของโลหะทรานซิช่ัน (transition) ส่วนใหญ่ นอกจากนี้ยังรวมถึงโมเลกุลของออกซิเจนซึ่งนับว่า
เป็นอนุมูลเพราะมีอิเลคตรอนจ านวน 2 อิเลคตรอน แต่ละอิเลคตรอนจะแยกกันอยู่เป็นอิเลคตรอน
เดี่ยวในแต่ละออบิทอล ทั้งนี้การสปินหรือการหมุนรอบตัวของอิเลคตรอนทั้งสองจะสปิน (spin) แบบ
คู่ขนานในทิศทางเดียวกัน อนุมูลอิสระมีทั้งที่อยู่ในสภาวะเป็นกลางทางไฟฟ้า และอนุมูลอิสระใน
สภาวะที่มีประจุไฟฟ้า โดยมีทั้งประจุบวกและประจลุบ สัญลักษณ์ทางเคมีของอนุมูล หรืออนุมูลอิสระ 
คือ อิเลคตรอนเดี่ยวของอนุมูลซึ่งจะแสดงด้วยจุดต าแหน่งข้างบนของสัญลักษณ์ทางเคมี เช่น อนุมูล 
A• , อนุมูล A•- และอนุมูล A•+ โดยเฉพาะอนุมูลที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าจะไวต่อการเกิดปฏิกิริยา
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มากกว่าอนุมูลที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง เนื่องจากอิเลคตรอนเดี่ยวจะไม่เสถียรและพยายามจับคู่
กับอิเลคตรอนเดี่ยวอื่น ดังนั้นอนุมูลอิสระจึงมีคุณสมบัติเฉพาะคือ มีความไวสูงในการเกิดปฏิกิริยากับ
โมเลกุลอื่นๆ อย่างไรก็ตามยังคงมีอนุมูลอิสระบางชนิดที่มีความเสถียร ไม่ไวในการเกิดปฏิกิริยา
สามารถคงอยู่ในสภาพอนุมูลได้นาน อนุมูลอิสระที่มีความเสถียรมีจ านวนน้อยชนิดมาก ยกตัวอย่าง
อนุมูลอิสระที่มีความส าคัญในทางชีวภาพ ได้แก่ อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O2

•-), อนุมูลไฮดร
อกซี (OH•),  อนุมูลอัลคอกซี (RO•), อนุมูลเปอร์ไฮดรอกซี (OH2

•) อนุมูลอิสระที่กล่าวมานี้จัดเป็น
อนุมูลที่ไวในการเกิดปฏิกิริยาสงูมาก และมีไนตริกออกไซด์ (NO), อนุมูลวิตามินอี และอนุมูลวิตามินซี 
เป็นอนุมูลอิสระที่มีความไวสูงรองลงมา (Leda et al., 2018) อนุมูลอิสระเข้าไปท าลายเซลล์ เมื่อ
ร่างกายไม่สามารถผลิตหรือได้รับสารต้านอนุมูลอิสระเพียงพอที่จะไปยับยั้งหรือไปจับอนุมูลอสิระได้
ภายในเซลล์ร่างกาย น ามาสู่ผลท าให้เซลล์เกิดความเสียหายและน าไปสู่การเกิดโรคต่างๆ เช่น 
โรคมะเร็ง หัวใจและหลอดเลือด แก่ก่อนวัย ต้อกระจกและอาจก่อให้เกิดโรคอื่นๆ เช่น อนุมูลอิสระไป
ท าลายผนังหลอดเลือดแดง และเมื่อมีไขมันไปสะสมอยู่ในบริเวณหลอดเลือดแดงที่ถูกท าลายจะท าให้
เกิดโรคหัวใจในที่สุด แต่ถ้าเรารับสารต้านอนุมูลอิสระเพียงพอสารนี้จะเข้าไปป้องกันหรือแย่งจับกับ
อนุมูลอิสระ และน าอนุมูลอิสระเหล่านั้นไปทิ้งนอกเซลล์ท าให้เซลล์ไม่ถูกท าลาย  (Wang et al., 
2014 )  

           สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือสารที่สามารถป้องกันหรือชะลอการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิ เดช่ัน (Reactive Oxygen Species; ROS) ด้วยเหตุที่  ROS เกิดข้ึนมาจาก
กระบวนการต่างๆ ในการด ารงชีวิต ดังนั้นร่างกายจึงต้องสร้างสารต้านอนุมูลอิสระข้ึนมาเพื่อก าจัด
และลดความรุนแรงของ ROS ที่เกิดข้ึนด้วย เช่น co-enzyme Q10 alpha-lipoic acid เป็นต้น โดย
ปกติแล้วการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายนั้นมีอย่างเพียงพอต่อการเกิดอนุมูลอิสระข้ึนภายใน
ร่างกาย แต่หากมีสภาวะผิดปกติในร่างกาย เช่น ความเครียด การนอนดึกติดต่อกันนานๆ การ
รับประทานยาที่มีผลลด antioxidant enzyme หรือสภาวะโรคต่างๆ ก็อาจจะท าให้การสร้างอนุมูล
อิสระเพิ่มข้ึนจนเสียสมดุลระหว่าง antioxidant และ อนุมูลอิสระเกิดเป็นภาวะ oxidative stress 
อนุมูลอิสระที่ไม่ได้ถูกก าจัดจะไปท าลายเซลล์และเนื้อเยื่อท าให้เป็นต้นเหตุของการเกิดโรคต่างๆ ได้ 
เช่น เป็นต้นเหตุของภาวะหลอดเลือดอุดตัน มะเร็ง Parkinson เกิดอาการอักเสบต่างๆ จะเห็นได้ว่า
สารต้านอนุมูลอิสระในร่างกายนั้นมีความส าคัญในการป้องกันการเกิดโรคและความเสื่อมของร่างกาย
เป็นอย่างมาก นอกจากการไปจับกับอนุมูลอิสระแล้วสารต้านอนุมูลอิสระควรจะต้องมีคุณสมบัติ  
ได้แก่ ป้องกันการเกิดข้ึนของ ROS ได้ สามารถจับกับ ROS ที่เกิดข้ึนก่อนที่ ROS นั้นจะไปท าอันตราย
เนื้อเยื่อต่างๆ ต้องไม่เพิ่มความแรงของอนุมูลอสิระหรอืไม่เปลีย่น ROS ที่มีความแรงต่ าไปเป็น ROS ที่
มีความแรงสูงเช่นไม่เปลี่ยนจาก super oxide ไปเป็น hydroxyl radical เป็นต้น ท าให้เกิดสภาวะที่
เหมาะสมต่อการท างานของ antioxidant enzyme หรือสารต้านอนุมูลอิสระตัวอื่นๆ และเพิ่มการ
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แสดงออกของยีนที่ใช้สร้าง antioxidant enzyme และช่วยในการฟื้นฟูความเสียหายของเซลล์หรือ
เนื้อเยื่อจากการถูกท าลายด้วยอนุมูลอิสระ (Manson, 2011) 

 การศึกษาทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจาก P. durissimus ด้วยตัวท า
ละลายที่ต่างกัน คือ เมทานอลน ามาทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, superoxide 
radical scavenging activity, erythrocyte membrane stabilizing activity, hydroxyl radical 
scavenging activity, liver lipid peroxidation assay, nitric oxide scavenging activity และ 
linoleic acid-ferric thiocynate method จากการวิเคราะห์ข้อมูลเบื้องต้นพบสารฟีนอลิก ฟลาโว
นอยด์ อัลคาลอยด์ สเตอรอยด์ เทอราพรีน และแอนทราควิโนน เมื่อทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย
สารสกัดต่างๆ พบว่า สารสกัดเมทานอลจาก P. durissimus มีฤทธ์ิต้านที่สุดคือ hydroxyl radical 
scavenging activity ได้ ดี ที่ สุ ด  ร อ ง ล ง ม า คื อ  linoleic acid-ferric thiocynate method, 
superoxide radical scavenging activity, nitric oxide scavenging activity และ erythrocyte 
membrane stabilizing activity ตามล าดับ (Li et al., 2008)  
 

2.2.3 สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compound) 
 สารกลุ่มนี้นอกจากจะสามารถต้านอนุมูลอิสระแล้วยังมีคุณสมบัติอื่น เช่น ช่วยขยาย

หลอดเลือด กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน ต้านมะเร็ง ต้านโรคภูมิแพ้ และท าลายเช้ือโรคก่อนเข้าสู่ร่างกาย 
จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของฟีนอลกิที่มผีลยับยั้ง NF-k8 จาก P. baumii ทีได้จากการสกดั
ด้วยเอทนอล แล้วน ามาแยก  HPLC พบสาระส าคัญ  9 ชนิด โดยเป็นกลุ่มพอลีฟีนอลและ
สารประกอบฟีนอลิก (Wu et al., 2011) 

สารต้านอนุมูลอสิระ เป็นสารที่สามารถท าปฏิกิริยากบัอนุมลูอิสระโดยตรง เพือ่ 
ก าจัดอนุมูลให้หมดไป หรือหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ไม่ให้ด าเนินต่อ สารขจัดอนุมูลที่ มีอยู่ตามธรรมชาติ 
เช่น กรดยูริก บิลิรูบินจะก าจัดอนุมูล (radical scavenger) ส่วนวิตามินซี วิตามินอี กลูตาไทโอน 
เบต้าแคโรทีน และยูบิควิโนน จะหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลท าให้ลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน
สิ้นสุด นอกจากนี้ยังมีเกณฑ์ที่ส าคัญอื่นๆ ที่ใช้บ่งช้ีถึงความเป็นสารต้านอนุมูลที่ดีได้แก่ ความสามารถ
ในการถูกดูดซึมหรือส่งผ่านเข้าสู่เซลล์ทั้งภายในเซลล์ ภายนอกเซลล์ และที่เนื้อเยื่อต่างๆ สารต้าน
อนุมูลอิสระในธรรมชาติ (Ferreira et al., 2009) ได้แก่   

2.2.3.1 สารพอลีฟีนอล (Polyphenol)  
เป็นสารทีม่ีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมลูอสิระ โดยมลีักษณะเฉพาะ คือ ใน

โมเลกุลของสารพอลิฟีนอลจะมหีมู่ฟีนอลมากกว่า 1 หมู่ สารในกลุม่โพลิฟีนอล แบ่งได้ 3 กลุ่ม คือ  
1) สารโครงสร้างที่มี โมเลกุลไม่ซับซ้อน เช่น phytic acid, ferulic acid, 

ellagic acid, cinnamic acid และ vanillin ซึ่งในกลุ่มของกรดฟีนอลิกและเอสเทอร์ของกรดฟี
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นอลิกจะข้ึนกับจ านวนหมู่แทนที่ไฮดรอกซิลในโมเลกุลมีคุณสมบัติในการดึงอิเลคตรอนของหมู่คาร์
บอกซิลิกในกรดเบนโซอกิ จะส่งผลใหค้วามสามารถในการใหไ้ฮโดรเจนของไฮดรอกซิลเบนโซเอทน้อย
ลง 

2) ฟลาโวนอยด์ ในธรรมชาติมีโครงสร้างอยู่ในรปูอะไกลโคน อสิระหรอืจบักับ 
น้ าตาลเป็น glycoside ซึ่งมีโครงสร้างต่างจากโครงสร้างของวิตามินฟลาโวนอยด์แบ่งออก 2 กลุม่ 
ได้แก่ anthocyanin และ anthoxantins 

3) สารทีม่ีโครงสร้างพอลเิมอร์ที่ซบัซอ้น เช่น ลิกนิน เมลานิน แทนนิน เพกติน  
และสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างฟีนอลกิ โปรตีน และพอลแิซ็กคาไรด์  

ในธรรมชาติฟลาโวนอยด์อยู่ในรูปของไกลโคไซด์คือ อะไกลโคนจับกับน้ าตาล ซึ่ง 
น้ าตาลอาจจับกับอะไกลโคน ตรงคาร์บอนที่โครงสร้างหลักเรียกว่า C-glycoside หรือ จับกับ
ออกซิเจนที่เป็นกลุ่มอะตอมของ OH ท าให้จุดเช่ือมต่อ คือ ออกซิเจน จึงเรียกว่า O-glycoside การ
จับของน้ าตาลกับ ฟลาโวนอยด์จะเป็นแบบ α-linkage (น้ าตาลในแป้ง จับกันแบบ β-linkage) 
คุณสมบัติทางเคมีกายภาพของอไกลโคนและไกลโคไซด์มีผลต่อการดูดซึมของฟลาโวนอยด์ เช่น 

quercetin 3΄- glucoside ถูกดูดซึมได้ในล าไส้ เล็กตั้งแต่ดูโอดีนัม เป็นต้นไป แต่ quercetin        

3΄- galactoside กลับไม่สามารถ ดูดซึมได้ที่บริเวณเดียวกัน ทั้งนี้เนื่องจาก glucoside ถูกไฮโดรไลซ์
ได้เป็นอะไกลโคน แล้วถูกดูดซึม แต่ galactoside ไม่ถูกไฮโดรไลซ์ (Chang et al., 2005) การดูดซึม
จะต้องผ่านกระบวนการละลาย การดูดซึม มี 3 วิธีคือ  

1) การซึมผ่านเข้าเซลล์ (transcellular diffusion) โดยอาศัยคุณสมบัติการละลายที่
เหมือนกับผนังเยื่อหุ้มเซลล์ ที่เป็นไขมัน 

2) การดูดซึมผ่านเข้าระหว่างเซลล์ (paracellular diffusion) ของสารที่เป็น hydrophilic  
3) การดูดซึมแบบมีตัวน าส่งที่เรียกว่า active transport โดยมีตัวน าส่ง (transporters) 

อ ยู่ ที่ apical membrane ขอ งเซ ล ล์ ผ นั ง  ด้ าน ใน ขอ งอ วัย วะ เช่น  organic anion /cation 
transporters ซึ่งทั้งหมดนี้ข้ึนอยู่กับสมบัติของฟลาโวนอยด์ว่าจะจับกับ transporter ได้หรือไม่ 
นอกจากจะมีการน าสง่สารเข้าเซลล์แลว้ ที่ผนังเซลลเ์หล่าน้ีก็จะมีตัวน าส่งออก (efflux transporters) 
ซึ่งไม่ยอมให้สารผ่านเข้าเซลล์แต่จะน าสารออกจากเซลล์ เช่น P-glycoprotein (P-gp), multidrug-
resistance associated protein (MRP), breast cancer resistance protein (BCRP) ซึ่งมีส่วนท า
ให้ฟลาโวนอยด์ถูกดูดซึมได้น้อย (Walle, 2004) การที่ฟลาโวนอยด์ท าปฏิกิริยาจับกับตัวน าส่งเหล่านี้
มีจะผลต่อการดูดซึมของสารอื่นๆ ด้วย เช่น หากมีการรับประทานยาที่ท าปฏิกิริยากับตัวน าส่งตัว
เดียวกันกับฟลาโวนอยด์ เมื่อตัวน าส่งถูกจับด้วยฟลาโวนอยด์ยาจะอยู่ในร่างกายได้มากกว่าที่ควรจะ
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เป็นและมีความเข้มข้นสูงเกิน ระดับที่ใช้ในการรักษา และหากเป็นยาที่ช่วงการรักษาและ การเป็นพิษ
อยู่ใกล้กัน (narrow therapeutic range) ก็จะก่อให้เกิดพิษได้ (Alverez, 2010) 
  สารประกอบฟลาโวนอยด์อาจเรยีกได้ว่าเป็นสารอาหารทีใ่ช้เป็นยา (nutraceutical) 
ซึ่งหมายถึงอาหารหรือองค์ประกอบของอาหารที่สามารถน ามาใช้เป็นยาหรือมีประโยชน์ต่อสุขภาพ 
ทั้งในด้านการป้องกันและการรกัษาโรค โดยมีประโยชน์ เช่น สารต้านอนุมูลอิสระ แชลโคนเป็นสารตั้ง
ต้นในการสังเคราะห์ฟลาโวนอยด์ซึ่งกระจายทั่วไปในอาณาจักรพืช เมื่อหมู่ไฮดรอกซีของส่วนบนเบน
โซอิลเกิดปฏิกิริยาจะได้นาริจีนินซึ่งเป็นฟลาโวนอยด์ประเภทฟลาวาโนน (flavanone) มีข้อสังเกตว่า
หากอยู่ในสภาวะกรด สารนี้จะอยู่ในรูปของฟลาวาโนน ในทางตรงกันข้ามถ้าสภาวะเป็นเบสก็จะไอโซ
เมอไรซ์กลายเป็นแชลโคน อย่างไรก็ตามในธรรมชาติเอนไซม์จะเป็นตัวก าหนดให้สารนี้เกิดข้ึนเพียง
เอแนนทิโอเมอร์เดียวเท่านั้น โครงสร้างฟลาโวนอยด์หลายชนิดที่หมู่ไฮดรอกซีหายไป 1 หมู่ เช่น สาร
ลิกควิจิทิจีนิน (liquiritigenin) ซึ่งเกิดจากการรีดิวซ์หมู่คีโทนของสายโซ่พอลิคีไทด์เป็นแอลกอฮอล์
ก่อนเกิดปฏิกิริยาไคเซน ซึ่งในการเปลี่ยนแปลงนี้แสดงให้เห็นถึงการท าหน้าที่คู่กันระหว่างเอนไซม์ รี
ดักเทส (reductase enzyme) กับเอนไซม์สังเคราะห์แชลโคน ซึ่งพบว่าไอโซลิกควิทริจีนินจะเกิดได้
ง่ายกว่านารินจีนิน  สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ แบ่งเป็นกลุ่มย่อยได้หลายกลุ่ม ตามความแตกต่างของสูตร
โครงสร้างโดยเฉพาะที่วงซี ซึ่ งเป็นวงที่มีอะตอมออกซิเจนอยู่ในรูปแบบต่างๆ เช่น อีเทอร์ คีโตน 
รวมทั้งการมีหมู่ไฮดรอกซีแทนที่บนวงอะโรมาติกในโมเลกุล (Wang et al., 2010) 

2.2.3.2 สารไตรเทอร์พีนส์หรือไตรเทอร์พีนอยด์ (Triterpenes or  
Triterpenoids)  

ซึ่งมีสารประกอบนับร้อยชนิด แต่ที่มีความส าคัญ คือ สารกลุ่ม กาโนเดอริคแอซิด  
(Ganoderic acid) คุณสมบัติช่วยลดการอักเสบของตับ เสริมสร้างเนื้อเยื่อใหม่ ช่วยขจัดสารพิษออก
จากตับ ช่วยยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง ขัดขวางการล าเลียงเลือดไปเลี้ยงเซลล์มะเร็งอีก
ด้วย (Ameri et al., 2011) 

เทอร์พีนอยด์เป็นกลุ่มสารที่พบมากในธรรมชาติและมีโครงสร้างค่อนข้าง
หลากหลาย ทั้งนี้พัฒนามาจาก C5 ของหน่วยไอโซพรีนโดยการสร้างพันธะระหว่างกันแบบหัวต่อหาง 
(head to tail fashion) ดังนั้นโครงสร้างโดยทั่วไปจึงประกอบด้วย (C5)n ซึ่งแบ่งออกเป็นดังนี้ เฮมิ
เท อ ร์ พี น  (hemiterpene, C5) , ม อน อ เท อ ร์พี น  (monoterpene, C10) , เซ ส ค วิ เท อ ร์ พี น 
(sesquiterpene, C15), ไดเทอร์พีน (diterpene, C20), เซสเทอร์เทอร์พีน (sesterterpene, C25), 
ไทรเทอร์พีน (triterpene, C30) และ เททระเทอร์พีน (tetrapene, C40) ตัวอย่างโครงสร้างเทอพี
นอยด์ดังภาพประกอบ 2.1 และความส าคัญเทอร์พีนอยนั้น ส าหรับหน่วยไอโซพรีนไม่อาจระบุ
รายละเอียดอย่างอิสระได้ จึงต้องประกอบเปน็โครงสร้างของเทอร์พีนอยด์กลุ่มต่างๆ ดังนั้นอาจเรียก
สารเหล่านั้นว่า ไอโซพรีนนอยด์ (isoprenoid) ในทางชีวเคมีพบว่าสารที่ว่องไวในการเกิดปฏิกิริยา
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เคมีได้แก่ ไดเมทิลแอลลิล ไดฟอสเฟต (dimethylallyl diphosphate, DMAPP) และไอโซเพนทีนิล
ไดฟอสเฟต (isopentenyl diphosphate, IPP) นอกจากนั้นในการสร้างพันธะของหน่วยไอโซพรีน
ยังคงต้องต่อกันแบบหัวหาง ในสารประกอบ เช่น เจอรานิออล (geraniol), ฟาร์นีซอล (fanesol), 
เจอรานิ ล เจอรานิ ออล  (geranylgeraniol) ตลอดจน ส คัวลี น  (squalene) และไฟ โทอีน 
(phytoene) อย่างไรก็ตามการต่อกันของหน่วยไอโซพรีนแบบหาง-หางก็มีให้เห็นอยู่บ้าง ทั้งนี้มี
สาเหตุมาจากการจัดตัวใหม่ขณะเกิดปฏิกิริยาหรือการถูกเติมด้วยคาร์บอนของวิถีทางชิคีเมต แอซี
เทต และการปิดวงหรืออื่นๆ ส าหรับสารประกอบที่มาจากวิถีชีวสังเคราะหอ์ื่นแต่ก็มีหน่วยไอโซพรนีอ
ยู่ด้วย ทั้งนี้ เกิดจากปฏิกิริยาแอลคิลเลชันของหมู่  พรีนิล (prenyl) เช่น กับโปรตีนซีสเทอีน 
(cysteine) เป็นต้น เทอร์พีนอยด์มีประโยชน์ที่เห็นได้ชัดคือ หน่วยไอโซพรีนจะไปเพิ่มการละลายใน
ไข มั น  ( lipophilicity)  ข อ ง โป ร ตี น ใน เยื่ อ หุ้ ม เ ซ ล ล์  ( cell membrane)  ใ ห้ ม า ก ข้ึ น                   
(วิลาส พุ่มพิมล, 2556)  

 
 

                           
 
ภาพประกอบ 2.1 ตัวอย่างโครงสร้างสารกลุ่มเทอพีนอยด์ในแอปเปิล้ (Malus pumila) : (1) ursolic 

acid, (2) uvaol , (3) 2 α-hydroxyursolic acid, (4) 3 β-trans-cinnamoyloxy-2α 

hydroxyurs-12-en-28-oic acid ,  (5) 3 β-trans-p-coumaroyloxy-2 α-hydroxyurs-12-en-
28-oic acid 
(ที่มา: Szakiel et al, 2012) 
 

3. เปบติโดไกลแคน (Peptidoglycan) ช่วยควบคุมระดับน้ าตาลในเลือด 
4. โปรโตอัลกาลอยด์ (Protoalkaloid) ช่วยควบคุมการก่อตัวของเกล็ดเลือดและละลายลิ่ม 

เลือด ลดความดันโลหิต และลดความเสี่ยงในการอุดตันของเส้นเลือดไปเลี้ยงสมองและหัวใจ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szakiel%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23519009
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5. กาโนเดอร์สเตอโรน (Ganodersterone) ซึ่งเป็นสเตียรอยด์ธรรมชาติ ช่วยลดการอักเสบ  
  6. อะดีโนซิน (adenosine) เป็นสารที่มีโครงสร้างคล้าย DNA หรือ RNA ของเซลล์ร่างกาย 
สามารถเข้าไปในเซลล์ที่ผิดปกติของร่างกาย และช่วยควบคุมไม่ให้เกิดเนื้องอก อะดีโนซินเป็นสารตั้ง
ต้นในการสังเคราะห์พลังงานของเซลล์ที่เรียกว่า ATP ประโยชน์ในการยับยั้งการเกาะตัวของเกร็ด
เลือดในผู้ป่วยโรคหัวใจ และความดันโลหิต คลายกล้ามเนื้อ แก้อาการปวดโดยเฉพาะอาการปวดไม
เกรนที่มีสาเหตุจากอาการเครียด (Shimizu et al., 1985) 
 
2.3 ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ (Antimicrobial) 
  

2.3.1 เช้ือจุลินทรีย ์
2.3.1.1 Staphylococcus เช้ือสกุลนี้เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปกลม เรียงตัว

เป็นกลุ่ม (Gram-positive cocci in cluster) คล้ายพวงองุ่น จัดอยู่ในวงศ์ Staphylococcacae ไม่
สร้างสปอร์ ไม่มีการเคลื่อนที่  เช้ือในสกุลนี้มีมากกว่า 40 species ส่วนใหญ่ เป็น facultative 
anaerobes เจริญได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือหลายชนิด สามารถหมักคาร์โบไฮเดรตและสร้างสีที่
หลากหลายตั้งแต่สีขาวถึงสีเหลืองเข้ม บางสายพันธ์ุพบเป็นเช้ือประจ าถ่ินที่ผิวหนัง ท าให้เกิดโรคจาก
ผิวหนังที่รุนแรงและติดเช้ือบาดแผลต่อทางเดินปัสสาวะ ติดเช้ือมีหนอง เกิดฝีตามบริเวณต่างๆ 
ส าหรับเช้ือ S. aureus เป็นกลุ่ม coagulase-positive Staphylococci แยกได้จากคน และสัตว์ 
เป็นเช้ือที่มีความส าคัญทางแพทย์ โดยจะพบบริเวณผิวหนัง (skin flora) และในรูจมูก (nasal 
carrier) ร้อยละ 20-40 (Yang et al., 2017) 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) เป็นเช้ือ S.aureus  
สายพัน ธ์ุที่ ดื้ อต่ อยาด้ านจุล ชีพหลายกลุ่ม  (multiple drug resistant) เช่น  ยาเพนิซิลลิ น 
(penicillins) เตตราไซคลีน (tetracyclines) ซัลโฟนาไมด์ (sulfonamides) ยากลุ่มอะมิโนไกลโค
ไซด์ (aminoglycosides) มีค่าความเข็มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ (minimal 
inhibitory concentration ; MIC) ต่ อยาเมทิ ซิ ลลิ น  (methicillin) มากก ว่าหรือ เท่ ากั บ  16 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรหรือมีค่า MIC ต่อยาออกซาซิลลิน (oxacillin) มากกว่าหรือเท่ากับ 4 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนเช้ือที่ไวต่อยา methicillin เรียก methicillin-sensitive S. aureus 
(MRSA) เช้ือ MRSA เป็นสาเหตุส าคัญของโรคติดเช้ือผู้ที่มีภาวะภูมิต้านทานต่ า เช่น แผลผ่าตัด แผล
น้ าร้อนลวก ไฟไหม้ ผู้ที่มีการใส่สายสวนปัสสาวะ การใช้เครื่องช่วยหายใจ (อิสยา จันทร์วิทยานุชิต 
และวัชรินทร์ รังษีภาณุรัตน์, 2556) 
  S. epidermidis เป็ น เช้ือที่ มี ความส าคัญที่ สุดในกลุ่ ม  coagulase negative 
Staphylococcus ซึ่งปกติถือว่าเป็นเช้ือประจ าถ่ินของคน แต่บางครั้งอาจก่อโรคได้ มากกว่าร้อยละ 
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90 ของโรคติดเช้ือจาก coagulase negative Staphylococcus มักจะเป็นเช้ือนี้ S. epidermidis 
จะมีโคโลนีเป็นสีขาว มีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 2-4 มิลลิเมตร บางครั้งอาจพบมีการสลายเม็ดเลือด
แดง ถ้าเพาะเช้ือบน blood agar ท าให้ เห็นเป็นบริเวณใสรอบโคโลนี สามารถเจริญได้ทั้ งใน
บรรยากาศที่มีหรือไม่มีออกซิเจน ไม่มีการสร้างสปอร์ สามารถพบทั่วไปตามธรรมชาติและที่ส าคัญคือ
พบเป็นเช้ือประจ าถ่ินดังนั้นจะพบเช้ือนี้ได้ทั่วไปตามผิวหนัง ล าคอ รูหู รูจมูก เพราะฉะนั้นในการเก็บ
ตัวอย่างจากผู้ป่วยถ้ามีการเตรียมการไม่ดีจะมกีารปนเปือ้นเช้ือนี้ได้ง่ายมาก ท าให้การอ่านผลผดิพลาด
เพราะจะเกิดความสับสนว่าเช้ือมีการปนเปื้อนหรือเป็นเช้ือก่อโรคจริงๆ พบว่า S. epidermidis 
จัดเป็นเช้ือที่มีความสามารถในการก่อโรคได้ต่ ามาก ดังนั้นในคนปกติจะไม่เกิดอาการของโรค ซึ่งเช้ือ
จะไม่มีการสร้าง alpha hemolysin เอนไซม์ coagulase หรือโปรตีนเอ ซึ่งเป็นปัจจัยในการก่อโรค
ของเช้ือ S. aureus แต่อย่างไรก็ตามเช้ือ S. epidermidis สามารถสร้าง hemolysin บางชนิด เช่น 
cytotoxin ซึ่งเป็นพิษต่อเซลล์ชนิดไฟโบรบลาสต์ เอนไซม์บางชนิด เช่น hyaluronidase และlipase 
แต่มีพิษไม่รุนแรงและไม่ทุกสายพันธ์ุของ S. epidermidis ที่สามารถสร้างได้ (พิมพ์พันธ์ุ เลียงพิบูลย์ 
และคณะ, 2538) 
 
  2.3.1.2 Bacllilus species 

จัดเป็นกลุ่ม aerobe รูปร่างท่อน แกรมบวก มักพบต่อกันเป็นสายโซ่เป็น
แบคทีเรียที่สามารถสร้างสปอร์ได้ (spore-forming bacteria) เป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิดการเน่าเสีย
ในนมพาสเจอร์ไรส์ ส่วนใหญ่เป็นกลุ่มที่สลายซากพืชซากสัตว์ (saprophytic organism) ซึ่งพบมาก
ในดิน น้ า และอากาศ หรือบนผักผลไม้ เช่น B. cereus และ B. subtilis บางชนิดก่อโรคในแมลงโดย              
B. anthracis ยังเป็นสาเหตุของโรค anthrax นอกจากนี้  B. cereus ยังสามารถเจริญในอาหารและ
สร้าง enterotoxin หรือ emetic toxin ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ จุลินทรีย์เหล่าน้ีอาจก่อ
โรคในมนุษย์ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง ท าให้เป็นโรคเยื่อหุม้สมองอกัเสบ เยื่อบุหัวใจอักเสบ การอักเสบใน
ลูกตา (endophthalmitis) เยื่อบุตาอักเสบ (conjunctivitis) หรือโรคกระเพาะอาหารและล าไส้
อักเสบแบบ เฉียบพลัน (acute gastroenteritis) (Aouadhi et al., 2014)   

B. cereus เป็นแบคทีเรียรูปท่อนขนาดใหญ่ที่สามารถสร้างสปอร์ได้ ติดสีแกรมบวก โดย
เช้ือ B. cereus จะก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (food poisoning) พบว่ามีการระบาดเป็นครั้งคราว 
ท าให้เช้ือ B. cereus ที่มีการปนเปื้อนในอาหารสามารถสร้างสารพิษจ านวนมากได้ โดยจะก่อให้เกิด
อาการ 2 แบบคือ แบบอาเจียน (emetic form) มีระยะฟักตัวสั้น  1-6 ช่ัวโมงภายหลังการ
รับประทานอาหารนั้น โดยจะมีอาการอาเจียนหรืออุจจาระร่วง อีกแบบหนึ่งคือแบบอุจจาระร่วง 
(diarrheal form) มีระยะฟักตัวยาวนานกว่า ประมาณ 10-12 ช่ัวโมง ผู้ป่วยจะมีอาการปวดท้อง 
อุจจาระร่วงเป็นน้ า นอกจากนี้เช้ือ B. cereus ยังก่อให้เกิดโรคติดเช้ือฉวยโอกาสได้ เช่น โรคโลหิต
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เป็นพิษ โรคกล้ามเนื้อหัวใจอักเสบ การติดเช้ือบริเวณบาดแผล และโรคปอดบวม (นงลักษณ์ สุวรรณ
พินิจ , 2547) นอกจากนี้ เช้ือ B. cereus สามารถสร้างสารพิษ 2 ชนิด ได้แก่  อิมิทิกทอกซิน 
(emetictoxin) ท าให้เกิดอาการอาเจียน และเอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) ท าให้เกิดอุจจาระ
ร่วง (Aouadhi et al., 2014) 

2.3.1.3 Escherichia coli  
E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ไม่สร้างสปอร์ เซลล์เป็นรูปแท่ง ขนาด 1.1-1.5 ×  

2.0 - 6.0 ไมโครเมตร จัดเรียงตัวอาจอยู่แบบเซลล์เดี่ยว หรืออยู่เป็นคู่ มีลักษณะโคโลนีสีเหลืองอ่อน 
สามารถสร้างแคปซูลและสารพิษ อาจเคลื่อนที่โดยใช้แฟลกเจลลาหรอืไม่เคลื่อนที่ สามารถเจริญได้ทั้ง
ในสภาวะที่มีออกซิเจนหรือ ไร้ออกซิเจน เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ภัทรชัย กีรติ
สิน, 2549; โสภณ คงส าราญ, 2524; Holt et al., 1994) โคโลนีเรียบ ไม่มีสี เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 
2-3 มิลลิเมตร เช้ือเจริญในเวลา 18 ช่ัวโมง แต่ถ้าเลี้ยงในอาหารที่แสดงความแตกต่าง (differential 
media) เช่น Mac Conkey agar โคโลนีมีสีแดงชมพู ขนาดใหญ่ เนื่องจากเฟอร์เมนต์แล็กโทส หรือ
เลี้ยงในอาหาร Eosin methylene blue agar (EMB) และ Endo agar โคโลนีมีสีมันวาวคล้ายโลหะ          
(นงลักษณ์ สุวรรณพินิจ, 2547) 

          E. coli เป็นเช้ือประจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหารโดยเฉพาะในล าไส้ใหญ่ สามารถ
ก่อโรคได้บ่อยกว่าแบคทีเรียอื่นที่อยู่ในกลุ่ม Enterobacteriaceae เหมือนกัน ซึ่งส่วนใหญ่ก่อโรคติด
เช้ือในทางเดินอาหาร แต่บางสายพันธ์ุสามารถก่อโรคนอกระบบทางเดินอาหารได้ โดยโรคติดเช้ือ E. 
coli ที่ส าคัญ ได้แก่ โรคติดเช้ือในทางเดินอาหาร โรคติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ โรคเยื่อหุ้ม
สมองอักเสบการติดเช้ือในกระแสโลหิต และโรคติดเช้ืออื่นที่พบได้ เช่น การติดเช้ือของบาดแผล ซึ่งก่อ
โรคได้ทั้งในคนปกติและคนที่มีระบบภูมิคุ้มกันบกพร่อง จัดเป็นเช้ือก่อโรคติดเช้ือในโรงพยาบาลที่พบ
บ่อยที่สุด E. coli ที่เป็นเช้ือประจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหารส่วนใหญ่เป็นสายพันธ์ุไม่ก่อโรค แต่ใน
บางบุคคล อาจพบสายพันธ์ุก่อโรคปนอยู่ได้ การเกิดโรคติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะและการติดเช้ือใน
กระแสเลือดส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือประจ าถ่ิน เรียกการติดเช้ือแบบนี้ว่า endogenous infection พบ
บ่อยในผู้ป่วยมีภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง ในขณะที่การก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร ระบบทางเดิน
หายใจและเยื่อหุ้มสมอง มักเกิดจากการได้รับเช้ือก่อโรคจากภายนอก การก่อโรคในแต่ละระบบอาจ
เกิดจาก E. coli ต่างสายพัน ธ์ุ ที่ มี กล ไกการก่ อโรคและสร้ างปัจจัยก่อ โรคที่ แตกต่างกั น                
(Holt et al., 1994) 
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2.3.1.4 Proteus spp. 
  Proteus mirabillis เป็นส่วนหนึ่งของตระกูล Enterobacteriaceae เป็น
แบคทีเรียแกรมลบขนาดเล็กและ facultative anaerobe มีเอกลักษณ์เฉพาะด้วยความสามารถใน
การจับกลุ่มความสามารถในการหมักมอลโตสและหมักแลคโตส นอกจากนี้ยังเป็นสาเหตุหลักของการ
ติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ พบรายงานว่าโรคนิ่วไตและการติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะมีความสัมพันธ์
กัน ซึ่งจ าแนกได้เป็น 2 แบบ คือ การเกิดนิ่วแล้วส่งเสริมให้เกิดการติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะตามมา 
(stone with subsequent infections) และนิ่วที่เกิดจากการติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะ (infection-
induced stones) ซึ่งนิ่วชนิดหลังนี้มักมีสาเหตุจากการติดเช้ือแบคทีเรีย ที่สามารถสร้างเอนไซม์ยูรี
เอส เช่น Proteus spp. โดยการติดนี้ส่งผลให้เกิดนิ่วสตรูไวท์ (struvite) ที่มักพบองค์ประกอบทาง
เคมีในก้อนนิ่วเป็นแมกนีเซียม แอมโมเนียมฟอสเฟต โดยแบคทีเรียสร้างเอนไซม์ยูรีเอสย่อย สลาย
ยูเรียได้เป็นแอมโมเนีย และคาร์บอนไดออกไซด์ จากนั้นแอมโมเนียจะรวมตัวกับน้ ากลายเป็น
แอมโมเนียมไอออน และไฮดรอกไซด์ไอออน ส่งผลให้ปัสสาวะมีความเป็นด่างมากขึ้น นอกจากนี้ยังท า
ให้เกิดฟอสเฟตไอออนเพิ่มข้ึนเมื่อแอมโมเนียมไอออนและฟอสเฟตไอออนรวมตัวกับ แมกนีเซียม
ไอออนที่มีอยู่ในปัสสาวะส่งผลให้เกิดผลึกแมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอสเฟตหรือสตรูไวท (Prywer & 
Torzewska, 2012)   
 
 

2.3.1.5 Pseudomonas 
                        Pseudomonas จัดอยู่ในวงศ์ Pseudomonadaceae เป็นเช้ือแบคทเีรียแกรม
ลบรูปแทง่ กลุม่นี้สามารถสงัเคราะห์ด้วยแสงได้ แต่ใช้ไฮโดรเจนซลัไฟด์บางชนิดก่อโรค จ าแนกเช้ือ
เป็น 6 กลุ่ม โดยอาศัยความเหมือนของล าดับเบส (DNA homology) ของยีน 16s rDNA ได้แก่      
P. aeruginosa group, P. stutzeri group, P. putida group, P. fluorescens group,            
P. chlororaphis group, P. syringae group หรือจ าแนกเช้ือเป็น 2 กลุม่ ตามความสามารถในการ
ผลิตรงควัตถุเรอืงแสง ได้แก่ กลุ่มทีส่ามารถละลายน้ าได้และเรืองแสงสเีขียวแกมเหลอืง 
(watersoluble, yellow-green fluorescent pigment) เมื่อส่องด้วยแสงอลัตราไวโอเลตขนาด
ความยาวคลื่น400 นาโนเมตร ได้แก่    P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida และกลุ่มที่ไม่
สามารถผลิตรงควัตถุเรอืงแสงชนิดไพโอเวอร์ดิน ได้แก่ P. stutzeri, P. alcaligenes และสปีชีส์อื่นๆ 
(Huang et al., 2017) 
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P. aeruginosa ผลิตเอนไซม์ออกซิเดส ที่เคลื่อนที่ได้ โดยใช้แฟลกเจลลาชนิดโม
โนไทรคัส (monotrichous flagella) บางสายพันธ์ุสร้างช้ันเมือกอยู่ภายนอกเซลล์มีลักษณะคล้าย
แคปซูล เรียกว่า surface slime เช้ือสามารถมีชีวิตและแบ่งตัวเพิ่มจ านวนได้ในสภาวะแวดล้อมที่มี
สารอาหารเพียงเล็กน้อย ในช่วงอุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส จึงพบเช้ือได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อมตาม
ธรรมชาติและในโรงพยาบาล เจริญได้ดีบนอาหารเลี้ยงเช้ือทั่วไป โคโลนีมีลักษณะหลากหลาย เช่น 
แบนราบ ขอบไม่เรียบ รูปสี่เหลี่ยมขนมเปียกปูน มักจะเป็นแผ่นเล็กน้อยบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเช้ือ
สามารถสลายเม็ดเลือดแดงแบบเบต้า-ฮีโมไลซีส (ß-hemolysis) ลักษณะโคโลนีบน MacConkey 
agar ไม่มีสี (non-lactose fermenting colonies; NLF) มีกลิ่นเฉพาะตัวคือ หอมคล้ายองุ่น (grap-
like หรือ corn-taco like odor) เช้ือสามารถสร้างรงควัตถุเรืองแสงชนิดไพโอเวอร์ดิน และชนิดไม่
เรืองแสงได้หลายชนิด โดยเช้ือส่วนใหญ่จะสรา้งรงควัตถุชนิดไพโอไซยานิน (pyocyanin) จึงมักจะพบ
ลักษณะโคโลนีมีสีเขียวแกมน้ าเงิน เช้ือส่วนน้อยจะสร้างรงควัตถุไพโอรูบิน (pyorubin) หรือไพโอเม
ลานิน (pyomelanin) ท าให้โคโลนีมีสีแดงหรือสีน้ าตาล-ด า ตามล าดับ บางครั้งพบลักษณะเยิ้มเป็น
มูก (mucoid type) ไม่มีสี ลักษณะโคโลนีบน blood ager และ triple sugar iron agar (TSI) เป็น
มันวาวสีเทาด าสะท้อนแสงคล้ายโลหะ (metallic sheen) เช้ือนี้เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 37 และ 42 
องศาเซลเซียส ในเวลา 18-24 ช่ัวโมง ยกเว้นสายพันธ์ุที่เป็นมูกเยิ้มอาจใช้เวลาถึง 48 ช่ัวโมง เป็นเช้ือ
ก่อโรคแบบฉวยโอกาส เป็นสายพันธ์ุที่ส าคัญในที่ท าให้เกิดการติดเช้ือในโรงพยาบาล เป็นสาเหตุการ
ติดเช้ือในเยื้อหุ้มสมอง ท าให้สมองอักเสบในผู้ใหญ่ (ABM) ติดเช้ือในโรงพยาบาลที่พบได้บ่อย เช่น 
การติดเช้ือบริเวณบาดแผลไฟไหม้น้ าร้อนลวก การติดเช้ือบริเวณแผลผ่าตัด ปอดบวม (hospital 
acquired pneumonia) การติดเช้ือในกระแสโลหิต การติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะที่มีการใส่
สายสวน การติดเช้ือบริเวณแผลกดทับ (bedsore) ส่วนโรคที่พบบ่อยในคนปกติทั่วไปคือหูช้ันนอก
อักเสบ (otitis externa) ซึ่งมักจะพบในคนที่ชอบว่ายน้ า เรียกว่า swimmer’s ear กระจกตาอักเสบ
ในผู้ที่ใส่คอนแทคเลนส์ และการมีผื่นบริเวณผิวหนังในผู้ใช้ที่อ่างอาบน้ า (Jacuzzi syndrome) และ
การติดเช้ือที่ฐานเล็บ (อิสยา จันทร์วิทยานุชิต และวัชรินทร์ รังสีภาณุรัตน์ , 2556; (Huang et al., 
2017) 
 

2.3.1.6 Salmonella spp. 
Salmonella เป็นส่วนหนึ่งของตระกูล Enterobacteriaceae ก่อให้เกิดโรคใน

คน และสัตว์ได้ เช่น Salmonella thyphimurium ก่อโรคเฉพาะในคนเท่านั้น โรคทางเดินอาหาร
เฉียบพลัน การติดเช้ือในกระแสโลหิต เป็นแบคทีเรียสกุลใหญ่ สามารถจ าแนกเช้ือโดยการใช้
คุณสมบัติแอนติเจนและแบคเทอริโอฟาจได้กว่า 1900 ชนิด Salmonella ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้ บาง
ชนิดมีแคปซูล บางชนิดอยู่ได้นานในอาหารแห้ง เช่น ในนมผง มะพร้าวแห้ง สามารถพบเช้ือนี้ได้ทั่ว
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โลก ก่อให้เกิดโรคในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมหลายชนิด นก สัตว์เลื้อยคลาน และปนเปื้อนออกมากับ
อุจจาระ อีกทั้งยังอาจพบในดิน น้ า อาหารสัตว์เนื้อสด (Quinn et al., 2002) 
 
 

2.3.1.7 ยีสต์ก่อโรคสกุล Candida   
  เช้ือในสกุล Candida จัดเป็น Yeast-like fungi  คือ ตัวเช้ือเป็นยีสต์เซลล์ มีรูปกลม
หรือรี สืบพันธ์ุโดยการแตกหน่อ (Budding) ได้เป็น blastoconidia และพบสร้างได้ทั้ ง true 
hyphae และ pseudohyphae เช้ือ candida มีหลาย species ที่เป็นสาเหตุของโรคที่พบบ่อยๆ คือ 
Candida albicans (ประมาณร้อยละ 90 เปอร์ เซ็นต์ ) รองลงมาได้แก่  เ ช้ือ  C. tropicalis,                                  
C. stellatoidea, C.parapsilosis, C. krusei และ C. guilliermondii  เป็นต้น พบเช้ือก่อโรคได้
ทั่วไปในธรรมชาติในน้ า อาหาร ดินและในร่างกายของคน เช่น ที่ผิวหนังในช่องปาก ทางเดินอาหาร 
ช่องคลอด โดยพบเช้ือได้เป็น normal flora ของคนปกติ การเกิดโรคนอกจากเกี่ยวข้องกับความ
รุนแรงของตัวเช้ือเองแล้ว ยังเกี่ยวกับสภาวะร่างกายของผู้ป่วยด้วย ผู้ที่เสี่ยงต่อการติดโรคคือ ผู้ที่มี
ความต้านทานของร่างกายต่ า ได้แก่ผู้ป่วย โรคมะเร็ง เบาหวาน โรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง เป็นสาเหตุของ
การติดเช้ือในกระแสเลือดในโรงพยาบาลและโดยเฉพาะอย่างยิ่งในหมู่ผู้ป่วยที่ป่วยหนักและผู้ที่
ภูมิคุ้มกันบกพร่อง ผู้ป่วยที่มีการผ่าตัดทางช่องท้องผู้ป่วยที่รับยาปฏิชีวนะนานๆ สารเตียรอยด์ 
(steroid) ยาคุมก าเนิดและนอกจากนี้ยังพบบอ่ยในเด็กคนชรา หญิงมีครรภ์ คนอ้วน และในผู้ป่วยหลงั
การผ่ าตัด เป็นต้น โรค candidosis เป็น ได้รับ ร่างกายทุ กระบบ  การติดเช้ือมัก เป็ นแบบ 
endogenous infection แต่บางครั้งอาจพบ exogenous infection ได้บ้าง (Pongrácz et al., 
2015) 
 

2.3.2 สารต้านจลุินทรีย์ (antimicrobial agent) 

          สารต้านจุลชีพ หรือสารต้านจลุินทรีย์ เป็นสารที่เตมิลงไปเพื่อป้องกันหรือชะลอการ

เสื่อมเสียยับยัง้การเจริญทั้งภายในและภายนอก จะเลือกท าลายเฉพาะเช้ือก่อโรคโดยไม่ท าอันตราย

ต่อเซลล์ในร่างกายของคน (selective toxicity) อันเนือ่งมาจากจลุินทรีย์ ซึ่งอาจเป็น รา ยีสต์ ไวรัส 

หรือแบคทีเรีย ดังนั้นคุณสมบัติของสารต้านจุลชีพนั้นต้องเปน็สารที่ให้ผลในการยับยัง้จลุินทรีย์ได้ดี 

ภายใต้สภาวะการท างานอย่างเพียงพอ มีความคงตัว ไม่ท าปฏิกิริยากบัสารต่างๆ ทีเ่ติมลงไป ควรจะ

ละลายได้ในน้ าหล่อเลี้ยงอวัยวะภายในร่างกายเพื่อทีจ่ะเข้าถึงต าแหน่งทีม่ีเช้ือได้มีความเสถียรทั้งใน

กระแสโลหิต น้ าหลอ่เลี้ยงอวัยวะภายในร่างกายและเนื้อเยือ่ และไม่ท าใหผู้้ป่วยเกิดอาการแพ้  ดังนั้น
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จึงจ าเป็นต้องค้นหาสารเพื่อทีจ่ะพฒันาเป็นยาชนิดใหมท่ี่มีคุณสมบัติในการต้านเช้ือจุลินทรีย์ได้ดีกว่า

เดิม                            

2.3.2.1 แหล่งก าเนิดของสารต้านจุลชีพ (source of antimicrobial agent) 

1) จากธรรมชาติ (natural source) ผลิตจากเช้ือจลุินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย 
และเช้ือรา ซึ่งเรียกสารต้านจลุชีพทีผ่ลิตได้จากจลุินทรีย์ในธรรมชาตินี้ว่า ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) 
ได้แก่ ยาเพนิซิลลิน (penicillin) ผลิตจากเช้ือรา Penicillium notatum, เซฟาโลสปอรินส ์
(cephaloporins) ผลิตจากเช้ือรา Cephalosporium species, คานาไมซิน (kanamycin) ผลิตได้
จากเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces kanamyceticus , อีริโทรไมซิน (erythromycin) ผลิตจากเช้ือ
แบคทีเรีย Streptomyces erythreus, เตตราไซคลีน (tetracycline) ผลิตจากเช้ือแบคทเีรีย 
Streptomyces aureofaciens และยาคลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) ผลิตได้จากเช้ือ
แบคทีเรีย Streptomyces vanezuelae 

2) จากการสังเคราะห์ทางเคมี (chemical synthesis) เรียกว่า สารต้านจุลชีพ 
ชนิดเคมีสังเคราะห์ ได้แก่ ซัลฟาไดอะซิน (sulfadiazine) และกรดนาลิดิซกิ (nalidixic acid)  
(อิสยา จันทร์วิทยานุชิต และวัชรินทร์ รังสีภาณุรัตน์, 2556) 
 จากศึกษาฤทธ์ิสารต้านสารจุลชีพในเห็ด Phellinus และตัวอย่างเห็ด Ganoderma  
เนื่องจากเห็ด Phellinus และตัวอย่างเห็ด Ganoderma ได้ถูกน ามาใช้รักษาโรคแบบมีประสิทธิภาพ
รวมทั้งปรับปรุงการไหลเวียนของเลือด รวมทั้งการก าจัดของเสียและสารพิษ (detoxication), 
ปกป้องตับจากสารพิษ (hepatoprotection), โรคภูมิแพ้, โรคมะเร็ง, โรคท้องร่วง และโรคเบาหวาน  
โดยทั่วไป Phellinus จะถูกใช้รักษาผู้ที่ติดเช้ือและสามารถสกัดสารได้จากตัวท าละลายต่างๆ โดย
อธิบายจากฤทธ์ิต้านจุลชีพ เช้ือที่ใช้ทดสอบได้แก่ Candida species, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus species, Enterococcus species, Escherichia coli และ Acinetobacter โดย
วิธี broth tube dilution, disc diffusion และทดสอบกับ antibiotic คือ erythromycin และ 
ampicillin พบว่าสารสกัดจากเห็ด Ganoderma สามารถต่อต้านเช้ือที่ทดสอบได้ดีความเข้มข้น 20 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ยกเว้น Acinetobactor และพบสารสกัดจากเห็ด Phellinus สามารถต่อต้าน 
Acinetobactor เมื่อใช้ acetone เป็น solvent ให้ค่า polarity และผลผลิตสูงสุดเท่ากับ 5.1 และ 
2.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และมีการสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอื่นอีกได้แก่ sesquiterpens และ 
triterpens นอกจากนี้พบว่าสารสกัดมีความเสถียรในสภาพที่เป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 4-11 ซึ่งสามารถ
พัฒนาน ามาใช้เป็นยาปฏิชีวนะในช่องปากที่มีศักยภาพอีกด้วย (Sonawane et al., 2014) 
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2.4 ความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cytotoxicity) 
 

งานวิจัยนั้นจ าเป็นต้องมีการวัดจ านวนเซลล์ที่มี ชีวิตและการเพิ่มจ านวนเซลล์  (cell 
proliferation) เช่น  การวิเคราะห์ การเจริญ เติบ โตของเซลล์ต่อผลของอาหารเลี้ ยงเซลล์
(medium/serum batch testing) หรือการทดลองผลของ growth factor ต่างๆ ที่มี ต่อการ
เจริญเติบโต นอกจากนี้การวัดจ านวนเซลล์ทีม่ีชีวิตน้ันเป็นข้ันตอนเบื้องต้นในการทดสอบความเป็นพษิ
ต่อเซลล์ในขบวนการพัฒนาขบวนการผลิตยาหรือผลิตภัณฑ์ต่างๆ โดยใช้ศึกษาผลการตอบสนองของ
เซลล์ที่มีสารทดสอบต่างๆ ซึ่งประเมินผลการทดสอบความเป็นพิษนั้นข้ึนอยู่กับวัตถุประสงค์ใน
การศึกษาที่แตกต่างกันไปเช่น การทดสอบประสิทธิภาพทางยาหรือเครื่องส าอาง โดยตรวจสอบถึง
ความปลอดภัยและไม่เป็นพิษก่อนน ามาใช้ในคน ในทางตรงกันข้ามการคัดเลือกยาหรือสารสกัดจาก
สมุนไพรที่มีฤทธ์ิในการต้านเซลล์มะเร็งในกรณีนี้จ าเป็นต้องพิจารณาถึงประสิทธิภาพในการฆ่า
เซลล์มะเร็ง เป็นต้น ในอีกด้านหนึ่งการน าเซลล์มาใช้ในงานวิจัยเหล่านี้เป็นการช่วยลดการใช้
สัตว์ทดลองลงด้วย  การศึกษาความเป็นพิษในสิ่งมีชีวิตน้ันมีความซับซ้อนสูง ซึ่งระดับความเปน็พิษนัน้
อาจมีผลในระดับเซลล์ เช่น ผลจากยาต้านมะเร็ง หรือกระทบทางด้านชีวภาพของระบบ เช่น ความ
เป็นพิษในสมอง หรือการอักเสบต่างๆ เป็นต้น ในการประเมินความเป็นพิษในสัตว์นั้นท าได้ยาก ด้วย
เหตุน้ีจึงได้มีการใช้เซลล์เพื่อประเมินความเปน็พิษเบือ้งต้น ค าจ ากัดความของความเป็นพิษในเซลล์นั้น
อาจมีความแตกต่างกันข้ึนอยู่กับรูปแบบการประเมินผลเช่น การท าให้เซลล์ตายหรือเปลี่ยนคุณสมบัติ
ของเซลล์ เช่นการหยุดการเจริญเติบโต (cytostasis) หรือ การหยุด differentiation ของเซลล์ 
(พร้อมสิน มาศรีนวน, 2558) 

2.4.1 ตัวแปรที่ส าคัญในการทดสอบการวัดการเพิ่มจ านวนของเซลล์ และการทดสอบความ
เป็นพิษต่อเซลล์ ในการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล์และความเป็นพิษนั้น เพื่อให้ได้ผลลัพธ์ และ
มี reproducibility ที่ดีมีปัจจัยหลายประการที่ควรค านึงถึง เช่น 
  2.4.1.1 คุณลักษณะของเซลล์ ได้แก่ ช่วงอายุเจริญเติบโต (growth state) kinetic 
และความแข็งแรงของเซลล ์โดยการทดสอบสารต่อเซลล์ที่ช่วงอายุแตกต่างกันอาจให้ผลที่แตกต่างกัน 
เช่น ทดสอบในเซลล์ที่ เข้าสู่ ช่วง stationary phase ซึ่งเป็นช่วงเซลล์ที่มีอัตราการเจริญเติบโต 
(growth fraction) ต่ า และสัณฐานวิทยาของเซลล์ (morphology) ที่อาจเปลี่ยนแปลงไป อาจให้ผล
การทดลองที่แตกต่างจากการทดสอบในเซลล์ช่วงอื่น โดยทั่วไปแล้วจะท าการทดสอบเซลล์ที่อายุอยู่
ในช่วง log phase และเก็บตัวอย่างเซลล์ในช่วงปลายของ log phase ซึ่ งให้ผลที่ สูงและมี 
reproducibility ที่ดี ดังนั้นในการออกแบบการทดลองจึงควรค านึงถึงช่วงเวลาในการทดสอบรวมถึง
คุณสมบัติของเซลล์ที่จะใช้ในการทดสอบด้วย 
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  2.4.1.2 ฤทธ์ิของสารที่ใช้ในการทดสอบ ตัวอย่างเช่น สารบางชนิดท าให้เซลล์หยุด
การแบ่งตัว (cytostatic) แต่ไม่ท าให้เซลล์ตาย ซึ่งผลการทดสอบอัตราการรอดชีวิตภายหลังได้รับสาร
ทดสอบอาจพบว่าขนาดของโคโลนีที่สร้างขึ้นมีขนาดเล็ก แต่จ านวนโคโลนีที่สร้างขึ้นไม่ลดลง 
  2.4.1.3 ระยะเวลาในการทดสอบ (duration of the exposure) ระยะเวลาที่ใช้
ข้ึนกับฤทธ์ิของสารที่ต้องการศึกษา โดยการออกฤทธ์ิอาจเป็นนาทีหรือหลายช่ัวโมง  

2.4.1.4 ความเข้มข้นของสารที่ใช้ในการทดสอบ (concentration) ความเข้มข้น 
ควรอยู่ในช่วงที่กว้างพอในการให้ข้อมูลถึงจ านวนของเซลล์ที่มีชีวิต 
  2.4.1.5 อาหารเลี้ยงเซลล์และซีรั่มที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ (medium/serum) 
ในบางกรณีซีรั่มที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงอาจรบกวนปฏิกิริยาที่ เกิ ดข้ึน ท าให้การวิเคราะห์ผลอาจ
คลาดเคลื่อนไป  
 2.4.2 วิธีประเมินการตอบสนองต่อสารทดสอบ 
 วิธีการวัดการเพิ่มจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตหรือการวัดความเป็นพิษท าได้หลายวิธี ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับ
ชนิดของสารที่ใช้ในการศึกษา สภาวะของเซลล์ในการตอบสนองต่อสารที่ใช้รวมทั้งเซลล์เป้าหมาย ซึ่ง
สามารถแบ่งออกเป็น 3 ประเภทหลักๆ ดังนี้ 
  2.4.2.1 การวัดจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต (viability) เป็นข้ันตอนที่ส าคัญในการเพาเลี้ยง
เซลล์ ตัวอย่างเช่น ในการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง หรือในการทดสอบความเป็นพิษ
ต่อเซลล์โดยดูการตอบสนองต่อสารทดสอบในทันทีหรือในระยะสั้น อย่างไรก็ตามการวัดจ านวนเซลล์
ที่มีชีวิตด้วยวิธีนี้ไม่สามารถแยกระหว่างเซลล์ที่ก าลังเพิ่มจ านวน (active dividing) หรือเซลล์ที่ใน
สภาพอยู่เฉยไม่แบ่งตัวได้ (quiescent) วิธีนี้อาศัยคุณสมบัติการสูญเสียสภาพของเซลล์เมมเบรน 
(loss of membrane integrity) ในเซลล์ที่ไม่มีชีวิตหรือเซลล์ที่เกิดเสียหาย (damage cell) หรือ
อาศัยคุณสมบัติของเซลล์ในการน าสารเข้าภายในเซลล์ การวัดจ านวนเซลล์ด้วยวิธีนี้ท าได้หลายวิธี
ด้วยกัน ยกตัวอย่างวิธีที่นิยมใช้กัน เช่น Trypan blue exclusion dyes, Fluorescent based live/
dead staining, LDH leakage และ Neutral red assay 
  2.4.2.2 การวัดการรอดชีวิต (Survival) หรือเรียก Colony formation assay 
แม้ว่าการทดสอบ short-term test จะท าได้ง่ายและรวดเร็ว แต่ผลที่ได้จากการทดสอบเป็นการวัด
จ านวนเซลล์ขณะที่ท าการทดลองนั้น ซึ่งสารต่างๆ เช่น รังสี หรือ ยาบางชนิด ออกฤทธ์ิในระยะยาว 
ดังนั้นการทดสอบการรอดชีวิตของเซลล์ภายหลังจากได้รับสารทดสอบแสดงให้เห็นถึงความสามารถ
ของเซลล์ในการแบ่งตัวและเพิ่มจ านวน (reproductive ability) จนได้กลุ่ม colony หรือ clone 
ขนาดใหญ่ ซึ่งการสร้าง clone นี้เรียกว่า clonogenic คุณลักษณะของ clone ที่ปรากฏสามารถบอก
ความแตกต่างทั้งในด้านอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์โดยดูจากของขนาดของ colony ที่สร้างข้ึน
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และการรอดชีวิตของเซลล์จากจ านวนของ colony ผลที่ได้แสดงในลักษณะ cell survival curve ซึ่ง
เป็นความสัมพันธ์ของปริมาณสารทดสอบกับสัดส่วนในการรอดชีวิตของเซลล์ 
  2.4.2.3 การวัดจ านวนเซลล์จากปฏิกิริยาเมทาบอลิซึมที่เกิดในเซลล์ (metabolic) 
ในการวัดการเจริญเติบโตและความเป็นพษิของเซลล์ สามารถวิเคราะห์ได้จากปฏิกิริยาเมทาบอลิซึมที่
เกิดข้ึน ซึ่งเป็น maker ที่แสดงถึงการมีชีวิตของเซลล ์เช่น dehydrogenase activity, การสังเคราะห์ 
DNA, RNA, โปรตีน หรือการสร้าง ATP โดยต่อไปนี้จะกล่าวถึง Tetrazolium reduction assays ซึ่ง
เป็นการวิเคราะห์โดยใช้สารประกอบ Tetrazolium หลายชนิดถูกใช้ในการทดสอบเซลล์ที่มีชีวิต ที่
นิยมใช้ได้แก่ MTT, XTT, WST-1 ซึ่งสารประกอบเหล่าน้ีสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 
 1) MTT มีคุณสมบัติผ่านเข้าเซลล์ได้ 
 2) XTT, WST-1, CCK-8 ไม่สามารถผ่านเข้าสู่ เซลล์ ได้  โดยต้องอาศัย intermediate 
electron acceptor ในการส่ ง  electron จากภายใน เซลล์  ซึ่ ง เกิดป ฏิกิ ริย า reduction ให้ 
formazan product ที่มีสี (พร้อมสิน มาศรีนวน, 2558) 
 
ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ วิ ธี  MTT ( 3-( 4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium 
bromide)  

MTT เป็นวิธีการทดสอบที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย โดยท าการทดลองบน 96-well 
microplate ซึ่ งเหมาะสมในการวิจัยที่ ต้องการตรวจคัดกรองที่ รวดเร็ว (high-throughput 
screening)  หลักการท างานของ MTT คือ เซลล์ที่มีชีวิตมีคุณสมบัติ metabolically active ซึ่งมี 
dehydrogenase enzyme สามารถเปลี่ยน MTT ให้กลายเป็นผลึก formazan มีคุณสมบัติไม่
ละลายน้ า (ดังภาพประกอบ 2.2) โดยเมื่อท าการละลายผลึกด้วยตัวท าละลายแล้วจะให้สารสีน้ าเงิน
ม่วงและสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวช่วงคลื่นประมาณ 550-600 nm ค่าความเข้มข้น
ของสีน้ าเงินม่วงจากผลึก formazan นั้นจะแปรผันตรงกับปริมาณ dehydrogenase enzyme ใน
เซลล์ที่มีชีวิต  
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ภาพประกอบ 2.2 แสดงปฏิกริิยา reduction ของ MTT ให ้formazan product 
(ที่มา: Riss et al., 2013) 

 
ข้อดี คือ ราคาไม่แพงและในการทดลองไม่จ าเป็นต้องย้ายเซลล์ ข้ันตอนทุกอย่างท าอยู่บน 
microplate เดียว ส่วนข้อจ ากัดคือ Forman ที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยามีสมบัติไม่ละลายน้ า จ าเป็นต้อง
ท าละลายผลึก formazan ด้วยตัวท าละลายก่อนซึ่งข้ันตอนน้ีอาจท าใหค่้าปฏิกิริยาที่ได้ในแต่ละหลมุมี
ความคลาดเคลื่อนได้ การทดลองสามารถวัดได้เพียงช่วงเวลาเดียวไม่สามารถวัดได้หลายช่วงเวลาที่
ทดสอบ และเซลล์ที่มีเมทาบอลิซึมต่ า เช่น lymphocyte ต้องใช้จ านวนเซลล์ในการทดสอบสูง    
(Riss et al., 2013) 

จากการศึกษาการท าให้บริสุทธ์ิและฤทธ์ิต้านเนื้องอกของสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้น
ใยเห็ด P. igniarius โดยสกัด intracellular polysaccharide (IPS) ที่ได้จากการเลี้ยงเส้นใยเห็ด             
P. igniarius น ามาตกตะกอนเอทานอลและท าให้บริสุทธ์ิด้วย ion-exchange และ size exclusion 
chromatography สามารถแยกพอลิแซ็กคาไรด์ได้แก่ IPSW-1, IPSW-2, IPSW-3 และ IPSW-4 
น าไปวิเคราะห์ IR และ UV พบว่าสารเป็นประเภทของกลุ่ม pyran และไม่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ 
จากการทดสอบฤทธ์ิต้านเนื้องอกของพอลิแซ็กคาไรด์บริสุทธ์ิโดยวิธี MTT สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์ SW480 และ HepG2 ได้ในระดับหนึ่งซึ่งข้ึนอยู่กับปริมาณที่ใช้ ดังนั้นอาจ
น าไปใช้ประโยชน์ส าหรับการพัฒนาเป็นสารต้านมะเร็งต่อไปได้ (Li et al., 2015) 
  
เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy 
 Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy เป็นหนึ่งในเทคนิคทางด้าน Infrared 
Spectroscopic ที่มีประสิทธิภาพในการจ าแนกประเภทของสารอนิทรีย์ สารอนินทรีย์ และพันธะเคมี
ในโมเลกุล รวมถึงสามารถบอกถึงปริมาณองค์ประกอบที่มีอยู่ในโมลกลุของสารผสมตัวอย่างทีไ่ม่ทราบ
ชนิด เทคนิคนี้มีความไว ใช้ระยะเวลาตรวจสอบน้อยกว่าเทคนิคอื่นๆ ส าหรับ Infrared (IR) 
Spectroscopy นั้นเป็นเทคนิค Spectroscopic ทั่วๆ ไปที่ใช้ในทางเคมีอินทรีย์และเคมีอนินทรีย์ 
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โดยการท าการตรวจวัดการดูกลืนรังสีอินฟราเรดของตัวอย่างที่ความถ่ีต่างๆ ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะ
ของแต่ละพันธะ  Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy เป็นเครื่องมือที่ใช้วิเคราะห์
ตรวจสอบ โครงสารของสาร โดยการวัดการดูกลืนรังสีอยู่ในช่วงอินฟราเรดเลขคลื่น (wave number) 
ประมาณ 12,800 – 10 cm-1 ซึ่งสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างได้ทั้งของแข็ง ของเหลว และก๊าซ 
องค์ประกอบของเครื่อง FT-IR แหล่งก าเนิด Laser เพื่อใช้แสง Laser ในการปรับระยะของ มี 
Mobile Mirror เป็นกระจกเงาทีส่ามารถสะท้อน รังสีอินฟาเรดและสามารถที่จะเคลื่อนที่ได้ มี Fixed 
Mirror เป็นกระจกเงาทีส่ามารถสะท้อนรงัสอีินฟาเรดเช่นเดียวกับ Mobile Mirror แต่ไม่สามารถที่จะ
เคลื่อนที่ได้ มี Beam Splitter เป็นส่วนที่จะท าการแยกอินฟาเรดที่ผ่านเข้ามาให้เป็นสองส่วนคือ 
สามารถให้แสงทะลุผ่านได้ 50 เปอร์เซ็นต์ และจะสะท้อนกลับ 50 เปอร์เซ็นต์ เป็นกระจกเงาที่
สามารถสะท้อนรังสีอินฟาเรดใช้ในการการบังคับทิศทางการเดินของรังสีอินฟาเรดให้ไปตามทิศทางที่
ต้องการ ส่วน Sample Compartment เป็นส่วนที่จะใช้ในการบรรจุตัวอย่างเข้าไปวิเคราะห์ และ 
Detector ใช้วัดความเข้มแสงที่เหลือจากการดูดกลืนของตัวอย่าง (แม้น อมรสิทธ์ิ และคณะ, 2539) 
 
หลักการท างานของเครื่อง FT-IR มีดังนี้ (John Wiley & Sons, 2000) 
       1. แหล่งก าเนิดรังสีอินฟราเรดจะท าการผลิตรังสีอินฟราเรดในช่วงความยาวคลื่นหรือเลขคลื่นที่
จะใช้ในการวิเคราะห์ 
       2. Beam Splitter จะปล่อยให้ทะลุผ่านไปที่ Fixed Mirror 50 เปอร์เซ็นต์ และสะท้อนกลับมา
ที่ Mobile Mirror 50 เปอร์เซ็นต์ 
       3. จากนั้น Fixed Mirror จะสะท้อนกลับมาที่ Beam Splitter 
       4. Mobile Mirror จะสะทอ้นกลับมาที่ Beam Splitter 
       5. อินฟราเรดที่สะท้อนมาจากทัง้ Mobile Mirror และ Fixed Mirror จะมารวมกันและเกิดการ
แทรกสอดกันข้ึน แต่จากการที่ Mobile Mirror สามารถเคลื่อนที่ได้โดยการควบคุมระยะการเคลื่อนที่
โดย laser เมื่อ Mobile Mirror เคลื่อนที่ก็จะท าให้ระยะการสะท้อนกลับของรังสีอินฟราเรดของ ทั้ง 
Mobile Mirror และ Fixed Mirror ไม่เท่ากันซึ่งจะส่งผลให้รังสีอินฟราเรดที่ได้มีความยาวคลื่น
เปลี่ยนไปเนื่องจากการแทรกสอด แบบเสริมกันหรือหักล้างกัน เรียกว่า Interferogram 
      6. อินฟราเรดที่ความยามคลื่นต่างๆ จะสะท้อนไปที่ Sample Compartment ผ่าน sample 
ซึ่งมีการดูดกลืนอินฟราเรดเอาไว้บางสว่นในความยาวคลื่น ส่วนอินฟราเรดที่ไม่ถูกดูดกลืนก็จะผา่นเข้า
สู่ Detector สัญญาณที่ได้คอมพิวเตอร์จะท าการแปลงสญัญาณ Interferogram ด้วยสมการ Fourier 
Transform ผลที่ได้จะเป็นสเปกตรัมการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารที่ความยาวคลื่นต่างๆ  
            จากการศึกษาพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ด Phellinus linteus ที่เพาะเลี้ยงและแสดง
ฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็ง โดยสกัดสารด้วยน้ าร้อนและท าให้บริสุทธ์ิด้วยเซลลูโลส DEAE-52 และคอลัมน์
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โครมาโตกราฟี Sephadex G-100 ได้พอลิแซ็กคาไรด์ PLPS-1 และ PLPS-2 น าไปวิเคราะห์ด้วย
เครื่อง FTIR พบค่าการดูดกลืนแสงของหมู่ function มีความคล้ายคลึงกัน โดยแสดง หมู่ O-H พีค
ประมาณ 3434–3444 cm-1, C=O ช่วงพีคระหว่าง 1633–1635 cm-1, C-H มี ช่วงพีคระหว่าง 
1383–1384 cm-1 และ C-O-C พีคประมาณ 1028–1093 cm-1 และมีอยู่ของวงแหวน pyranose 
ในพอลแิซ็กคาไรด์ (Mei et al., 2016)  
 จากการศึกษาการเปรียบเทียบลักษณะสมบัติทางเคมีฟิสิกส์และฤทธ์ิทางชีวภาพของ       
พอลิแซ็กคาไรด์ จากเห็ ดที่ มี ฤท ธ์ิทางยา  ได้แก่  Antrodia cinnamomea (AC-P) , Coriolus 
versicolor (CV-P), Grifola frondosa (GF-P) , Ganoderma lucidum (GL-P) และ Phellinus 
linteus (PL-P), พบว่าสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์เห็ดทั้ง 5 ชนิดน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง FTIR 
พบค่าการดูดกลืนแสงของหมู่ function ที่ต าแหน่งไม่แตกต่างกัน มีความคล้ายคลึงกัน โดยแสดง    
O-H พีคประมาณ 2930 cm-1, C-H มีช่วงพีคระหว่าง 1175 - 1,000 cm-1 และ C-O-C , C-O-H มี
พีคประมาณ 1,050 cm-1 และมีอยู่ของวงแหวน pyranose ในพอลแิซ็กคาไรด์ (Su et al, 2016) 
 
2.5 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 

นิภาพร อามัสสาและนิวัฒ เสนาะเมือง (2550) ศึกษาเห็ดหิ้งจ านวน 21 ชนิด และเห็ดที่
เพาะเลี้ยงในเชิงการจ านวน 2 ชนิด มาศึกษาเปรียบเทียบลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด
ต่างๆ ทั้งบนอาหารแข็งและอาหารเหลว การเจริญของเส้นใยบนอาหารแข็ง 5 ชนิดที่ใช้คือ ร าข้าว 
(rice brand dextrose malt peptone agar-RbDMPA), มันส าปะหลัง (cassava dextrose malt 
pep), มันฝรั่ ง  (potato dextrose malt peptone agar-PMPA) และ PDA (potato dextrose 
agar) หลังจากเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งที่อุณหภูมิห้อง (28 + 2 องศาเซลเซียส) วัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของโคโลนีทุกๆ 24 ช่ัวโมง เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง พบว่าอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีผลต่อการเจริญ
ของเส้นใยอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (p<0.001) โดยภาพรวมเห็ดหิ้ งเจริญบน RbDMPA, CDMPA, 
SpDMPA, PMPA และ PDA มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี เฉลี่ ยเท่ ากับ  47.5+18.1, 
47.0+16.3, 46.1+18.2, 44.6+19.0 และ 44.8+19.9 มิลลิเมตร ตามล าดับ และเส้นใยของเห็ดที่
เจริญบนอาหาร RbDMPA และ PMPA มีลักษณะหนากว่าเส้นใยบนอาหารชนิดอื่น 

อนัญพร พรหมเมตตา (2554) ศึกษาลักษณะทางชีววิทยาของเห็ด Phellinus linteus 
และ P. igniarius เป็นเห็ดที่มีฤทธ์ิทางยาและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเห็ดหิ้งชนิดอื่น ผล
การศึกษาพบว่าลักษณะเส้นใยของ P. linteus และ P. igniarius มีสีขาว พบผนังกั้นภายในเส้นใย เบ
สิดิโอสปอร์ของ P. linteus มีลักษณะค่อนข้างกลม ขนาดเฉลี่ย 2.6-3.1 x 3.1-4.5 ไมโครเมตร เบสิดิ
โอสปอร์ของ P. igniarius มีลักษณะกลมรี ขนาดเฉลี่ย 2.8-3.2 x 3.5-4.0 ไมโครเมตร เห็ดทั้งสอง
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ชนิดจะสร้างแคลมป์ เซลล์  (camp cell) และเพกเซลล์  (peck cell) บน เส้นใยไดคาริออน 
(dykaryon) เส้นใย P. linteus และ P. igniarius สามารถเจริญได้ดีบนอาหาร malt extract agar 
การทดลองเลี้ยงอาหารในอาหารธรรมชาติพบว่าเห็ดทั้ง 2 ชนิด สามารถเจริญได้ดี P. linteus 
สามารถเจริญพัฒนาเป็นดอกเห็ดบนถุงเพาะได้ จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้
ยีน nuclear large subunit rDNA พบว่า P. linteus และ P. igniarius จากประเทศไทยมีความ
ใกล้ชิดทางสายวิวัฒนาการกับเห็ดหิ้งจากภูมิภาคอื่นของโลก 

Kim et al. (2002) ศึกษาการผลิต exo-biopolymer (EBP) จากเส้นใยของเห็ดกินได้ 19 
ชนิดโดยผลิตในอาหารเหลว ใช้สูตรอาหารเหลว 3 สูตร ได้แก่ potato malt peptone (PMP), 
mushroom complete medium (MCM) และ yeast malt extract (YM) ลงในถังหมักปริมาตร 3  
ลิตร สภาวะการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มีการเติมอากาศ อัตราการกวน 150 รอบต่อ
นาที และความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5 เก็บผลในวันที่ 5, 10 และ 15 พบว่าเห็ด 19 ชนิด จะมีค่า
น้ าหนักเส้นใยแห้งสูงและ EBP ผลิตได้มากที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว PMP นาน 15 วัน 
โดยเฉพาะเห็ด Ganoderma lucidum No.1 และเห็ด P. linteus KCTC 6190 มีค่าน้ าหนักแห้ง
ของ EBP เท่ากับ 1168 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 1520 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ จากนั้นน า G. 
lucidum No.1 และเห็ด P. linteus KCTC 6190 มาเพาะเลี้ ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดย
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว PMP ที่สภาวะเดิม พบว่าผลิต EBP ได้เท่ากับ 5000 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
2410 มิลลิกรัมต่อลติร ตามล าดับ และยังพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงระยะเวลาน้อยกว่า 15 วันจะมีการผลิต
เส้นใยและ EBP ในปริมาณน้อย  
 Meng et al. (2010) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต Exopolysaccharides (EPS) 
ของเห็ด Morchella esculenta SO-02 โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว และทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระ ผลการทดลองพบว่าสูตรของอาหารจะมีส่วนประกอบของร า 200 กรัม, glucose 30 กรัม, 
yeast extract 1 กรัม, KH2PO4 และ MgSO4·7H2O 1.5 กรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส นาน 4 วัน เขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ปริมาตรอาหารเหลว 100 มิลลิลิตร ค่าความ
เป็นกรดด่างเริ่มต้น 6.5 ให้ค่าน้ าหนักเซลล์แหง้ (dry cell weight, DCW) และ EPS เท่ากับ 9.2 และ 
2.9 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ EPS ด้วยวิธี superoxide 
anion radical scavenging, reducing power และ hydroxyl radical scavenging พบว่า EPS 
จากเห็ด Morchella esculenta SO-02 มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ 
 Ren et al. (2014) ศึกษาฤทธ์ิสารต้านจุลชีพ ต้านอนุมูลอิสระ จากสารสกัดของเห็ดกินได้ 
8 ชนิด ได้แก่  Auricularia cornea, Calvatia gigantean, Hericium coralloides, Pleurotus  
australis, Ileodictyon cibarium, Hericium erinaceum, Lentinula edodes แ ล ะ 
Cordyceps sinensis โดยทดสอบการยับยั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์โดยวิธี disc diffusion และ 
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microdilution (MIC) พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด Cordyceps sinensis มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญ
ของ Bacillus subtillis และ Streptococcus epidermis ผล ค่า MIC เท่ ากับ  938 และ  469 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ตามล าดับ ส่วน P. australis ยับยั้ง S. epidermis มีค่า MIC 469 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ยังมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระทดสอบโดยวิธี DPPH ได้สูงที่สุด มีค่า EC50 เท่ากับ 
4.03 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและจากการวิเคราะห์ด้วย FT-IR พบว่าโครงสร้างเป็น α หรือ              
β-conformation ประกอบด้วย OH และ CH group  
 Sonawane et al. (2014) ศึกษาฤทธ์ิสารต้านสารจุลชีพของสารสกัดเห็ด Phellinus และ 
Ganoderma ต่อ เช้ือ Candida species, Staphylococcus aureus, Streptococcus species, 
Enterococcus species, Escherichia coli และ Acinetobacter โดยวิธี broth tube dilution, 
disc diffusion และทดสอบกับ antibiotic คือerythromycin และ ampicillin พบว่าสารสกัดจาก
เห็ด Ganoderma สามารถต่อต้านเช้ือที่ทดสอบได้ดีความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ยกเว้น 
Acinetobactor และพบสารสกัดจากเห็ด Phellinus สามารถต่อต้าน Acinetobactor  เมื่อใช้ 
acetone เป็น solvent จะให้ ค่า polarity และ yield สูงสุดเท่ากับ 5.1 เปอร์เซ็นต์  และ 2.6
เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ และมีการสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอื่นอีกได้แก่  sesquiterpens และ 
triterpens นอกจากนี้ยังว่าสารสกัดจะมีความเสถียรในสภาพที่เป็นกรดด่าง (pH 4-11) สามารถ
พัฒนาน ามาใช้เป็นยาปฏิชีวนะในช่องปากที่มีศักยภาพอีกด้วย 
 Wang et al. (2014) ศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ และคุณสมบัติทางอิมมูนวิทยาของ
พอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ด Phellinus nigricans ทดสอบหาน้ าหนักโมเลกุลด้วยวิธี high-
performance size-exclusion chromatography (HPSEC) และวิเคราะห์ มอนอแซ็กคาไรด์ 
(momosaccharide) ที่เป็นองค์ประกอบพอลิแซกคาไรด์และศึกษาโครงสร้างโดยใช้ GC และ FT-IR 
โดยสามารถแยกพอลิแซ็กคาไรด์ได้ 3 ชนิด คือ PNMP 1, PNMP 2 และ PMNP 3 มีขนาดน้ าหนัก
โมเลกุล 28.4, 31.5 และ 26.1 kDa ตามล าดับ ส าหรับ PNMP 1, PNMP 2 ประกอบด้วยมอนอแซ็ก
คาไรด์ 6 ชนิด ได้แก่ arabinose, fructose, glucose, galactose, mannose และ xylose ส่วน 
PMNP 3 ประกอบด้วยมอนอแซ็กคาไรด์ 4 ชนิด ได้แก่  glucose, galactose, mannose และ 
xylose ในการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH พบว่า ชนิด PNMP 1, PNMP 2 มี
คุณ สมบัติ ต้ านอนุมู ลอิส ระ  ส่วน  PNMP 2 และ PMNP 3  จะพบสารพวก mitogen เช่น 
concanavalin a หรือ lipopolysaccharide กระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวให้มีการแบ่งตัวและพอลิ
แซ็กคาไรด์ทั้งสามชนิดมีผลต่อการเพื่มจ านวนเม็ดเลือดขาวเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญอีกด้วย 
 Jiang et al. (2015) ศึกษาลักษณะและฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารพอลิแซ็กคาไรด์ที่
ได้จากการเพาะเลี้ยงเส้นใยของเห็ด Phellinus pini ในอาหารเหลวที่เหมาะสม สามารถแยกพอลิ
แซ็กคาไรด์ได้สองชนิด ได้แก่  พอลิแซ็กคาไรด์ แยกได้จากการเพาะเลี้ยงเส้นใยเห็ดบริสุท ธ์ 
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(polysaccharide from mycelium , PPM)  แ ล ะ พ อ ลิ แ ซ็ ก ค า ไร ด์ แ ย ก จ าก น้ า เลี้ ย ง เ ห็ ด 
(polysaccharide from culture medium, PPE)  ท าให้สารบริสุทธ์ิโดยใช้วิธี gel filtration พบว่า 
PPM และ PPE มีขนาดน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 22.0 และ 38.0 kDa ตามล าดับ จากการวิเคราะห์
หาองค์ประกอบ heteropolysaccharides โดยวิธี GC และ FT-IR พบ mannose, galactose และ 
glucose ที่มีอัตราส่วนเท่ากับ 2.99 : 1.00 : 0.34 และ 38.40 : 1.00 : 1.76 ตามล าดับ และทดสอบ
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี  DPPH, chelate ferrous ion และ reduce ferric ion พบว่าการ
ทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ ของ PPM ดีกว่า PPE ดังนั้น PPM อาจจะสามารถน ามาใช้เป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระที่ได้จากธรรมชาติอีกด้วย 
 Pei et al. (2015) ศึกษาลักษณะโครงสร้างและฤทธ์ิต้านเนื้องอกของพอลิแซ็กคาไรด์จาก
เส้นใยเห็ด P. linteus โดยใช้ alkaline เป็นสารสกัด ซึ่งได้พอลิแซ็กคาไรด์มีน้ าหนักโมเลกุลสูงชนิด
ใหม่ (a novel high molecular weight polysaccharide, PL-N1) ท าให้บริสุทธ์ิโดยวิธี DEAE-
Sephadex A-25 แ ล ะ ห า น้ า ห นั ก โ ม เ ล กุ ล โ ด ย วิ ธี  High-pressure gel permeation 
chromatography (HPGPC) ประมาณ 343,000 kDa วิเคราะห์หาองค์ประกอบมอนอแซ็กคาไรด์
ของ PL-N1 โดยวิธี GC ได้แก่ อะราบิโนส, ไซโลส, กลูโคส และกาแลกโตสในอัตราส่วน 4.0 : 6.7 : 
1.3 : 1.0 M วิ เคราะห์ห าโครงสร้ างทางเคมี โดยวิ ธี FTIR และ  NMR spectroscopies และ 
methylation assay และท าการวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านเนื้องอกโดยวิธี MTT แสดงค่า PL-N1 ยับยั้งการ
เจริญของเซลล์มะเร็ง HepG2 ได้ระดับหนึ่งขึ้นอยู่กับปริมาณด้วย ดังนั้น PL-N1 อาจได้รับการพัฒนา
เป็นสารจากธรรมชาติมีฤทธ์ิต้านทานเนื้องอกต่อไปได้ 
 Zhang et al. (2015) ศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติ ลักษณะ และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของ
สารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จากดอกเห็ด P. baumii ที่เจริญในอาหารต่างชนิดกัน 3 ชนิด ได้แก่ 
mulberry branches, mixed wood sawdust แ ล ะ อ าห าร ผ ส ม  mulberry branches แล ะ 
mixed wood sawdust  วิ เคราะห์น้ าหนั กโมเลกุล โดย gel permeation chromatography 
สามารถแยก    พอลิ แซ็ กค าไรด์ ได้  3 ชนิ ด  ได้ แก่  PPB-MB, PPB-MW และ  PPB-MM พ บ
องค์ประกอบแตกต่างกันดังนี้ PPB-MM ประกอบด้วยน้ าตาลสูงสุด 66.59% และ uronic acid 
23.38% และ พบ PPB-MW มีส่วนประกอบโปรตีนมากสุด นอกจากนี้พอลิแซ็กคาไรด์ทั้ง 3 ชนิดยัง
พบมอนอแซ็กคาไรด์อีก 6 ชนิดได้แก่ fucose, mannose, galactose, xylose, arabinose และ 
glucose การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี Lipid peroxidation inhibition, ATBS radical 
scavenging และ Fe2+ chelating assay พบว่า PPB-MM มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสูงสุดและอาหารที่
เหมาะสมต่อการเจริญผลิตพอลิแซ็กคาไรด์และมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสูงสุด คือ mixed wood 
sawdust และ อาหารผสม mulberry branches และ mixed wood sawdust 
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 Jin et al. (2016) ศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและการป้องกันการแตกหักของดีเอ็นเอ 
DNA damage protection ของพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดจากเห็ด P. baumii และท าให้สารสกัดบริ
สุทธ์ด้วย chromatography ใช้ DEAE-52 และ anion-exchage โครมาโตกราฟีและทดสอบฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH, hydroxyl radicals, superoxide radicals และ DNA damage 
protection ใช้วิธี DNA nicking พบว่าสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์บริสุท ธ์ิ PPB-2 ประกอบด้วย
น้ าตาลฟรุกโตส อะราบิโนส กาแลกโตส กลูโคส ไซโรส และแมนโนส ซึ่งมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและ
ป้องกันการแตกหักของดีเอ็นเอได้ดี  
 Yan et al. (2016) ศึกษาลักษณะทางโครงสร้างและฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดพอ
ลิแซ็กคาไรด์ที่ได้จากเส้นใยเห็ด P. lintues โดยท าการสกัดด้วย petroleum ether และน้ าร้อน ท า
ให้สารสกัดบริสทุธ์ิด้วยโครมาโตกราฟี ใช้ DEAE Sepharose Flast-Flow column และ Sephacryl 
S-400 HR column โครมาโตกราฟี ผลการวิเคราะหพ์บพอลิแซ็กคาไรด์ PLP1-I ประกอบด้วยกลูโคส 
และก าแลก โตส มี  Molecular weight (Mw) ป ระม าณ  290,000 kDa ลั กษ ณ ะโครงส ร้ า ง

ประกอบด้วยพันธะหลัก (1,4)-α-D-glucopyranose และ (1,3)-α-D-galactopyranosyl และ
พบว่า PLP1-I มีฤทธ์ิต้านออกซิเดชันและต้านอนุมูลอิสระน าไปใช้ในอาหารและยาได ้
 Yang et al.  (2016)  ศึ ก ษ า ก า ร กิ จ ก ร ร ม ข อ ง  SOD-like activities ท ด ส อ บ 
antimutagenicity และองค์ประกอบสารอาหาร เช่น phenolic compound, flavonoid, β-1,3-
D-glucan และพอลิแซ็กคาไรด์ในเห็ด P. igniarius และเห็ด P. linteus สามารถสกัดสารพอลิ
แซ็กคาไรด์ด้วยน้ าร้อน ได้แก่ สารสกัด 2 ชนิด คือ WEPI และ WEPL ตามล าดับ ผลการศึกษาพบว่า 
WEPI มี ค่า phenolic compound, flavonoid, พอลิแซ็กคาไรด์ และ SOD-like activities ที่มี
ประสิทธิภาพสูงกว่า WEPL ส าหรับการวิเคราะห์หา β-1,3-D-glucan ท าได้โดยวิธี aniline blue 
พบว่า WEPL มีค่าสูงกว่า WEPI ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารอาหารไม่แตกต่างกันคือมี
ปริมาณ K และ Ca สูง และการทดสอบ antimutagenicity ทั้ง WEPI และ WEPL สามารถยับยั้ง
โคโลนีของเช้ือ Salmomella typhimurium TA98 และ Salmomella typhimurium TA100  
และจากการศึกษาน้ีช้ีให้เห็นว่า P. igniarius มีศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระและภูมิคุ้มกันสูงกว่า 
P. linteus 
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
 การวิจัยน้ีเป็นการวิจัยเชิงทดลอง (experimental research) เพื่อศึกษาอาหารที่เหมาะสม 
ต่อการเจริญของเส้นใยเห็ด Phellinus ในอาหารเหลว จากนั้นน าไปศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ต้าน
จุลินทรีย์ และคุณลักษณะทางเคมีบางประการของพอลิแซ็กคาไรด์ในเส้นใยเห็ด Phellinus  
3.1  ตัวอย่างท่ีใช้ในการทดลอง 
    
 เห็ดที่ใช้ในการวิจัยจากพิพิธภัณฑ์เห็ดที่มีฤทธ์ิทางยา มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 

 3.1.1 Phellinus spp. จ านวน 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ P. igniarius (MUST_7842),                  
P. nigricans (MUST_7843), P. robustus (MUST_7844) และ P. setulosus (MUST_7845) 
 
3.2  สารเคมีและเครื่องมือท่ีใช้ในการทดลอง 
  

    3.2.1 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง  

   1) 0.85% Normal salin solution 

   2) Mc Farland standard No. 0.5 

   3) 5% Sodium hypochlorite 
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   4) Methanol (merck)   

   5) Absolute ethanol (merck)   

                      6) 5% DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Sigma-Aldrich) 

            7) BaCl2· 2H2O (barium chloride) (merck) 

   8) Gentamicin sulphate solution  

   9) Quercetin (Sigma-Aldrich) 

  10) Gallic acid (Sigma-Aldrich) 

  11) Ferric chlorine hexahydrate 

  12) Ferrous sulfate heptahydrate 

  13) Sodium chloride 

  14) Sulfuric acid (merck) 

            15) Sodium dodecyl sulphate (SDS)  

                      16) Sodium carbonate anhydrous (merck) 

            17) 2, 2-diphenly-1-picryhydrazyl (DPPH radical) (Sigma-Aldrich) 

                     18) Folin-Ciocalteu’s reagent (Sigma-Aldrich) 

                     19) 2, 2-Phenol crystal 

                     20) Bromophenol blue 

                     21) 2, 2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic diammonium   

     salt (ABTS) (Sigma-Aldrich) 

           22) Ammonium persulfate 

           23) 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS)  
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           24) 2,4,6-tripyridyl-s-triazine 

           25) Malt extract 

           26) Yeast extract 

           27) Peptone 

           28) Glucose  

           29) Dipotassium Phosphate (K2HPO4) (merck) 

           30) Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4) (merck) 

           31) Magnesium Sulfate Heptahydrate (MgSO4·7H2O) (merck) 

 
 3.2.2 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 

   1) เครื่องช่ังสาร (Balance) 

   2) เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH-meter) 

   3) หม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) 

   4) ตู้เข่ียเช้ือ (Laminar airflow cabinet) 

   5) ตู้อบไอร้อน (Hot air oven) 

   6) ตู้บ่มเช้ือ (Incubator) 

   7) อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

   8) เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Controller incubator Shaker) 

   9) เครื่องปั่นเหว่ียง (Centrifuge) 

  10) เครื่องวัดการดูดกลืนคลื่นแสง (UV-VIS spectrophotometer, Microplate                

     reader, FT-IR spectrometer) 
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  11) Micropipette ขนาด 10, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

      12) เครื่องฟรีซดราย (Freeze dry) 

 3.2.3 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 
  1)  ไม้พันส าลี (swab)    
  2)  จานเพาะเช้ือ (Petri dish) 
  3)  ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask)  
  4)  กระบอกตวง (Cylinder) 
  5)  Cork borer No.6   
  6)  กระบอกฉีดยา 
  7)  ตะเกียงแอลกอฮอล ์   
  8)  กรวยแก้ว 
  9)  บีกเกอร์ (Beaker)   
  10) ปิเปต (Pipette) 
  11) บีกเกอรส์แตนเลส   
  12) ลูป (Loop)  
  14) หัวกรองฆ่าเช้ือ Whatman 0.45 µm   
  16) หลอดทดลอง 
  17) ไมโครปิเปต (Mricropipette) 
  18) คีมคีบ (Forceps) 
  19) ถุงพลาสติกและหนังยาง 
  20) เวอร์เนียร์คาลิฟเปอร์ (vernier caliper) 
  21) ตู้เข่ียเช้ือ 
 
3.3 เชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 

1) Escherichia coli ATCC 25922 
   2) Bacillus cereus ATCC 11778 
      3) Staphylococcus aureus ATCC 25923 
       4) Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) DMST20625 

5) Pseudomonas aeruginosa DMST 4739 
6) Proteus mirabilis TISTR 100 
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7) Salmonella typhimurium TISTR 1471 
8) Staphylococcus epidermidis TISTR 518 
9) Candida albicans TISTR 5779 
 

3.4 อาหารเลีย้งเชื้อ  
1) Nutrient Broth (NB) (Himedia)  
2) Nutrient Agar (NA) (Himedia) 
3) Muller Hinton agar (MHA) (Himedia) 
4) Potato dextrose agar (PDA) (Himedia) 
5) Sabouraud Dextrose broth (SDB) (Himedia) 
6) Sabouraud Dextrose agar (SDA) (Himedia) 

3.5 ยาปฏิชีวนะ 
 1) Gentamycin (T.P. drug labolatories) ความเข้มข้น 40 µg/ml (ใช้เป็น positive 
control ส าหรบัเช้ือแบคทีเรีย) 
 2) Tetracycline ความเข้มข้น 20 µg/ml (ใช้เป็น positive control ส าหรับเช้ือ
แบคทีเรีย) 

3)  Ketoconazole (Sigma-Aldrich)  ค ว าม เข้ ม ข้น  640 µg/ml (ใ ช้ เป็ น  positive 
control ส าหรับเช้ือยีสต์) 

 
3.6 วิธีการทดลอง 
       3.6.1 การคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์จากเห็ด Phellinus spp. 
                น าเห็ด Phellinus spp. ตัดเป็นช้ินเล็กๆ น าไปแช่ 5% Sodium hypochlorite เป็น
เวลา 5 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ แล้วน ามาบน Potato Dextrose Agar (PDA) บ่มที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียสจนกระทั่งเส้นใยเจริญ จากนั้นท าการตัดเส้นใยลงบนจานอาหาร  PDA บ่มที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสจนเส้นใยเจริญเต็มจานเพาะเช้ือได้เส้นใยบริสุทธ์ิส าหรับการศึกษาต่อไป 
          
        3.6.2 การจัดจ าแนกเห็ด Phellinus spp. 

3.6.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ (Genomic DNA)  
    เตรียมดีเอ็นเอ โดยการเพาะเลี้ยงเส้นใยลงในอาหารเหลว PDB บ่มที่ 28 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 5-10 วัน จากนั้นกรองและบดเส้นใยให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว น าเส้นใยที่บดละเอียด
ปริมาณ 40 มิลลิกรัม มาสกัด genomic DNA โดยใช้ Genomic DNA Extraction Mini kit (RBC 
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Bioscience, Taiwan) ตรวจสอบ คุณภาพของ DNA โดย agarose gel electrophoresis บน 
agarose gel 1% ใน TBE (Tris-HCl, Boric acid, EDTA)  

    3.6.2.2 การเพิ่มปริมาณ ITS1 และ ITS4 ของยีน rDNA โดยปฏิกิริยา PCR 
    ตามวิธีการของ Wagner & Fischer (2002) จากนั้ นน าดี เอ็นเอที่ ได้มาใช้ เป็ น 

template ในก ารท า  Polymerase Chain Reaction (PCR) ด้ วย  primers ที่ จ า เพ าะต่ อยี น 
nuclear encode โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน internal transcribed spacer (ITS) region มี
ความยาวประมาณ 650-750 bp โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 (5’-CTTGGTCATTTAGAGCAAGTAA-3’) 
และ ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) โดยชุด PCR (ปริมาตรรวม 25 µl) ซึ่งประกอบด้วย 
2.50 µl PCR 10x buffer, 1.0 µl MgCl2 (2.5mM) , 2.5 µl primers, 0.5 µl dNTPs (10 mM) , 
0.25 µl Tag polymerase และ genomic DNA ปริมาตรที่เหมาะสม และปรับปริมาตรให้ได้ 25 µl 
ด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ ข้ันตอนถัดไปท าปฏิกิริยา PCR ภายในเครื่อง Thermal cycle โดยใช้
โปรแกรมอุณหภูมิรอบที่ 1 : 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที รอบที่ 2 - 35 รอบ : 94 องศาเซลเซียส 
เวลา 5 นาที, 55 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที และรอบสุดท้าย : 
72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที (White 1990; Jeong et al., 2005) 

    3.6.2.3 การหาล าดับเบส และการวิเคราะห์ยีน 
    น าผลผลิต PCR ไปท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้ HiYieldTM Gel/PCR DNA Extraction kit  

(RBC BIOSCIENCE, Taiwan) วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยบริษัท Macrogen (Seoul, Korea) 
และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม MEGA 10 เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน Genblank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
        3.6.3 การเตรียมหัวเชื้อเห็ด (Inoculum) 

    น าเส้นใยบริสุทธ์ิที่แยกได้จากข้อ 3.6.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA โดยใช้ 
cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ตัดเส้นใยวางลงจานเพาะเลี้ยงที่มีอาหาร PDA บ่ม
ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือ    
  
        3.6.4 การศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจรญิของเส้นใยเห็ด Phellinus spp. 
                น าเส้นใยเห็ดที่ได้จากการเตรียมในหัวข้อ 3.6.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง Potato 
Malt Peptone (PMP), Glucose Yeast Extract 1 (GY1) และ Glucose Yeast Extract 2 (GY2) 
ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.8 (Wang et al., 2014) โดยวางตรงกึ่งกลางของจานอาหารเลี้ยงเช้ือท า
การทดลองสูตรอาหารละ 3 ซ้ า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส บันทึกผลการเจริญของเส้นใย
ที่เจริญแผ่ออกไปในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ  
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        3.6.5 การสกัดสารพอลิแซ็กคาไรด ์

3.6.5.1 เส้นใย (Mycelium)  
  น าเส้นใยเห็ดที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เหมาะสมตัดเป็นช้ินเล็กๆ จากนั้น
น ามาสกัดด้วยน้ าร้อน 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ท าซ้ า 2 ครั้ง น าส่วนใสมาตกตะกอน
ด้วยเอทานอล อัตราส่วนสารตัวอย่างต่อเอทานอลเท่ากับ 1:4 (v/v) ตามล าดับ น ามาปั่นเหว่ียง
ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ส่วนที่เป็นตะกอนล้างด้วยเอทานอลเข้มข้นและ
ปั่นเหว่ียงอีกรอบ ท าให้แห้งจะได้สารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์สามารถน าไปวิเคราะห์ต่อไปได้ (Lee 
et al., 2003) 

3.6.5.2 เห็ด (Fruiting bodies) 
น าดอกเห็ดมาบดสกัดด้วยน้ าร้อน 95 องศาเซลเซียส เป็นอีก 2 ครั้ง เป็นเวลา 2  

ช่ัวโมง แล้วน าไปปั่นเหว่ียงความเร็วรอบ 8,000 rpm เป็นเวลา 15 นาทีและกรอง แล้วน าส่วนใสมา
ตกตะกอนด้วยเอทานอล อัตราส่วนสารตัวอย่างต่อเอทานอล เท่ากับ 1:4 (v/v) ตามล าดับ เก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง น าไปปั่นเหว่ียงความเร็วรอบ 8,000 rpm เป็นเวลา 
15 นาที ตะกอนที่ได้น ามาล้างด้วยเอทานอลและปั่นเหว่ียงอีก 2 ครั้ง ท าให้แห้งได้สารสกัดหยาบ   
พอลิแซ็กคาไรด์สามารถน าไปวิเคราะห์ต่อไป  
 

3.6.6 การวิเคราะห์หาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวม 
  น าสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้มาวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรตโดยวิธี 
phenol sulfuric acid (Dubuis et al., 1956) ตามวิธีการดัดแปลง Mazuko และคณะ (2005) ซึ่ง
ใช้ตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร เติม 5% phenol จ านวน 1 มิลลิลิตร ผสมอย่างรวดเร็ว ใส่กรดซัลฟิวริก 5 
มิลลลิิตร ทันทีตั้งทิ้งไว้ในให้สารท าปฏิกิริยากับตัวอย่าง น าไปบ่มในอ่างน้ า 25-30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที น ามาตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง น าไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสง 490 นาโนเมตร บันทึก
ผลและใช้กลูโคสเป็นสารมาตรฐาน น าไปค านวณหาค่าปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 

 
ความเข้มข้นของกลโูคส (g/l)   =   ค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 nm x อัตราการเจือจาง 

       (ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด)             ความชันของกราฟมาตรฐาน x 1000 
  

3.6.7 การหาปริมาณ Total phenolic content (TPC)  
 การตรวจสอบหาปริมาณฟีนอลิก โดยวิธีดัดแปลงตาม Singleton และคณะ (1995) เตรียม
สารละลาย gallic acid 1 มิลลิลิตร ที่ความเข้มข้น 0.1-5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้ methanol 



 

 

 41 
 

 

เป็นตัวท าละลาย เติมสารละลายโฟลิน-ซิโอเคาทูรีเอเจนต์ (Folin-Ciocalteu’s reagent) ท าการเจือ
จาง 10 เท่า ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เก็บไว้ในที่มืด จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความ
เข้มข้น 7.5% (w/v) ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 4 มิลลิลิตร ตั้งไว้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมงก่อน
จะน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophotometer 
โดยใช้กรกแกลลิกเป็นสารมาตรฐาน ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดหาได้จากการน าค่าการดูดกลืนแสงของ
สารตัวอย่างเทียบกับกราฟมาตรฐาน ปริมาณที่ได้แสดงในหน่วยมิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อสารสกัด
แห้งปริมาณ 1 กรัม (mg GAE/กรัมสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์) 

3.6.8 การหาปริมาณ Total flavonoid content (TFC) 
ดัดแปลงตามวิธีของ Kamtekar และคณะ (2014) สารสกัดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติม

สารละลาย 5% NaNO2 ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันบ่มเป็นเวลา 5 นาที แล้วเติม 10% 
AlCl3 ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันบ่มเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 1M NaOH 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที น าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความคลื่น 510 นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ้ า การหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ใช้เคอร์ซิติน 
เป็นสารมาตรฐาน ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดหาได้จากการค านวณค่าการดูดกลืนแสงของสา ร
ตัวอย่างเทียบกับกราฟมาตรฐานของเคอร์ซิติน ปริมาณที่ได้แสดงในหน่วยมิลลิกรัมเคอร์ซิตินต่อ
น้ าหนักสารสกัดหยาบแห้งปริมาณ 1 กรัม (mg QE/กรัมสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์) 

 
3.6.9 การหาปริมาณโปรตีน (Protein content) 

 ดัดแปลงวิธี Bradford (1976) โดยเตรียมสารละลายตัวอย่าง 10-50 ไมโครลิตร ผสมกับ
โปรตีน (Bio-Rad) 200 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตร 1 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ ผสมให้เข้า
กันและตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที น าไปวัดการดูดกลืนคลื่นแสง 590 นาโนเมตร ใช้ sample 
buffer เป็น blank น าค่าการดูดกลืนคลื่นแสงมาค านวณโปรตีนโดยเทียบกับสารมาตรฐาน bovine 
serum albumin (BSA) 
 

3.6.10 FT-IR spectroscopy  
 ในการวิเคราะห์ใช้เครื่อง ATR-FTIR spectrophotometer โดยน าสารสกัดแห้ง 2 มิลลิกรัม
วางลงบนแท่นวางของเครื่อง จากนั้นท าการตั้งค่าการสแกนตั้งแต่ 4000 - 400 cm-1 โดยระบุช่ือ
ตัวอย่างแต่ละชนิด เครื่องจะท าการวัดและบันทึกผล และน าผลสเปคตรัมที่ได้มาวิเคราะห์ต่อไป
(Jourauphy et al., 2008) 
 

 3.6.11 การทดสอบฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ 
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  3.6.11.1 การทดสอบด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay  
เตรียมสารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ความเข้มข้น 0.1 

มิลลิโมล ในสารละลาย absolute methanol ปริมาตร 900 ไมโครลิตร และเตรียมสารสกัดตัวอย่าง
ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 0.1-5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าสารละลาย DPPH 
และสารสกัดตัวอย่างผสมให้เข้ากันโดยให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1000 ไมโครลิตร ดัดแปลงตามวิธี 
Wang แล ะ คณ ะ  (2014)  ทิ้ ง ไ ว้ เป็ น เวล า  30 น าที  วั ด ค่ า ก าร ดู ด ก ลื น แ ส ง ด้ ว ย เค รื่ อ ง 
spectrophotometer ที่ ความยาวคลื่น  517 นาโนเมตร จ านวนทดลอง 3 ซ้ า โดยใช้โดยใช้ 
ascorbic acid เป็นสารมาตรฐานในการเปรียบเทียบ น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง จากสูตร 
 

DPPH radical scavenging (%)   =   [ (A0-As)/A0 ] x 100 
 

โดย  A0 = ค่าการดูดกลืนแสงตัง้ต้น  
As = ค่าการดูดกลืนแสงหลังจากเติมสารตัวอย่าง 

ฤทธ์ิต้านออกซิเดชันจะแสดงเป็นค่า IC50 คือ ความเข้มข้นของสารที่สามารถยับยัง้อนุมลูอสิระได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ 
 
  3.6.11.2 การทดสอบด้วยวิธี ABTS assay  
  ตามวิธีการดัดแปลง Wang และคณะ (2014) เตรียมสารละลาย ABTS 7 มิลลิโมล 
ผสมกับ 2.4 มิลลิโมล K2S2O8 (Potassium persulfate) แล้วเก็บที่อุณหภูมิห้อง 12 ช่ัวโมง ในที่มืด 
จากนั้นจะได้ ABTS•+ น าไปเจือจางด้วยน้ าปราศจากไอออน แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงให้อยู่ในช่วง 
0.7 ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร จากนั้นเตรียมสารสกัดตัวอย่างความเข้มข้น 0.1-5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร จ านวน 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันกับสารละลาย ABTS•+ 900 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องมืด เวลา 20 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ทดลอง 3 ซ้ า 
ใช้ ascorbic acid เป็นสารมาตรฐานในการเปรียบเทียบน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง จากสูตร 
 

    ABTS radical scavenging %   =  [ (A0-As)/A0  ] x 100  
 

โดย      A0 = ค่าการดูดกลืนแสงตั้งต้น  
    As = ค่าการดูดกลืนแสงหลงัจากเติมสารตัวอย่าง 
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  3.6.11.3 การทดสอบด้วยวิธี FRAP assay  
  ดัดแปลงตามวิธีการของ Benzie & Strain (1999) เตรียมสารละลาย FRAP (Ferric 
reducing antioxidant power) reagent โดยผสม acetate buffer 300 มิลลิโมล (pH 3.6), 20 
มิลลิโมล Ferric chloride solution (FeCl3·H2O) และ 10 มิลลิโมล TPTZ (2,4,6-trispyridyl-s-
triazine) ในอัตราส่วน  10 : 1 : 1 สารสกัดตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร ผสมกับ FRAP reagent 950 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร 
จ านวนทดลอง 3 ซ้ า เตรียมสารละลาย FeSO4 เป็นสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100-1000    
ไมโครโมล น าไปค านวณหา FRAP value (µmole Fe2+/กรัมสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ )      
(Wang et al., 2014) 
  

  3.6.12 การศึกษาสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อ                          
แบคทีเรียและยสีต์ก่อโรคในมนุษย์ ด้วยวิธี Agar well diffusion 
   ท าโดยใช้ไม้พันส าลีปลอดเช้ือจุ่มเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือยีสต์ C. albicans ที่เตรียมไว้ โดย
เจือจางเช้ือแบคทีเรียด้วยสารละลาย Normal saline solution (0.85%) ปรับให้มีความขุ่นใกล้เคียง
กับ McFarland Standard No. 0.5 (เช้ือประมาณ 1.5 x 108 CFU/ml) และเจือจางยีสต์ด้วย
สารละลาย Normal saline solution (0.85% ) ปรับ ให้มีความ ขุ่นใกล้ เคียงกับ  McFarland 
Standard No. 0.5 (เช้ือประมาณ 1.5 x 106 CFU/ml) จากนั้นท าการป้าย (swab) ลงจานอาหาร 
MHA และ SDA ตามล าดับ (เช้ือ 1 สายพันธ์ุต่อ 1 จานอาหาร) ท าเช้ือละ 3 ซ้ า จากนั้นน าสารสกัด
หยาบพอลิแซ็กคาไรด์มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียและเช้ือยีสต์ C. albicans 
ด้วยวิธี agar well diffusion หยดสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร) โดยใช้ positive control คือ Gentamycin และ Tetracycline ตามล าดับ 
และใช้ 5%  dimethyl sulfoxide (DMSO) เป็ น  negative control บ่ มที่ อุณ ห ภูมิ  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง บันทึกผลโดยดูบริเวณที่มีการยับยั้ง ( Inhibition zone) ของ
แบคทีเรียทดสอบโดยใช้เวอร์เนียร์คาลิฟเปอร์ (หน่วยการวัดเป็นมิลลิเมตร) (Balouiri et al., 2016) 

 
3.6.13 การศึกษาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ 

ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ (MIC) และฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ (MBC) โดยวิธี Broth 
microdilution 
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 โดยการท า Broth microdilution test ทดสอบใน microtiter plate 96 well โดยใช้
อาหารเหลว 50 มิลลิลิตรต่อหลุม เจือจางสารสกัดทดสอบแบบ two fold dilution เจือจางเช้ือ
แบคทีเรียด้วยสารละลาย Normal saline solution (0.85%) ปรับให้มีความขุ่นใกล้ เคียงกับ 
McFarland Standard No. 0.5 (เช้ือประมาณ 1.5 x 108 CFU/ml) และเจือจางยีสต์ด้วยสารละลาย 
Normal saline solution (0.85%) ปรับให้มีความขุ่นใกล้เคียงกับ McFarland Standard No. 0.5 
(เช้ือประมาณ 1.5 x 106 CFU/ml) จากนั้นเติมเช้ือที่เจือจางแล้ว 50 ไมโครลิตร ในอาหารเหลวที่มี
สารสกัดทดสอบเจือจางอยู่ โดย positive control คือหลุมที่มี เช้ือและยา gentamycin และ 
tetracycline ตามล าดับ และ negative control คือหลุมมีเช้ือและอาหารเหลวปราศจากสารสกัด 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาวัดค่าการยับยั้งการเจริญของ
เช้ือโดยการเติม resazurin ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง อ่านผลโดยดูการเปลี่ยนแปลงสีของ resazurin หากสารสกัดมีฤทธ์ิ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือจะแสดงให้เห็นสีน้ าเงินของ resazurin และถ้าเช้ือยังสามารถเจริญได้ 
resazurin จะเปลี่ยนจากสีน้ าเงินเป็นสีชมพู  การทดสอบคาความเขมขนต่ าที่สุดที่สามารถฆ่า
แบคทีเรีย (Minimum Bactericidal Concentration; MBC) ท าตอเนื่องจากการหาคา MIC โดยวิธี 
drop plate น าสารละลายหลุมที่ใหผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจากการหาคา MIC มาหยดลง
บนอาหาร NA ปริมาตรจุดละ 10 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง อานค่า 
ความเขมขนต่ าสุดที่สามารถฆาแบคทีเรียได ้ (ดัดแปลงมาจาก National Committee for Clinical 
Laboratory Standards, 2008)   

 
 
            3.6.14 ทดสอบความเป็นพิษ (Cytotoxic effect) ต่อเซลล์สิ่งมีชีวิต 
 น า cell culture มาทดสอบ โดยเซลล์ที่ใช้ได้แก่ มะเร็งเต้านม (MDA-MD-231) และมะเร็ง
ตับ (HepG2) ตามวิธี Gao และคณะ (2013) ทดสอบใน 96-well microtiter plate ความหนาแน่น 
1x104 cell/well ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ผสมสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์
ความเข้มข้น 10 - 2000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เติม colorimetric 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เวลา 4 ช่ัวโมง เกิดผลึก formazan น ามาละลายด้วยไอโซโพรนอลในกรดไฮโดรคลอริก 
น าไปวัดการดูดกลืนคลื่นแสงความยาว 540 นาโนเมตร ในเครื่อง microplate reader น าค่าการ
ดูดกลืนแสงค านวณตามสูตร (Li et al., 2015) 

 
จ านวนเซลล์รอดชีวิต (%) = สารตัวอย่าง+อาหารเลี้ยงเซลล์+เซลล์ – อาหารเลี้ยงเซลล์+สารตัวอย่าง x 100 
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                                         อาหารเลี้ยงเซลล์+เซลล์ - อาหารเลี้ยงเซลล์+สารตัวอย่าง          

 
4. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

แสดงผลเป็นค่า mean ± SD และวิเคราะห์ค่าทางสถิติ ค่า p<0.05 ถือว่ามีความแตกต่าง 
อย่างมีนัยส าคัญโดยใช้ One-way ANOVA และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย (Post hoc test) 
โดยเปรียบเทียบพหุคูณ (Multiple comparison) โดยวิธี Turkey’s HSD ด้วยโปรแกรม SPSS 
version 11.5 
  

 
 
 
 
 

บทที่ 4  
ผลการวิจัย 

 
การศึกษาฤทธ์ิต้านจุลชีพและฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระของสารสกัดหยาบพอลิแซก็คาไรด์จากเห็ด  
Phellinus spp. ผู้วิจัยได้น าเสนอผลการวิจัยตามล าดับดังนี ้ 
 4.1 การจ าแนกเห็ดโดยใชขอมูลทางพันธุกรรม 

        4.2 ผลการศึกษาอาหารเลี้ยงเช้ือทีเ่หมาะสมต่อการเจริญของเส้นใยและปริมาณ                   
พอลิแซก็คาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด Phellinus spp. 

 4.3 ผลการศึกษาเพิ่มปริมาณเส้นใยเห็ด ปริมาณน้ าหนักแห้งสารสกัดหยาบ 
 พอลิแซ็กคาไรด์และปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอก   
 เห็ด Phellinus spp. 

 4.4 วิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบ 
      พอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp. 
 4.5 ผลการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ 

.     
4.1 การจ าแนกเห็ดโดยใช้ข้อมลูทางพันธุกรรม 
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 จากการคัดเลือกเหด็ สามารถจ าแนกชนิดของเห็ดโดยเปรียบเทียบล าดับเบสในส่วนของ
ดีเอ็นเอบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ของribosomal DNA (rDNA) ด้วยคู่ไพรเมอร์ 
ITS1 แ ล ะ  ITS4 เมื่ อ เป รี ยบ เที ยบ ฐ าน ข อ มู ล จ าก  GenBank ขอ ง  National Center for 
Biotechnology Information (NCBI)  พ บ ว่ า  P.  igniarius, P.  nigricans, P.  robustus แ ล ะ            
P. setulosus มีล าดับคู่เบสประมาณ 718, 739, 771 และ 789 คู่เบส มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกับ 
98.47, 99.72, 99.21 และ  97.14 เปอร์ เซ็ น ต์  ตามล าดับ  (ตาราง 4.1) และแสดงการท า 
phylogenetic tree (ภาพภาคผนวก ค.3)     
 
 
 
 
 
ตาราง 4.1 ผลการศึกษาค่าผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยเทียบกับฐานข้อมูล Genbank ของ 
National Center for Biotechnology Information (NCBI)         

ไอโซเลต Match Accession 
number 

Bits 
(score) 

bps Similarity 
(%) 

MUST_7842 Phellinus igniarius MF782801.1 1264 (684) 718 98.47 
MUST_7843 Phellinus nigricans MF319077.1 1332 (721) 739 99.72 
MUST_7844 Phellinus robustus JQ087892.1 1365 (739) 771 99.21 
MUST_7845 Phellinus setulosus KU954536.1 1229 (665) 789 97.14 
 
 
4.2 ผลการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใยและปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
รวมของสารสกัดหยาบจากเสน้ใยเห็ด Phellinus spp.  
 
 4.2.1 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด Phellinus spp. 

จากผลการศึกษา พบว่าเส้นใยเห็ด P. igniarius, P. nigricans และ P. robustus เจริญได้ดี

บนอาหารแข็ง PMP, GY1 และ GY2 และเห็ด P. setulosus เจริญได้ดีถึงปานกลางบนอาหารแข็งทั้ง 

3 ชนิด ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 ดังนั้นจึงเพาะเลี้ยงเห็ด Phellinus ทั้ง 4 สายพันธ์ุในอาหารเหลว 

PMP, GY1 และ GY2 ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส บ่มในสภาวะเขย่าด้วย
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ความเร็วรอบ 125 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน เพื่อวิเคราะห์หา

น้ าหนักแห้งของเส้นใยและปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด (ตาราง 4.2) 

พบว่าเห็ด P. igniarius เจริญได้ดีในอาหาร GY2 ให้น้ าหนักเส้นใยสูงที่สุด (11.78 ± 3.09 กรัมต่อ

ลิตร)  และรองลงมา GY1 และ PMP (11.54 ± 3.18 และ 7.14 ± 2.55 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ ใน

อาหาร GY1 ให้ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุด (23.50 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักแห้ง) 

รองลงมาคืออาหาร PMP และ GY2 (17 และ 14.50 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักแห้ง) ตามล าดับ ส าหรับ

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบสูงที่สุดในอาหาร GY2 (367.60 ± 39.84 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัด

หยาบ) และรองลงมาคืออาหาร GY1 และ PMP (321.80 ± 39.39 และ 187.40 ± 23.74 มิลลิกรัม

ต่อกรัมสารสกัดหยาบ) ตามล าดับ  

 เห็ด P. nigricans เจริญได้ดีในอาหาร GY2 ให้น้ าหนักเส้นใยสูงที่สุด (11.74 ± 3.42 กรัมต่อ
ลิตร) และรองลงมาคืออาหาร PMP และ GY1 (10.74 ± 1.56 และ 8.52 ± 2.77 กรัมต่อลิตร) 
ตามล าดับ ในอาหาร GY2 ให้ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุด (19.50 มิลลิกรัมต่อ
น้ าหนักแห้ ง) รองลงมาคืออาหาร GY1, PMP (17.50 และ 15.00 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักแห้ง) 
ตามล าดับ ส าหรับปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบสูงที่สุดในอาหาร GY2 (557.33 ± 20.50 มิลลิกรัม
ต่อกรัมสารสกัดหยาบ) รองลงมาคืออาหาร GY1 และ PMP (491.00 ± 14.73 และ 438.00 ± 9.45 
มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) ตามล าดับ 

เห็ด P. robustus เจริญได้ดีในอาหาร GY2 ให้น้ าหนักเส้นสูงที่สุด (10.30 ± 4.15 กรัมต่อ
ลิตร) รองลงมาคืออาหาร PMP และ GY1 (8.80 ± 2.33 และ 8.50 ± 2.94 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ 
ในอาหาร GY2 ให้ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุด (10.50 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักแห้ง) 
รองลงมาคืออาหาร GY1 และ PMP (7.00 และ 6.00 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักแห้ง) ตามล าดับ ส าหรับ
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบสูงที่สุดในอาหาร GY1 (524.66 ± 57.91 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัด
หยาบ) และรองลงมาคืออาหาร GY2 และ PMP (471.94 ± 37.78 และ 443.60 ± 34.68 มิลลิกรัม
ต่อกรัมสารสกัดหยาบ) ตามล าดับ 
 เห็ด P. setulosus เจริญได้ดีในอาหาร GY1 ให้น้ าหนักเส้นใยสูงที่สุด (7.97 ± 2.72 กรัมต่อ
ลิตร) รองลงมาคืออาหาร PMP และ GY2 (6.32 ± 3.56 และ 5.75 ± 2.17 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ 
ในอาหาร GY2 ให้ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุด (16.00 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักแห้ง) 
รองลงมาคืออาหาร GY1 และ PMP (15.50 และ 6.00 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักแห้ง) ตามล าดับ ส าหรับ
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบสูงที่สุดในอาหาร GY1 (556.40 ± 6.43 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัด
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หยาบ) รองลงมาคืออาหาร GY2 และ PMP (421.22 ± 12.13 และ 316.20 ± 9.07 มิลลิกรัมต่อกรัม
สารสกัดหยาบ) ตามล าดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตาราง 4.2 น้ าหนักแห้ง ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซก็คาไรด์ และปริมาณพอลิแซ็กคาไรดร์วม ของ
เห็ด Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ ในอาหารเหลว 3 สูตร ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 บ่มทีอุ่ณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขย่า 125 รอบต่อนาที และระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 14 วัน  

ตัวอย่างและ 
อาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

น้ าหนักแหง้* 
ของเส้นใย  

(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณสารสกัดหยาบ 
พอลิแซก็คาไรด ์

(มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนัก
แห้ง) 

ปริมาณพอลิแซก็คาไรด์* 
รวม 

(มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัด
หยาบ) 

P. igniarius 
PMP 
GY1 
GY2 

 
7.14 ± 2.55b 
11.54 ± 3.18a 
11.78 ± 3.09a 

 
17.00 
23.50 
14.50 

 
187.40 ± 23.74c 
321.80 ± 39.39b 
367.60 ± 39.84b 

P. nigricans 
PMP 
GY1 
GY2 

 
10.74 ± 1.56a 
8.52 ± 2.77b 
11.74 ± 3.42a 

 
15.00 
17.50 
19.50 

 
438.00 ±  9.45b 
 491.00 ± 14.73a 
 557.33 ± 20.50a 

P. robustus 
PMP 
GY1 

 
8.80 ± 2.33b 
8.50 ± 2.94b 

 
6.00 
7.00 

 
443.60 ± 34.68b 
524.66 ± 57.91a 
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GY2 10.30 ± 4.15a 10.50 471.94 ± 37.78a 
P. setulosus 

PMP 
GY1 
GY2 

 
6.32 ± 3.56c 
7.97 ± 2.72b 
5.75 ± 2.17c 

 
6.00 
15.50 
16.00 

 
316.20 ± 9.07b 
556.40 ± 6.43a 

 421.22 ± 12.13b 
หมายเหตุ : ± ค่าเฉลี่ยความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากการทดลอง 3 ซ้ า 

* a, b และ c ตัวเลขที่มีตัวอักษรก ากับต่างกันในสดมภ์เดียวกัน แสดงว่ามีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยวิธี Turkey’s Honestly Significant Different 
(HSD) 

 
 

 จากผลการศึกษาอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมต่อการเจริญและวิเคราะห์หาปริมาณน้ าหนัก
แห้งของเส้นใยและพอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด Phellinus จ านวน 4 สาย
พันธ์ุ ได้ชนิดอาหารที่เหมาะสมคือ อาหาร GY1 เป็นอาหารที่เหมาะสมต่อเห็ด P. setulosus และ
อาหาร GY2 เป็นอาหารที่เหมาะสมต่อเห็ด P. igniarius, P. nigricans และ P. robustus ส าหรับ
เพาะเลี้ยงเส้นใยเพื่อเพิ่มปริมาณในอาหารเหลว ศึกษาองค์ประกอบและลักษณะโครงสร้างทางเคมี 
และฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ดต่อไป 
 
 
4.3 ผลการศึกษาเพ่ิมปริมาณเส้นใยเห็ด ปริมาณน้ าหนักแห้งสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ และ
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp. 
 
 4.3.1 ปริมาณน้ าหนักแห้งสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์และพอลิแซ็กคาไรด์รวมจาก

เส้นใยเห็ด Phellinus spp.   
 น าเส้ น ใย เห็ ด  Phellinus จ านวน  4 สายพัน ธ์ุ ได้ แก่  P. igniarius, P. nigricans, P. 
robustus เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเหมาะสมคือ GY2 และ P. setulosus เพาะเลี้ยงในอาหาร GY1 
ที่ค่าความเป็นกรด่าง 6.8 อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง ระยะเวลา 30 วัน วิเคราะห์
น้ าหนักแห้งของเส้นใย และปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวม พบว่า P. igniarius ให้น้ าหนักแห้งเส้นใยสูง
ที่สุด (11.32 ± 5.12 กรัมต่อลิตร) รองลงมาคือ P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus 
(10.74 ± 3.99, 10.20 ± 4.04 และ 9.25 ± 5.76 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ นอกจากนี้ P. igniarius 
ให้ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุด (19.05 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง) รองลงมาคือ 
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P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus (16.05, 14.75 และ13.20 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนัก
แห้ง) ตามล าดับ ส าหรับปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบสูงที่สุดในเห็ด P. igniarius (798.81 ± 
26.30 มิลลิกรัมต่อกรมัสารสกัดหยาบ) รองลงมาคือ  P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus   
(707.85 ± 21.55, 685.48 ± 23.07 และ  360.24 ± 37.78 มิ ลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ ) 
ตามล าดับ (ตาราง 4.3) 
 
 
 
 
 
ตาราง 4.3 น้ าหนักแห้งของเส้นใย ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ และพอลิแซ็กคาไรด์รวม
ของเส้นใยเห็ด Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเหมาะสม ค่าความเป็นกรด-
ด่าง 6.8 บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 30 วัน  

ตัวอย่าง น้ าหนักแหง้* 
ของเส้นใย  

(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณสารสกัด 
พอลิแซก็คาไรด์หยาบ 

(มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแหง้) 

ปริมาณพอลิแซก็คาไรด์รวม* 
(มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัด

หยาบ) 
P. igniarius 11.32 ± 5.12a 19.05 798.81 ± 26.30a 
P. nigricans 10.20 ± 4.04a 16.05 707.85 ± 21.55b 
P. robustus 10.74 ± 3.99a 14.75 685.48 ± 23.07b 
P. setulosus  9.25 ± 5.76b 13.20 360.24 ± 37.78c 
หมายเหตุ : ± ค่าเฉลี่ยความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากการทดลอง 3 ซ้ า 

* a, b และ c ตัวเลขที่มีตัวอักษรก ากับต่างกันในสดมภ์เดียวกัน แสดงว่ามีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยวิธี Turkey’s Honestly Significant Different 
(HSD) 

 
 4.3.2 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด Phellinus spp.    

จากการน าดอกเห็ด Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ P. igniarius, P. nigricans,     
P. robustus และ P. setulosus มาวิเคราะห์หาปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ และ           
พอลิแซ็กคาไรด์รวม พบว่า P. igniarius ให้ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์สูงที่สุด (9.00 
มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง) รองลงมาคือ P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus (7.00, 
6.28 และ 3.68 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง) ตามล าดับ ส าหรับปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบมาก
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ที่สุดคือ P. robustus (705.24 ± 25.42 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) รองลงมาคือ P. igniarius, 
P. nigricans และ P. setulosus (688.73 ± 18.69, 448.33 ± 11.44, 261.19 ±  4.00 มิลลิกรัม
ต่อกรัมสารสกัดหยาบ) ตามล าดับ (ตาราง 4.4)  
 
 
 
 
 
 
ตาราง 4.4 ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ และพอลแิซ็กคาไรด์รวมจากดอกเห็ด Phellinus 
จ านวน 4 สายพันธ์ุ  

ตัวอย่าง ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ 
(มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแหง้) 

ปริมาณรวมพอลิแซ็กคาไรดร์วม* 
(มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) 

P. igniarius 9.00 688.73 ± 18.69a 
P. nigricans 7.00 448.33 ± 11.44b 
P. robustus 6.28 705.24 ± 25.42a 
P. setulosus 3.68           261.19 ± 04.00c 
หมายเหตุ : ± ค่าเฉลี่ยความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากการทดลอง 3 ซ้ า 

* a, b, c และ d ตัวเลขที่มีตัวอักษรก ากับต่างกันตัวในสดมภ์เดียวกัน แสดงว่ามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยวิธี Turkey’s Honestly Significant 
Different (HSD) 

  
4.3 วิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบ      
พอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp. 

 
 4.3.1 ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม 

จากการทดสอบหาปริมาณนอลิกรวมในสารสกัดหยาบของเส้นใยและดอกของเห็ด 
Phellinus  จ านวน 4 สายพันธ์ุ โดยพิจารณาจากการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก    
(y = 17.044x และ R2 = 0.999) พบปริมาณฟีนอลิกแตกต่างกัน (ตาราง 4.5) สารสกัดหยาบพอลิ
แซ็กคาไรด์จากเส้นใยพบว่าเห็ด P. igniarius มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุด (97.76 ± 2.20 มิลลิกรัม
กรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัดหยาบ) รองลงมาคือเส้นใยเห็ด P. nigricans, P. robustus และ             
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P. setulosus (75.54 ± 2.86, 55.40 ± 0.45 และ 47.88 ± 2.29 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมสาร
สกัดหยาบ) ตามล าดับ และสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด P. igniarius มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุด 
(93.60 ± 0.41 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกั ดหยาบ) รองลงมาคือเห็ด P. nigricans,              
P. robustus และ P. setulosus (73.40 ± 0.51 53.00 ± 0.29 และ 45.00 ± 0.41 มิลลิกรัมกรด
แกลลิกต่อกรัมสารสกัดหยาบ) ตามล าดับ เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกรวมระหว่างเส้น
ใยและดอกเห็ด Phellinus พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ยกเว้นในเส้นใยเห็ด 
P. igniarius มีปริมาณฟีนอลิกรวมมากกว่าในดอกเห็ด 
 4.3.2 ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 

  จากการทดสอบหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมในสารสกัดหยาบของเส้นใยและดอกของเห็ด 
Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ โดยพิจารณาจากการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเคอร์ซิติน         
(y = 0.513x และ R2 = 0.993) พบปริมาณฟลาโวนอยด์แตกต่างกัน (ตาราง 4.5) ในสารสกัดหยาบ
พอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ด P. igniarius ให้ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงที่สุด (271.32 ± 1.16 
มิลลิกรัมเคอร์ซิตินต่อกรัมสารสกัดหยาบ) รองลงมาเส้นใย P. nigricans, P. robustus และ           
P. setulosus (178.14 ± 2.87, 165.56 ± 2.29 และ 123.84 ± 1.58   มิลลิกรัมเคอร์ซิตินต่อกรัม
สารสกัดหยาบ) ตามล าดับ และในสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด P. igniarius มีปริมาณฟลาโวนอยด์
รวมสูงที่สุด (300.80 ± 1.17 มิลลิกรัมเคอร์ซิตินต่อกรัมสารสกัดหยาบ) รองลงมาดอกเห็ด              
P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus (195.60 ± 1.19, 176.80 ± 1.19 และ 120.80 ± 
0.8 มิลลิกรัมเคอร์ซิตินต่อกรัมสารสกัดหยาบ) ตามล าดับ  

 
ตาราง 4.5 ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวม ของสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอกเห็ด 
Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ 

          เช้ือ ปริมาณฟีนอลิกรวม* 
 (มิลลกิรมักรดแกลลิกต่อกรัม

สารสกัดหยาบ) 

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม* 
 (มิลลกิรมัเคอร์ซิตินต่อกรัมสาร

สกัดหยาบ) 
เส้นใย P. igniarius 

P. nigricans 
P. robustus 
P. setulosus 

97.76 ± 2.20a 
75.54 ± 2.86c 
55.40 ± 0.45d 
47.88 ± 2.29e 

271.32 ± 1.16b 
178.14 ± 2.87d  
165.56 ± 2.29d 
123.84 ± 1.58e 

ดอก 
 

P. igniarius 
P. nigricans 

93.60 ± 0.41b 
73.40 ± 0.51c 

300.80 ± 1.17a 
195.60 ± 1.19c 
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P. robustus 
P. setulosus 

53.00 ± 0.29d 
45.00 ± 0.41e 

176.80 ± 1.19d 
120.80 ± 0.81e 

หมายเหตุ : ± ค่าเฉลี่ยความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากการทดลอง 3 ซ้ า 
 * a, b, c, d และ e ตัวเลขที่มีตัวอักษรก ากับต่างกันในสดมภ์เดียวกัน แสดงว่ามีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยวิธี Turkey’s Honestly Significant 
Different (HSD) 

 
 
 4.3.3 ปริมาณโปรตีนรวมของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ด   
 ผลจากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนรวมโดยดัดแปลงวิธี Bradford ใช้ Bovine Serum 
Albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน พบว่าปริมาณโปรตีนรวมมากที่สุดในเส้นใยเห็ด P. igniarius 
(14.71 ± 1.55 มิลลิกรัมต่อกรัมของสารสกัดหยาบ) รองลงมาคือเห็ด P. nigricans, P. robustus 
และ P. setulosus (12.35 ± 0.32, 12.69 ± 0.44 และ 10.95 ± 1.78 มิลลิกรัมต่อกรัมของสาร
สกัดหยาบ) ตามล าดับ ส าหรับปริมาณโปรตีนรวมจากดอกเห็ด พบดอกเห็ด P. igniarius มีปริมาณ
โปรตีนรวมมากที่สุด (38.77 ± 0.33 มิลลิกรัมต่อกรัมของสารสกัดหยาบ) รองลงมาคือเห็ด                                  
P. robustus, P. nigricans และ P. setulosus (35.00 ± 0.47, 28.66 ± 0.24 และ 14.78 ± 0.19 
มิลลิกรัมต่อกรัมของสารสกัดหยาบ) ตามล าดับ (ตาราง 4.6) และท าการทดลองด้วยวิธี SDS-PAGE 
(ภาพผนวก ค.2) 
 
ตาราง 4.6 ปริมาณโปรตีนรวมของสารสกัดหยาบพอลิแซก็คาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus  

จ านวน 4 สายพันธ์ุ  
ตัวอย่าง ปริมาณโปรตีนรวมเส้นใย* 

(มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) 
ปริมาณโปรตีนรวมดอกเห็ด* 

(มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) 
P. igniarius 14.71 ± 1.55a 38.77 ± 0.33a 
P. nigricans 12.35 ± 0.32b 28.66 ± 0.24b 
P. robustus 12.69 ± 0.44b         35.00 ± 0.47a 
P. setulosus 10.95 ± 1.78b 14.78 ± 0.19c 
หมายเหตุ : ± ค่าเฉลี่ยความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากการทดลอง 3 ซ้ า 
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* a, b และ c ตัวเลขที่มีตัวอักษรก ากับต่างกันในสดมภ์เดียวกัน แสดงว่ามีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยวิธี Turkey’s Honestly Significant Different 
(HSD) 

 
 4.3.4 การวิเคราะห์ FTIR 
 จากการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus 4       
สายพันธ์ุ ด้วย FTIR เพื่อยืนยันสารพอลิแซ็กคาไรด์ที่อยู่ในสารสกัดพบว่า สารสกัดหยาบจากเส้นใย
เห็ด Phellinus 4 สายพันธ์ุ ดูดกลืนแสดงได้หลายต าแหน่ง (ภาพประกอบ 4.1) แสดงค่าการดูดกลืน
แสงที่ช่วงความยาวคลื่น 3286-3273 cm-1, 1597-1553 cm-1 และ 1051-1043 cm-1 และสารสกัด
หยาบจากดอกเห็ดมีค่าการดูดกลืนแสงที่ต าแหน่ง 3267-3224 cm-1, 1601-1593 cm-1 และ 1055-
1042 cm-1 (ภาพประกอบ 4.2) ซึ่งช่วงความยาวคลื่นประมาณ 3390-2920 cm-1 เป็นต าแหน่งของ 
O-H stretching และ C-H stretching ช่วงความยาวคลื่นประมาณ 1600-1417 cm-1 เป็นต าแหน่ง
ของ COO- (carboxylic group) และ -CONH- group (Liu et al., 2016) และช่วงความยาวคลื่น
ประมาณ 1000-1200 cm-1 เป็นต าแหน่งของ C-O-C stretching และ C-OH side group (Wang 
et al., 2015) 
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ภาพประกอบ 4.1 FTIR Spectra ของเส้นใยเห็ด P. igniarius, P. nigricans, P. robustus และ  
P. setulosus 

 

 
               
ภาพประกอบ 4.2 FTIR Spectra ของดอกเห็ด P. igniarius, P. nigricans, P. robustus และ  

P. setulosus 
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4.4 ผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบพอลแิซ็กคาไรด ์
  
 4.4.1 ผลการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 

4.4.1.1 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
  จากการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอกของเห็ด  
Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ ด้วยวิธีมาตรฐาน DPPH พบว่าฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH• ของสาร 
สกัดหยาบจากเส้นใยและดอกเห็ด P. igniarius, P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus มี 
ความสอดคล้องไปในทิศทางเดียวกันคือ ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• เพิ่มข้ึนเมื่อความเข้มข้น 
ของสารสกัดหยาบเพิ่มข้ึน (ภาพประกอบ 4.3) ซึ่งสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด พบว่าเส้นใยเห็ด             
P. igniarius มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH• สูงที่สุด มีค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้ง
อนุมูลอิสระได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) เท่ากับ 62.45 ± 0.96 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือเส้น
ใยเห็ด P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus มีค่า IC50 เท่ากับ 78.19 ± 2.54, 327.87 ± 
0.67 และ 398.44 ± 1.52 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ตาราง 4.7 และภาพประกอบ 4.3 ก)  
  จากผลฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH• ของสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด พบว่าเห็ด                
P. igniarius มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH• สูงที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 64.27 ± 0.18 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร รองลงมาคือดอกเห็ด P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus มค่ีา IC50 เท่ากับ            
139.38 ± 0.72, 400.32 ± 0.65 และ 409.50 ± 0.54 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ตาราง 
4.7 และ ภาพประกอบ 4.3 ข)  
 

4.4.1.2 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
 จากการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอกของเห็ด  
Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ ด้วยวิธีมาตรฐาน ABTS พบว่าฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ABTS• ของสาร 
สกัดหยาบจากเส้นใยและดอกเห็ด P. igniarius, P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus มี 
ความสอดคล้องไปในทิศทางเดียวกันคือ ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS• เพิ่มข้ึนเมื่อความเข้มข้น 
ของสารสกัดหยาบเพิ่มขึ้น (ภาพประกอบ 4.4) ซึ่งสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระ ABTS• สูงที่สุด มีค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ (IC50) เท่ากับ 27.24 ± 0.76 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือเห็ด P. nigricans, P. 
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robustus และ P. setulosus มีค่า IC50  เท่ากับ 50.72 ± 1.17, 52.84 ± 0.44 และ 60.97 ± 0.35 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ตาราง 4.7 และ ภาพประกอบ 4.4 ก)  
 จากผลฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ABTS• ของสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด พบว่าเห็ด                
P. igniarius มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ABTS• สูงที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 28.06 ± 0.17 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร รองลงมาคือเห็ด P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus มีค่า IC50 เท่ากับ 36.32 
± 0.16, 53.43 ± 0.20 และ 62.94 ± 0.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (ตาราง 4.7 และ 
ภาพประกอบ 4.4 ข)  

 
4.4.1.3 การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 
ผลการตรวจสอบฤทธ์ิการรีดิวซ์โลหะด้วยวิธี FRAP จากสารสกัดหยาบเส้นใยและดอกเห็ด 

Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ พบว่าสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระสูงที่สดุ (119.73 ± 1.63 ไมโครโมล Fe2+equivalents ต่อกรัมสารสกัดหยาบ) รองลงมาเส้นใย
เห็ด P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus  (95.39 ± 2.56, 89.21 ± 1.73 และ 71.68 ± 
1.18 ไมโครโมล Fe2+equivalents ต่อกรัมสารสกดัหยาบ) ตามล าดับ ส าหรับสารสกัดหยาบจากดอก
เห็ ด  พ บ ว่า เห็ ด  P. igniareus มี ฤท ธ์ิต้ านอนุ มู ลอิ ส ระสู งสุ ด  (113.80 ± 1.94 ไม โคร โมล 
Fe2+equivalents ต่อกรัมสารสกัดหยาบ) รองลงมาคือดอกเห็ด P. nigricans, P. robustus และ     
P. setulosus (94.60 ± 1.66, 90.80 ± 1.70 และ 69.40 ± 2.03 ไมโครโมล Fe2+equivalents ต่อ
กรัมสารสกัดหยาบ ) ตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ                
พอลิแซ็กคาไรด์ระหว่างเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus พบว่าเส้นใยเห็ด P. igniarius และ              
P. setulosus มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้ดีสูงกว่าดอกเห็ดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ยกเว้นในเห็ด       
P. nigricans และ P. robustus (ตาราง 4.7) 
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ภาพประกอบ 4.3 เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลอสิระ DPPH• ของสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด (ก) 
และดอกเห็ด (ข) Phellinus spp. 
(ก)         

           
                    

(ข)         
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ภาพประกอบ 4.4 เปอร์เซ็นต์การก าจัดอนุมูลอสิระ ABTS• ของสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด (ก) และ
ดอกเห็ด (ข) Phellinus spp. 
ตาราง 4.7 แสดงผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมลูอสิระด้วยวิธี  DPPH, ABTS และ FRAP จากสารสกัด
หยาบจากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp.  

 เช้ือ     DPPH* 
       (IC50) 
(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

ABTS* 
(IC50) 

(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

FRAP value* 
 (ไมโครโมล 

Fe2+equivalents 
ต่อกรัมสารสกัด

หยาบ) 
เส้นใย P. igniarius 62.45 ± 0.96b 27.24 ± 0.76b 119.73 ± 1.63a 

 P. nigricans 
P. robustus 

 P. setulosus 

78.19 ± 2.54c 
 327.87 ± 0.67e 
 398.44 ± 1.52e 

50.72 ± 1.17c 
52.84 ± 0.44c 
60.97 ± 0.35d 

95.39 ± 2.56c 
89.21 ± 1.73d 
71.68 ± 1.18f 

ดอก    P. igniarius 64.27 ± 0.18b   28.06 ± 0.17b   113.80 ± 1.94b 
 P. nigricans 

P. robustus 
P. setulosus 

 136.38 ± 0.72d 
 400.32 ± 0.65f 
 409.50 ± 0.54f 

36.32 ± 0.16b 
53.43 ± 0.20c 
62.94 ± 0.35d 

94.60 ± 1.66c 
90.80 ± 1.70d 
69.40 ± 2.03g 

std. 
vitamin c 

 2.74 ± 0.14a            3.79 ± 0.19a                                 

หมายเหตุ : ± ค่าเฉลี่ยความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากการทดลอง 3 ซ้ า 
* a, b, c, d, e, f และ g ตัวเลขที่มีตัวอักษรก ากับต่างกันในสดมภ์เดียวกัน แสดงว่ามี

ความแตกต่ างอย่ างมี นั ยส า คัญ ทางส ถิติ  (p<0.05) โดย วิ ธี  Turkey’s Honestly 
Significant Different (HSD) 

 
4.4.1.4 การหาค่าสัมพันธ์ระหว่างฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารฟีนอลิกรวม 
ปริมาณ ฟลาโวนอยด์รวม และพอลิแซ็กคาไรด์รวมจากเส้นใยและดอกเห็ด  

  เมื่อน าข้อมูลจากการทดลองมาสร้างกราฟเพื่อประเมินหาความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 
ของกิจกรรมสารต้านอนุมูลอิสระท าการวิเคราะห์ความสามารถในการจับสารอนุมูลอิสระโดยวิธี
มาตรฐาน DPPH, ABTS และกิจกรรมสารต้านอนุมูลอิสระท าการวิเคราะห์ความสามารถใน          
การรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP กับปริมาณของฟีนอลิกรวม (TPC) และปริมาณฟลาโวนอยด์
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รวม (TFC) มีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติโดยพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (ตาม
ตาราง 4.8) จากเส้นใยเห็ดพบว่าค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน DPPH 
และ ABTS พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกใน
ระดับสูงซึ่งโดยพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ 0.993 หมายความว่าฤทธ์ิต้านอนุมูล DPPH และ 
ABTS จะมีค่าสอดคล้องกัน นอกจากนี้ยังแสดงค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 ของวิธี
มาตรฐาน DPPH และปริมาณ TPC, TFC พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงลบในระดับสูงซึ่งพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ -0.968 และ -0.959 
ตามล าดับหมายความว่าหากมีปริมาณ TPC และ TFC มากข้ึนฤทธ์ิต้านอนุมูล DPPH จะมีค่าความ
สอดคล้องกันแบบแปรผกผัน และแสดงค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน 
DPPH และปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
โดยมีสัมพันธ์เชิงลบในระดับสูงซึ่งพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ -0.715 หมายความว่าหากมี
ปริมาณ          พอลิแซ็กคาไรด์รวมมากขึ้นฤทธ์ิต้านอนุมูล DPPH จะมีประสิทธิภาพดี  

เมื่อพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างว่าค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน ABTS และ
ปริมาณ TPC, TFC จะพบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิง
ลบในระดับสูงซึ่งพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ -0.974 และ -0.966 ตามล าดับ หมายความว่า
หากมีปริมาณ TPC และ TFC มากข้ึนฤท ธ์ิต้านอนุมูล ABTS จะมีประสิทธิภาพ และพบค่า
สัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า TPC และ TFC มีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกในระดับสูงพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ 0.942 หมายความว่า
หากมีปริมาณ TPC มากจะพบว่าปริมาณ TFC มากข้ึนด้วย และแสดงค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์
ระหว่างค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน ABTS และปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบว่ามีความสัมพันธ์กัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงลบในระดับสูงซึ่งพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิ
เท่ากับ -0.758 หมายความว่าหากมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมมากข้ึนฤทธ์ิต้านอนุมูล ABTS จะมี
ประสิทธิภาพดี 

ผลค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน DPPH, ABTS และ
ความสามารถในการรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงลบในระดับต่ าพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ -0.245 และ         
-0.453 ตามล าดับ หมายความว่าหากสามารถรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP มากฤทธ์ิต้านอนุมูล 
DPPH และ ABTS จะมีประสิทธิภาพดี ค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างความสามารถในการ       
รีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP และปริมาณ TPC, TFC พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกในระดับต่ าพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ 0.451 และ 
0.338 หมายความว่าสารประกอบฟีนอลิกรวมและฟลาโวนอยด์สูงจะส่งผลให้มีประสิทธิภาพการต้าน
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อนุมูลอิสระ (FRAP) สูง เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกเป็นสารที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยการจับ
กับอนุมูลอิสระเพื่อหยุดปฏิกิรยิาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ และแสดงค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่าง
ความสามารถในการรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP และ ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบว่ามี
ความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกในระดับต่ าพิจารณาจากค่า
สัมประสิทธ์ิเทา่กับ 0.245 หมายความว่าปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมสงูจะสง่ผลใหม้ีประสทิธิภาพการ
ต้านอนุมูลอิสระ (FRAP) สูงข้ึนด้วย และผลค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณพอลิ
แซ็กคาไรด์รวมและและปริมาณ TPC, TFC พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกในระดับสูงพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ 0.915 และ 0.906 
หมายความว่าสารประกอบฟีนอลิกรวมและฟลาโวนอยด์สูงจะส่งผลให้มีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวม
สูงข้ึน (ตาราง 4.8) 
  

จากดอกเห็ดพบว่าค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน DPPH 
และ ABTS พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกใน
ระดับสูงซึ่งโดยพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ 0.985 หมายความว่าฤทธ์ิต้านอนุมูล DPPH และ 
ABTS จะมีประสิทธิภาพดี นอกจากนี้ยังแสดงค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 ของวิธี
มาตรฐาน DPPH และปริมาณ TPC, TFC พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงลบในระดับสูงซึ่งพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ -0.958 และ -0.915 
ตามล าดับหมายความว่าหากมีปริมาณ TPC และ TFC มากข้ึนฤท ธ์ิต้านอนุมูล  DPPH จะมี
ประสิทธิภาพดี และแสดงค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน DPPH และ
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบว่ามีความสัมพนัธ์กันอย่างมนีัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์
เชิงลบในระดับสูงซึ่งพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ -0.709 หมายความว่าหากมีปริมาณพอลิ
แซ็กคาไรด์รวมมากขึ้นฤทธ์ิต้านอนุมูล DPPH จะมีค่าประสิทธิภาพดี  

เมื่อพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างว่าค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน ABTS และ
ปริมาณ TPC, TFC จะพบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิง
ลบในระดับสูงซึ่งพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ -0.962 และ -0.923 ตามล าดับ หมายความว่า
หากมีปริมาณ TPC และ TFC มากข้ึนฤทธ์ิต้านอนุมูล ABTS จะมีประสิทธิภาพดี และพบค่า
สัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า TPC และ TFC มีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกในระดับสูงพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ 0.931 หมายความว่า
หากมีปริมาณ TPC มากจะพบว่าปริมาณ TFC มากข้ึนด้วย และแสดงค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์
ระหว่างค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน ABTS และปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบว่ามีความสัมพันธ์กัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงลบในระดับสูงซึ่งพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิ
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เท่ากับ -0.723 หมายความว่าหากมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมมากข้ึนฤทธ์ิต้านอนุมูล ABTS จะมี
ประสิทธิภาพดี    

ผลค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่า IC50 ของวิธีมาตรฐาน DPPH, ABTS และ
ความสามารถในการรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงลบในระดับต่ าพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ -0.264 และ         
-0.366 ตามล าดับ หมายความว่าหากสามารถรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP มากฤทธ์ิต้านอนุมูล 
DPPH และ ABTS จะมีประสิทธิภาพดี ค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างความสามารถในการ      
รีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP และปริมาณ TPC, TFC พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกในระดับต่ าพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ 0.420 และ 
0.237 หมายความว่าสารประกอบฟีนอลิกรวมและฟลาโวนอยด์สูงจะส่งผลให้มีประสิทธิภาพการต้าน
อนุมูลอิสระ (FRAP) สูง เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกเป็นสารที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยการจับ
กับอนุมูลอิสระเพื่อหยุดปฏิกิรยิาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ และแสดงค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่าง
ความสามารถในการรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระโดยวิธี FRAP และ ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบว่ามี
ความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกในระดับต่ าพิจารณาจากค่า
สัมประสิทธ์ิเทา่กับ 0.238 หมายความว่าปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมสงูจะสง่ผลใหม้ีประสทิธิภาพการ
ต้านอนุมูลอิสระ (FRAP) สูงข้ึนด้วย และผลค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ระหว่างค่าปริมาณ           
พอลิแซ็กคาไรด์รวมและและปริมาณ TPC, TFC พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) โดยมีสัมพันธ์เชิงบวกในระดับสูงพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิเท่ากับ 0.910 และ 0.901 
หมายความว่าสารประกอบฟีนอลิกรวมและฟลาโวนอยด์สูงจะส่งผลให้มีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวม
สูงตามด้วย (ตาราง 4.8) 
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ตาราง 4.8 แสดงความสัมพันธ์ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ระหว่างค่าฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระ DPPH, 
ABTS และ FRAP กับปริมาณฟีนอลกิรวม ฟลาโวนอยด์รวม และพอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัด
หยาบจาก เส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp. 

 ABTS FRAP TPC TFC พอลิแซก็คาไรด์รวม 
เส้นใย 

DPPH 
 

0.993** 
 

-0.245 
 

-0.968** 
 

-0.959** 
 

-0.715** 
ABTS - -0.453 -0.974** -0.966** -0.758** 
FRAP - -   0.451  0.338         0.245 
TPC - - -  0.942**  0.915** 
TFC 

พอลิแซก็คาไรด์รวม 
- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

        0.906** 
- 

 ABTS FRAP TPC TFC พอลิแซก็คาไรด์รวม 
ดอกเห็ด 

DPPH 
 

0.985** 
 

-0.264 
 

-0.958** 
 

-0.912** 
 

-0.709** 
ABTS - -0.366 -0.962** -0.923** -0.723** 
FRAP - -   0.420  0.237         0.238 
TPC - - -  0.931**  0.910** 
TFC 

พอลิแซก็คาไรด์รวม 
- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

        0.901** 
- 

หมายเหตุ : ** เหมือนกันในสดมภ์เดียวกัน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ        
(p<0.05) โดยวิธี Turkey’s Honestly Significant Different (HSD) 

- คือ ไม่มีความสัมพันธ์กัน  
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 4.4.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ตา้นจุลชีพก่อโรคในมนุษย์ของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ 

4.4.2.1 ผลการศึกษาสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อ                         

แบคทีเรียและยสีต์ก่อโรคในมนุษย์ ด้วยวิธี Agar well diffusion  

ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านจุลชีพของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ด 
จ านวน 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ P. igniarius, P. nigricans, P. robustus และ P. setulosus  ที่ระดับ
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ยาปฏิชีวนะ gentamycin ที่ระดับความเข้มข้นความ
เข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ tetracycline ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เป็น 
positive control และ DMSO 5 เปอร์เซ็นต์เป็น negative control โดยดูบริเวณที่มีการยับยั้ง 
(Inhibition zone) การเจริญต่อเช้ือแบคทีเรีย E.coli (ATCC 25922), Ps. aeroginosa (DMST 
4739) , Proteus mirabilis (TISTR 100) , S.  typhimurium (TISTR 1471) , B.  cereus (ATCC 
11778), S. aureus (ATCC 25933), S. aureus (MRSA) (DMST 20625), S. epidermidis (TISTR 
518) และยีสต์         C. albicans (TISTR 5779) พบว่าสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใย
และดอกเห็ดสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ 3 สายพันธ์ุ คือ Proteus mirabilis, S. aureus และ S. 
epidermidis (ภาพภาคผนวก ค.2) แต่สารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด Phellinus ทั้ง 4 สาย
พันธ์ุไม่มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ E.coli, Ps. Aeruginosa, S. typhimurium, B. cereus, S. aureus (MRSA) 
และยีสต์               C. albicans ดังนี้ 

ผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ P. mirabilis (TISTR 100) พบว่าสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคา
ไรด์จากดอกเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิยับยั้ง P. mirabilis ได้ดีที่สุดมีบริเวณยั้บยั้งเท่ากับ 17.63 ± 
0.50 มิ ลลิ เมตร  รองลงมาคือ เส้ น ใยเห็ ด P. igniarius, ดอกเห็ ด  P. nigricans และเส้ น ใย                  
P. nigricans (16.27 ± 0.21, 16.53 ± 0.55 และ 15.83 ± 0.68 มิลลิ เมตร) ตามล าดับ พบยา
ปฏิชีวนะ gentamycin มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 21.17 ± 0.67 มิลลิเมตร ซึ่งมีบริเวณกว้างกว่าสารกัด 
แต่ในสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ด P. robustus และ P. setulosus ไม่
สามารถยับยั้ง P. mirabilis ได้ (ตาราง 4.9) 
  ผล การท ดส อบ ฤท ธ์ิยั บ ยั้ ง เ ช้ือ  S. aureus (ATCC 25933)  พ บ ว่าส ารสกั ดห ยาบ                  
พอลิแซ็กคาไรด์จากดอกเห็ด P. nigricans และดอกเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิยับยั้ง S. aureus ได้ดี
ที่สุด บริเวณยับยั้งเท่ากับ 17.90 ± 0.36 และ 17.73 ± 0.93 มิลลิเมตร รองลงมาคือเส้นใยเห็ด       
P. igniarius, P. nigricans และดอกเห็ด P. robustus (16.90 ± 0.79, 15.50 ± 0.50 และ 9.33 ± 
0.21 มิลลิ เมตร) ยา gentamycin มีบริ เวณยับยั้ ง เท่ ากับ  27.40 ± 1.97 มิลลิ เมตร และยา 
tetracycline มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 31.63 ± 0.55 มิลลิเมตร ซึ่ งมีบริเวณกว้างกว่าสารสกัด      
(ตาราง 4.9) 
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ผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้ ง เช้ือ  S. epidermidis (TISTR 518) พบว่าสารสกัดหยาบ            
พอลิแซ็กคาไรด์จากดอกเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือ S. epidermidis ได้ดีที่สุดมีบริเวณยับยั้ง
เท่ากับ 16.70 ± 0.88 มิลลิเมตร รองลงมาคือดอกเห็ด P. nigricans และเส้นใยเห็ด P. igniarius 
(14.33 ± 0.82 และ 9.13 ± 0.59 มิลลิเมตร) ยา gentamycin มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 26.67 ± 1.89 

มิลลิเมตร และยา tetracycline มีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 31.69 ± 1.46 มิลลิเมตร ซึ่งมีบริเวณกว้างกว่า
สารสกัด (ตาราง 4.9)  

 
4.4.2.2 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ 
ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ (MIC) และฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ (MBC) โดยวิธี 
Broth microdilution 
จากการทดสอบเบื้องต้นในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคด้วยวิธี Agar well  

diffusion พบว่าสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus สามารถยับยั้งเช้ือ
แบคทีเรียได้ 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ Proteus mirabilis (TISTR 100), S. aureus (ATCC 25933) และ    
S. epidermidis (TISTR 518) ดังนั้นจึงท าการทดสอบต่อเพื่อหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัด
หยาบที่สามารถยับยั้งการเจริญ (MIC) และค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียที่ใช้
ทดสอบโดยวิธี Broth microdilution พบว่าสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ดอกเห็ด P. igniarius มี
ฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญเช้ือ P. mirabilis ได้ดีที่สุด มีค่า MIC ต่ าสุดเท่ากับ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
รองลงมาสารสกัดหยาบจากเส้นใย P. igniarius และดอกเห็ด P. nigricans มีค่า MIC เท่ากับ 50 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลติร และสารสกัดหยาบจากเส้นใย P. nigricans มีค่า MIC เท่ากับ 100 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร จากการทดสอบฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ P. mirabilis พบว่าสารสกัดหยาบจากเหด็ทั้ง 2 สายพันธ์ุ
มีค่า MBC เท่ากับ >200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 4.10) 
 ผลการยับยั้งการเจริญและฆ่าเช้ือ S. aureus พบว่าสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด P. igniarius 
มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus ได้ดีที่สุด มีค่า MIC ต่ าสุดเท่ากับ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
รองลงมาคือสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด P. igniarius, P. nigricans และดอกเห็ด P. nigricans มี 
MIC เท่ากับ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด P. robustus มีค่า MIC 
เท่ากับ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผลทดสอบฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ S. aureus พบว่าสารสกัดหยาบจาก
เห็ด Phellinus ทั้ง 3 สายพันธ์ุมีค่า MBC เท่ากับ >200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 4.10) 
 ผลการยับยั้งการเจริญและฆ่าเช้ือ S. epidermidis พบว่าสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอก
เห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเช้ือ S. epidermidis ได้ดีที่สุด มีค่า MIC ต่ าสุดเท่ากับ 
50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด P. nigricans มีค่า MIC เท่ากับ 
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100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และผลทดสอบฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ S. epidermidis พบว่าสารสกัดหยาบ
จากเห็ด Phellinus ทั้ง 2 สายพันธ์ุมีค่า MBC เท่ากับ >200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 4.10) 
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 4.4.3 การทดสอบความเปน็พิษต่อเซลล์สิ่งมีชีวิต 
 

  จากผลการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเรง็ตับ HepG2 และเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-
MB-231 ด้วยวิธี MTT assay บ่มเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ทั้งเส้นใย
และดอกเห็ด Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ P. igniarius, P. nigricans, P. robustus และ                
P. setulosus พบว่าสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ด Phellinus ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอด
ของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ตั้งแต่ 56.72 ± 5.14 ถึง 69.13 ± 8.81 เปอร์เซ็นต์ โดยสารสกัดหยาบ
พอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ด P. igniarius มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งตับ โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งตับเท่ากับ 56.72 ± 5.14 เปอร์เซ็นต์ ที่ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความ
เข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 112.19 ± 11.40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมา
คือเส้นใยเห็ด P. nigricans มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับ โดยให้
ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งตับเท่ากับ 52.87 ± 3.35 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ    
พอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 303.88 ± 29.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เส้นใยเห็ด P. robustus โดยให้
ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งตับเท่ากับ 75.37 ± 2.45 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลิ
แซ็กคาไรด์เท่ากับ 153.02 ± 21.44  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเส้นใยเห็ด P. setulosus ให้ความ
อยู่รอดของเซลล์มะเร็งตับเท่ากับ 69.13 ± 8.81 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลิ
แซ็กคาไรด์เท่ากับ 503.61 ± 175.73 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 4.11)  

  นอกจากนีพ้บว่าในสารสกัดพอลิแซก็คาไรด์จากดอกเหด็ Phellinus ให้เปอร์เซ็นต์ความ
รอดชีวิตของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 ตั้งแต่ 2.00 ± 0.00 ถึง 100.00 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ โดยสาร
สกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากดอกเห็ด P. igniarius มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับ โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งตับเท่ากับ 2.00 ± 0.00 
เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 5000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่  50 
เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 1820 ± 0.11 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร รองลงมาดอกเห็ด P. nigricans มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งตับ โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งตับเท่ากับ 17.10 ± 3.65 เปอร์เซ็นต์ ที่ความ
เข้มข้น 5000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความ
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เข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 2920 ± 0.11 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และพบว่าใน
ดอกเห็ด P. robustus และ P. setulosus โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งตับ 100.00 ± 0.00 
เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 4.11)  

  ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-231 พบว่าสารสกัด       
พอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ด Phellinus ให้ เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านม       
MDA-MB-231 ตั้งแต่ 54.53 ± 3.15 ถึง 69.31 ± 0.26 เปอร์เซ็นต์ โดยสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคา
ไรด์จากเส้นใยเห็ด P. igniarius มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้า
นม โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 54.53 ± 3.15 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความเข้มข้นของสาร
สกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 129.45 ± 32.83 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาเส้นใยเห็ด      
P. robustus โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 62.04 ± 5.30 เปอร์เซ็นต์ ที่ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความ
เข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 201.86 ± 64.12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เส้นใยเห็ด 
P. setulosus โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 69.31 ± 0.26 เปอร์เซ็นต์ ที่ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความ
เข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลแิซ็กคาไรด์เท่ากับ 299.72 ± 41.10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเส้นใย
เห็ด P. nigricans โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 71.72 ± 3.81 เปอร์เซ็นต์ ที่
ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่
ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 706.34 ± 12.30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สาร
สกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากดอกเห็ด Phellinus ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านม   
MDA-MB-231 ตั้งแต่ 7.62 ± 1.13 ถึง 70.82 ± 6.94 เปอร์เซ็นต์ โดยสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์
จากดอก P. igniarius มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม โดย
ให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 35.31 ± 4.58 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 2500 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความเข้มข้นของสาร
สกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 1550 ± 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาดอกเห็ด              
P. nigricans มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม โดยให้ความอยู่รอด
ของเซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 7.62 ± 1.13 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 5000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และให้ความอยู่รอดของเซลล์ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ที่ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคา
ไรด์เท่ากับ 2230 ± 0.20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดอกเห็ด P. robustus มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ  70.82 ± 
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6.94 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้น 2500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และพบว่าในดอกเห็ด P. setulosus 
โดยให้ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งเต้านมเท่ากับ 100.00 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 4.11) 
        

(ก) 
               

 
(ข) 
 
ภาพประกอบ 4.5 แสดงผลจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิต (%) โดยวิธี MTT เซลล์มะเรง็ตับ HepG2 จากสาร

สกัดหยาบเส้นใยเห็ด (ก) และดอกเห็ด (ข) 

0

20

40

60

80

100

120

140

0 10 20 40 60 80 100

จ า
นว

นเ
ซล

ล์ท
ี่รอ

ดชี
วิต

 (%
)

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ (µg/ml)

HepG2  (เส้นใย) P. setulusus

P. robustus

P. igniarius

P. nigricans

0

50

100

150

0 6250 1250 2500 5000 10000 20000

จ า
นว

นเ
ซล

ล์ท
ี่รอ

ดชี
วิต

 (%
)

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ (µg/ml)

HepG2 (ดอกเห็ด)
P. setulosus
P. robustus
P. igniarius
P. nigricans



 

 

  

 

73 

(ก)                  
 

 
(ข)                  
ภาพประกอบ 4.6 แสดงผลจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิต (%) โดยวิธี MTT เซลล์มะเรง็เต้านม MDA-MB-

231 จากสารสกัดหยาบเส้นใยเห็ด (ก) และดอกเห็ด (ข) 
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ตาราง 4.11 ผลการศึกษาค่า IC50 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งตบั HepG2 และ
เซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-231 ด้วยวิธี MTT ของสารสกดัหยาบพอลิแซ็กคาไรดเ์ส้นใยและดอก
เห็ด Phellinus 4 สายพันธ์ุ 

 
ตัวอย่าง 

ค่า IC50 (ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร)* 

HepG2 MDA-MB-231 
เส้นใย  

P. igniarius 
P. nigricans 
P. robustus 
P. setulosus 

 
112.19 ± 11.40a 
303.88 ± 29.67c 
153.02 ± 21.44b 

 503.61 ± 175.73c 

 
129.45 ± 32.83a 
706.34 ± 12.30c 

201.86 ± 64.12b 
299.72 ± 41.10b 

ดอก 
P. igniarius 
P. nigricans 
P. robustus 
P. setulosus 

 
1820 ± 0.11e 
2920 ± 0.11d 

- 
- 

 
1550 ± 0.18d 
2230 ± 0.20e 

- 
- 

หมายเหตุ : ± ค่าเฉลี่ยความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากการทดลอง 3 ซ้ า 
* a, b, c, d, และ e ตัวเลขที่มีตัวอักษรก ากับต่างกันในสดมภ์เดียวกัน แสดงว่ามีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยวิธี Turkey’s Honestly Significant 
Different (HSD) 

 - คือ ไม่สามารถหาค่าได้ 
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บทที่ 5  
สรุปผล  อภิปรายผล  และข้อเสนอแนะ 

 
            5.1 ผลการศึกษาอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใยและปริมาณพอลิแซ็ก      
   คาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยเห็ด Phellinus spp. 
            5.2 ผลการศึกษาเพิม่ปริมาณเส้นใยเห็ด ปรมิาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ และ    

ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus 
spp. 

5.3 ผลการศึกษาองค์ประกอบและลักษณะโครงสร้างทางเคมีของสารสกัดหยาบ 
     พอลิแซ็กคาไรด์รวมจากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp. 
5.4 ผลการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ 

. 
5.1 ผลการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมต่อการเจรญิของเส้นใยและปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
รวมของสารสกัดหยาบจากเสน้ใยเห็ด Phellinus spp.  
 จากการศึกษาการเจริญและปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ของเส้นใยเห็ด Phellinus จ านวน 4 
สายพันธ์ุ ในอาหารเหลว พบว่าเส้นใย P. igniarius P. nigricans และ P. robustus เจริญได้ดีและมี
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์สูงในอาหาร GY2 ส าหรับเส้นใย P. setulosus เจริญได้ดีในอาหาร GY1 โดย
พิจารณาจากการเจริญของเส้นใยเห็ดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวและปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใย พบว่า P. igniarius (367.60 ± 39.84 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัด
หยาบ) P. nigricans (557.33 ± 20.50 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) P. robustus (471.94 ± 
37.78 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) และ P. setulosus (556.40 ± 6.43 มิลลิกรัมต่อกรัมสาร
สกัดหยาบ) เนื่องจากทั้ งสองสูตรอาหาร GY1 และ GY2 จะประกอบไปด้วย glucose, yeast 
extract, malt extract และ peptone ซึ่งเหมาะสมในการเจริญของเส้นใยเห็ด สอดคล้องกับ
งานวิจัย Luo และคณะ (2010) ศึกษาอาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงเส้นใยเห็ด Phellinus baumii 
Pilát เพื่อผลิตพอลิแซ็กคาไรด์โดยสูตรอาหารประกอบด้วย glucose, yeast extract, peptone 
และมีแร่ธาตุที่เติมในอาหารคือแมกนีเซียม โพแทสเซียม และวิตามินบี 1 นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอื่นๆ 
ได้แก่ อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง ระยะเวลาในการเพาะ และสภาวะในการเพาะเลี้ยง เป็นต้น ในการ
ท าวิจัยน้ีค่าความเป็นกรดด่างในอาหารเหลวที่เหมาะสมต่อการผลิตเส้นใยเห็ดมีค่าเท่ากับ 6.8 (Wang 
et al., 2014) โดยทั่วไปเส้นใยเห็ดหลายชนิดสามารถเจริญได้ในระดับความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม
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อยู่ในช่วง 5 ถึง 7 อย่างไรก็ตามมีการรายงานว่าในสภาวะที่เป็นกรด 6 จะเหมาะสมต่อการเจริญของ
เส้นใยและการผลิตเมแทบอไลต์ (Shin et al., 2007)  
 
5.2 ผลการศึกษาเพ่ิมปริมาณเส้นใยเห็ด ปริมาณสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ และปริมาณ   
พอลิแซ็กคาไรด์รวมของสารสกัดหยาบจากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp. 
  จากการศึกษาพบว่า P. igniarius  P. nigricans และ  P.robustus ให้น้ าหนักแห้งเส้นใย
มากที่สุด (11.32 ± 5.12 , 10.74 ± 3.99 และ 10.20 ± 4.04 กรัมต่อลิตร) และน้อยที่ สุดคือ           
P. setulosus (9.25 ± 5.76 กรัมต่อลิตร) พบว่าสารสกัดจากเส้นใย P. igniareus ให้ปริมาณสาร
สกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์มากที่สุด (19.05 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง) และปริมาณพอลิแซ็กคา
ไรด์รวมพบมากที่สุด (798.81 ± 26.30 มิลลิกรัมต่อกรัมสารสกัดหยาบ) จาการวิจัยก่อนหน้านี้มี
การศึกษาการสกัดสารพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยน้ าร้อนจากเห็ด Phellinus spp. หลายสายพันธ์ุแตกต่าง
กัน ได้แก่ P. linteus (Kim et al., 2010), P. igniarius (Chen et al., 2013), P. baumii (Ge et 
al., 2013) และ P. ribis (Liu & Wang., 2007) สอดคล้องกับงานวิจัยมีรายงานการสกัดสารพอลิ
แซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ด P. linteus (PL-N1) พบว่าได้ปริมาณน้ าตาลประกอบไปด้วย อะราบิโนส 
ไซโรส กลูโคส และกาแลคโตส (Pei et al., 2015) 
 
5.3 ผลการศึกษาองค์ประกอบและลักษณะโครงสร้างทางเคมีของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์
รวมจากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus spp. 
 จากการศึกษาผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลรวมและปริมาณฟลาโวนอยด์รวมจากสารสกัด
หยาบพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบว่าปริมาณฟีนอลิกรวมพบปริมาณสูงสุดในสารสกัดหยาบเส้นใย P. 
igniarius (97.76 ± 2.20 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมสารสกับหยาบ) และปริมาณฟลาโวนอยด์รวม
สูงสุดในสารสกัดหยาบดอก P. igniarius (300.80 ± 1.17 มิลลิกรัมเคอร์ซิตินต่อกรัมสารสกัดหยาบ) 
สอดคล้องกับงานวิจัย (Ozencan et al., 2014) พบว่าสิ่งมีชีวิตเช่น พืช และเห็ดรา มักจะพบ
สารประกอบฟีนอลิก ซึ่งเป็นสารที่มีสูตรโครงสร้างเคมีเป็นวงแหวนที่มีหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อยหนึ่ง
หมู่หรือมากกว่านั้น สารเหล่านี้มีฤทธ์ิทางชีวภาพหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิต้าน
จุลินทรีย์ และฤทธ์ิต้านการอักเสบ ปริมาณสารโพลีฟีนอลทั้งหมดจากเห็ดมีสรรพคุณทางยามีผลต่อ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ (Shu & Lung, 2008)  
 จากการศึกษาพบว่าปริมาณโปรตีนรวมจากดอกเห็ด P. igniarius ให้ปริมาณโปรตีนรวม
มากที่สุด (38.77 ± 0.33 มิลลิกรัมต่อกรัมของสารสกัดหยาบ)  และเส้นใยเห็ด P. igniarius ให้
ปริมาณโปรตีนรวมมากที่สุด (14.71 ± 1.55 มิลลิกรัมต่อกรัมของสารสกัดหยาบ) สอดคล้องกับ
งานวิจัยก่อนหน้านี้ซึ่งมีการศึกษาการสกัดสารจากดอกเห็ด P. linteus โดยใช้น้ าสกัดและตกตะกอน
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ด้วยเอทานอล จากนั้นท าการไดอะไลซีส (dialysis) ได้สารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีโปรตีนเป็น
องค์ประกอบ (polysaccharide protein complex) ซึ่งคิดเป็นพอลิแซ็กคาไรด์รวมและโปรตีนรวม
เท่ากับ 73 และ 16 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และยังพบมอโนแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบอีก 5 ชนิด 
(Kim et al., 2006) ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Lui และคณะ 2016 โดยท าการศึกษาสารสกัด    
พ อ ลิ แ ซ็ ก ค า ไ ร ด์ จ า ก เ ห็ ด  Sclerortia of Polyporus rhinocerus พ บ ว่ า เ ป็ น 
heteropolysaccharide-protein complex โดยประกอบไปด้วยพอลิแซ็กคาไรด์ 45.70 เปอร์เซ็นต์
และโปรตีน 44.2 เปอร์เซ็นต์   
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  FTIR ของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอก
เห็ด Phellinus โดยเปรียบเทียบจากต าแหน่งของพีคใน spectrum โดยพีคที่ปรากฏส่วนใหญ่เป็นพีค
ที่ เลขคลื่นช่วงประมาณ 3200 -3600 cm-1 (O-H stretching), 2800-3200 cm-1 (C-H stretch), 
1600-1350 cm-1 (C= O stretch)  แ ล ะ  1200-1000 cm-1 (C-O-C stretch)  โด ย ส า ร ที่ เป็ น
องค์ประกอบหลักในพอลิแซ็กคาไรด์ (Salehi et al., 2016)  สอดคล้องกับงานวิจัยการศึกษา
คุณสมบัติออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์ในเห็ดทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ Antrodia 
cinnamomea (AC-P) , Coriolus versicolor (CV-P) , Grifola frondosa (GF-P) , Ganoderma 
lucidum (GL-P) และ Phellinus linteus (PL-P) พบว่าโดยวิเคราะห์ด้วย FT-IR พบว่าโครงสร้าง
ประกอบด้วย OH, CH, C-O-C และ C-O-H group มีพีคที่เลขคลื่นช่วงประมาณ 3400, 2930, 1175 
และ 1000 cm-1 ตามล าดับ (Su et al., 2016) และยังสอดคล้องกับงานวิจัยท าการศึกษาฤทธ์ิสาร
ต้านจุลชีพ ต้านอนุมูลอิสระ จากสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์ของเห็ดกินได้ 8 ชนิด โดยวิเคราะห์ด้วย FT-
IR พบว่าโครงสร้างเป็น α หรือ β-conformation ประกอบด้วย OH และ CH group และพบหมู่ 
amide ช่วงประมาณ 1636 -1411 cm-1 แสดงพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ (Ren et 
al., 2014) จาการรายงานของ Kozarski และคณะ 2011 มีการรายงานพบโปรตีนแสดงในพีคช่วง 
1635, 1540 และ 1412  cm-1 (Ren et al., 2014) 
 
5.4 ผลการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบพอลแิซ็กคาไรด ์
  

5.4.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ จากสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์รวมพบว่าเส้นใย

และดอกเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุด (ค่า IC50 เท่ากับ 62.45 ± 0.96 และ 
64.27 ± 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร) ตามล าดับ อีกทั้งมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ABTS สูงสุด (ค่า IC50 
เท่ากับ 27.24 ± 0.76 และ 28.06 ± 0.17 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ตามล าดับ ผลการตรวจสอบฤทธ์ิ
การรีดิวซ์โลหะด้วยวิธี FRAP ดีสุดคือ สารสกัดหยาบจากเส้นใยเหด็ P. igniarius (119 ± 1.63 ไมโคร
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โมลเฟอรัสซัลเฟตต่อสารสกัดหยาบ) ดังนั้นจึงต้องใช้การทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ
หลายวิธีเพื่อเปรียบเทียบผลการทดลองดังกล่าวซึ่ง การทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี DPPH เป็นการทดสอบความสามารถในการให้ไฮโดรเจน อะตอมของสารต้านอนุมูลอิสระแก่
อนุมูลของ DPPH• ส่วนการทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี ABTS เป็นการ
ทดสอบความสามารถของต้าน อนุมูลอิสระในการให้อิเล็กตรอนกับอนุมูล ABTS• ที่ถูกออกซิไดซ์ด้วย 
K2H2O8 และการทดสอบประสิทธิภาพใน การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  FRAP เป็นการทดสอบ
ความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการรีดิวซ์อนุมูลอิสระ สังเคราะห์เพื่อเป็นตัวแทนของอนุมูล
ที่ เกิด ข้ึนเองตามธรรมชาติซึ่ งเป็นสาเหตุส าคัญ ในการท าลายสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ 
(Moongngarm  et al., 2012) 

จากข้อมูลดังกล่าวท าให้การทดสอบประสิทธิภาพฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ
ทั้ง 3 วิธี มีผลการทดลองที่แตกต่างกัน ดังนั้นฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระที่เน้นการให้ไฮโดรเจนอะตอมของ
อนุมูลอิสระและต้องการให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระสารสกัดจากเส้นใยและดอกเห็ด P. igniarius 
ออกฤทธ์ิดีที่สุด และถ้าต้องการรีดิวซ์อนุมูลอิสระเลือกสารสกัดจากเส้นใยเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิสูง
สูด จากการทดสอบประสิทธิภาพในฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 วิธี พบว่า เส้นใยเห็ด P. igniarius มี
ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระที่ดีและหลากหลาย ทั้งการให้ไฮโดรเจนอะตอมของอนุมูลอิสระ 
การให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระและการรีดิวซ์ ตามล าดับ สอดคล้องกับรายงานการวิจัยการทดสอบ
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเห็ดพิมานโดยวิธี FRAP พบว่าสารสกัด P. rimosus ที่สกัดด้วย     
เอทานอลให้ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด (Gen et al., 2013) สารสกัดจากดอกเห็ด P. igniarius 
พบว่าสูงกว่าสารสกัดจากเส้นใยและ culture filtrates (Jin et al., 2014) แต่เมื่อท าการศึกษาใน
การทดลองนี้พบว่าฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเส้นใยเห็ดออกฤทธ์ิดีกว่าดอกเห็ด 
Phellinus ทั้ง 4 สายพันธ์ุ  
 
  
 5.4.2  การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์  

             จากการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดหยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ด Phellinus 4 
สายพันธ์ุ ได้แก่ P. igniarius, P. nigricans, P. robustus และ P. setulosuต่อเช้ือแบคทีเรีย E.coli 
(ATCC25922), Ps. aeroginosa (DMST4739), Proteus mirabilis (TISTR100), S. typhimurium 
( TISTR1471) , B.  cereus ( ATCC11778) , S.  aureus ( TISTR2933) , S.  aureus ( MRSA) 
(DMST20625), S. epidermidis (TISTR518) และยีสต์ C. albicans (TISTR5779) พบว่าสารสกัด
หยาบพอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยและดอกเห็ดสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียได้ 3 ชนิด คือ Proteus  
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 mirabilis, S. aureus และ S. epidermidis เมื่อหาคาความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้งการเจริญ และฆ่า
เช้ือแบคที เรีย พบวาสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญเช้ือ             
P. mirabilis (TISTR100) ได้ดีที่สุด (MIC เท่ากับ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) สารสกัดหยาบจากดอก
เห็ด P. igniarius และ P. nigricans มีฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญเช้ือ S. aureus (TISTR2933) ได้ดี
ที่สุด (MIC ต่ าสุดเท่ากับ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า MBC เท่ากับ >200 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร)  และสารสกัดหยาบจากดอกเห็ด P. igniarius มีฤทธ์ิการยับยั้ งการเจริญเช้ือ  S. 
epidermidis (TISTR518) ได้ดีที่สุด (MIC ต่ าสุดเท่ากับ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและมีค่า MBC 
เท่ากับ >200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) พบว่าแบคทีเรียที่ถูกยับยั้งมากที่สุดคือแบคทีเรียแกรมบวก (S. 
aureus และ   S. epidermidis) สอดคล้องกับหลายงานวิจัยที่กล่าวว่าแบคทีเรียแกรมบวกมีโอกาส
ยับยั้งได้มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบเนื่องจากองค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมลบมีช้ันไขมัน
และช้ันของ      ลิโปพอลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide, LPS) ซึ่งอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้สารสกัด
เข้าถึงเซลล์แบคทีเรยีได้ยาก (Yang et al., 2017) นอกจากนี้พบการรายงานของ Duvnjak และคณะ 
(2016) ท าการทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งเช้ือจากสารสกัดเห็ด Coriolus versicolor พบว่าสารสกัดจาก
เมทานอลมีฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญเช้ือทั้ ง 3 ชนิด ชนิด คือ P. mirabilis, S. aureus และ S. 
epidermidis และพบการรายงานทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งเช้ือสารสกดัดอกเหด็ป่ากินได้จากป่าประเทศ
โปแลนด์โดยสกัดจากเอทานอลผลทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญเช้ือทั้ง 3 ชนิดเช่นกัน (Nawacka 
et al., 2014) ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองแต่จะต่างกันที่ใช้สารสกัดในการทดลองนี้สกัดด้วยน้ า   
 

5.4.3  การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลส์ิ่งมีชีวิต 
     จากการศึกษาพบว่าผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งตับ HepG 2 ค่า IC50 เส้น

ใย P. igniareus ฤทธ์ิดีที่สุด (112.19 ± 11.40 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) และดอกเห็ด                P. 

igniareus (1820 ± 0.11 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ส าหรับผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเรง็

เต้านม MDA-MB-231 พบค่า IC50 เส้นใย P. igniareus ฤทธ์ิดีที่สุด (129.45 ± 32.83 ไมโครกรมัต่อ

มิลลิลิตร) และดอกเห็ด P. igniareus (1550 ± 0.18 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) สอดคล้องกับงานวิจัย 

(Pei et al., 2015) ศึกษาลักษณะโครงสร้างและฤทธ์ิต้านเนือ้งอกของพอลิแซ็กคาไรดจ์ากเส้นใยเห็ด 

P. linteus โดยใช้ alkaline เป็นตัวสกัด พบพอลิแซ็กคาไรด์มีน้ าหนักโมเลกลุสงู       (a novel high 

molecular weight polysaccharide, PL-N1) น าไปท าใหบ้รสิุทธ์ิโดยวิธี DEAE-Sephadex A-25 

และวิเคราะห์สารต้านเนื้องอกในหลอดทดลองโดยวิธี MTT แสดงค่า PL-N1 สามารถยบัยั้งการเจรญิ

ของเซลล์ HepG2 ไดร้ะดับหนึ่งขึ้นอยู่กบัปริมาณด้วย ดังนั้น PL-N1 อาจได้รับการพัฒนาเป็นสารจาก

ธรรมชาติมีฤทธ์ิต้านทานเนือ้งอก จากการศึกษาการท าให้บริสุทธ์ิและฤทธ์ิต้านเนื้องอกของสารสกัด
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พอลิแซก็คาไรด์จากเส้นใยเห็ด P. igniarius โดยการสกัด intracellular polysaccharide (IPS) ได้

จากการเลี้ยงเส้นใยเห็ด P. igniarius แล้วน ามาตกตะกอนและบริสทุธ์ิด้วย ethanol, ion-exchange 

และ size exclusion chromatography สามารถแยกพอลแิซ็กคาไรด์ได้แก่ IPSW-1, IPSW-2, 

IPSW-3 และ IPSW-4 ท าการทดสอบฤทธ์ิต้านเนื้องอกของพอลิแซก็คาไรด์เหล่าน้ีโดยวิธี MTT 

สามารถยบัยั้งการเจรญิเตบิโตของเซลล์ SW480 และ HepG2 ได้ในระดับหนึ่งซึง่ข้ึนอยู่กับปรมิาณที่

ใช้ ดังนั้นอาจน าไปใช้ประโยชนส์ าหรับการพฒันาสารต้านมะเรง็ (Li et al., 2015)
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ และการเตรยีมสารเคมี 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 สูตร (ต่อลิตร) 

1. อาหาร  Potato Malt Peptone (PMP) 

Malt extract 10  กรัม 
Peptone 1    กรัม 
PDB 24  กรัม 

 

2. Glucose Yeast Extract 1 (GY1)  

Glucose 10  กรัม 
Yeast extract  5   กรัม 
Malt extract 20  กรัม 
Peptone  1  กรัม 

 

3. Glucose Yeast Extract 2 (GY2) 

Glucose 10  กรัม 
Yeast extract  5   กรัม 
Malt extract 20  กรัม 
Peptone  1   กรัม 
KH2PO4   0.46 กรัม 
K2HPO4   1    กรัม 
MgSO4•7H2O 0.5  กรัม 
Thiamine (B1)     2   มิลลิกรัม 

 

ปรับค่า pH ให้เป็น 6.8 จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 15 นาที  
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อาหารเลีย้งเชื้อแบคทีเรีย 

Nutrient Agar (NA) 

Beef extract  

Peptone  

3 กรัม 

5 กรัม 

Agar  

Distilled water  

15 กรัม 

1000 มิลลิลิตร 

ปรับค่า pH ให้เป็น 6.8 น าไปต้มให้วุ้นละลายแล้วใสล่งไปในขวด จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) 

ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 15 นาที จากนั้น

ปล่อยทิ้งไว้ให้ขวดอาหารมีอุณหภูมปิระมาณ 45 องศาเซลเซียส น าไปเทลงในจานเพาะเช้ือแล้วปลอ่ย

ทิ้งไว้จนอาหารแข็งจงึน าไปใช้ 

 

Mueller Hinton Agar (MHA) 

Beef infustion  

Casamino acids  

Starch  

300 กรัม 

17.5 กรัม 

1.5 กรัม 

Agar  

Distilled water  

15 กรัม 

1000 มิลลิลิตร 

ปรับค่า pH ให้เป็น 6.8 น าไปต้มให้วุ้นละลายแล้วใสล่งไปในขวด จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) 

ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 15 นาที จากนั้น

ปล่อยทิ้งไว้ให้ขวดอาหารมีอุณหภูมปิระมาณ 45 องศาเซลเซียส น าไปเทลงในจานเพาะเช้ือแล้วปลอ่ย

ทิ้งไว้จนอาหารแข็งจงึน าไปใช้ 
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อาหารเลีย้งเชื้อยีสต์และเชื้อรา 

 Potato Dextrose Agar (PDA) 

Potato  200 กรัม 

Dextrose  20 กรัม 

Agar  

Distilled water  

15 กรัม 

1000 มิลลิลิตร 

ปรับค่า pH ให้เป็น 6.8 น าไปต้มให้วุ้นละลายแล้วใสล่งไปในขวด จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) 

ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 15 นาที จากนั้น

ปล่อยทิ้งไว้ให้ขวดอาหารมีอุณหภูมปิระมาณ 45 องศาเซลเซียส น าไปเทลงในจานเพาะเช้ือแล้วปลอ่ย

ทิ้งไว้จนอาหารแข็งจงึน าไปใช้ 

 

การเตรียมสารเคม ี

Normol saline solution 

Nacl  

Distilled water  

0.85 กรัม 

100 มิลลิลิตร 

จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียสเป็นเวลานาน 15 นาที 

 

 McFarland standard No. 0.5 

1% Sulfuric acid  

1.175% Barium chloride  

9.95 มิลลลิิตร 

0.05 มิลลลิิตร 
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ภาพภาคผนวก ข.1    % DPPH radical scavenging 

 
 
 

 
ภาพภาคผนวก ข. 2   % ABTS radical scavenging 
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ภาพภาคผนวก ข. 3 ค่าการดูดกลืนแสงในการวิเคราะหป์รมิาณเฟอรสัซลัเฟตที่ใช้เป็นสารมาตรฐาน

ในความเข้มข้นต่างๆ ที่ความยาวคลื่นแสง 593 นาโนเมตร 

 
 
 

                
ภาพภาคผนวก ข. 4 ค่าการดูดกลืนแสงในการวิเคราะหป์รมิาณฟีนอลของกรดแกลลกิที่ใช้เป็นสาร

มาตรฐานในความเข้มข้นต่างๆ ที่ความยาวคลื่นแสง 765 นาโนเมตร 
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ภาพภาคผนวก ข. 5 ค่าการดูดกลืนแสงในการวิเคราะหป์รมิาณฟลาโวนอยด์ของเคอร์ซิตินที่ใช้เป็น
สารมาตรฐานในความเข้มข้นต่างๆ ที่ความยาวคลื่นแสง 510 นาโนเมตร 

 

 

        
 
ภาพภาคผนวก ข. 6 ค่าการดูดกลืนแสงในการวิเคราะหป์รมิาณโปรตีนรวมของสาร BSA ที่ใช้เป็นสาร

มาตรฐานในความเข้มข้นต่างๆ ที่ความยาวคลื่นแสง 595 นาโนเมตร 
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ภาพภาคผนวก ข. 7 ค่าการดูดกลืนแสงในการวิเคราะหป์รมิาณพอลิแซก็คาไรด์รวมของกลโูคสที่ใช้

เป็นสารมาตรฐานในความเข้มข้นต่างๆ ที่ความยาวคลื่นแสง 490 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก  ค 
รูปภาพแสดงฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ของสารสกัด ภาพทดสอบหาโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE และ

แสดงภาพ phylogenetice tree 
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P. igniarius    P. nigricans 

Proteus mirabilis (TISTR100) 

 

          
P. igniarius      P. nigricans                             P. robustus 

S. aureus (ATCC 25933) 

 

                                          
              P. igniarius                P. nigricans  

                               S. epidermidis (TISTR 518) 

 
ภาพภาคผนวก ค.1 แสดงการยับยั้งเช้ือจลุินทรียข์องสารสกดัจากสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์ โดยวิธี 

Agar well diffusion 
หมายเหต ุ 1 = เส้นใย 2 = ดอก  3 = DMSO  4 = gentamycin 5 = tetracycline 
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ภาพภาคผนวก ค. 2    แสดงภาพทดสอบหาโปรตีนโดยวิธี SDS-PAGE จากเส้นใยเห็ด                

(1 = P. igniarius, 2 = P. nigricans, 3= P. robustus, 4 = P. setulosus)  
 และดอกเห็ด (5 = P. igniarius, 6 = P. nigricans, 7 = P. robustus,  
 8 = P. setulosus) 
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ภาพภาคผนวก ค.3    แสดงภาพ phylogenetice tree จาก Phellinus จ านวน 4 สายพันธ์ุ
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ประวัต ิผ ู้เข ีย น 
 

ประวัติผู้เขียน 
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