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บทคดัย่อ 

 

 ปัจจุบนั การปนเปื! อนในอาหาร มีสาเหตุมาจากเชื!อโรคหลายชนิด ไดแ้ก่ แบคทีเรีย ไวรัส และ 
พยาธิต่างๆ เชื!อ Bacillus cereus เป็นเชื!อแบคทีเรียที#พบการปนเปื! อนในอาหารในอตัราสูง และพบ
บ่อย เป็นสาเหตุของการเกิดโรคอาหารเป็นพิษ ทาํให้ผูป่้วยที#ไดรั้บเชื!อมีอาการทอ้งเสียและ อาเจียน 
การรักษา จะใช้ยาตา้นเชื!อซึ# งเป็นสารเคมีที#สังเคราะห์ขึ!นและนาํเขา้จากต่างประเทศ ทาํให้สิ!นเปลือง
ค่าใชจ่้ายเป็นจาํนวนมาก  การคิดคน้ยาชนิดใหม่ ที#สกดัไดจ้ากพืชสมุนไพร จึงมีประโยชน์ในการลด
ปัญหานี!  ดงันั!น การศึกษานี! จึงไดท้าํการสกดัหาสารลูปินิฟอลิน ซึ# งเป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ จากลาํ
ต้นชะเอมเหนือ  (Derris reticulata Craib.) โดยใช้วิธี Soxhlet extraction ด้วยเฮกเซน และ วิธีตก
ผลึกเพื#อเพิ#มความบริสุทธิ ของสารที#สกดัได ้เพื#อหาฤทธิ ในการตา้นเชื!อ B. cereus จากการวิจยัในครั! ง
นี! พบว่า สารลูปินิฟอลิน มีฤทธิ ยบัย ั!งการเจริญเติบโตของเชื!อเมื#อเพาะเลี! ยงบนอาหารเลี! ยงเชื!อ MHB 

ทําให้เกิด inhibition zone เมื#อทดสอบด้วยวิธี disc diffusion ทดสอบหาฤทธิ การต้านเชื! อด้วยวิธี 
microdilution method มีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 8 และ 16 µg/ml ตามลาํดับ ซึ# งสอดคล้องกับผล
การตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน สังเกตเห็นเซลล์แบคทีเรียมีลักษณะบวม  มีการทาํลายผนงั
เซลลแ์ละเยื#อหุม้เซลลข์องเชื!อ B. cereus  ดงันั!น สารลูปินิฟอลิน ที#สกดัไดจ้ากลาํตน้ชะเอมเหนือ  
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สามารถนาํไปพฒันาเป็นยาตา้นเชื!อแบคทีเรียไดใ้นอนาคตและยงัเป็นการส่งเสริมการแพทยแ์ผนไทย 
ดา้นการรักษาโรคดว้ยพืชสมุนไพรไทย ใหเ้ป็นที#ยอมรับในวงการวทิยาศาสตร์มากขึ!น 
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( ค ) 
Abstract 

 The bacteria named Bacillus cereus which are the commonly cause of food poisoning in 

human have been found at a high rate in contaminated food. This study aimed to investigate the 

antibacterial effects of lupinifolin, a bioactive compound extracted from Derris reticulata against 

this pathogen. Treatment of lupinifolin showed the inhibition effect in B.cereus growth both on 

MHB agar cultured-bacteria and disc diffusion method different from ampicillin (p<0.05). 

Furthermore, microdilution method showed MIC and MBC of the pure compound were 8 and 16 

µg/ml , respectively. Lupinifolin destructed bacterial cell wall and swelled cell membrane under 

electron microscope. In conclusion, the present results suggests that the lupinofolin discourage 

B.cereus   growth by effecting cell wall and cell membrane. 

 

Key words  :  Lupinifolin,  Derris reticulata Craib.,  Bacillus cereus 
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บทที  " 

บทนํา 
                                     

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา     

Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียที!พบในดิน สามารถก่อโรคอาหารเป็นพิษ อาการที!พบบ่อยคือ 
อาเจียน และทอ้งเสีย ลกัษณะและรูปร่าง เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง (rod) เจริญได้ดีทั"งใน
สภาพมีและไม่มีออกซิเจน สวนใหญ่การปนเปื" อนมกัเกิดจากสปอร์ปนเปื" อนลงไปในอาหารที!ไดรั้บการ
ปรุงไม่เหมาะสม เมื!อสปอร์เจริญเป็น vegetative cell จะสร้างสารพิษ (enterotoxin) และทาํให้เกิดโรค
เมื!อบริโภคอาหารนั"นเขา้ไป ปริมาณที!ก่อโรคไดคื้อ มากกว่า 106 เซลล์ต่อกรัมอาหาร สิ!งแวดลอ้มอื!นที!
พบเชื"อได้นอกจากดิน ไดแ้ก่ อากาศ ฝุ่ น  สารพิษ enterotoxin เป็นสารพิษประเภทโปรตีน ที!ถูกสร้าง
โดยจุลินทรียใ์นลาํไส้เล็กตอนล่าง มีความเป็นพิษต่อเซลล์ เยื!อบุผนงัลาํไส้ สวนใหญ่เป็นสารพิษที!ขบั
ออกมาโดยแบคทีเรียที!ไปทาํให้เกิดรูพรุนในเซลล์เมมเบรน มีผลทาํให้เซลล์ตาย หลงัจากเซลล์บุผนัง
ลาํไส้เล็กตาย ของเหลวตางๆ จึงไหลออกมา ทาํให้เกิดอาการท้องร่วง ตวัอย่างของจุลินทรียที์!สร้าง 
enterotoxin ได้แก่  E. coli 0157:H7, Clostridium perfringens,Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, 

Rota virus และ  Yersinia enterocolitica สารพิษที!สร้างโดย  B. cereus มีสองชนิดคือ ชนิดที!ท ําให้
ทอ้งร่วง (diarrhea toxin) ซึ! งเป็น enterotoxin และชนิดที!ทาํให้อาเจียน (emetic toxin) โรคอาหารเป็น
พิษ มีสาเหตุมาจากปัจจยัหลายอย่าง อาจเกิดจากสิ! งปนเปื" อนหรือเชื"อโรคที!ปนเปื" อนอยู่ในอาหาร 
Bacillus cereus เป็นเชื"อแบคทีเรียชนิดหนึ! งที! เป็นสาเหตุของโรคนี"  โดยจะทาํให้ผูที้!ได้รับเชื"อเข้าสู่
ร่างกาย เกิดอาการอาเจียนและทอ้งเสีย อาการอาเจียนมกัเกิดจากการไดรั้บสารพิษที!แบคทีเรียสร้างขึ"น
ชนิดทีมีความคงทนเป็นกรด -ด่างสูง มกัปรากฏอาการภายหลงัจากบริโภคอาหารที!มีสารพิษเขา้ไป 30 

นาทีถึง 6 ชั!วโมง ต่อมาจะถ่ายอุจจาระเหลว โดยทั!วไปอาการจะทุเลาลงภายใน 24 ชั!วโมง   (สํานัก
โรคติดต่อทั!วไป, 2557)  

การรักษาโรคดว้ยพืชสมุนไพร เป็นภูมิปัญญาของชาวบา้นทั!วทุกทอ้งถิ!น โดยเฉพาะในประเทศ
ไทยมีพืชสมุนไพรหลายชนิดทั" งที!หาได้ทั!วไปตามบ้านและหาได้ยาก เพราะอาจอยู่ในป่าลึก แต่มี
คุณประโยชน์มหาศาลทางด้านการแพทยแ์ผนไทย ที!ใช้รักษาโรคติดเชื"อต่างๆ ได้หลายชนิด ชะเอม
เหนือ (Derris reticulata Craib.) เป็นพืชที!มีฤทธิ# ในการตา้นเชื"อไวรัส แบคทีเรีย ไดแ้ก่เชื"อ B. cereus, 

Corynybacterium diphtheria แล ะ Staphylococcus epidermidis (Soonthornchareonnon et al,2004: 26) 

ฤทธิ# ลดระดับนํ" าตาลในเลือด (Kumkrai,  Kamonwannasit, and Chudapongse, 2014: 675) ต้านสาร
อนุมูลอิสระ ตา้นการเกิดบาดแผล ตา้นการเกิดพิษในตบั และตา้นการอกัเสบ (Cushnie and Lamp,2005: 

343) สารที!เป็นส่วนประกอบสําคญัในพืชเหล่านี"  ส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่มฟลาวานอยด์ ไดแ้ก่ ลูปินิฟอลิน
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(Mahidol et al, 1997: 825)   อยา่งไรก็ตามการหาความเขม้ขน้ตํ!าสุดของสารลูปินิฟอลินที!มีฤทธิ# ยบัย ั"ง
และความเขม้ขน้ตํ!าสุดที!สามารถฆ่าเชื"อแบคทีเรีย ยงัไม่เคยมีการศึกษามาก่อน และการตรวจหาสารที!
เป็นสารออกฤทธิ# สําคญัในพืชสมุนไพรยงัเป็นสิ!งสําคญั นาํไปสู่การพฒันาและวิจยัเพื!อเป็นหลกัฐาน
ทางวทิยาศาสตร์ เพื!อให้มีการยอมรับและเพิ!มความปลอดภยัต่อมนุษยม์ากขึ"น ดงันั"น การวิจยัเรื!องนี"  จึง
ได้ทาํการศึกษาสารลูปินิฟอลิน ที!สกัดได้จากลําต้นชะเอมเหนือ เพื!อศึกษาฤทธิ# ต้านเชื"อ B. cereus 
สาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ ที!พบไดบ้่อยในปัจจุบนัและหาเป้าหมายที!สําคญัของเซลล์แบคทีเรียซึ! ง
ไดรั้บผลกระทบจากการทาํลายของสารสกดัลูปินิฟอลิน ผลของการศึกษาสามารถนาํไปพฒันาเป็นยา
ตา้นเชื"อแบคทีเรียไดใ้นอนาคตต่อไป 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

เพื!อศึกษาฤทธิ# ตา้นเชื"อแบคทีเรียของสารลูปินิฟอลิน สารสกดัจากลาํตน้ชะเอมเหนือต่อการ
ตา้นเชื"อ Bacillus cereus 

 

1.3 สมมุติฐานของการวจัิย 

สารลูปินิฟอลิน เป็นสารชนิด flavanone ในกลุ่ม flavonoid มีฤทธิ# ตา้นเชื"อ Bacillus cereus และ
มีค่าความเขม้ขน้ตํ!าสุดในการยบัย ั"งการเจริญเติบโตของเชื"อแบคทีเรีย  (Minimum inhibitory 

concentration, MIC) และ ค่าความเขม้ขน้ตํ!าสุดในการฆ่าเชื"อแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 

concentration, MBC) ใกลเ้คียงกบัยาปฏิชีวนะ Ampicillin 

 

1.4 ระเบียบวธีิวจัิย 

  การวจิยันี" เป็นการศึกษาในชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) ที!เก็บจากสวนสมุนไพร ใน
จงัหวดัปราจีนบุรี ทาํการวเิคราะห์ในหลอดทดลอง (in vitro) และทดลองในหอ้งปฏิบติัการเท่านั"น โดย
ทดสอบกบัเชื"อ Bacillus cereus (TISTR 687) 
. 

ขอบเขตการศึกษา 

1.1     ขอบเขตทั วไป 

      1.1.1 ทดสอบหาสารสกดัลูปินิฟอลินดว้ยวธีิ Soxhlet extraction โดยใชเ้ฮกเซน 

1.1.2 ทดสอบฤทธิ# ในการตา้นเชื"อแบคทีเรียดว้ยวธีิ Disc diffusion, Minimum inhibition 

concentration (MIC) และ Minimum bactericidal concentration (MBC)  

    1.1.3 ตรวจดูลกัษณะเชื"อแบคทีเรียดว้ยกลอ้งอิเลคตรอนไมโครสโคป 
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1.5    ประโยชน์ของการวจัิย 

1.5.1  ตีพิมพเ์พื!อเผยแพร่ความรู้ในวารสารระดบัชาติหรือระดบันานาชาติ 

1.5.2  เป็นหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์เพื!อพฒันาการใชส้มุนไพรพื"นบา้นในการรักษาโรค 

1.5.3 นาํสมุนไพรทอ้งถิ!นเขา้สู่กระบวนการวจิยัใหเ้ป็นที!ยอมรับทางวทิยาศาสตร์ 

1.5.3 เพิ!มคุณค่าและความสาํคญัของการแพทยแ์ผนไทย 
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บทที  2 

เอกสารและงานวจิยัที เกี ยวข้อง 

2.1 ชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) 

ชะเอมเหนือ หรือ ออ้ยสามสวน มีชื!อทางวทิยาศาสตร์วา่ Derris reticulata Craib. วงศ ์ : 
LEGUMINOSAE-PAPILIONOIDEAE เป็นไมเ้ถาขนาดใหญ่ เปลือกเถาหนา สีนํ"าตาลอ่อน เนื"อสี
นวลขาว ใบประกอบแบบขนนก รูปใบหอก 3-5 คู่ ปลายแหลม เรียงสลบั ดอกช่อ แบบช่อแยก
แขนงกลีบดอกรูปดอกถั!ว สีขาวถึงขาวแกมม่วงอ่อน ฝักแบนรูปใบหอกกลบั (รูปที! 1)  มีขอ้มูลทาง
ยาสมุนไพรดงันี"   

ราก   รสหวาน  ราก มีสรรพคุณ ขบัเสมหะ 

ต้น   รสหวานเอียน  ถ่ายลม แกโ้รคในคอ ทาํใหผ้ิวหนงัสดชื!น แกโ้รคตา 

เนื"อไม้   รสหวาน  แกโ้รคในคอ แกล้ม แกเ้ลือดออกตามไรฟัน บาํรุงธาตุ บาํรุงกาํลงั บาํรุง
กลา้มเนื"อใหเ้จริญ ขบัเสมหะ แกน้ํ"าลายเหนียว 

ใบ   รสร้อนเฝื! อน  มีสรรพคุณ ช่วยขบัโลหิตระดู 

ดอก   รสขมร้อน  ช่วยยอ่ยอาหาร ทาํเสมหะใหง้วด แกดี้และโลหิต 

 

 
 

รูปที  1 ตน้ชะเอมเหนือ Derris reticulata Craib. 
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(ที!มา   หนงัสือ 20ปี สวนสมุนไพร, สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ เครื!องยาไทย, วฒิุ วุฒิ
ธรรมเวช อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ, มหาวทิยาลยัมหิดล) 

 

 

รูปที  2 ดอกของตน้ชะเอมเหนือ Derris reticulata Craib. 

 

ฤทธิ# ในทางเภสัชวทิยาของชะเอมเหนือ พบวา่ เป็นพืชที!มีสารกลุ่มฟลาโวนอยดเ์ป็น

องคป์ระกอบหลกัเช่นเดียวกบัพืชชนิดอื!นในสกุล Derris (ตาราง 1) ซึ! งสารฟลาโวนอยดห์ลายตวั

พบวา่มีฤทธิ# ตา้นการอกัเสบ โดยสารสกดัเอทานอลจากลาํตน้ D. reticulata มีฤทธิ# ต่อเซลลแ์มคโคร

ฟาจที!ถูกกระตุน้ดว้ยไลโปโพลีแซคคาไรด ์ (LPS) ทาํการทดสอบกบัเซลลแ์มคโครฟาจ J774A.1 

จากหนู เมื!อเซลลไ์ดรั้บสิ!งสกดัที!ความเขม้ขน้ 6.25-100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลานาน 24 ชม.

ตามดว้ยการกระตุน้ดว้ย LPS นาน 24 ชม. พบวา่สารสกดัเอทานอลจากลาํตน้  D. reticulata ยบัย ั"ง

การสร้างไนตริกออกไซดใ์นเซลลแ์มคโครฟาจ J774A.1 ที!ถูกกระตุน้ดว้ย LPS ตามความเขม้ขน้

ของสารสกดัที!ใช ้ โดยมีค่า IC50 เท่ากบั $%.& ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สิ!งสกดัที!ความเขม้ขน้ 50 และ 

'** ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ยบัย ั"งความสามารถของเซลล ์ J774A.1 ที!ถูกกระตุน้ดว้ย LPS ในการจบั

กิน zymosan ไดต้ามความเขม้ขน้ของสาร สารสกดัยบัย ั"งการแสดงออกในระดบั mRNA ของ

เอนไซม ์ inducible nitric oxide synthase (iNOS) ที!ทาํหนา้ที!สร้างไนตริกออกไซด์และยบัย ั"งการ

แสดงออกในระดบั mRNA ของเอนไซม ์cyclo-oxygenase 2 (COX-2) ที!จาํเป็นในการสร้างสารโพ

รสตาแกลนดินในเซลลแ์มคโครฟาจที!ถูกกระตุน้ สารสกดัยงัยบัย ั"งการแสดงออกในระดบั mRNA 
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ของไซโตคายน์ที!เกี!ยวขอ้งกบัการอกัเสบไดแ้ก่ TNF-α, IL-1b and IL-6 ในเซลลแ์มคโครฟาจที!ถูก

กระตุน้ 

ตาราง 1 Selected ethnomedical applications of Derris plants (Kongjinda 2004). 

Sources   Plant part   Ethnomedical activity 

D. amazonica   Dried root   Fish poison 

D. elliptica   Root    Insecticide 

    Dried root   Blood purification 

        Fish poison 

D. indica   Dried seed   Fish poison 

D. malaccensis  Dried root   Fish poison 

    Dried root   Leprosy 

D. oblonga   Root    Insecticide 

D. robusta   Fresh root   Sore throat 

D. scandens   Dried stem   Rheumatism 

    Dried entire plant  Fish poison 

    Dried stem   Analgesic 

    Dried stem   Antipyretic 

    Dried stem   Arthistic symptoms 

    Dried stem   Antidysenteric 

    Dried stem   Antidiuretic 

D. spruceana   Dried leaf   Fish poison 

D. trifoliata   Root    Insecticide 

    Dried entire plant  Stimulant 

    Dried entire plant  Antipasmodic 
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2.2 Bacillus cereus 

 Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียที!พบในดิน สามารถก่อโรคอาหารเป็นพิษ อาการที!พบบ่อยคือ 
อาเจียน และทอ้งเสีย ลกัษณะและรูปร่าง เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง (rod) เจริญไดดี้ทั"งใน
สภาพมีและไม่มีออกซิเจน (รูปที! 3)  สวนใหญ่การปนเปื" อนมกัเกิดจากสปอร์ปนเปื" อนลงไปในห่วง
โซอาหารที!ได้รับการปรุงไม่ เหมาะสม เมื!อสปอร์เจริญเป็น vegetative cell จะสร้างสารพิษ 
(enterotoxin) และทาํให้เกิดโรคเมื!อบริโภคอาหารนั"นเขา้ไป ปริมาณที!ก่อโรคได้คือ มากกว่า 106 

เซลล์ต่อกรัมอาหาร สิ!งแวดลอ้มอื!นที!พบเชื"อไดน้อกจากดิน ไดแ้ก่ อากาศ ฝุ่ น  สารพิษ enterotoxin 

เป็นสารพิษประเภทโปรตีน ที!ถูกสร้างโดยจุลินทรียใ์นลาํไส้เล็กตอนล่าง มีความเป็นพิษต่อเซลล ์
เยื!อบุผนงัลาํไส้ สวนใหญ่เป็นสารพิษที!ขบัออกมาโดยแบคทีเรียที!ไปทาํให้เกิดรูพรุนในเซลล์เมม
เบรน มีผลทาํให้เซลล์ตาย หลงัจากเซลล์บุผนงัลาํไส้เล็กตาย ของเหลวตางๆ จึงไหลออกมา ทาํให้
เกิดอาการท้องร่วง ตวัอย่างของจุลินทรียที์!สร้าง enterotoxin ได้แก่ E. coli 0157:H7, Clostridium 

perfringens,Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Rota virus แ ล ะ  Yersinia enterocolitica 

สารพิ ษ ที!ส ร้างโดย  B. cereus มีส องชนิดคือ ชนิดที! ท ําให้ท้องร่วง (diarrhea toxin) ซึ! ง เป็น 
enterotoxin และชนิดที!ทาํใหอ้าเจียน (emetic toxin)  

 
 

รูปที  3 ลกัษณะการเรียงตวัของเชื"อ Bacillus cereus  

(http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1116/bacillus-cereus) 
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 B. cereus เป็นแบคทีเรียในสกุล Bacillus อีกชนิดหนึ!งที!มีรายงานการก่อโรคในคนได ้การติด
เชื"อบริเวณต่างๆในร่างกายและเป็นสาเหตุของอาหารเป็นพิษ B. cereus มีรูปร่างและลกัษณะของ
เซลลค์ลา้ยคลึงกบั B.anthracis คือรูปร่างเป็นแท่งและอาจเรียงตวัเป็นสาย (รูปที! 3)  เชื"อ B. cereus 
เจริญไดดี้บน nutrient agar และ blood agar ลกัษณะโคโลนีบน Blood agar มีขนาดใหญ่ แบน มี
แกรนูลละเอียดคลา้ยกระจกฝ้า สลายเมด็เลือดแดงได้ และมีสีเขียวเล็กนอ้ย บางสายพนัธ์ุสร้าง 
pigment สีแดง ในอาหารเลี"ยงเชื"อที!มีแป้งและเหล็กในปริมาณที!เพียงพอ บางสายพนัธ์ุสร้าง 
pigment สีเหลืองซีดเขียว สะทอ้นแสงในอาหารเพาะเชื"อชนิดต่างๆได ้ บน nutrient agar บางสาย
พนัธ์ุทาํใหอ้าหารเพาะเชื"อมีสีเขม้ขึ"นเล็กนอ้ยและบางสายพนัธ์ุสร้าง pigment สีนํ"าตาลชมพู
แพร่กระจายไปรอบๆโคโลนีได ้ เชื"อ B. cereus เคลื!อนที!ได ้ สลายเมด็เลือดแดง และดื"อต่อยาเพน
นิซิลลิน อยา่งไรก็ตาม B. cereus คงมีสายพนัธ์ุที!ไม่เคลื!อนที!และสลายเมด็เลือดแดงไดเ้ล็กนอ้ยใต้
โคโลนี ดงันั"นจึงมีความจาํเป็นตอ้งทดสอบคุณสมบติัการสร้างสปอร์ โดยเฉพาะใน nutrient agar 

ซึ! งมีส่วนผสมของโซเดียม ไบคาร์บอเนต เขม้ขน้ร้อยละ 0.7 บ่มเชื"อภายใตบ้รรยากาศ
คาร์บอนไดออกไซด ์ที!อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั"นนาํเชื"อที!เจริญนั"นมายอ้มดว้ยสี polychrome 

methylene blue หรือที!เรียกวา่ M’Fadyean stain แอนติเจนที!สาํคญัของเชื"อ B. cereus ไดแก่ 
แอนติเจนของสปอร์ (spore antigen),แอนติเจนบนผิวเซลล ์ (somatic antigen ; O antigen) และ
แอนติเจนของแฟลกเจลลา (flagella antigen ; H antigen) จากการศึกษาของนกัวทิยาศาสตร์หลาย
ท่านพบวา่ แอนติเจนของแฟลกเจลลา มีอยู ่ 42 ซีโรทยัป์ และในจาํนนวน 23 ซีโรทยัป์มี
ความสัมพนัธ์กบัการก่อโรค  เชื"อ B. cereus สร้างเอกโซทอกซินหลายชนิดคือ เอนเทอโรทอกซิน ( 
enterotoxin ) อีมีติกทอกซิน ( emetic toxin ) ฮีโมลยัซิน (hemolysin), ฟอสโฟไลเปส ซี 
(phospholipase C ) เอนเทอโรทอกซิน เอนเทอโรทอกซิน 

ของ B. cereus ประกอบดว้ยองคป์ระกอบโปรตีนสาํคญัสามส่วน มีนํ"าหนกัโมเลกุลอยูร่ะหวา่ง 38 – 

57 กิโลดาลตนั (kDa) ซึ! งโปรตีนทั"งสามส่วนนี"ตอ้งออกฤทธิ# ร่วมกนั ทอกซินนี"ทาํให้เกิดการสะสม
ของนํ"าคดัหลั!งภายในลาํไส้ส่วนไอเลียมของกระต่าย (Rabbit Illeal Loops ; RIL) ซึ! งสัมพนัธ์กบัการ
กระตุน้การทาํงานของเอนไซมแ์ละอะดีนิล ซยัเคลส นอกจากนี"ยงัพบวา่ Vascular permeability 

reaction (VRP) เพิ!มขึ"นรวมทั"งเกิดเนื"อเยื!อเน่าตาย ทอกซินที!บริสุทธิ# ออกฤทธิ# ฆ่าหนูได ้ ดงันั"นทอก
ซิน B. cereus ซึ! งรวมๆ กนัอยูห่ลายชนิด จึงไดรั้บการขนานนามวา่ mouse-lethal factor 1, 

diarrhegenic factor, necrotic factor, vascular permeability factor และ edema factor เอนเทอโรทอก
ซินของ B. cereus ยอ่ยสลายไดด้ว้ยเอนไซมย์อ่ยโปรตีน และไม่ทนความร้อน 

 อาการอาหารเป็นพิษโดยไม่มีอาการอาเจียน ผูป่้วยมีอาการอุจจาระร่วงคลา้ยกบัอาการอาหาร

เป็นพิษซึ! งมีเชื"อ Clostridium perfringens ซึ! งสัมพนัธ์กบัเอนเทอโรทอกซิน เอนเทอโรทอกซินนี"อาจ

ปนเปื" อนอยูใ่นอาหารหรือสร้างขึ"นขณะที!เชื"ออาศยัอยูใ่นลาํไส้เล็กก็ได ้ ผูป่้วยมีอาการอุจจาระร่วง 
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ร่วมกบัปวดทอ้งรุนแรงแต่มกัไม่มีอาการอาเจียนหรือไขร่้วมดว้ย อาการเหล่านี" เกิดขึ"นหลงัจากกิน

อาหารปนเปื" อนเขา้ไปประมาณ 8-16 ชั!วโมง ผูป่้วยยงัมีอาการดีขึ"นเมื!อเวลาผา่นไปประมาณ 12 

ชั!วโมง ซึ! งไม่จาํเป็นตอ้งใหส้ารตา้นจุลชีพกบัผูป่้วยแต่ให้สารนํ"าและอิเลคโตรไลทท์ดแทน 

     B.cereus สายพนัธ์ุที!แอนติเจนแฟลกเจลา 1,2,6,8,10,12 และ 19 มีความสัมพนัธ์กบัอาหาร

เป็นพิษของเชื"อ B.cereus ที!สร้างเอนเทอโรทอกซินได ้ มกัใหผ้ลบวกต่อการทดสอบการยอ่ยสลาย

แป้ง (starch hydrolysis) และเชื"อนั"นต่อให้เกิดอาหารเป็นพิษโดยไม่มีอาการอาเจียน อาหารเป็นพิษ

ร่วมกบัอาเจียน ผูป่้วยมีอาการหลงัจากการรับประทานอาหารปนเปื" อนประมาณ 1 – 5 ชั!วโมง โดย

การออกฤทธิ# ของทอกซินชนิดหนึ!งเรียกวา่ ทอกซินอมีีติก (emetic toxin) กระตุน้ใหเ้กิดอาการ

คลื!นเหียนอาเจียนและปวดทอ้งรุนแรง และอาจมีอาการดีขึ"นเป็นลาํดบั และหายจากอาการภายใน 

24 ชั!วโมง อาการจากพิษ B.cereus ชนิดนี"คลา้ยคลึงกบัอาการจาก Staphylococcus aureus ทั"งอาการ

และระยะฟักตวั 

2.3 การติดเชื"อนอกระบบทางเดินอาหาร 

     เชื"อ B.cereus เป็นสาเหตุของการติดเชื"อเฉพาะที!ตามอวยัวะอื!นๆ เยื!อบุตา,การติดเชื"อใน

เลือด,หวัใจ,ระบบทางเดินหายใจ.ระบบประสาทส่วนกลาง โดยเฉพาะอยา่งเช่นเยื"อหุม้สมองอกัเสบ 

และบาดแผลติดเชื"อ 

 

2.4 การวนิิจฉัยทางห้องปฏิบัติ 

    การวนิิจฉยัทางการติดเชื"อ B.cereus โดยการเพาะเชื"อ ขึ"นกบัอาการทางคลินิก และพยาธิสภาพ 

กรณีที!เป็นการติดเชื"อในเลือด ใหเ้จาะเลือดประมาณ 5 มิลลิลิตรเติมลงใน typticase soy broth ซึ! งมี

ส่วนผสมของโซเดียมโปลีแอนนิทอล ซลัโฟเนต (sodium polynetholsulfonate) ซึ! งเป็นสารกนัเลือด

แขง็และตรวจสอบการเจริญเติบโตของเชื"อทุกวนัส่วนสิ!งตรวจชนิดอื!นๆ เช่น สิ!งส่งตรวจจากตา 

บาดแผล นํ"าไขสันหลงั รวมทั"งสิ!งส่งตรวจอื!นๆ ใหเ้พาะเชื"อลงบน blood agar หรืออาหารเพาะเชื"อ

สาํหรับเพาะเชื"อสิ!งส่งตรวจเพื!อการวนิิจฉยัเชื"อแบคทีเรียที!เป็นสาเหตุในการติดเชื"อในอวยัวะนั"นๆ 

บ่มเชื"อไว ้18 – 24 ชั!วโมง ตรวจหานิคมที!สงสัยวา่เป็นเชื"อ Bacillus และทาํการยอ้มสีแกรม จากนั"น

พิสูจน์ชนิดโดยทาํการทดสอบทางชีวเคมี 

     กรณีผูป่้วยแสดงอาการในระบบทางเดินอาหาร ให้นาํส่งอุจจาระ,อาเจียน, และ อาหารที!

ตอ้งสงสัยวา่ปนเปื" อนเชื"อ B.cereus นาํส่งหอ้งปฏิบติัการเพื!อเพาะเชื"อต่อไป และตอ้งแจง้ให้

หอ้งปฏิบติัการทราบวา่ ตอ้งการเพาะเชื"อ B.cereus ซึ!งจาํเป็นตอ้งเพาะเชื"อลงบน blood agar 
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เนื!องจากการเพาะเชื"อที!ก่อให้เกิดโรคในระบบทางเดินอาหารในงานประจาํนั"นจะไม่เลือกใช ้ blood 

agar เนื!องจากเชื"อส่วนใหญ่ที!ก่อโรคในระบบทางเดินอาหารเป็นเชื"อแบคทีเรียแกรมลบ ทรงแท่ง ซึ! ง

เจริญเติบโตไดบ้น blood agar และใหล้กัษณะนิคมไม่แตกต่าง 

     สิ!งส่งตรวจจากสิ!งแวดลอ้มและอาหารมกัปนเปื" อนดว้ยสปอร์ ดงันั"นการเพาะเชื"อ B.cereus 

จากสิ!งส่งตรวจเหล่านี" จึงมีขอ้แนะนาํในการจดัเชื"อปนเปื" อนอื!นๆ ดงันี"  วธีิที! 1 ใหน้าํสิ!งส่งตรวจผสม

กบัเอธานอล ปราศจากเชื"อเขม้ขน้ร้อยละ 50 ปล่อยทิ"งไวน้าน 1 ชั!วโมง หรือ วธีิที! 2 ใหเ้ติมนํ"า

ปราศจากอิออน(deionizedwater) ปริมาตรเท่ากบัสิ!งส่งตรวจ แลว้อุ่นที! 62.5 องศาเซลเซียส นาน 15 

นาที แลว้เพาะเชื"อลงบนอาหารเพาะเชื"อจาํเพาะชนิด (selective media) 

     สาํหรับสิ!งส่งตรวจที!คาดวา่จะไม่มีสปอร์ใหเ้พาะเชื"อลงบนอาหารเพาะเชื"อจาํเพาะชนิด ซึ! ง

ไดแ้ก่ mannitol-egg  yolk-polymyxin หรือ polymyxin-pyruvate-egg yolk-mannitol ผสมกบับรอม

ไทมอล บลู (bromthymolblue) หรือบรอมครีซอล เพอเพิล (bromcresolpurpie) ยาโปลีมิกซิน บี ทาํ

หนา้ที!กาํจดัเชื"อจุลชีพอื!นๆ ส่วนไข่แดง ช่วยในการตรวจสอบแอกติวิตีของเอน็ไซมเ์ลซิเนสและ

นํ"าตาลแมนนิทอล ตรวจสอบคุณสมบติัการยอ่ยสลายนํ"าตาลแมนนิทอล ซึ! ง B.cereus ใหผ้ลลบ 

     การตรวจสอบนบันิคมในอาหารเป็นสิ!งจาํเป็นเพื!อการตดัสินการติดเชื"อ จาํนวนเชื"อที!ถือวา่

มีความสัมพนัธ์กบัการก่อโรคคือ จาํนวน100,000 เซลล/์อาหาร 1 กรัม และผลสรุปยนืยนัวา่ติดเชื"อ 

B.cereus สายพนัธ์ุนั"นจริงก็คือการแยกเชื"อซีโรทยัป์เดียวกนัไดจ้ากสิ!งตรวจจากผูป่้วยและอาหารที!

ตอ้งสงสัย 

      เชื"อ B.cereus แตกต่างจากเชื"อ Bacillus อื!นๆ คือมีคุณสมบติัในการสร้างเอน็ไซมเ์ลซิเนส 

ใหผ้ลบวกต่อการทดสอบ Voges-Proskauer รวมทั"งสปอร์ที!สร้างโดย B.cereus อยูต่รงกลางหรือ

เกือบกลางเซลล ์ และแยกจาก B.anthracis โดยอาศยัคุณสมบติัที!เคลื!อนที!ได ้ สลายเมด็เลือดแดงได้

ดื"อต่อยาเพนิซิลลิน และไม่สร้างแคปซูล 

2.5 การรักษาโรคที มีสาเหตุจากเชื"อ B.cereus 

     เชื"อ B.cereus สร้างเอนไซมเ์บตา้แลคแตมเมสได ้ จึงทาํใหเ้ชื"อดื"อต่อเพนนิซิลลินแอมพิ

ซิลลิน และเซฟาโลสปอริน รวมทั"งไตรมาโตรปริม แต่ส่วนใหญ่ไวต่อยาคลินดามยัซิน อิริโธมยัซิน,

คลอแรมเฟนิคอล,แวนโคมยัซิน,อะมิโนโกลโ์คไซด ์รวมทั"งเตตร้าซยัคลินและซลัโฟนาไมด ์ 

     นอกเหนือจาก B.anthracis และ B.cereus จะก่อใหเ้กิดโรคในคนแลว้ ยงัมีรายงานการก่อ

โรคโดยเชื"อ B.subtilis , B.thuringiensis , B.alvei , B.circulans , B.licheniformis , B.macerans , 

B.pumilus , B.sphaenricis อีกดว้ยแต่พบนอ้ยกวา่เชื"อ B.anthracis และ B.cereus 
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2.6 ฟลาโวนอยด์  (Flavonoids) 

 ฟลาโวนอยด์เป็นสารสาํคญัที!พบไดม้ากมายในพืชที!มีการสังเคราะห์แสงในกาเจริญเติบโต 

ไดแ้ก่ ผลไม ้ ผกั เมล็ดธญัพืช ลาํตน้ และส่วนดอกของพืช ชนิดต่างๆ นอกจากนี"ยงัพบในปริมาณ

มากในชา และ นํ"าผึ"ง หนา้ที!โดยทั!วไปแลว้ ฟลาโวนอยด์จะสร้างสีในพืช ทาํใหด้อกไมมี้สีสันต่างๆ

ในการดึงดูดแมลง รักษาสภาพทางกายภาพของพืชและ ปกป้องการทาํลายจากเชื"อรา โครงสร้าง

พื"นฐานโดยทั!วไปของสารประกอบฟลาโวนอยด ์ ประกอบดว้ย 2-phenyl-benzol (α) pyrane ซึ! ง

ประกอบดว้ยวงแหวนกลุ่ม benzene (A และ B) ที!เชื!อมต่อกบั วงแหวน heterocyclic pyrane ( C )  

ดงัรูปที! 4 

 

รูปที  4 โครงสร้างหลกัของ flavones ซึ! งเป็นสารในกลุ่ม flavonoids (Cushnie,2005) 

 

2.7 คุณสมบัติทางการแพทย์ของฟลาโวนอยด์ 

 ฟลาโวนอยดไ์ดใ้ชเ้ป็นองคป์ระกอบหลกัในการวจิยัทางการแพทย ์ มีการรายงานคุณสมบติ
ทางการรักษาโรค เช่น ตา้นการอกัเสบ (Tangpu and Yadav 2004) รักษาโรคกระดูก ยบัย ั"งการหลั!ง
เอนไซม ์ ตา้นเชื"อแบคทีเรีย ตา้นภูมิแพ ้ ตา้นอนุมูลอิสระ และตา้นการเกิดเนื"องอก (Cushnie and 

Lamb 2005) นอกจากนี"สารสาํคญัที!สกดัไดจ้ากฟลาโวนอยด ์ ยงัมีฤทธิ# ยบัย ั"งเอนไซม ์ ขึ"นอยูก่บั
โครงสร้างทางโมเลกุลของสารแต่ละชนิด เช่น คาร์โบไฮเดรต, phenyl ring, phenol และ 
benzopyrone ring เป็นตน้ 
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2.8 สารลูปินิฟอลนิ 

 สารลูปินิฟอลิน เป็น สารที!อยูใ่นกลุ่มฟลาโวโนน (Flavonone) ซึ! งเป็นสารในกลุ่มฟลาโว
นอยด ์ ดงันั"น คุณสมบติัทางเคมีและฤทธิ# ในดา้นทางเภสัชวทิยาจึงมีความน่าสนใจ และมีประโยชน์
เป็นอยา่งมากในทางการแพทย ์โครงสร้างทางเคมี ของลูปินิฟอลิน แสดงไวใ้นรูปที! 5 

 

 

 

 

รูปที  5 โครงสร้างทางเคมีของลูปินิฟอลนิ 
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บทที  3 

วธีิการดาํเนินการวจิยั 

 

อุปกรณ์ 

1. Hot air Oven 

2. Soxhlet extractor 

3. แผน่ Silica gel G60 F254 อะลูมิเนียม 

4. ตูบ้่มเพาะเลี!ยงเชื!อแบคทีเรีย 

5. แผน่กระดาษกรอง What man No.1 

6. 96 well plate 

7. จานเพาะเลี!ยงเชื!อแบคทีเรีย 

8. หลอดทดลอง 

9. กลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน 

10. บีกเกอร์ 

11. Flasks 

สารเคมี 

1. Hexane 

2. Dichrolomethane 

3. Methanol 

4. Mueller-Hinton Broth (MHB) 

5. Agar 

6. 0.85 % NaCl 

7. 0.5 McFarland   

8. 10% NaOH (1 N) 

9. Ampicillin 

10. 0.1 M phosphate buffer (PBS, pH 7.2) 

11. 0.25% glutaraldehyde 

12. 1% osmium tetroxide 

13. Acetone 

14. Spurr's resin 
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15. copper grids 

16. 2% uranyl acetate 

17. lead citrate 

 

1. การเตรียมตัวอย่างลาํต้นชะเอมเหนือ 

นาํลาํตน้ของชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) ตดัเป็นชิ!นเล็กๆ แลว้นาํไปอบใน 
Hot air oven ที"อุณหมิ 50 องศาเซลเซียส ลาํตน้ที"อบแลว้เก็บไวใ้นที"แหง้ ไม่มีความชื!น ที"
อุณหภูมิหอ้ง จนกวา่จะใชน้าํไปใชใ้นการทดลอง 

 

2. การทดสอบความบริสุทธิ"ของสารลูปินิฟอลนิ 

ลาํตน้ชะเอมเหนือที"ตดัเป็นชิ!นเล็ก นาํมาสกดัดว้ย เฮกเซน โดยใช ้ Soxhlet extractor 

หลงัจากนั!นนาํสารละลายที"ไดน้าํมาลา้งดว้ยนํ!า 2 ครั! ง นาํส่วนบนที"เป็นชั!นของ Hexane แยกออกมา 
แลว้ทาํการแยกสารใหบ้ริสุทธิ# ดว้ยวธีิ Crystallization และ วธีิ Thin layer chromatography บนแผน่ 
Silica gel G60 F254 อะลูมิเนียม โดยใช ้ Dichrolomethane : Methanol ในอตัราส่วน 95 : 5 (สมิตา 
วเิศษสุทธิชยั, สุวภาพ เตชะมหามณีรัตน์, วราภรณ์ จรรยาประเสริฐ และ นพมาศ สุนทรเจริญนนท์, 
2548) เพื"อทดสอบหาความบริสุทธิ# ของลูปินิฟอลิน 

 

3. การทดสอบฤทธิ"ต้านแบคทเีรีย 

 3.1 วธีิ Disc diffusion  

แบคทีเรียที"ใชใ้นการทดสอบคือ Bacillus cereus (TISTR 687) โดยเพาะเลี!ยงแบคทีเรีย
ในอาหาร Mueller-Hinton Broth (MHB) บ่มเชื!อใหเ้จริญเติบโตที"ตูอ้บเพาะเลี!ยงเชื!ออุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั"วโมง (CLSI, 2012) แลว้นาํมาเจือจางดว้ยสารละลาย 0.85 % NaCl 

เทียบความขุ่นกบั 0.5 McFarland  เพื"อใหไ้ดจ้าํนวนเชื!อแบคทีเรียประมาณ 108 cfu/ml หลงัจากนั!น 
ป้ายเชื!อลงบนอาหารเลี!ยงเชื!อ Mueller-Hinton Agar (MHA) วางแผน่กระดาษกรอง What man No.1 

ขนาด 6 มิลลิเมตร ที"มีสารลูปินิฟอลิน จาํนวน 25, 50, และ 75 µg/disc ตามลาํดบั ใช ้10% NaOH (1 

N) และยาปฏิชีวนะ Ampicillin เป็น Vehicle control และ Positive control ตามลาํดบั นาํจาน
เพาะเลี!ยงเชื!อไปบ่มในตูอ้บเพาะเลี!ยงเชื!ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั"วโมง วดัขนาด 
Inhibition zones รอบแผน่กระดาษกรองแลว้บนัทึกผล ทาํการทดลอง 3 ครั! ง (รูปที" 6) 
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  รูปที  6 วธีิ Disc diffusion ในการวดั zone of inhibition 

 

 

3.2 วธีิ Minimum inhibition concentration (MIC) และ Minimum bactericidal 

concentration (MBC) 

ทาํการทดสอบดว้ยวธีิ microdilution method ใน หลุมเพาะเลี!ยงเชื!อ 96 well plate 

(Joycharat et al., 2013) ละลายสารลูปินิฟอลิน ใน 10% NaOH (1 N) แลว้เติมลงในหลุมเพาะเชื!อที"มี
อาหารเลี!ยงเชื!อ MHB ใหมี้ความเขม้ขน้ของสารลูปินิฟอลินตั!งแต่ 0.25-512 µg/ml ดว้ยวธีิ two-fold 

serial dilutions หลงัจากนั!นเติมเชื!อ Bacillus cereus ใหมี้จาํนวนเชื!อสุดทา้ยในหลุมทดลองเท่ากบั 
5x105 cfu/ml การทดลองดว้ยวธีินี! ใชย้าปฏิชีวนะ Ampicillin, 0.5% NaOH (1 N)  และ หลุมที"ไม่ใส่
สารลูปินิฟอลิน เป็น positive, vehicle control และ negative control ตามลาํดบั นาํ หลุมเพาะเลี!ยง
เชื!อ 96 well plate ไป บ่มในตูอ้บเพาะเลี!ยงเชื!ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั"วโมง ค่า 
MIC คือค่าความเขม้ขน้ตํ"าสุดที"ไม่เห็นการเจริญเติบโตของเชื!อแบคทีเรีย หรือ ไม่เกิดความขุ่น 
วเิคราะห์ค่า MBC ดว้ยการนาํอาหารเลี!ยงเชื!อจากหลุมที"ไม่เกิดความขุ่นไปเพาะเลี!ยงเชื!อบน MHA 

แลว้นาํไปบ่มในตูอ้บเพาะเลี!ยงเชื!ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั"วโมง ความเขม้ขน้
ตํ"าสุดที"ไม่เห็นเชื!อแบคทีเรียเจริญเติบโต จะเป็นค่า MBC การทดลองทุกวธีิจะทาํทั!งหมด 3 ครั! ง  
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รูปที  7 แสดงการหาค่า Minimum bactericidal concentration (MBC) 

 

3.3 การศึกษาฤทธิ"ต้านเชื#อแบคทเีรียด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน 

กลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน หรือ Transmission electron microscope (TEM) มีประโยชน์
ในการศึกษารูปร่างลกัษณะของเชื!อแบคทีเรียแบบตดัขวาง สามารถมองเห็นองคป์ระกอบที"
เปลี"ยนแปลงหลงัไดรั้บสารลูปินิฟอลิน ไดแ้ก่ cell wall, cell membrane และ ลกัษณะโครงสร้าง
ภายในเซลลข์องเชื!อแบคทีเรีย (Ghosh, Indukuri, Bondalapati, Saikia, and Rangan, 2013) ตวัอยา่ง
เชื!อแบคทีเรียที"ทดสอบกบัสารตวัอยา่งแลว้จะลา้งดว้ย 0.1 M phosphate buffer (PBS, pH 7.2) ทาํ
การ fixed ตวัอยา่งดว้ย 0.25% glutaraldehyde ลา้งดว้ย 0.1 M PBS อีกครั! ง แลว้ fixed ดว้ย 1% 

osmium tetroxide หลงัจากนั!น dehydrate ดว้ย acetone จากความเขม้ขน้ 20 %-100 % นาํตวัอยา่งไป
แทนที"ดว้ย Spurr's resin เพื"อเก็บตวัอยา่งให้อยูใ่นแท่งพลาสติก นาํไปตดั section ดว้ยเครื"อง 
ultramicrotome ใหต้วัอยา่งอยูบ่นแผน่ copper grids ยอ้มสีดว้ย 2% uranyl acetate และ lead citrate 

แลว้ตรวจตวัอยา่งดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนเพื"อดูลกัษณะของเซลลแ์บคทีเรีย   
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บทที  4 

ผลการวจิยั 

 

4.1  ลาํต้นชะเอมเหนือ 

ลาํตน้ชะเอมเหนือที ใชส้าํหรับการวจิยั เมื อนาํมาหั นเป็นชิ"นเล็กๆ แลว้นาํอบดว้ย Hot air 

oven ที อุณหมิ 50 องศาเซลเซียส จะมีลกัษณะสีนํ"าตาลอ่อน ถึงสีนํ"าตาลเขม้ ดงัภาพที  4-1  

 

ภาพที  4-1 ลาํตน้ชะเอมเหนือหลงัจากอบดว้ย Hot air oven 

 

 

4.2  การทดสอบความบริสุทธิ"ของสารลูปินิฟอลนิ 

  จากการสกัดลําต้นชะเอมเหนือ เพื อหาสารลูปินิฟอลิน ด้วยวิธี  Soxhlet 

extraction โดยใช้เฮกเซนเป็นตวัทาํละลาย และวิธีการ Crystallization จะได้ ผลึกสีเหลืองรูปเข็ม 

(ภาพที  4-2) ซึ งเป็นลกัษณะสําคญัของสารชนิดนี"  ผูว้ิจยัไดท้าํการตรวจสอบความบริสุทธิ# เบื"องตน้ 

ดว้ยวธีิ TLC  (ภาพที  4-3) 
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ภาพที  4-2 ผลึกสีเหลืองรูปเขม็   และ รูปโครงสร้างทางเคมี ของสารลูปินิฟอลิน 

 

 

 

 

ภาพที  4-3 ผล TLC บนแผน่กระดาษ Silica gel G60 F254 อะลูมิเนียม ดูภายใตแ้สง UV 

 

4.3  ผลการทดสอบฤทธิ"ต้านแบคทเีรีย 

  4.3.1 วธีิ Disc diffusion  

 ผลการทดสอบหาฤทธิ# ตา้นเชื"อ B. cereus ดว้ยวธีิ Disc diffusion วดัค่า inhibition zone 

ไดผ้ลดงัตารางที  4-1 พบวา่ สารลูปินิฟอลิน สามารถยบัย ั"งการเจริญเติบโตของเชื"อ B. cereus  โดย

วดัค่า Diameter of inhibitions zone (mm) ดงัภาพที  4-4  

L2

/ 

L1 

Lupinifolin 
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ภาพที  4-4 แสดงการเกิด inhibition zone ของสารลูปินิฟอลินต่อเชื"อ B. cereus บนจานอาหาร

เพาะเลี"ยงเชื"อ Mueller-Hinton Agar (MHA) 

 

ตารางที  4-1 ผลการตรวจสอบฤทธิ# ตา้นเชื"อ B. cereus ดว้ยวธีิ Disc diffusion 

Microorganism 

Diameter of inhibitions zone (mm)   

Lupinifolin  (µg) Ampicillin (µg) 

25 50 75 10 

Bacillus cereus 10 ± 1.1* 13 ± 0.6 25 ± 0.6* 13 ± 0.6* 

(n=3,  * = p < 0.05 ) 
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4.3.2 วธีิ Minimum inhibition concentration (MIC) และ Minimum bactericidal 

concentration (MBC) 

ตารางที  4-2 ผลการตรวจฤทธิ# ตา้นเชื"อ B. cereus ดว้ยวธีิ Minimum inhibition concentration (MIC) 

และ Minimum bactericidal concentration (MBC) 

 

Microorganisms Lupinifolin Ampicillin 

  MIC (µg/ml) MBC (µg/ml) MIC (µg/ml) MBC (µg/ml) 

B.cereus 8 16 8 16 

(n=3, p > 0.05) 

 

 4.3 ผลการศึกษาฤทธิ"ต้านเชื#อแบคทเีรียด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลคตรอน 

 ผลการตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน พบวา่ เซลลข์อง B.cereus ที เติมสารสารลูปินิ

ฟอลิน มีลกัษณะเปลี ยนไปเมื อเทียบกบัเซลลแ์บคทีเรียปกติที ไม่ไดเ้ติมสารสกดั โดยลกัษณะที 

สังเกตเห็น มีรูปร่างบวม และ บางเซลลจ์ะติดสีเขม้ อาจเกิดจาก ผนงัเซลล ์และ ผนงัเซลลอ์าจถูก

ทาํลาย  
 

 

ภาพที  4-5  เชื"อ B. cereus หลงัจากเติมสารลูปินิฟอลิน  มีลกัษณะบวมและ บางเซลลมี์ขนาดเล็กลง 
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บทที# 5 

สรุปผล อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 

 สรุปและอภิปรายผล 

 การสกดัหาสารลูปินิฟอลิน จากลาํตน้ชะเอมเหนือ (D. reticulata Craib.) พบว่า สารที!สกดั

ไดมี้ลกัษณะเป็นผลึกรูปเข็มสีเหลือง ซึ! งเป็นลกัษณะเฉพาะของสารชนิดนี"   สอดคลอ้งกบัการสกดั

หาสารลูปินิฟอลินในลาํตน้ชะเอม Myriopteron extensum (Wight) K. Schum. ซึ! งมีฤทธิ# ในการยบัย ั"ง

เชื"อ B. cereus โดยวิธี Disc diffusion เท่านั"น ซึ! งเป็นการศึกษาฤทธิ# การตา้นเชื"อแบคทีเรียเบื"องตน้ แต่

ไม่มีฤทธิ# ในการยบัย ั"งเชื"อราชนิด dermatophytes (Soonthornchareonnon, Ubonopas, Kaewsuwan, 

& Wuttiudomlert, 2004)  ในการศึกษาที!ผ่านมา สารลูปินิฟอลิน จดัเป็นสารประเภทฟลาโวนอยด ์

จดัอยู่ในกลุ่ม ฟลาโวโนน ซึ! งพบมากในพืชสมุนไพร และมีฤทธิ# ทางเภสัชวิทยามากมาย ใน

ก ารศึ ก ษ าค รั" ง นี"  ได้ท ําก ารท ด ส อบ ห าฤ ท ธิ# ต้าน เชื" อ  B. cereus ด้วยวิ ธี  Minimal inhibitory 

concentration (MIC) และ Minimal bactericidal concentration (MBC) นอกจากนี" ยงัทาํการตรวจหา

บริเวณเป้าหมายของเซลล์แบคทีเรียที!ได้รับผลกระทบจากสารลูปินิฟอลินด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเลคตรอน  ผลการวิจยั พบวา่ สารลูปินิฟอลินสามารถยบัย ั"งการเจริญเติบโตของเชื"อแบคทีเรีย โดย

ทําให้เกิด inhibition zones บนอาหารเลี" ยงเชื" อ MHB เมื!อเปรียบเทียบกับยา Ampicillin มีความ

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ  (p<0.05)  ซึ! งเหมือนกบัการศึกษาฤทธิ# ของลูปินิฟอลินในการ

ยบัย ั" งเชื" อแบคทีเรียของสารสกัดจาก Eriosema chinense (Prasad, Laloo, Kumar, & Hemalatha, 

2013) และสารสกดัจาก Myriopteron extensum (Wight) K. Schum.  ซึ! งเป็นการศึกษาจากสารสกดั

สมุนไพรแบบหยาบ ผู ้วิจ ัยได้ทําการทดสอบหาฤทธิ# ต้านเชื" อ B. cereus ด้วยวิธี microdilution 

method ไดค้่าความเขม้ขน้ตํ!าสุดของสารสกดัลูปินิฟอลินที!มีฤทธิ# ในการยบัย ั"งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย (MIC) และความเข้มข้นตํ!าสุดในการฆ่าเชื"อแบคทีเรีย (MBC) เท่ากับ 8 และ 16 µg/ml 

ตามลาํดบั เมื!อเปรียบเทียบกบัยา Ampicillin พบว่า ไม่มีผลแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ถือว่า 

สารสกดัลูปินิฟอลินมีฤทธิ# ยบัย ั"งเชื"อ B. cereus อยูใ่นระดบัดี  
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 การตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบว่า เซลล์แบคทีเรีย ที!เติมสารสกดัลูปินิฟอลิน มีลกัษณะ

บวม และสังเกตเห็นการถูกทาํลายบริเวณ cell wall หรืออาจทาํลายที! cytoplasmic membrane เมื!อ

เทียบกบัเซลลแ์บคทีเรียในกลุ่มควบคุม  

 

ข้อเสนอแนะ 

 อยา่งไรก็ตามการศึกษาหากลไกการออกฤทธิ# ต่อเชื"อแบคทีเรียที!เฉพาะเจาะจง ของสารสกดั

ชนิดนี"   ยงัต้องมีการศึกษาวิจยัในอนาคตด้วยวิธีทาง อณูชีวภาพและการแสดงออกของยีน เพื!อ

พฒันาในการคิดคน้ยาตา้นเชื"อชนิดใหม่ต่อไป  
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