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บทคดัย่อ 
 
 

  ในการศึกษาน้ี เป็นการศึกษาฤทธ์ิของสารลูปินิฟอลิน ซ่ึงเป็นสารท่ีมีโครงสร้างอยูใ่นกลุ่ม 
prenylated flavonoid  ท่ีสกดัไดจ้ากล าตน้ชะเอมเหนือ (Derris reticulata) ตรวจความถูกตอ้งดว้ยวิธี 
NMR สเปกตรัมและตรวจยืนยนัด้วยการตรวจมวลสาร (Mass spectrometry) สารลูปินิฟอลินถูก
เตรียมโดยละลายใน 0.1 N NaOH และละลายทนัทีในอาหารเล้ียงเช้ือ Müller-Hinton ส าหรับการ
ทดสอบการตา้นเช้ือแบคทีเรีย Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) จ านวน 3 สาย
พนัธ์ุ ได้แก่  MRSA 4738 ,  MRSA 20646 และ  MRSA 20649  จากการทดสอบด้วยวิธี  two-fold 
microdilution พบวา่ สารลูปินิฟอลินออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ MRSA ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ 
ดว้ยค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (MIC) และค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการฆ่าเช้ือ
แบคทีเรีย (MBC) เท่ากบั 32 และ 64 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั นอกจากน้ีเม่ือท าการศึกษา
กลไกการออกฤทธ์ิของสารลูปินิฟอลินต่อเช้ือ MRSA จากภาพถ่ายของกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผา่น เพื่อสังเกตโครงสร้างขนาดเล็กภายในเซลล์แบคทีเรีย แสดงให้เห็นวา่ ลูปินิฟอลินท า
ให้เกิดการฉีกขาดของเยื่อหุ้มเซลล์และผนงัเซลล์ เน่ืองจากการออกฤทธ์ิท่ีรวดเร็ว แสดงให้เห็นว่า 
ลูปินิฟอลินน่าจะออกฤทธ์ิท าลายเยือ่หุม้เซลลโ์ดยตรง สมมติฐานน้ีไดรั้บการพิสูจน์ยนืยนัดว้ยวธีิ  
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Flow cytometer ใชสี้ Propidium iodide (PI) เป็นสารบ่งช้ีในการทดสอบ ผลการศึกษาพบวา่ การซึม
ผา่นเขา้ออกเซลลข์องปริมาณสี PI ซ่ึงบ่งช้ีให้เห็นความสมบูรณ์ของเยือ่หุ้มเซลลข์องแบคทีเรียมีการ
ถูกท าลาย อยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบัยา Ampicillin และเซลล์ปกติ นอกจากน้ีเม่ือทดสอบ
ผลของสารลูปินิฟอลินต่อโครงสร้างของ DNA พบว่า สารลูปินิฟอลินไม่ก่อให้เกิดการ Autolysis 
เม่ือเปรียบเทียบกบั Triton-X และเพื่อเป็นการยืนยนัว่า สารลูปินิฟอลินมีกลไกการออกฤทธ์ิยบัย ั้ง
หน้าท่ีของเยื่อหุ้มเซลล์ มากกว่ายบัย ั้งการสร้างผนงัเซลล์ จึงทดสอบการแสดงออกของยีน Drp35 
ซ่ึงเป็นยีนท่ีจะแสดงออกมาเม่ือมีการขดัขวางการท างานท่ีผนังเซลล์ ด้วยวิธี Polymerase chain 
reaction (PCR)  พบวา่ ไม่พบการแสดงออกของยนี Drp35 ในเช้ือ MRSA จากผลการศึกษาสรุปได้
วา่ ลูปินิฟอลินมีกลไกการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ MRSA โดยการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ จาก
การศึกษาในคร้ังน้ี สารลูปินิฟอลินน่าจะมีกลไกการออกฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์
สามารถใชเ้ป็นสารส าคญัในการตา้นเช้ือ MRSA ได ้
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Abstract 
  

In this study, lupinifolin, a prenylated flavonoid, was isolated from Derris reticulata 
stem, identified by NMR spectra and confirmed with mass spectrometry. Lupinifolin was freshly 
prepared by solubilizing in 0.1 N NaOH and immediately diluted in Müller-Hinton broth for 
antibacterial testing. The data showed that Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
of three strains such as MRSA 4738, MRSA 20646 and MRSA 20649 were susceptible to 
lupinifolin. Using the two-fold microdilution method, it was found that lupinifolin possessed 
antimicrobial activity against MRSA with minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC) of 32 and 64 µg/ml, respectively. To investigate the 
mechanism of action of lupinifolin, transmission electron microscopy (TEM) was performed to 
observe the ultrastructure of MRSA. The TEM images showed that lupinifolin ruptured the 
bacterial cell membrane and cell wall. Due to its fast onset, it is suggested that the action of 
lupinifolin is likely to be the direct disruption of the cell membrane. This hypothesis was 
substantiated by the data from flow cytometry using Propidium iodide (PI) as an indicator. The 
result showed that the cell membrane permeability  which indicated bacterial membrane integrity 
was significantly disrupted, compared with ampicillin treated cells and normal cells. Furthermore, 
DNA laddering assay demonstrated no effect on genomic DNA autolysis that compared with  
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Triton-X. It is suggested that the action of lupinifolin is likely to be the direct disruption of the 
cell membrane. This hypothesis was substantiated by the data from Drp 35 gene expression by 
using Polymerase chain reaction (PCR).  The result showed that no Drp35 expressed . It is 
concluded that lupinifolin inhibits the growth of MRSA by damaging the bacterial cytoplasmic 
membrane. The data obtained from this study suggested that lupinifolin may have the potential to 
be used as antibacterial agent against MRSA. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

                                     
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ     

ปัจจุบนั  ปริมาณการใชย้าปฏิชีวนะ ในการรักษาโรคติดเช้ือแบคทีเรีย  มีจ  านวนเพิ่มมากข้ึน  
ทุกปี ท าให้ประเทศไทยเสียค่าใชจ่้ายมหาศาลในการซ้ือยา ท่ีผลิตจากต่างประเทศ ซ่ึงบางชนิดอาจมี
ราคาแพงมาก เพื่อมารักษาผูป่้วยโรคติดเช้ือให้หายเป็นปกติ ดงันั้นการคิดคน้ยาใหม่ๆ ท่ีผลิตข้ึนได้
ภายในประเทศ จึงมีความส าคญัในการแกปั้ญหาต่างๆเหล่าน้ี  ในพืชสมุนไพรของประเทศไทย ท่ี
ใชรั้กษาโรคในแพทยแ์ผนไทย มีสารท่ีส าคญัหลายชนิดท่ียงัไม่มีขอ้มูลทางวิทยาศาสตร์สนบัสนุน 
แต่มีสรรพคุณในการรักษาโรคท่ีไดผ้ลดี ตั้งแต่ปี 2560 เป็นตน้มา ประเทศไทยไดมี้นโยบายรณรงค์
ใหใ้ชย้าท่ีไดจ้ากพืชสมุนไพร ร่วมกบัยาแผนปัจจุบนั เพื่อเป็นการรักษาภูมิปัญญาของชาวบา้น  

การรักษาโรคด้วยพืชสมุนไพร เป็นภูมิปัญญาของชาวบ้านทั่วทุกท้องถ่ิน โดยเฉพาะใน
ประเทศไทยมีพืชสมุนไพรหลายชนิดทั้งท่ีหาไดท้ัว่ไปตามบา้นและหาไดย้าก เพราะอาจอยูใ่นป่าลึก 
แต่มีคุณประโยชน์มหาศาลทางด้านการแพทยแ์ผนไทย ท่ีใช้รักษาโรคติดเช้ือต่างๆ ไดห้ลายชนิด 
ชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) หรือ ออ้ยสามสวน มีสรรพคุณในการขบัเสมหะ บรรเทา
อาการเจ็บคอ เป็นสารต้านอนุ มูล อิสระและมีฤท ธ์ิลดระดับน ้ าตาลใน เลือด (Kumkrai, 
Kamonwannasit, and Chudapongse, 2014) สารส าคญัท่ีพบส่วนใหญ่ในพืชชนิดน้ี ไดแ้ก่สารกลุ่มฟ
ลาโวนอยด์ ชนิดฟลาโวโนน เช่น ลูปินิฟอลิน (Mahidol et al., 1997) นอกจากน้ี มีการศึกษาว่า ลูปิ
นิฟอลิน ท่ี สกัดได้จากล าต้นชะเอม เห นือ  มี ฤท ธ์ิ ในการต้าน เช้ื อแบคที เรียแกรมบวก
(Soonthornchareonnon et al., 2004) โดยเฉพาะเช้ือ Staphylococcus aureus ซ่ึงเป็นการติดเช้ือท่ีพบ
บ่อยในโรงพยาบาล (Nosocomial infection) แต่ยงัไม่ เคยมีรายงานฤทธ์ิต้านเช้ือด้ือยา ดังนั้ น 
คณะผูว้ิจยัจึงได้เห็นความส าคญัของสารลูปินิฟอลิน ว่าน่าจะมีฤทธ์ิในการต้านเช้ือ Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ซ่ึงถือวา่ เช้ือชนิดน้ีมีผลกระทบต่อระบบสาธารณสุขและ 
สุขภาพของผูป่้วยอยา่งมาก นอกจากน้ี ยงัไดศึ้กษากลไกการออกฤทธ์ิของสารชนิดน้ี วา่มีผลยบัย ั้ง
ต่อกระบวนการใดของแบคทีเรีย เพื่อน าผลท่ีไดจ้ากการวิจยัไปพฒันาเป็นยารักษาโรคติดเช้ือท่ีมี
สาเหตุมาจากเช้ือ MRSA และ เป็นการลดตน้ทุนในการน าเขา้ยาฆ่าเช้ือจากต่างประเทศในอนาคต
อีกทางหน่ึงดว้ย 
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1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 
1. เพื่อศึกษากลไกการออกฤทธ์ิตา้นเช้ือ MRSA ของลูปินิฟอลิน 
2. เพื่อสกดัสารลูปินิฟอลินจากล าตน้ชะเอมเหนือ และศึกษาองค์ประกอบทางเคมี

น าไปพฒันาเป็นยาตา้นเช้ือด้ือยาในอนาคต 
3.  เพื่อสร้างนกัวจิยัรุ่นใหม่เขา้สู่วงการวจิยั 
4.  เพื่อส่งเสริมความร่วมมือระหวา่งสหวชิาชีพทางสาธารณสุขในการด าเนินการวจิยั 

 
1.3 สมมุติฐำนของกำรวจัิย 

สารลูปินิฟอลิน มีฤทธ์ิตา้นเช้ือ Staphylococcus aureus และ Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus ( MRSA ) มีค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรีย  (Minimum inhibitory concentration, MIC) และ ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการฆ่าเช้ือ
แบคทีเรีย (Minimum bactericidal concentration, MBC) ใกลเ้คียงกบัยาปฏิชีวนะ Ampicillin 
 
1.4 ระเบียบวธีิวจัิย 
   การวจิยัน้ีเป็นการศึกษาในชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) ท่ีท าการวเิคราะห์ในหลอด
ทดลอง (in vitro) และทดลองในหอ้งปฏิบติัการ โดยทดสอบกบัเช้ือ S. aureus และ MRSA 
 
1.5 ขอบเขตกำรศึกษำ 
      1.5.1 ทดสอบหาสารสกดัลูปินิฟอลินดว้ยวธีิ Soxhlet extraction โดยใชต้วัท าละลายเฮกเซน 
    1.5.2 พิสูจน์เอกลกัษณ์ของสารลูปินิฟอลิน ดว้ยวธีิ NMR 

1.5.3  ทดสอบฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียดว้ยวธีิ Disc diffusion, Minimum inhibition 
concentration (MIC) และ Minimum bactericidal concentration (MBC)  
    1.5.4 ศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของสารลูปินิฟอลินต่อเช้ือแบคทีเรีย 
1.6 ประโยชน์ของกำรวจัิย 

1.6.1  ตีพิมพเ์พื่อเผยแพร่ความรู้ในวารสารระดบัชาติหรือระดบันานาชาติ 
1.6.2  เป็นหลกัฐานทางวทิยาศาสตร์เพื่อพฒันาการใชส้มุนไพรพื้นบา้นในการรักษาโรค 
1.6.3 พัฒนาไปเป็นยาต้านเช้ือ MRSA ในอนาคต เพื่ อทดแทนการน าเข้ายาจาก

ต่างประเทศ 
1.6.4 สร้างนกัวจิยัรุ่นใหม่เขา้สู่วงการวจิยั 
1.6.5 สามารถต่อยอดการวจิยัสมุนไพรไทยใหเ้ป็นท่ียอมรับในระดบันานาชาติ 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 สแตฟฟิโลค็อกคัส ออเรียส (Staphylococcus aureus , S. aureus)  
เช้ือ Staphylococcus aureus ลักษณะและคุณสมบัติของเช้ือ Staphylococcus aureus เป็น

แบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างกลม มกัพบเป็นคู่เกาะกนัดว้ยสายสั้นๆ เป็นก่ิงหรือเป็นลกัษณะพวง
องุ่น(spherical shape) (รูปท่ี1) สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีไม่มีอากาศและมีอากาศ (facultative 
anaerobes) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญ 15 – 45 องศาเซลเซียส และเจริญไดร้ะดบัความเขม้ขน้
ของเกลือสูงถึง 15 เปอร์เซ็นตเ์ป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่างๆ เช่นการติดเช้ือบริเวณเน้ือเยื่อ และ
โรคอาหารเป็นพิษ (Todar, 2005) มีการสร้างเมด็สี (pigment) เหลืองในโคโลนี 
 

 
รูปที ่2.1 แสดงลกัษณะรูปร่างของเช้ือ Staphylococcus aureus 

(ท่ีมา : Journal of BioScience Published October 15,2015) 
 

S. aureus  จัดอยู่ใน Family Micrococcaceae เป็นแบคทีเรียรูปร่างกลม ติดสีแกรมบวก 
สร้างเอนไซม์คาตาเลส (catalase) ใช้กลูโคสไดท้ั้งในสภาพท่ีมีอากาศและไร้อากาศ เซลล์เรียงตวั 
เป็นกลุ่มท าให้ดูเหมือนพวงองุ่น บางคร้ังอยู่ป็นคู่หรือเป็นสาย โคโลนีมีสีเหลืองทอง แต่บางคร้ัง 
อาจพบเป็นสีครีมได ้โดยเฉพาะเม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือหลายๆ คร้ัง สีเกิดจากสารประกอบ 
พวกคาโรตีนอยด์ (carotenoid) แต่การเกิดสีบนโคโลนีมีความแตกต่างกนัสูงมาก ส่วนใหญ่จ าแนก 
เช้ือ S. aureus จากเช้ือชนิดอ่ืนๆ ของ Staphylococcus โดยใช้ความสามารถในการท าให้พลาสมา 
แขง็ตวัเน่ืองจากการสร้างเอนไซมโ์คแอคกูเลส (coagulase)   
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S. aureus มียีนทั้งหมดประมาณ 2,600 ยีน และมีดีเอ็นเอทั้งหมดในโครโมโซม 2.8 ล้าน 
เบสแพร์ S. aureus แบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ S. aureus  และ S. aureus anaerobius  และยงัสามารถ
สร้างสารหรือโครงสร้างท่ีมีคุณสมบติัเป็นแอนติเจนต่างๆ ไดแ้ก่  

แคปซูล (Capsule) เป็นโครงสร้างท่ีหุ้มอยูช่ั้นนอกสุดของเซลล์ การสร้างแคปซูลจะพบใน 
สายพันธ์ุท่ีมีความรุนแรงในการท าให้เกิดโรค เช้ือ S. aureus สามารถสร้างแคปซูลเม่ืออยู่ใน 
ส่ิงมีชีวิต และอาจสูญเสียการสร้างไปเม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ สายพนัธ์ุท่ีสร้างแคปซูลได้
นั้นไม่สามารถใชว้ิธีการจดัจ าแนกดว้ยphage (phage typable) และไม่สามารถสร้างเอ็นไซมโ์คแอค
กูเลส ชนิดติดกบัเซลล ์(Clumping Factor) 

 กรดไทโคอิก (Teichoic acid) เป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตท่ีมีฟอสเฟตชนิดจ าเพาะกบั 
สายพนัธ์ุ (species – specific carbohydrate antigens) เช้ือชนิดท่ีสร้างแอนติเจนน้ีไดแก่ S. aureus  ท่ี 
มี polysaccharide A และ S. epidermidis ท่ีมี polysaccharide B  

 โปรตีนเอ (Protein A)  เป็นโปรตีนท่ีอยู่ผนงัเซลล์ โดยเช่ือมติดกบัผนงัเซลล์ชั้น เปปติโด
ไกลแคน (peptidoglycan) (Murray et al. 1990) 

 เอนไซม์โคแอคกูเลสชนิดติดกับเซลล์อาจเรียกว่า clumping factor สร้างโดย S. aureus 
สายพัน ธ์ุ ท่ีไม่สร้างแคปซูล โดยจะเกาะกันอยู่ในพลาสมา (plasma) ท่ี มีสารไฟบริโนเจน 
(fibrinogen) อยูด่ว้ย เช่ือกนัวา่เอนไซม์โคแอคกูเลส ชนิดติดกบัเซลลน้ี์เป็นส่วนของผิวเซลล์ซ่ึงท า
ปฏิกิริยากบั ∝ และ β chain ของไฟบริโนเจน ท าใหเ้กิดการเช่ือมต่อกนัแบบไขว ้(cross linking)  

2.1.1 Staphylococcus aureus ในส่ิงแวดล้อม  
มกัพบเช้ือ Staphylococcus ในคนและสัตวเ์ลือดอุ่นชนิดอ่ืนๆ โดยเฉพาะในคนท่ีมี

ผิวหนัง ผิดปกติเช่นเป็น ฝี แผลผ่าตดั แผลอกัเสบ เป็นตน้เช้ือน้ียงัแยกไดจ้ากสัตวเ์ล้ียง เช่น สุนัข 
เป็ด ไก่ โค  กระบือ สุกร ห่าน และในอาหารสัตว์ S. aureus ก่อให้ เกิดโรค mastitis ในสัตว์
โดยเฉพาะโค กระบือ แพะและแกะ S. aureus (Alberton et al. 2001) สายพนัธ์ุท่ีสร้าง เอน็เตอโร 
ทอ็กซิน ท่ีพบในสัตวจ์ะมีนอ้ยกวา่ท่ีพบในคน 

  S. aureus มีความทนทาน ต่อสภาพแวดลอ้มภายนอกไดดี้มากท าให้สามารถมีชีวิต
อยูภ่ายนอกร่างกายสัตวไ์ดดี้มกัก่อใหเ้กิดน ้าเน่าเสียแบบระยะยาว  และสามารถ พบเช้ือแพร่กระจาย
อยู่รอบส่ิงแวดล้อมในโรงงานผลิตอาหาร เช่น ในโรงงานบรรจุหีบห่อสัตวปี์ก (poultry packing 
plants) โดยเช้ือสามารถเกาะติดอยูก่บัเคร่ืองมือดึงขนและปนเป้ือนลงในสัตวปี์ก ขณะบรรจุหีบห่อ
ได ้ 
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2.1.2 ความเกีย่วข้องระหว่าง Staphylococcus aureus กบัคน 
  มกัพบว่าคนเป็นพาหะของ S. aureus ได้มากพอกบัท่ีพบเช้ือในอาหาร ถ้าผูเ้ป็น

พาหะจบัตอ้งอาหารด้วยมือ จะท าให้เช้ือปนเป้ือนไปและอาจก่อให้เกิดอาการอาหารเป็นพิษเม่ือ
บริโภค อาหาร   

การเข้มงวดเร่ืองสุขลักษณะ เน่ืองจาก Staphylococcus aureus มักพบในมนุษย ์

เช่น ในน ้ ามูก น ้ าลาย น ้ าคัดหลั่ง สิว ฝี หนอง โดยเฉพาะท่ีก าลังอักเสบ ดังนั้ นจึงต้องควบคุม

สุขลกัษณะของผูส้ัมผสัอาหารโดยตรง ควรมีผา้ปิดปาก เพื่อป้องกนัการไอ หรือจามรดอาหาร ใส่ถุง

มือป้องกนัการล้วง แคะ แกะ เกาขณะปฏิบติังาน ซ่ึงท าให้เช้ือหรือสารพิษแพร่กระจายลงไปใน

อาหารได้ แหล่งท่ีอยู่อาศยัและการแพร่กระจาย Staphylococcus aureus เป็นพวกท่ีปรับตวัอาศยั

เฉพาะในสัตวบ์างชนิด ประมาณคร่ึงหน่ึงของ species ท่ีรู้จกัพบอยูใ่นคนเท่านั้น เช่น S.cohnii spp. 

พบตามผิวหนัง ทางเดินปัสสาวะและบาดแผล ห รือชนิดท่ีอาศัยอยู่ในคนและสัตว์ด้วย 

เช่น S.aureus ซ่ึงพบเซลลข์องเช้ือชนิดน้ีจ านวนมากใกลบ้ริเวณเปิดของผิวร่างกาย สัตวเ์ล้ียงจ านวน

มากเป็นแหล่งของ S.aureus เช่น ววั น ้ านมดิบอาจปนเป้ือนเช้ือจากววัท่ีเป็นโรคเตา้นมอกัเสบ ถ้า

ด่ืมน ้านม หรือเนยแขง็ท่ีมีเช้ือน้ีปนเป้ือนจะมีโอกาสเกิดโรคอาหารเป็นพิษจากเช้ือน้ีไดม้าก 

               การปนเป้ือนในอาหาร โดยทัว่ไปพบเช้ือชนิดน้ีปริมาณต ่า ในอาหารชนิดใดก็

ตามท่ีผลิตมาจากสัตว ์หรืออาหารท่ีสัมผสัโดยมือคน ถ้าอาหารนั้นไม่ได้ผ่านความร้อนท่ีมีผล

ท าลายเซลลข์องแบคทีเรียชนิดน้ี 

 

2.2 Methicillin Resistant Staphylococcus Aureus (MRSA) 

MRSA คือ เช้ือแบคทีเรียท่ีพัฒนาจนเกิดอาการต่อต้าน หรือท่ี เราเรียกว่าการด้ือยา 

โดยเฉพาะประเภทยาปฏิชีวนะ ดงันั้นเม่ือเกิดการติดโรคจากเช้ือประเภทน้ี จึงท าใหรั้กษาไดย้ากกวา่

การติดเช้ือจากแบคทีเรียประเภทอ่ืนๆ ในบางคร้ัง เราจึงเรียกเช้ือโรคประเภทน้ีวา่ Super-bug MRSA

แม้ว่า MRSA อาจสามารถท าให้เกิดอาการติดเช้ือทางผิวหนัง ในระดับความรุนแรงเพียงปาน

กลาง แต่มันก็ยงัสามารถก่อให้เกิดระดับความรุนแรงท่ีสาหัสข้ึนในกลุ่มคนไข้บางกลุ่ม เช่น 

ผูสู้งอาย ุผูป่้วยโรคเร้ือรัง และในเด็กทารกแรกเกิด 

ภาวะการติดเช้ือจาก MRSA จะพบไดม้ากในโรงพยาบาลและสถานพกัฟ้ืนของผูป่้วย เน่ือง
ดว้ยสถานท่ีเหล่าน้ีมกัจะเป็นจุดท่ีเส่ียงต่อการท่ีร่างกายเปิดรับเช้ือ เช่น แผลผา่ตดั โดยเฉพาะในกลุ่ม
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ผูสู้งอายแุละผูป่้วยท่ีก าลงัพกัรักษาตวั ซ่ึงร่างกายมกัจะมีภูมิตา้นทานในระดบัต ่า จึงสามารถเกิดการ
ติดเช้ือโรคไดง่้าย ทั้งจากการพบปะติดต่อกบัผูค้น ดว้ยเหตุน้ี การแพร่กระจายของเช้ือโรค MRSA 
จึงเป็นไปได้มากในสถานท่ีดงักล่าว โดยเฉพาะเม่ือไม่มีการรักษาความสะอาดและสุขอนามยัท่ี
ดี อาการของการติดเช้ือจากโรค MRSA แตกต่างกนัไปตามจุดท่ีพบการติดเช้ือบนร่างกาย ซ่ึงในบาง
กรณี อาจรุนแรงถึงขั้นเกิดภาวะเส่ียงชีวติได ้

2.2.1 สาเหตุของโรค 

เช้ือ MRSA สามารถแพร่กระจายโดยผ่านทางการสัมผสัทางผิวหนงักบัผูป่้วยซ่ึง

ติดเช้ือ MRSA หรือแม้กระทั่งการสัมผสักับผูท่ี้มีเช้ือแบคทีเรียแฝงอยู่โดยไม่แสดงอาการเช้ือ 

MRSA ยงัสามารถอยูร่อดไดเ้ป็นระยะเวลานาน จุดท่ีสามารถพบเช้ือ MRSA ได ้เช่น วสัดุตกแต่ง

แผล ผา้เช็ดตวั ผา้ปูเตียง หรือเส้ือผา้ เคร่ืองนุ่งห่ม  

2.2.2 วธีิการแพร่กระจ่ายของ MRSA  

          มีกลไกท่ีส าคญัอยู่ 2 อย่างส าหรับการน า MRSA เข้าสู่โรงพยาบาลแห่งใดแห่ง

หน่ึง กลไกส าคญัท่ีสุดคือการรับผูป่้วยติดเช้ือหรือมีการสร้างนิคม MRSA เขา้ไวใ้ช้ท่ีโรงพยาบาล 

โดยผูป่้วยอ่ืนๆทางมือของบุคลากรของโรงพยาบาล ซ่ึงมีเช้ือสร้างนิคมอยู่ชั่วคราว (transient 

colonization) หลังจากท่ีได้สัมผสักับผู ้ป่วยท่ีเป็นแหล่งเก็บเช้ือโดยตรงหรือโดยจับส่ิงของท่ี

ปนเป้ือนเช้ือ พบการสร้างนิคมของ MRSA อยู่ชั่วคราวได้ถึงร้อยละ 50 ของบุคลากรเม่ือท าการ

เพาะเช้ือท่ีมือและในรูจมูกหลายๆคร้ัง แมว้่าบุคลากรของโรงพยาบาลท่ีเป็นพาหะเร้ือรังจะมีส่วน

เก่ียวขอ้งในการแพร่กระจายเช้ือในโรงพยาบาล แต่โอกาสเช่นนั้นเกิดข้ึนไดบ้่อย 

          การแพร่กระจายของเช้ือทางส่ิงแวดลอ้มอาจมีความส าคญัในผูป่้วยบางกลุ่ม เช่น

ผู ้ป่วยไฟไหม้น ้ าร้อนลวก หรือผู ้ป่วยในหอผู ้ป่วยวิกฤตซ่ึงมี MRSA ปนเป้ือนอย่างมากใน

ส่ิงแวดล้อม พบ MRSA ได้จากต าแหน่งต่างๆ เช่น พื้น ผา้ ต่างๆ อุปกรณ์ทางการแพทย์ แผ่น

รายงาน (chart) ของผูป่้วย ฯลฯ 

          การแพร่กระจายของช้ือทางอากาศ (airborne transmission) ของ MRSA อาจมี

ความส าคญัส าหรับผูป่้วยท่ีมี tracheostomy ซ่ึงไม่สามารถดูแลเร่ืองเสมหะได ้การเก็บตวัอยา่งของ

อากาศไปตรวจส่วนใหญ่ไม่พบวา่มีเช้ือข้ึน ยกเวน้ในหน่วยไฟไหมน้ ้าร้อนลวก ผูป่้วยท่ีมี dermatitis 

มีความเส่ียงสูงท่ีจะไดรั้บ MRSA และยงัแพร่กระจายเช้ือทางเซลล ์epithelial ท่ีหลุดลอกอีกดว้ย 

          โดยสรุป MRSA มีการแพร่กระจายบ่อยท่ีสุดโดยมือของบุคลากรของโรงพยาบาล 

ซ่ึงมี MRSA สร้างนิคมอยู่ชั่วคราวหลังจากการสัมผสักับผู ้ป่วยท่ีเป็นแหล่งเก็บเช้ือ ส่วนการ
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แพร่กระจายทางอ่ืนๆซ่ึงมีความส าคญัน้อย คือ บุคลากรทางการแพทยท่ี์มีเช้ือน้ีสร้างนิคมอยู ่หรือ

จากอากาศและส่ิงแวดลอ้ม 

 

2. 3 เพนิซิลลนิ (Penicillin) 

เพนิซิลลิน (Penicillin, ย่อว่า พี ซี เอ็น/PCN หรือ เพ็น/Pen) เป็นกลุ่มยาปฏิชีวนะท่ี มี

โครงสร้างทางเคมีท่ีเรียกว่า เบต้า-แลคแทม (Beta-lactam antibiotics) วงการแพทยน์ ายาน้ีมาใช้

ต่อตา้นเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงยาน้ีถูกคน้พบคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1897 (พ.ศ.2440) โดยแพทยช์าวฝร่ังเศส

ช่ือ Ernest Duchesne การสังเคราะห์ยาเพนิซิลลินไดจ้ากตน้ก าเนิดของเช้ือราท่ีมีช่ือวา่ Penicillium 

ยาเพนิซิลลินยงัสามารถแบ่งออกเป็นชนิดยอ่ยไดอี้ก เช่น เพนิซิลลิน ว ี(Penicillin V) ซ่ึงจะ

พบได้ในรูปแบบของยารับประทาน , ส่วนเพนิซิลลิน จี (Penicillin G), โปรเคนเพนิซิลลิน 

(Procaine penicillin) และ เบนซาทีน เพนิซิลลิน (Benzathine penicillin) จะพบเห็นในรูปแบบยาฉีด

เป็นส่วนมาก ยาเพนิซิลลิน ถือเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มแรกท่ีถูกน ามาใช้บ าบดัรักษาการติดเช้ือจาก

แบคทีเรียกลุ่ม Staphylococci และ Streptococci ส าหรับเช้ือท่ีตอบสนองต่อเพนิซิลลินไดดี้จะเป็น

แบคทีเรียกลุ่ม แกรมบวก (Gram positive) ปัจจุบนัยงัมีการใช้ยากลุ่มเพนิซิลลินอยู่ ถึงแมจ้ะมีเช้ือ

หลายตวัเกิดการด้ือยาดว้ยผลของการใชย้าท่ีผดิวธีิ แต่ก็ยงัมีแบคทีเรียบางกลุ่มท่ีตอบสนองกบัยาน้ี 

2.3.1 ชนิดของเพนิซิลลนิทีเ่หมาะสมกบัผู้ป่วย 

      1. เพนิซิลลิน ว ี(Penicillin V) ใชใ้นการรักษาโรคดงัต่อไปน้ีเช่น ทอนซิลอกัเสบ,  

คออกัเสบ, โรค Anthrax (โรคติดเช้ือจากแบคทีเรียช่ือ Bacillus anthracis), โรคไลม ์(Lyme disease, 

โรคติดเช้ือจากกลุ่มแบคทีเรียในสกุล/Genus Borrelia ), โรคไขรู้มาติก, การติดเช้ือ Streptococci ใน

บริเวณผวิหนงั และเหงือกอกัเสบ 

      2. เพนิซิลลิน จี (Penicillin G): ใช้ในการรักษาโรคดงัต่อไปน้ีเช่น ผิวหนงัอกัเสบ 

เยื่อบุหัว ใจอกัเสบติดเช้ือ โรคหนองใน โรคเยื่อหุ้มสมองอกัเสบ โรคฝีในปอด โรคปอดบวม 

เน้ือเยื่อตายเน่า โรคคอตีบ โรคซิฟิลิส การติดเช้ือในกระแสเลือด/ภาวะพิษเหตุติดเช้ือ และกระดูก

อกัเสบ 

      3. โปรเคนเพนิซิลลิน (Procaine penicillin): ใช้ในการรักษาโรคดังต่อไปน้ีเช่น 

โรคซิฟิ- ลิส ผวิหนงัอกัเสบ โรคไฟลามทุ่ง โรค Anthrax และการติดเช้ือในระบบทางเดินหายใจ 

      4. เบนซาทีน เพนิซิลลิน (Benzathine penicillin): ใช้ในการรักษาโรคดงัต่อไปน้ี

เช่น โรคไขรู้มาติก โรคซิฟิลิส 
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2.3.2 กลไกการออกฤทธ์ เพนนิลซิลินออกฤทธ์ิโดยการขดัขวางการสร้างผนงัเซลล์ของ

แบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก โดยการยบัย ั้งการสร้าง ครอสลิงค ์(crosslink) ระหวา่งสาย

ของเปบทิโดไกลแคน (peptidoglycan) ท าให้ผนงัเซลล์แบคทีเรียอ่อนแอและถูกท าลายปัจจุบนัน้ี

พบการด้ือยาของแบคทีเรียท่ีมีต่อยาเพนิซิลิน ผา่นกลไกท่ีตวัของแบคทีเรียสร้างสารเคมีมาท าลาย

ส่วนประกอบของยา ท าให้ยาไม่สามารถออกฤทธ์ิได ้เช่น β-lactamase ท่ีแบคทีเรียบางชนิดสร้าง

ข้ึนจะไปตดัวงบีตาแลคแทมในโมเลกุลของเพนิซิลิน หรือยากลุ่มบีตาแลคแทมอ่ืนๆ ได ้จึงตอ้งใช้

ยาอ่ืนในการรักษาแบคทีเรียท่ีด้ือต่อยาเหล่าน้ี 

2.3.3 ผลข้างเคียง/อาการข้างเคียง อาจพบอาการหายใจล าบาก มีไข ้ปวดตามขอ้ เป็นลม 

ผื่นคนัตามผิวหนัง ปวดและเป็นตะคริวท่ีท้อง ภาวะชัก ปัสสาวะน้อยลง ท้องเสียหรือถ่ายเหลว 

ภาวะซึมเศร้า คล่ืนไส้ อาเจียน วิตกกงัวล สับสน จิต/ประสาทหลอน ปวดศีรษะ คนับริเวณอวยัวะ

เพศ แผลในปากในล้ิน กรณียาฉีดจะพบอาการปวดบริเวณเน้ือเยื่อท่ีไดรั้บการฉีดยา 

2.3.4 กล ไก ลก ารดื้ อ ยา Methicillin ข อ ง S. aureus  การ ด้ือยาก ลุ่ม  penicillin’s – 

resistant penicillin เช่ น  Methicillin, Oxacillin, Cloxacillin, Dicloxacillin และ  Nafcillin เรี ยกว่ า 

intrinsic resistance หรือ Methicillin Resistrnce โดยเช้ือจะด้ือทั้ ง เพนนิซิลิน และเบต้าแลคแทม

อ่ืนๆ 

          เบต้าแลคแทมออกฤทธ์ิโดยจบักบั เอ็มไซม์ ท่ีเรียกว่า Penicillin-binding protein 

(PBP)  ใ น เช้ื อ  Staphylococcus.PBP ท าห น้ า ท่ี เ ก่ี ย ว กั บ ป ฏิ กิ ริ ย า  Transpeptidation แ ล ะ 

Carboxypeptidation ซ่ึงส าคญัส าหรับ cross-linking ของ peptindogiycan back bone ในผนังเซลล์

ของแบคทีเรีย เบต้าแลคแทมออกฤทธ์ิท าให้ PBP ท างานไม่ได้ จึงเกิดการแตกสลายของชั้ น 

Peptidoglycan และท าให้เช้ือตาย S.aureus ท่ีไวต่อ Methicillin (MSSA) สร้าง PBP 4 ชนิด PBP1, 

PBP2, PBP3,และ  PBP4, PBP1, PBP2 และPBP3 เป็นเป้าหมายส าคัญส าหรับ  เบต้าแลคแทม 

MRSA สร้าง PBP ท่ีผดิปกติ เรียกวา่ PBP 2’หรือ PBP2a ซ่ึงจบักบั เบตา้แลคแทมไดไ้ม่ดี (เน่ืองจาก

มี affinity ต ่า) PBP2a ในเช้ือด้ือยาน้ีท าหนา้ท่ีแทน PBP ปกติ จึงท าใหเ้บตา้แลคแทมออกฤทธ์ิไม่ได ้

MRSA ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยทุกสายพนัธ์ุ PBP2a ยนีท่ีควบคุมการสร้าง PBP2a มีช่ือวา่ mecA 

         ลักษณะส าคัญอย่างหน่ึงของ MRSA คือมีปรากฏการณ์ของการด้ือยาโดยมี 
phenotypic expression แบบ heterogeneous ซ่ึงทุกเซลล์มี genetic marker ของการด้ือ Methicillin 
แต่มีเพียงส่วนน้อยของ population เท่านั้ น ท่ีแสดงลักษณะการด้ือยา ส่วน phenotype แบบ 
homogeneous resistance ซ่ึงเซลล์ต่างๆใน population ถูกยบัย ั้งดว้ยระดบัยาปฏิชีวนะท่ีใกลเ้คียงกนั
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มากนั้ นพบได้น้อยกว่า ส าหรับข้อมูลในประเทศไทยท่ีโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่ 
(พ.ศ.2538) พบว่า MRSA จ านวน 7 สายพนัธ์ุ มีการแสดงออกของการด้ือยาแบบ homogeneous 
ร้อยละ 72.9 แบบ heterogeneous ร้อยละ  6.3 ส่ วนอีก ร้อยละ 20.8 แบบระบุก ลุ่มไม่ได้  ท่ี
โรงพยาบาลสงขลานครินทร์ (พ.ศ.2541) พบวา่ MRSA 100 สายพนัธ์ุ แสดงออกของการด้ือยาแบบ 
homogeneous ร้อยละ 100  
          Staphylococcus ท่ี มี ก า ร ด้ื อ ย า แ บ บ  intrinsic ต่ อ  Methicillin มี  MIC ข อ ง 

Methicillin มากกวา่หรือเท่ากบั 16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บางสายพนัธ์ุของ Staphylococcus มี MIC 

ของ Methicillin 4 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือของ oxacillin 2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงใกลเ้คียงกบั

ค่ า จุ ด ตั ด  ส า ร ะ ส า คั ญ ท่ี เ ก่ี ย ว กั บ  Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ค ว าม ไ ว 

(susceptibility break point) และไม่สร้าง PBP2a พบวา่กลไกท่ีเก่ียวขอ้งกบัการด้ือยาแบบหลงัน้ีคือ  

(1) มีการสร้างเอ็นไซม์ เบต้าแลคทาเมส มากเกินไป (hypre-production) ท าให้

สามารถย่อยสลายบางส่วนของ Penicillinase- resistant penicillin ได้สายพนัธ์ุเหล่าน้ีกลับไวต่อ

เบตา้แลคแทมได้อีกเม่ือทดสอบร่วมกบัสารยบัย ั้งเอ็นไซม์เบตา้-แลคทาเมส เช่น กรด Clavulanic 

หรือ Sulbactam เช้ือเหล่าน้ีมีช่ือวา่ Borderline oxacillin-resistant S.aureus หรือ BORSA  

(2) มีการเปล่ียนแปลงใน affinity ของ PBP ท่ีปกติหลายตวัต่อการจบักบั เบตา้    

แลคแทม PBP4 เพิ่ ม ข้ึนในสายพัน ธ์ุ เห ล่าน้ีสายพัน ธ์ุ น้ี มี ช่ือว่า modified resistant S. aureus 

(MODSA) 

          สายพันธ์ุ borderline resistant น้ี มีความชุกตั้ งแต่ร้อยละ 0.9-12.5 และมีความ

แตกต่างจาก MRSA สายพนัธ์ุท่ีสร้างPBP2a โดยสายพนัธ์ุ borderline resistant ไม่ด้ือยาปฏิชีวนะ

กลุ่มอ่ืนๆ การศึกษาในสัตวท์ดลอง ท่ีติดเช้ือ BORSA  พบวา่   สามารถรักษาไดผ้ลดว้ย   ยาเบตา้ 

แลคแทมขนาดสูง หรือเบตา้แลคแทม ร่วมกบัสารตา้นเบตา้แลค-ทาเมส แต่การรักษาดงักล่าวยงัมี

ขอ้มูลทางคลินิกนอ้ย 

         2.3.5 การทดสอบหาการดื้อยา Methicillin แม้ว่าเซลล์ทุกตัวของ MRSA ใน pure 

culture มียีนท่ีสามารถแสดงลกัษณะด้ือยาเบต้าแลคแทม แต่พบว่ามีเพียง 1 ใน 10 เซลล์ท่ีแสดง

ลกัษณะด้ือยา การแสดงลกัษณะด้ือยาเพิ่มข้ึนหลงัการอบท่ีอุณหภูมิ 30 – 35 องศาเซลเซียส การเติม 

NaCl ในอาหารเล้ียงเช้ือและอบนาน 24 ชั่วโมง วิธีมาตรฐานท่ีใช้ทดสอบหา MRSA คือ วิธี disc 

diffusion, agar dilution และ broth microdilution  
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          The National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) ก าหนดวิธี

ทดลองสอบการด้ือยา Methicillin ของ  Staphylococcus โดยใช้วิธี disc diffusion บนอาหารเล้ียง

เช้ือ Mueller-Hinton (MH) และใช้Oxacillin disc เน่ืองจาก Oxacillin คงทนต่อการเก็บ รักษา

มากกวา่ยาอ่ืนๆ มีการเตรียม Inoculum โดยตรงจากจานเพาะเช้ือและอบนาน 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 

30-35 องศาเซลเซียส  

          ถา้การทดสอบวิธี disc diffusion ไดผ้ลแน่ชดั ก็ทดสอบดว้ยวิธี agar dilution หรือ 

broth microdilution โดยใช้ MH agar หรือ cationic adjusted MH broth ซ่ึ งเติม 2 % NaCl ลงใน

อาหารเล้ียงเช้ือด้วย การทดสอบน้ีจะตรวจ intrinsic MRSA ได้ดี และแยกจาก BORSA ไดด้้วยค่า 

MIC ท่ีต่างกนั ค่าจุดตดัความไวส าหรับความไวต่อ methicillin คือ <8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ

การด้ือยาคือ > 16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส าหรับ oxacillin ใชค้่า < 2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ > 4 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั 

          การทดสอบมาตรฐานอีกวิธีหน่ึงคือวิธี oxacillin – salt agar screen ซ่ึงทดสอบโดย

ใส่เช้ือบน MH agar ท่ีเติม 4 % NaCl และ oxacillin (4 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ถา้มีเช้ือข้ึนหลงัจาก

อบท่ี 35 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง แสดงวา่เช้ือนั้นด้ือ oxacillin 

         การใช้ DNA probe หรือ PCR ตรวจหายีน mecA มีประโยชน์ในการหา MRSA 

ในการวิจัย แต่ยงัไม่ทราบคุณค่าทางเทคนิค การทดสอบด้วย E test เพื่อตรวจหาการด้ือยา 

methicillin ใน S.aureus ได้ผลตรงกบัการตรวจดว้ย agar dilution และการตรวจหา mecA E test มี

ขอ้ดีคือท าไดง่้าย จึงเป็นอีกวธีิหน่ึงท่ีใชท้ดสอบหา MRSA ได ้ 

 

2.4 ชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) 
ชะเอมเหนือ หรือ ออ้ยสามสวน มีช่ือทางวทิยาศาสตร์วา่ Derris reticulata Craib. วงศ ์ : 

LEGUMINOSAE-PAPILIONOIDEAE เป็นไมเ้ถาขนาดใหญ่ เปลือกเถาหนา สีน ้าตาลอ่อน เน้ือสี
นวลขาว ใบประกอบแบบขนนก รูปใบหอก 3-5 คู่ ปลายแหลม เรียงสลบั ดอกช่อ แบบช่อแยก
แขนงกลีบดอกรูปดอกถัว่ สีขาวถึงขาวแกมม่วงอ่อน ฝักแบนรูปใบหอกกลบั (รูปท่ี 2.2)  มีขอ้มูล
ทางยาสมุนไพรดงัน้ี  

ราก   รสหวาน  ราก มีสรรพคุณ ขบัเสมหะ 
ต้น   รสหวานเอียน  ถ่ายลม แกโ้รคในคอ ท าใหผ้ิวหนงัสดช่ืน แกโ้รคตา 
เน้ือไม้   รสหวาน  แกโ้รคในคอ แกล้ม แกเ้ลือดออกตามไรฟัน บ ารุงธาตุ บ ารุงก าลงั บ ารุง

กลา้มเน้ือใหเ้จริญ ขบัเสมหะ แกน้ ้าลายเหนียว 
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ใบ   รสร้อนเฝ่ือน  มีสรรพคุณ ช่วยขบัโลหิตระดู 
ดอก   รสขมร้อน  ช่วยยอ่ยอาหาร ท าเสมหะใหง้วด แกดี้และโลหิต 
 

 
 

รูปที ่2.2 ตน้ชะเอมเหนือ Derris reticulata Craib. 
(ท่ีมา  : หนงัสือ 20ปี สวนสมุนไพร, สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ เคร่ืองยาไทย, วฒิุ วฒิุ

ธรรมเวช อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ, มหาวทิยาลยัมหิดล) 
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รูปที ่2.3 ดอกของตน้ชะเอมเหนือ Derris reticulata Craib. 
(ท่ีมา  : หนงัสือ 20ปี สวนสมุนไพร, สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ เคร่ืองยาไทย, วฒิุ วฒิุ

ธรรมเวช อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ, มหาวทิยาลยัมหิดล) 
 

ฤทธ์ิในทางเภสัชวทิยาของชะเอมเหนือ พบวา่ เป็นพืชท่ีมีสารกลุ่มฟลาโวนอยดเ์ป็น

องคป์ระกอบหลกัเช่นเดียวกบัพืชชนิดอ่ืนในสกุล Derris (ตาราง 1) ซ่ึงสารฟลาโวนอยดห์ลายตวั

พบวา่มีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ โดยสารสกดัเอทานอลจากล าตน้ D. reticulata มีฤทธ์ิต่อเซลลแ์มคโคร

ฟาจท่ีถูกกระตุน้ดว้ยไลโปโพลีแซคคาไรด ์ (LPS) ท าการทดสอบกบัเซลลแ์มคโครฟาจ J774A.1 

จากหนู เม่ือเซลลไ์ดรั้บส่ิงสกดัท่ีความเขม้ขน้ 6.25-100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลานาน 24 ชม.

ตามดว้ยการกระตุน้ดว้ย LPS นาน 24 ชม. พบวา่สารสกดัเอทานอลจากล าตน้  D. reticulata ยบัย ั้ง

การสร้างไนตริกออกไซดใ์นเซลลแ์มคโครฟาจ J774A.1 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS ตามความเขม้ขน้

ของสารสกดัท่ีใช ้ โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 62.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ส่ิงสกดัท่ีความเขม้ขน้ 50 และ 

100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ยบัย ั้งความสามารถของเซลล ์ J774A.1 ท่ีถูกกระตุน้ดว้ย LPS ในการจบั

กิน zymosan ไดต้ามความเขม้ขน้ของสาร สารสกดัยบัย ั้งการแสดงออกในระดบั mRNA ของ

เอนไซม ์ inducible nitric oxide synthase (iNOS) ท่ีท  าหนา้ท่ีสร้างไนตริกออกไซด์และยบัย ั้งการ

แสดงออกในระดบั mRNA ของเอนไซม ์cyclo-oxygenase 2 (COX-2) ท่ีจ  าเป็นในการสร้างสาร 
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โพรสตาแกลนดินในเซลล์แมคโครฟาจท่ีถูกกระตุ้น สารสกัดยงัยบัย ั้งการแสดงออกในระดับ 

mRNA ของไซโตคายน์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบไดแ้ก่ TNF-α, IL-1 and IL-6 ในเซลล์แมคโคร

ฟาจท่ีถูกกระตุน้ 

 

ตาราง 2.1 การประยกุตใ์ชป้ระโยชน์จากพืชตระกูล Derris  (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 
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ตาราง 2.1  (ต่อ) 

Sources   Plant part   Ethnomedical activity 

D. trifoliata   Root    Insecticide 

    Dried entire plant  Stimulant 

    Dried entire plant  Antipasmodic 

 

 
 
2.5 ฟลาโวนอยด์  (Flavonoids) 

 ฟลาโวนอยด์เป็นสารส าคัญ ท่ีพบได้มากมายในพืชท่ี มีการสัง เคราะห์แสงในการ

เจริญเติบโต ไดแ้ก่ ผลไม ้ผกั เมล็ดธญัพืช ล าตน้ และส่วนดอกของพืช ชนิดต่างๆ นอกจากน้ียงัพบ

ในปริมาณมากในชา และ น ้ าผึ้ง หนา้ท่ีโดยทัว่ไปแลว้ ฟลาโวนอยดจ์ะสร้างสีในพืช ท าให้ดอกไมมี้

สีสันต่างๆในการดึงดูดแมลง รักษาสภาพทางกายภาพของพืชและ ปกป้องการท าลายจากเช้ือรา 

โครงสร้างพื้นฐานโดยทัว่ไปของสารประกอบฟลาโวนอยด์ ประกอบด้วย 2-phenyl-benzol (α) 

pyrane ซ่ึงประกอบด้วยวงแหวนกลุ่ม benzene (A และ B) ท่ีเช่ือมต่อกับ วงแหวน heterocyclic 

pyrane ( C )  ดงัรูปท่ี 2.4 

 
รูปที ่2.4 โครงสร้างหลกัของ flavones ซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม flavonoids (Cushnie,2005) 
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2.6 คุณสมบัติทางการแพทย์ของฟลาโวนอยด์ 
 ฟลาโวนอยดไ์ดใ้ชเ้ป็นองคป์ระกอบหลกัในการวจิยัทางการแพทย ์ มีการรายงานคุณสมบติั
ทางการรักษาโรค เช่น ตา้นการอกัเสบ (Tangpu and Yadav 2004) รักษาโรคกระดูก ยบัย ั้งการหลัง่
เอนไซม ์ ตา้นเช้ือแบคทีเรีย ตา้นภูมิแพ ้ ตา้นอนุมูลอิสระ และตา้นการเกิดเน้ืองอก (Cushnie and 
Lamb 2005) นอกจากน้ีสารส าคญัท่ีสกดัไดจ้ากฟลาโวนอยด ์ ยงัมีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม ์ ข้ึนอยูก่บั
โครงสร้างทางโมเลกุลของสารแต่ละชนิด เช่น คาร์โบไฮเดรต, phenyl ring, phenol และ 
benzopyrone ring เป็นตน้ 
 
2.7 สารลูปินิฟอลนิ 
 สารลูปินิฟอลิน เป็น สารท่ีอยูใ่นกลุ่มฟลาโวโนน (Flavonone) ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มฟลาโว
นอยด ์ดงันั้น คุณสมบติัทางเคมีและฤทธ์ิในดา้นทางเภสัชวทิยาจึงมีความน่าสนใจ และมีประโยชน์
เป็นอยา่งมากในทางการแพทย ์โครงสร้างทางเคมี ของลูปินิฟอลิน แสดงไวใ้นรูปท่ี 2.5 
 

 
รูปที ่2.5 โครงสร้างทางเคมีของลูปินิฟอลนิ 
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บทที ่3 
วธีิการด าเนินการวจิยั 

 
3.1 การเตรียมตัวอย่างล าต้นชะเอมเหนือ 
  น ำล ำตน้ของชะเอมเหนือ (Derris reticulata Craib.) ตดัเป็นช้ินเล็กๆ แลว้น ำไปอบใน Hot 
air oven ท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำ 2 วนั ล ำตน้ท่ีอบแลว้เก็บไวใ้นท่ีแหง้ ไม่มี
ควำมช้ืน ท่ีอุณหภูมิห้อง จนกวำ่จะใชน้ ำไปใชใ้นกำรทดลอง 
 
3.2 การทดสอบความบริสุทธ์ิของสารลูปินิฟอลิน 

ล ำตน้ชะเอมเหนือท่ีตดัเป็นช้ินเล็ก น ำมำสกดัดว้ย เฮกเซน โดยใช ้ Soxhlet extractor 
หลงัจำกนั้นน ำสำรละลำยท่ีไดน้ ำมำลำ้งดว้ยน ้ำ 2 คร้ัง น ำส่วนบนท่ีเป็นชั้นของ Hexane แยกออกมำ 
แลว้ท ำกำรแยกสำรใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิ Crystallization และ วธีิ Thin layer chromatography บนแผน่ 
Silica gel G60 F254 อะลูมิเนียม โดยใช ้Dichrolomethane : Methanol ในอตัรำส่วน 95 : 5 (สมิตำ 
วเิศษสุทธิชยั, สุวภำพ เตชะมหำมณีรัตน์, วรำภรณ์ จรรยำประเสริฐ และ นพมำศ สุนทรเจริญนนท์, 
2548) เพื่อทดสอบหำควำมบริสุทธ์ิของลูปินิฟอลิน 
  
3.3 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ความถูกต้องของสารลูปินิฟอลนิ 
 น ำผลึกของสำรลูปินิฟอลินท่ีสกดัไดไ้ปตรวจวิเครำะห์เพื่อพิสูจน์เอกลกัษณ์ควำมถูกตอ้ง 
ดว้ยวธีิ   Nuclear magnetic resonance (NMR) และ วธีิ Mass spectrometry (MS)   โดยส่งตรวจท่ี  
ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภำพแห่งชำติ 

 
3.4 การทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทเีรีย 

3.4.1 วธีิ Disc diffusion  
แบคทีเรียท่ีใช้ในกำรทดสอบคือ  S. aureus 19376, S. aureus (MRSA)  4738, S. 

aureus (MRSA)  20646 และ S. aureus (MRSA)  20649  โดยเพำะเล้ียงแบคที เรียในอำหำร 
Mueller-Hinton Broth (MHB) บ่มเช้ือให้ เจริญเติบโตท่ี ตู้อบเพำะเล้ียงเช้ืออุณหภูมิ  37 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 16-18 ชัว่โมง (CLSI, 2016) แลว้น ำมำเจือจำงดว้ยสำรละลำย 0.85 % NaCl เทียบ
ควำมขุ่นกบั 0.5 McFarland  เพื่อให้ไดจ้  ำนวนเช้ือแบคทีเรียประมำณ 108 cfu/ml หลงัจำกนั้น ป้ำย
เช้ือลงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ Mueller-Hinton Agar (MHA) วำงแผ่นกระดำษกรอง What man No.1 
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ขนำด 6 มิลลิเมตร ท่ีมีสำรลูปินิฟอลิน จ ำนวน 25, 50, และ 75 µg/disc ตำมล ำดบั ใช ้10% NaOH (1 
N) และยำปฏิ ชีวนะ Ampicillin เป็น Vehicle control และ Positive control ตำมล ำดับ  น ำจำน
เพำะเล้ียงเช้ือไปบ่มในตูอ้บเพำะเล้ียงเช้ืออุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง วดัขนำด 
Inhibition zones รอบแผน่กระดำษกรองแลว้บนัทึกผล ท ำกำรทดลอง 3 คร้ัง  

 

 
 

ภาพที ่3.1 วธีิ Disc diffusion ในกำรวดั zone of inhibition (CLSI,2016) 
 
 

3.4.2 วธีิ Minimum inhibition concentration (MIC) และ Minimum bactericidal 
concentration (MBC) 

ท ำกำรทดสอบดว้ยวธีิ microdilution method ใน หลุมเพำะเล้ียงเช้ือ 96 well plate 
(Joycharat et al., 2013) ละลำยสำรลูปินิฟอลิน ใน 10% NaOH (1 N) แลว้เติมลงในหลุมเพำะเช้ือท่ี
มีอำหำรเล้ียงเช้ือ MHB ให้มีควำมเขม้ขน้ของสำรลูปินิฟอลินตั้งแต่ 0.25-512 µg/ml ดว้ยวธีิ two-
fold serial dilutions หลงัจำกนั้นเติมเช้ือแบคทีเรีย ให้มีจ  ำนวนเช้ือสุดทำ้ยในหลุมทดลองเท่ำกบั 
5x105 cfu/ml กำรทดลองดว้ยวธีิน้ีใชย้ำปฏิชีวนะ Ampicillin, 0.5% NaOH (1 N)  และ หลุมท่ีไม่ใส่
สำรลูปินิฟอลิน เป็น positive, vehicle control และ negative control ตำมล ำดบั น ำ หลุมเพำะเล้ียง
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เช้ือ 96 well plate ไป บ่มในตูอ้บเพำะเล้ียงเช้ืออุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง ค่ำ 
MIC คือค่ำควำมเขม้ขน้ต ่ำสุดท่ีไม่เห็นกำรเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย หรือ ไม่เกิดควำมขุ่น 
วเิครำะห์ค่ำ MBC ดว้ยกำรน ำอำหำรเล้ียงเช้ือจำกหลุมท่ีไม่เกิดควำมขุ่นไปเพำะเล้ียงเช้ือบน MHA 
แลว้น ำไปบ่มในตูอ้บเพำะเล้ียงเช้ืออุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง ควำมเขม้ขน้
ต ่ำสุดท่ีไม่เห็นเช้ือแบคทีเรียเจริญเติบโต จะเป็นค่ำ MBC กำรทดลองทุกวธีิจะท ำทั้งหมด 3 คร้ัง  

 
 

ภาพที ่3.2 แสดงกำรหำค่ำ Minimum bactericidal concentration (MBC) (Joycharat et al., 2013) 
 

3.5 วธีิการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของสารลูปินิฟอลินต่อเช้ือแบคทเีรีย 
3.5.1 การศึกษาฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลคตรอน 

กลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน หรือ Transmission electron microscope (TEM) มี
ประโยชน์ในกำรศึกษำรูปร่ำงลกัษณะของเช้ือแบคทีเรียแบบตดัขวำง สำมำรถมองเห็นองคป์ระกอบ
ท่ีเปล่ียนแปลงหลงัไดรั้บสำรลูปินิฟอลิน ไดแ้ก่ cell wall, cell membrane และ ลกัษณะโครงสร้ำง
ภำยในเซลลข์องเช้ือแบคทีเรีย (Ghosh, Indukuri, Bondalapati, Saikia, and Rangan, 2013) ตวัอยำ่ง
เช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบกบัสำรตวัอยำ่งแลว้จะลำ้งดว้ย 0.1 M phosphate buffer (PBS, pH 7.2) ท ำ
กำร fixed ตวัอยำ่งดว้ย 0.25% glutaraldehyde ลำ้งดว้ย 0.1 M PBS อีกคร้ัง แลว้ fixed ดว้ย 1% 
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osmium tetroxide หลงัจำกนั้น dehydrate ดว้ย acetone จำกควำมเขม้ขน้ 20 %-100 % น ำตวัอยำ่งไป
แทนท่ีดว้ย Spurr's resin เพื่อเก็บตวัอยำ่งให้อยูใ่นแท่งพลำสติก น ำไปตดั section ดว้ยเคร่ือง 
ultramicrotome ให้ตวัอยำ่งอยูบ่นแผน่ copper grids ยอ้มสีดว้ย 2% uranyl acetate และ lead citrate 
แลว้ตรวจตวัอยำ่งดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนเพื่อดูลกัษณะของเซลลแ์บคทีเรีย   

 
3.5.2 Flow cytometry 

กำรศึกษำน้ี วเิครำะห์ควำมแขง็แรงของเยือ่หุม้เซลล์โดยใชว้ธีิ Flow cytometry เม่ือ
เพำะเล้ียงแบคทีเรียจนอยูใ่นช่วง  mid-logarithmic phase ท ำกำรทดสอบโดยกำรเติมสำรสกดัลูปินิ
ฟอลินลงไปให้ไดค้วำมเขม้ขน้ 8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แลว้น ำไปบ่มในตูบ้่มเช้ือ 37 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 2 ชั่วโมง หลังจำกครบเวลำแล้ว น ำหลอดทดลองออกมำเติมสี Propidium iodide (5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ละลำยใน PBS) น ำไปตั้ งทิ้งไวใ้นท่ีมืด 5 นำที อุณหภูมิห้อง แล้วน ำมำ
วิเครำะห์ด้วยเคร่ือง Flow cytometer (FACScan; BD Biosciences, San Jose, CA, U.S.A.) ร่วมกับ 
โปรแกรม CellQuest software (BD Biosciences) โดยเปรียบ เทียบกับหลอดทดลองท่ี เติมยำ 
ampicillin (positive control)  

 
3.5.3 DNA laddering assay 

น ำเช้ือ S. aureus cells (5x105 cfu/ml) ไปบ่มเพำะเล้ียงเช้ือหลงัจำกเติมสำรลูปินิ
ฟอลินควำมเขม้ขน้  8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลำ 8 ชัว่โมง หลงัจำกนั้นท ำกำรสกดั genomic 
DNA ของ S. aureus โดยใชชุ้ดสกดั NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel, Germany) เม่ือได ้
DNA ออกมำแลว้ท ำกำรตรวจสอบคุณภำพโดยใชเ้คร่ือง Nanodrop100  

ท ำกำรวเิครำะห์ผลของสำรสกดัลูปินิฟอลินต่อ DNA โดยวธีิ electrophoresis เม่ือ
น ำ DNA ไปยอ้มสี MaestroSafe nucleic acid gel stain reagent (Maestrogen, USA) แลว้ปิเปตลงบน 
0.7% agarose gel ดูภำยใตแ้สง ultraviolet เพื่อสังเกตลกัษณะของ band ท่ีเกิดข้ึน เปรียบเทียบกบั 
Triton-X และ untreated cells  ตำมล ำดบั 
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3.5.4 Drp 35 gene expression โดยวธีิ Polymerase chain reaction (PCR) 
กำรศึกษำกำรเพิ่มจ ำนวนจีน Drp35 ของเช้ือ Staphylococcus spp. ท่ีบ่มร่วมกบั

สำร lupinifolin สำมำรถท ำไดโ้ดยสกดัจีโนมิกดีเอน็เอ (genomic DNA) ของเช้ือ Staphylococcus 

สำยพนัธ์ุต่ำงๆ (ATCC29213, DMST20646, DMST20649 และ DMST4738) ท่ีผำ่นกำรเพำะเล้ียง

ร่วมกบัสำร lupinifolin  จีโนมิกดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ะถูกน ำเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA templates) 

เพื่อใชใ้นกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอในหลอดทดลองดว้ยวธีิ polymerase chain reaction (PCR) ไพร์

เมอร์ (primers)ท่ีใชใ้นกำรเพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอ คือ  

Drp35-F (5’-TGAAATGAAAGGATCCATCATGATGT-3’  และ 

Drp35-R  5(5’-CCCTAAATTTAAGTCGACTTTCATTC-3’)  (Morikawa et al., 2005) 
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บทที ่4 

ผลการวจิยั 
 

4.1 การเตรียมล าต้นชะเอมเหนือ 
  ล ำตน้ชะเอมเหนือท่ีใช้ส ำหรับกำรวิจยั เม่ือน ำมำหั่นเป็นช้ินเล็กๆ แล้วน ำอบดว้ย Hot air 
oven ท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นระยะ 2 วนั  จะมีลกัษณะสีน ้ำตำลอ่อน ถึงสีน ้ำตำลเขม้  
ดงัภำพท่ี 4.1  

 

 
ภาพที ่4.1 ล ำตน้ชะเอมเหนือหลงัจำกอบดว้ย Hot air oven 

 
 

4.2 การทดสอบความบริสุทธ์ิของสารลูปินิฟอลิน 
 จำกกำรสกดัล ำตน้ชะเอมเหนือ เพื่อหำสำรลูปินิฟอลิน ดว้ยวธีิ Soxhlet extraction โดยใช ้

เฮกเซนเป็นตวัท ำละลำย และวิธีกำร Crystallization จะได ้ผลึกสีเหลืองรูปเข็ม (ภำพท่ี 4.2) ซ่ึงเป็น

ลกัษณะส ำคญัของสำรชนิดน้ี ผูว้ิจยัได้ท ำกำรตรวจสอบควำมบริสุทธ์ิเบ้ืองตน้ ด้วยวิธี TLC เกิด 

band 1 band วดัค่ำ Rf ไดเ้ท่ำกบั 0.75  (ภำพท่ี 4.3) 
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ภาพที ่4.2    (ก)  ผลึกสีเหลือง   และ (ข) รูปโครงสร้ำงทำงเคมี ของสำรลูปินิฟอลิน 
 

 

 

ก 

ข 
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ภาพที ่4.3 ผล TLC บนแผน่กระดำษ Silica gel G60 F254 อะลูมิเนียม ดูภำยใตแ้สง UV 

 

4.3 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ความถูกต้องของสารลูปินิฟอลนิ 
 4.3.1 การวเิคราะห์ด้วยวธีิ Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 
 หลงัจำกกำรทดสอบเบ้ืองตน้ดว้ยวิธี TLC เพื่อดูวำ่สำรท่ีสกดัได ้มีเพียงสำรเดียว  น ำสำร
ท่ีสกดัไดไ้ปตรวจดูโครงสร้ำงทำงเคมีเปรียบเทียบกบังำนวิจยัท่ีผ่ำนมำ โดยกำรดูต ำแหน่งของ 1H 
และ 13C ดว้ยวิธี NMR  (ภำคผนวก) พบวำ่ มีโครงสร้ำงทำงเคมีของสำรลูปินิฟอลิน ดงัตำรำงท่ี 4.1 
หลงัจำกนั้นน ำไปตรวจหำมวลสำรของลูปินิฟอลิน ไดค้่ำ 407.1850 ดงัภำพท่ี 4.4 
 
 
 
 
 
 
 
 

L2

/ 
L1 

Lupinifolin 

Rf=0.75 
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ตารางที ่4.1 ผลกำรวเิครำะห์โครงสร้ำงทำงเคมีของลูปินิฟอลินดว้ยวธีิ NMR 
 
Position Yellow needle-shaped compounda  Lupinifolinb 

 δC (ppm) δH (ppm)  δC (ppm) δH (ppm) 

4 196.68   196.84  

7 159.75   160.13  

8a 159.53   159.44  

5 157.50   156.48  

4՛ 156.56   156.09  

3՛՛՛ 130.99   131.11  

1՛ 129.62   130.60  

2՛/6  ́ 127.56 7.32 (d, 8.4)  127.66 7.31 (d, 8.4) 

3՛՛ 125.91 5.50 (d, 10.0)  126.02 5.52 (d, 10.1) 

2՛՛՛ 122.56 5.14 (dd, 7.2,7.2)  122.40 5.16 (dd, 7.2,7.2) 

4՛՛ 115.67 6.64 (d, 10.0)  115.53 6.64 (d, 10.1) 

3 /́5՛ 115.67 6.87 (d, 8.4)  115.53 6.89 (d, 8.4) 

8 108.59   108.73  

6 102.70   102.79  

4a 102.69   102.61  

2 78.80 5.34 (dd, 12.8,2.8)  78.47 5.33(dd, 12.6,3.0) 

2՛՛ 78.05   78.20  

CDCl3 77.37     

CDCl3 77.11     
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ตารางที ่4.1   (ต่อ) 
 
Position Yellow needle-shaped compounda  Lupinifolinb 

 δC (ppm) δH (ppm)  δC (ppm) δH (ppm) 

CDCl3 76.86     

3 43.23 3.04 (dd,17.6,12.8)  42.97 3.06(dd,17.1,12.6) 

  2.80 (dd,17.6,3.0)   2.81 (dd,17.1,3.0) 

6՛՛ 28.39 1.45 (s)  28.25 1.46 (s) 

5՛՛ 28.29 1.44 (s)  28.33 1.45 (s) 

4՛՛՛ 25.80 1.65 (s)  25.78 1.66 (s) 

1՛՛՛ 21.47 3.21 (d, 7.2)  21.42 3.22 (d, 7.2) 

5՛՛՛ 25.80 1.65 (s)  25.78 1.66 (s) 

5-OH  12.24 (s)   12.24 (s) 
a Recorded in CDCl3 at 500 MHz for 1H-NMR and 125 MHz for 13C-NMR 

b Recorded in CDCl3 at 300 MHz for 1H-NMR and 75.6 MHz for 13C-NMR, cited in 

 (Mahidol et al., 1997) 
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 4.3.2 ผลการวเิคราะห์ด้วยวธีิ Mass spectrometry (MS) 
  จำกกำรวเิครำะห์สำรลูปินิฟอลิน เพื่อดูมวลน ้ำหนกั พบวำ่ เม่ือวเิครำะห์ดว้ยวธีิ 
Mass spectrometry มวลน ้ำหนกัมีค่ำเท่ำกบั 407.1850 
 

 
ภาพที ่4.4  Mass spectrum ของลูปินิฟอลิน 
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4.4 ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทเีรีย 
4.4.1 วธีิ Disc diffusion  

  ผลกำรทดสอบหำฤทธ์ิตำ้นเช้ือ S. aureus  และ MRSA ดว้ยวิธี Disc diffusion วดั

ค่ำ inhibition zone ไดผ้ลดงัตำรำงท่ี 4.2  

 

ตารางที ่4.2 ผลกำรตรวจสอบฤทธ์ิตำ้นเช้ือ S. aureus และ MRSA ดว้ยวธีิ Disc diffusion 

Microorganism 

Diameter of inhibitions zone (mm)   

Lupinifolin  (µg) Ampicillin (µg) 

25 50 75 10 

Staphylococcus aureus 19376 10 ± 0.2 25 ± 0.6 26 ± 0.2 37 ± 0.5 

Staphylococcus aureus 

(MRSA)  4738 12 ± 0.5 23 ± 0.6 25 ± 0.3 10 ± 0.7 

Staphylococcus aureus 

(MRSA)  20646 10 ± 0.3 20 ± 0.6 23 ± 0.3 10 ± 0.6 

Staphylococcus aureus 

(MRSA)  20649 10 ± 0.1 23 ± 0.2 26 ± 0.5 10 ± 0.7 

n.i.; no inhibition zone,Data are means ± SD (n=3) 
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4.4.2 วธีิ Minimum inhibition concentration (MIC) และ Minimum bactericidal 
concentration (MBC) 
ตารางที ่4.3 ผลกำรตรวจฤทธ์ิตำ้นเช้ือ S. aureus  และ MRSA 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) 
Staphylococcus 
aureus 19376 32 64 0.5 1 
Staphylococcus 
aureus 
(MRSA)  4738 32 64 > 512 > 512 
Staphylococcus 
aureus 
(MRSA)  20646 32 64 > 512 > 512 
Staphylococcus 
aureus 
(MRSA)  20649 32 64 > 512 > 512 

 
4.5 วธีิการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของสารลูปินิฟอลินต่อเช้ือแบคทเีรีย 

4.5.1 ผลการศึกษาฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทเีรียด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน 
   ผลกำรตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอน พบวำ่ เซลลข์อง MRSA ท่ีเติมสำร

สำรลูปินิฟอลิน มีลกัษณะเปล่ียนไปเม่ือเทียบกบัเซลลแ์บคทีเรียปกติท่ีไม่ไดเ้ติมสำรสกดั โดย

ลกัษณะท่ีสังเกตเห็น มีรูปร่ำงบวม และ บำงเซลลจ์ะติดสีเขม้ อำจเกิดจำก ผนงัเซลล ์และ ผนงัเซลล์

อำจถูกท ำลำย ดงัภำพท่ี 4.5-4.7 
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ภาพที่ 4.5  ผลจำกกำรดูด้วยกล้อง TEM แสดง เช้ือ MRSA  (Normal control)  ท่ีไม่ได้เติมสำรลูปิ

นิฟอลิน, (ก) – (ง)  มีลกัษณะเซลล์ท่ี สมบูรณ์ สังเกตเห็นผนงัเซลล์ และเยื่อหุ้มเซลล์ได้

ชดัเจน  

  

 

ก ข 

ค ง 
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ภาพที่ 4.6  ผลจำกกำรดูดว้ยกลอ้ง TEM แสดง ช้ือ MRSA หลงัจำกเติมสำรลูปินิฟอลิน (lupinifolin 

treated cells) สังเกตเห็นกำรเปล่ียนแปลงของผนงัเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ มีลกัษณะถูก

ท ำลำย ท ำให้เกิดกำรแตกสลำยของเซลล์, (ก) เซลล์ MRSA ก ำลงัแตกสลำย, (ข) เซลล ์

MRSA เกิดกำรบวมขยำยตัว, (ค) ผนังเซลล์ถูกท ำลำย , (ง) เซลล์ MRSA เกิดกำรร่ัว

เน่ืองจำกกำรถูกท ำลำยของสำรลูปินิฟอลิน 

 
 

ก ข 

ค ง 
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ภาพที่ 4.7 ผลจำกกำรดูด้วยกล้อง TEM แสดง ช้ือ MRSA หลงัจำกเติมยำ Ampicillin (Ampicillin 

treated cells),  (ก) – (ง)  มีลักษณะเซลล์ท่ี สมบูรณ์ สังเกตเห็นผนังเซลล์ และเยื่อหุ้ม

เซลล์ได้ชัดเจน เน่ืองจำกเป็น เช้ือด้ือยำ จึงไม่เกิดกำรเปล่ียนแปลงเม่ือเติมยำลงไปใน

หลอดทดลอง 

 

 

 

ก ข 

ค ง 
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4.5.2 ผลการวเิคราะห์ด้วยเคร่ือง Flow cytometry 
 

 
 

ภาพที ่4.8 Histogram แสดง Normal control ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ีเวลำ  0 h 
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ตารางที ่4.1  ค่ำแสดงพื้นท่ีทำงสถิติ ของ Normal control ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ีเวลำ  0 h 

 

 
 

Quadrant Statistics

File: 0h-Cont-PI.003 Sample ID: 0h-Cont-PI

Gate: G1 Gated Events: 9852

X Parameter: FL2-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 16 0.16 0.16 117.96 109.60 23.03 20.63

UR 1 0.01 0.01 226.71 226.71 15.82 15.82

LL 9835 99.83 98.35 13.82 6.41 2.17 1.75

LR 0 0.00 0.00 *** *** *** ***

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9852 100.00 98.52 11.79 5.68 132.46 5.88 1

M1     1,   106 8377 85.03 83.77 13.38 7.62 113.32 7.77 6

M2   114,  9910 14 0.14 0.14 138.37 137.62 11.04 135.16 127

File: 0h-Cont-PI.003 Gate: G1

Gated Events: 9852 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log)

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9852 100.00 98.52 14.01 6.45 139.38 6.49 1

M1     1,   167 8239 83.63 82.39 16.33 9.17 119.58 8.90 8

M2   191,  5186 3 0.03 0.03 209.43 209.08 7.16 201.69 199

File: 0h-Cont-PI.003 Gate: G1

Gated Events: 9852 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL2-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 0h-Cont-PI.003 Gate: G1

Gated Events: 9852 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 2 0.02 0.02 79.17 74.65 57.79 57.77

UR 0 0.00 0.00 *** *** *** ***

LL 9850 99.98 98.50 11.78 5.68 2.19 1.76

LR 0 0.00 0.00 *** *** *** ***
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ภาพที ่4.9 Histogram แสดง Ampicillin treated cells ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ีเวลำ  0 h 

 

 

 

100 101 102 103 104

FL3-H

0h-Amp-PI.005

100 101 102 103 104

FL2-H

0h-Amp-PI.005

M1

M2

100 101 102 103 104

FL2-H

0h-Amp-PI.005

100 101 102 103 104

FL3-H

0h-Amp-PI.005

M1

M2

0 200 400 600 800 1000
FSC-H

0h-Amp-PI.005

R1



35 
 

ตารางที ่4.2  ค่ำแสดงพื้นท่ีทำงสถิติ ของ Ampicillin treated cells ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ี

เวลำ  0 h 

 

 

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9846 100.00 98.46 12.89 6.24 133.72 6.55 1

M1     1,   106 8507 86.40 85.07 14.13 8.13 109.55 8.51 11

M2   114,  9910 31 0.31 0.31 150.71 147.39 23.18 144.60 127

File: 0h-Amp-PI.005 Gate: G1

Gated Events: 9846 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 0h-Amp-PI.005 Gate: G1

Gated Events: 9846 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 2 0.02 0.02 127.07 126.92 64.23 62.64

UR 0 0.00 0.00 *** *** *** ***

LL 9839 99.93 98.39 12.77 6.22 2.05 1.68

LR 5 0.05 0.05 208.19 204.98 15.42 15.37

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9846 100.00 98.46 14.84 6.74 142.81 7.10 1

M1     1,   167 8179 83.07 81.79 17.14 9.75 116.73 9.73 12

M2   191,  5186 15 0.15 0.15 222.19 220.41 13.60 216.74 192

File: 0h-Amp-PI.005 Gate: G1

Gated Events: 9846 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL2-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 0h-Amp-PI.005 Sample ID: 0h-Amp-PI

Gate: G1 Gated Events: 9846

X Parameter: FL2-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 9 0.09 0.09 175.26 169.33 28.42 23.67

UR 1 0.01 0.01 291.64 291.64 17.47 17.47

LL 9831 99.85 98.31 14.55 6.70 2.04 1.68

LR 5 0.05 0.05 243.72 243.19 13.03 12.91
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ภาพที ่4.10 Histogram แสดง Lupinifolin treated cells ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ีเวลำ  0 h 
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ตารางที ่4.3  ค่ำแสดงพื้นท่ีทำงสถิติ ของ Lupinifolin treated cells ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ี

เวลำ  0 h 

 

 

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9848 100.00 98.48 12.39 6.07 132.57 6.46 1

M1     1,   106 8472 86.03 84.72 13.63 7.95 109.44 8.28 9

M2   114,  9910 30 0.30 0.30 139.69 138.32 14.89 135.16 130

File: 0h-Lup-PI.004 Gate: G1

Gated Events: 9848 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 0h-Lup-PI.004 Gate: G1

Gated Events: 9848 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 3 0.03 0.03 131.76 128.64 89.94 87.38

UR 0 0.00 0.00 *** *** *** ***

LL 9844 99.96 98.44 12.34 6.06 2.13 1.72

LR 1 0.01 0.01 203.51 203.51 14.07 14.07

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9848 100.00 98.48 14.46 6.69 143.24 7.04 1

M1     1,   167 8204 83.31 82.04 16.75 9.63 117.96 9.56 7

M2   191,  5186 7 0.07 0.07 261.03 253.52 29.33 241.44 241

File: 0h-Lup-PI.004 Gate: G1

Gated Events: 9848 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL2-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 0h-Lup-PI.004 Sample ID: 0h-Lup-PI

Gate: G1 Gated Events: 9848

X Parameter: FL2-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 8 0.08 0.08 126.41 103.90 25.06 22.04

UR 3 0.03 0.03 301.23 289.03 73.81 57.25

LL 9835 99.87 98.35 14.23 6.66 2.12 1.72

LR 2 0.02 0.02 251.62 251.41 13.13 13.10
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ภาพที ่4.11 Histogram แสดง Normal control ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ีเวลำ  2 h 
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ตารางที ่4.4  ค่ำแสดงพื้นท่ีทำงสถิติ ของ Normal control cells แบคทีเรีย MRSA  ท่ีเวลำ  2  h 

 

 
 

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9862 100.00 98.62 12.51 6.10 139.18 6.49 1

M1     1,   106 8451 85.69 84.51 13.76 8.06 109.82 8.43 8

M2   114,  9910 32 0.32 0.32 157.25 149.43 42.15 140.75 143

File: 2h-Cont-PI.006 Gate: G1

Gated Events: 9862 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 2h-Cont-PI.006 Gate: G1

Gated Events: 9862 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 1 0.01 0.01 88.17 88.17 91.40 91.40

UR 3 0.03 0.03 229.98 226.03 165.51 162.53

LL 9856 99.94 98.56 12.37 6.08 2.04 1.67

LR 2 0.02 0.02 325.78 294.27 22.82 21.38

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9862 100.00 98.62 14.62 6.68 157.40 7.04 1

M1     1,   167 8238 83.53 82.38 16.61 9.52 118.59 9.56 10

M2   191,  5186 15 0.15 0.15 296.02 269.61 51.18 224.68 194

File: 2h-Cont-PI.006 Gate: G1

Gated Events: 9862 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL2-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 2h-Cont-PI.006 Sample ID: 2h-Cont-PI

Gate: G1 Gated Events: 9862

X Parameter: FL2-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 9 0.09 0.09 144.47 134.96 19.82 19.24

UR 5 0.05 0.05 463.34 436.36 123.74 103.85

LL 9844 99.82 98.44 14.18 6.64 2.02 1.66

LR 4 0.04 0.04 227.83 227.73 13.37 13.31
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ภาพที ่4.12 Histogram แสดง Ampicillin treated cells ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ีเวลำ  2 h 
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ตารางที ่4.5  ค่ำแสดงพื้นท่ีทำงสถิติ ของ Ampicillin treated cells ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ี

เวลำ  2  h 

 
 

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9686 100.00 96.86 70.24 9.21 344.63 6.98 1

M1     1,   106 7815 80.68 78.15 11.65 6.88 134.51 6.73 8

M2   114,  9910 1048 10.82 10.48 558.95 415.25 93.28 406.79 649

File: 2h-Amp-ii.021 Gate: G1

Gated Events: 9686 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log)

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9686 100.00 96.86 49.03 5.24 389.03 3.49 1

M1     1,   167 6490 67.00 64.90 13.29 5.86 193.82 4.83 3

M2   191,  5186 689 7.11 6.89 534.97 446.63 75.01 421.70 198

File: 2h-Amp-ii.021 Gate: G1

Gated Events: 9686 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL2-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 2h-Amp-ii.021 Sample ID: 2h-Amp-ii

Gate: G1 Gated Events: 9686

X Parameter: FL2-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 5 0.05 0.05 139.32 127.49 25.34 24.36

UR 20 0.21 0.20 1659.93 966.40 48.78 38.42

LL 9053 93.46 90.53 12.18 3.82 1.33 1.23

LR 608 6.28 6.08 543.91 474.58 3.44 2.91

Quadrant Statistics

File: 2h-Amp-ii.021 Gate: G1

Gated Events: 9686 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 0 0.00 0.00 *** *** *** ***

UR 11 0.11 0.11 1140.98 589.65 73.38 70.01

LL 8805 90.90 88.05 13.48 6.17 1.32 1.22

LR 870 8.98 8.70 631.14 507.00 3.25 2.57
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ภาพที ่4.13 Histogram แสดง Lupinifolin treated cells ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ีเวลำ  2 h 
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ตารางที ่4.6  ค่ำแสดงพื้นท่ีทำงสถิติ ของ Lupinifolin treated cells ของเซลลแ์บคทีเรีย MRSA  ท่ี

เวลำ  2  h 

 
 

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9523 100.00 95.23 53.17 16.48 179.20 14.20 1

M1     1,   106 7520 78.97 75.20 23.82 12.18 113.20 10.94 7

M2   114,  9910 1409 14.80 14.09 224.93 200.05 66.26 182.69 142

File: 2h-Lup-ii.018 Gate: G1

Gated Events: 9523 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log)

Quadrant Statistics

File: 2h-Lup-ii.018 Sample ID: 2h-Lup-ii

Gate: G1 Gated Events: 9523

X Parameter: FL2-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 944 9.91 9.44 146.15 140.97 22.34 21.73

UR 553 5.81 5.53 397.46 350.70 49.46 45.21

LL 8022 84.24 80.22 19.64 7.45 3.43 2.19

LR 4 0.04 0.04 285.35 275.70 10.30 9.69

Quadrant Statistics

File: 2h-Lup-ii.018 Gate: G1

Gated Events: 9523 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL3-H (Log) Y Parameter : FL1-H (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

UL 6 0.06 0.06 76.04 55.98 72.78 67.12

UR 231 2.43 2.31 440.39 397.18 67.97 63.36

LL 8756 91.95 87.56 32.10 12.92 4.90 2.65

LR 530 5.57 5.30 232.20 227.36 32.00 30.94

Histogram Statistics

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean CV Median Peak Ch

All     1,  9910 9523 100.00 95.23 54.23 12.49 217.89 10.00 1

M1     1,   167 7309 76.75 73.09 32.75 13.91 124.37 11.86 6

M2   191,  5186 704 7.39 7.04 356.22 312.38 72.75 278.81 191

File: 2h-Lup-ii.018 Gate: G1

Gated Events: 9523 Tota l Events: 10000

X Parameter: FL2-H (Log)
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4.5.3 DNA laddering assay 
   เม่ือท ำกำรศึกษำผลของสำรลูปินิฟอลินต่อ DNA ของเช้ือ MRSA พบวำ่ สำรลูปินิ

ฟอลินไม่ได้มีผลต่อโครงสร้ำงของ genomic DNA ของเช้ือแบคทีเรีย โดยกำรเปรียบเทียบกับ 

Triton-X (positive control) จำกกำรสังเกตลกัษณะ band ท่ีเกิด autolysis ดงัภำพท่ี 4-13 
 

 

 

 

 
 

ภาพที ่4.14 แสดงลกัษณะ band ของ genomic DNA บนแผน่ 0.7% gel electrophoresis ท่ีเวลำ 0, 1

และ 6 h 
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4.5.4 ผลการแสดงออกของ Drp35 ด้วยวธีิ PCR 

 
 

ภาพที ่ 4.15 Gel electrophoresis แสดงกำรเพิ่มจ ำนวนจีน Drp35 โดยเทคนิค Polymerase chain 

reaction ของเช้ือ Staphylococcus สำยพนัธ์ุ (1) 100bp marker (2) DMST20646 (3) 

DMST20646 บ่มร่วมกบัสำร Lupinifolin (4) ATCC29213 (5) ATCC29213 บ่ม

ร่วมกบัสำร lupinifolin (6) DMST20649 (7) DMST20649 บ่มร่วมกบัสำร lupinifolin 

(8) DMST4738 (9) DMST4738 บ่มร่วมกบัสำร lupinifolin   
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บทที ่5 
สรุปผล อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปและอภิปรายผล 

 การสกดัหาสารลูปินิฟอลิน จากล าตน้ชะเอมเหนือ (D. reticulata Craib.) พบวา่ สารท่ีสกดั

ไดมี้ลกัษณะเป็นผลึกรูปเข็มสีเหลือง ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของสารชนิดน้ี  สอดคลอ้งกบัการสกดั

หาสารลูปินิฟอลินในล าตน้ชะเอม Myriopteron extensum (Wight) K. Schum. ซ่ึงมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง

เช้ือ S. aureus โดยวิธี Disc diffusion  ซ่ึงเป็นการศึกษาฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรียเบ้ืองตน้ แต่ไม่มี

ฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือราชนิด dermatophytes (Soonthornchareonnon et al., 2004) เม่ือตรวจสอบ

พิสูจน์เอกลักษณ์ความถูกต้องของสารลูปินิฟอลิน ด้วยวิธี TLC, NMR และ Mass spectrometry 

แสดงวา่ สารท่ีสกดัไดเ้ป็นสารลูปินิฟอลิน (Mahidol et al,1997)  

   ในการศึกษาท่ีผ่านมา สารลูปินิฟอลิน จดัเป็นสารประเภทฟลาโวนอยด์ จดัอยู่ในกลุ่ม 

ฟลาโวโนน ซ่ึงพบมากในพืชสมุนไพร และมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยามากมาย ในการศึกษาคร้ังน้ี ไดท้  า

การทดสอบหาฤทธ์ิตา้นเช้ือ Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ดว้ยวิธี Minimal 

inhibitory concentration (MIC) และ Minimal bactericidal concentration (MBC) นอกจากน้ียงัท า

การตรวจหาบริเวณเป้าหมายของเซลล์แบคทีเรียท่ีไดรั้บผลกระทบจากสารลูปินิฟอลินดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน์อิเลคตรอน  ผลการวิจยั พบว่า สารลูปินิฟอลินสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ

แบคที เรีย โดยท าให้ เกิด inhibition zones บนอาหารเล้ียงเช้ือ MHB เม่ือเป รียบเทียบกับยา 

Ampicillin มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ  (p<0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.1  ซ่ึง

เหมือนกบัการศึกษาฤทธ์ิของลูปินิฟอลินในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของสารสกดัจาก Eriosema 

chinense (Prasad et al., 2013) และสารสกดัจาก Myriopteron extensum (Wight) K. Schum.  ซ่ึงเป็น

การศึกษาจากสารสกดัสมุนไพรแบบหยาบ ผูว้ิจยัไดท้  าการทดสอบหาฤทธ์ิตา้นเช้ือ MRSA ดว้ยวิธี 

microdilution method ได้ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัลูปินิฟอลินท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย (MIC) และความเขม้ขน้ต ่าสุดในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (MBC) เท่ากบั 32 

และ 64 µg/ml ตามล าดบั นอกจากน้ี ผูว้ิจยัไดท้  าการตรวจสอบว่า เช้ือ MRSA ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ เป็น

เช้ือด้ือยา Methicillin  โดยดูจากค่า MIC พบวา่ มีค่า มากกวา่ 512 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
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 การศึกษากลไกการออกฤทธ์ิต่อเช้ือแบคทีเรีย สามารถท าได้หลายวิธี ในการศึกษาน้ี

เน่ืองจากมีขอ้มูลเบ้ืองตน้หลายงานวิจยัท่ีผ่านมา เคยรายงานวา่ สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ส่วนใหญ่มี

กลไกการออกฤทธ์ิต่อผนงัเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ และ กรดนิวคลิอิกภายในเซลล์ (Cushnie and Lamb, 

2005) ดงันั้น ผูว้ิจยั จึงใช้การตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผา่น (TEM) เพื่อศึกษา

โครงสร้างจากภาพถ่าย พบว่า เซลล์แบคทีเรีย ท่ีเติมสารสกัดลูปินิฟอลิน มีลักษณะบวม และ

สังเกตเห็นการถูกท าลายบริเวณ cytoplasmic membrane เม่ือเทียบกบัเซลล์แบคทีเรียในกลุ่มควบคุม 

ดังแสดงในภาพท่ี 4.5-4.7  นอกจากน้ีเพื่อเป็นการยืนย ันสมมติฐานดังกล่าว จึงใช้วิธี  Flow 

cytometry เป็นเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการศึกษาเก่ียวกบัการตอบสนองทางกายภาพของแบคทีเรีย เทคนิค

น้ีเป็นการประยุกต์ใช้เพื่อบอกลักษณะความแตกต่างทางกายภาพของแบคทีเรีย รวมทั้ งการ

ตอบสนองต่อยาปฏิชีวนะ พืชสมุนไพร ความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือก่อโรคและคน การเปล่ียนแปลง

ของเซลล์ระหว่างการสร้าง Biofilm และกลไกท่ีเก่ียวกับกระบวนการพัฒนาการต่างๆ การ

ตรวจสอบและการแบ่งแยกเซลล์เพาะเล้ียงท่ีมีชีวิตกบัเซลล์ท่ีไม่มีชีวิต ถูกทดสอบโดยการยอ้มสี 

fluorescent เช่น สี Propidium iodide หรือการใช้ fluorogenic substrate  ร่วมกับการตรวจด้วยวิธี 

Flow cytometry การวิเคราะห์ดว้ยวิธี multi-color flow cytometry สามารถใชแ้ยกความแตกต่างการ

มีชีวิตของเซลล์ได ้Dye retention และ Dye exclusion ไดถู้กใชใ้นการตรวจสอบความสมบูรณ์ของ

เยื่อหุ้มเซลล์ ในสภาวะท่ีไม่มี metabolic activity  (Gottfredsson et al., 1998; Nebe-von-Caron et 

al., 2000; Novo et al., 1999) การเพิ่มจ านวนเซลล์และ metabolic activity ข้ึนอยู่กบัความสมบูรณ์

ของ cytoplasmic membrane เซลล์ท่ีมีเยื่อหุ้มเซลล์สมบูรณ์ถูกสันนิษฐานว่ามีความสามารถใน

กระบวนการ metabolic activity หรือการซ่อมแซมและสามารถสร้างขยายพลงังานขั้วบวกให้มี

ความสมดุล เซลล์ท่ีไม่มีเยื่อหุ้มเซลลไ์ม่สามารถรักษาหรือสร้างเยื่อหุ้มท่ีสมบูรณ์ได ้ดงันั้นจะถือวา่

เป็นเซลล์ตาย ในการศึกษาท่ีผ่านมา แบคทีเรียได้ถูกตรวจวิเคราะห์ว่าไม่เจริญเติบโตหรือตาย

เน่ืองจากลกัษณะดงักล่าวน้ี (Ambriz-Avina et al., 2014) จากการศึกษาพบว่า สารตา้นแบคทีเรียมี

ฤทธ์ิต่อการรบกวนการสร้างความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ ซ่ึงสามารถตรวจสอบด้วยวิธี Flow 

cytometry ดงันั้น วิธี Flow cytometry จึงมีความรวดเร็ว ถูกตอ้ง และสามารถท าการทดลองซ ้ าได้

หลายคร้ัง  
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 จากผลการศึกษาในคร้ังน้ี เม่ือใชสี้ Propidium iodide (PI) เป็นตวัทดสอบความแขง็แรงของ

เยื่อหุ้มเซลล์ต่อเช้ือ MRSA พบว่า เม่ือเติมสารลูปินิฟอลินลงไป 2 ชัว่โมง สังเกตเห็นปริมาณสีท่ี

แสดงออกมามีปริมาณสูงข้ึน เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม แสดงว่า การท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ถูก

รบกวนหรือท าลายโดยสารลูปินิฟอลิน (Tyagi et al., 2015) แต่อย่างไรก็ตาม การท างานของผนัง

เซลลแ์ละเยื่อหุม้เซลล ์มีความเก่ียวพนักนั ผูว้จิยัจึงไดท้  าการศึกษาการแสดงออกของยีน Drp35 ร่วม

ด้วย ซ่ึงยีน Drp 35 น้ี เป็นยีนท่ีจะสังเกตเห็นในปริมาณท่ีสูงเม่ือผนังเซลล์ของเช้ือแบคทีเรียถูก

ท าลาย (Morikawa et al., 2005; Murakami et al., 1999) ด้วยวิธี PCR พบว่า ไม่มีการแสดงออกยีน 

Drp35 ซ่ึงสอดคล้องกบัผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี DNA laddering assays เพื่อดูการเกิด Autolysis ท่ี

เป็นคุณลกัษณะอยา่งหน่ึงท่ีจะสังเกตเห็นไดเ้ม่ือมีการเปล่ียนแปลงของผนงัเซลล์แบคทีเรีย (Rahbar 

Saadat et al., 2015) ดงันั้น กลไกการออกฤทธ์ิท่ีส าคญั ของสารลูปินิฟอลินต่อเช้ือ MRSA น่าจะเป็น

การยบัย ั้งกระบวนการสร้างหรือการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์แบคทีเรีย จากผลวิจยัดงักล่าวสามารถ

พฒันาสารลูปินิฟอลินไปทดลองในสัตวท์ดลองเพื่อหาค่า bioavailability ในทางเภสัชวิทยา ก่อน

เขา้สู่กระบวนการผลิตยาตา้นเช้ือ MRSA ต่อไปในการวจิยัระยะต่อไปในอนาคต 

 

ข้อเสนอแนะ 

 ในการศึกษาระยะต่อไป ควรมีการศึกษาดว้ยวิธีทาง อณูชีวภาพและการแสดงออกของยีน 

เพื่อพฒันาในการคิดคน้ยาตา้นเช้ือชนิดใหม่ต่อไป  
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ภาคผนวก ก  

 

อุปกรณ์ 
1. Hot air Oven 
2. Soxhlet extractor 
3. แผน่ Silica gel G60 F254 อะลูมิเนียม 
4. ตูบ้่มเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 
5. แผน่กระดาษกรอง What man No.1 
6. 96 well plate 
7. จานเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 
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 
18. Agarose gel 
19. Ethidium bromide 
20. TBE buffer 
21. Taq DNA polymerase 
22. MgCl 
23. TE buffer 
24. Drp35 primer 
25. RNaseA 
26. Sodium citrate 
27. NaCl 

 

 


