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บทคัดยอ 

งานวิจัยชิ้นนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถสรางสารออกออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดจากตัวอยางดินใน
เขตอุทยานแหงชาติน้ําหนาว ในบริเวณจังหวัดเพชรบูรณ และชัยภูมิ และหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ผลที่ไดจากการแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินในอุทยานนํ้าหนาว สามารถแยกได 10 ไอโซเลต เมื่อนํามา
เพาะเลี้ยงลงในอาหารเลี้ยงเช้ือแบบจําเพาะในแตละสภาวะเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อเหน่ียวนําใหมีการสรางสารทุติยภูมิ
นั้นพบวามี 2 ไอโซเลตไดแก S1 และ S2 ที่สามารถสรางสารทุติยภูมิไดดีในอาหาร Glucose yeast peptone medium นํา
อาหารเหลวท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงมาสกัดแยกโดยวิธี liquid-liquid extraction ดวย ไดคลอโรมีเทนไดสารสกัด S1DCM 
และ S2DCM และสกัดดวยเอทธิลอะซีเตทไดสารสกัด S1OAC และS2OAC นําสารสกัดหยาบที่ไดในแตละชั้นไปทดสอบความ
เปนพิษกับเซลลมะเร็งลําไสชนิด HT-29 และ HCT116 ที่ความเขมขนตั้งแต 0.1-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรหาคารอยละการ
ตายของเซลลดวยวิธี MTT assay และ cell apoptosis assay พบวาสารสกัดหยาบที่นํามาทดสอบนั้นมีความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง HT-29 และ HCT116 ไดดีโดยเฉพาะสารสกัด S2OAC ใหคาการยับยั้งเซลลมะเร็งรอยละ 
50 ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และพบวาทําใหเกิดการตายในระยะเริ่มตนและระยะสุดทายของเซลลมะเร็งชนิด 

HT-29 และ HCT116 เทากับรอยละ 70 และ 80 ตามลําดับ โดยสรุปสารทุติยภูมิที่ไดจากแบคทีเรียไอโซเลต S1 และ S2 ใน
ตัวอยางดินสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใชเปนสารตานมะเร็งลําไสไดตอไป 

คําสําคัญ: สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ สารทุติยภูมิ การตายของเซลล ฤทธิ์ตานมะเร็ง 
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Abstract 

The objective of this research is to isolate bacteria and screening bacteria that are capable of 

producing bioactive compounds from soil samples obtained from Nam Nao National Park In Phetchabun 

and Chaiyaphum provinces, and finding suitable conditions for the production of bioactive substances. 

The results of bacterial isolation from the soil in the Nam Nao National Park can be separated into 10 

isolates, but when cultured in a specific culture medium in each condition to find suitable conditions to 

induce the product bioactive compound, it was found that 2 isolates S1 and S2 could produce 

secondary metabolite in the Glucose yeast peptone medium. The liquid-liquid extracted from culture 

was extracted by a partition with dichloromethane (S1DMC, S2DMC), ethyl acetate (S1OAC, S2OAC) and 

the aqueous layer and evaporate until dry before leading to the in vitro assay. Colorectal cells including 

HT-29 and HCT116 were incubated with S1OAC, S2OAC, S1DCM, and S2DCM extracts at the dose of 0.1-

1. 0  mg/ml for 24 h and cell viability was evaluated by MTT assay. The extracts inhibited cell

proliferation in HT29 and HCT116 cells in a dose dependent manner with S2OAC had highest inhibitory 

effect at concentration at 50% (IC50) approximately 0.5 mg/ml in both cells compared with the control 

cells treated with 0.1% DMSO. Following treatment of extract S2OAC at 1 mg/ml for 24 h on HT-29 and 

HCT116, cancer cells turned into the early and late stages of apoptosis approximately at 70% and 80% 

respectively. It suggests apoptosis effect following extract S2OAC treatment in colorectal cancer cells.

The bacteria isolates of S1 and S2 which are isolate from soil sample from Nam Nao National Park can 

be further used as anticancer agents against colon cancer cell lines 

Keywords: bioactive compound, secondary metabolites, apoptosis, anticancer activity 
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1. บทนํา  
 

ในประเทศไทยของเรานั้นมีทรัพยากรธรรมชาติที่อุดมสมบูรณ ทั้งนี้ทรัพยากรดินถือไดวาเปนแหลงกําเนิด สิ่งมีชีวิต
ตางๆ ท่ีอาศัยอยูในธรรมชาติ ดินเกิดจากการสลายพุพังของหินนานาชนิดใชเวลานานนับรอยปในการถูกยอยสลาย และผูยอย
สลายตามธรรมชาตินั้นก็คือ สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กจํานวนมากมายท่ีอาศัยอยูในดินโดยเฉพาะจุลินทรีย ซึ่งเปนสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก
ชนิดหนึ่งที่มีหนาท่ีเปนผูยอยสลายทั้งซากพืชซากสัตว ท้ังยังมีความหลากหลายทั้งทางสายพันธุและระบบนิเวศ ดังนั้น จุลินทรีย
ในดินจึงมักจะเปนตัวบงช้ีถึงความอุดมสมบูรณของดินและระบบนิเวศโดยรอบไดเปนอยางดี นอกจากนั้นยังพบวาดินในเขตปา
อนุรักษของไทย มีความอุดมสมบูรณสูงและมีความหลากหลายทางชีวภาพทางจุลินทรียเปนอยางมาก อยางไรก็ตามงานวิจัยที่ 
ศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายของจุลินทรียและศักยภาพในการสรางสารชีวภาพของเชื้อในกลุมแบคทีเรียจากดินนั้น ยังมีไม
มากนัก โดยพื้นที่เปาหมายในการดําเนินโครงงานวิจัย คือ ปาธรรมชาติในเขตอุทยานแหงชาติน้ําหนาว จังหวัด เพชรบูรณ ซึ่งมี
ความอุดมสมบูรณของระบบนิเวศในแบบปาไมเขตรอน นอกจากน้ียังมีความหลายหลายทางชีวภาพของสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะพืช 
และสัตว อยางไรก็ตามรายงานการวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรีย มีปรากฏเพียงการศึกษาในกลุมของยีสต 
เทานั้น ดังน้ันการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพและการใชประโยชนจากจุลินทรียในกลุมอื่น ๆ จึงมีความสําคัญเปนอยาง
มาก 

ในปจจุบันนั้นไดมีการศึกษาความหลากหลายของเช้ือแบคทีเรีย และการนํามาใชประโยชน  ซึ่งมีอยูมากมายใน
สิ่งแวดลอม จากผลการศึกษาพบวาเช้ือแบคทีเรียสวนใหญมีความสามารถในการสรางสารที่ออกฤทธิ์ทางยาตาง ๆ มากมาย 
เชน ยาปฏิชีวนะชนิดใหม ๆ เพื่อใชในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรีย เช้ือรา หรือ ไวรัส ตลอดจนสามารถสรางสารตานมะเร็ง
บางชนิดได  

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อคัดแยกและระบุชนิดของแบคทีเรียจากดินในเขตปาธรรมชาติ ในเขตอุทยานแหงชาติ
น้ําหนาว ในจังหวัดเพชรบูรณ ท่ีซึ่งมีความอุดมสมบูรณของระบบนิเวศนปาไมเขตรอน เพื่อรวบรวมเปนขอมูลของเช้ือท่ีแยกได
และเพ่ือหาสภาวะที่มีความเหมาะสมในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพซึ่งเปนเครื่องบงช้ีใหเห็นถึงศักยภาพของแบคทีเรีย
จากดินและสามารถตอยอดเพื่อพัฒนาหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและนําไปประยุกตใชใหเกิดประโยชนตอไป  

 

2. วัตถุประสงคงานวิจัย 

เพื่อคัดแยกแบคทีเรียจากดินและหาสภาวะท่ีมีความเหมาะสมในการเลี้ยงแบคทีเรียที่สามารถสรางสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพตอการยับยั้งเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง 

 

3. สารเคมีและเคร่ืองมือท่ีใชในงานวิจัย  
เซลลมะเร็งลําไสชนิด HT-29 และ HCT116 จากบริษัท American Type Culture Collection ATCC ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) สารมาตรฐาน MTT culture medium dimethyl sulfoxide ที่ใชในการศึกษานี้ เปนเกรดสําหรับการ
วิเคราะห ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา อาหารเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียซื้อจากบริษัท ทีทีเค ซายเอนทจํากัด 
ประเทศไทย สารละลายอินทรียทุกชนิดในการทดลองนี้ เปนเกรดสําหรับการวิเคราะห ซื้อจากบริษัท RCI Labscan ประเทศ
ไทย 

เครื่องมือที่ใชในการทดลองของการศึกษาน้ี ไดแก Ultrasonicator (บริษัท Elma ประเทศเยอรมนี) Analytical 

balance (บริษัท Mettler Toledo ประเทศสวิตเซอรแลนด) Rotary evaporator (บริษัท Buchi ประเทศสวิตเซอรแลนด) 
Vacuum freeze dryer (บริษัท Kinetic engineering ประเทศไทย) และ Microplate reader (บริษัท BioTek ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) เครื่อง Muse cell Analyzer (บริษัท Millipore ประเทศเยอรมัน) 
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4. วิธีดําเนินการวิจัย 

 4.1 การเก็บตัวอยางดิน 

 เก็บตัวอยางดินดวยวิธีการ Aseptic technique โดยเก็บในบริเวณที่มีความสนใจ ในท่ี ๆ ตางกัน โดยการใชอุปกรณ
ที่ผานการฆาเช้ือ ทําการเปดบริเวณช้ันหนาดินลึกลงไปประมาณ 5-10 เซนติเมตร และมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 2.5 
เซนติเมตร โดยเก็บตัวอยางดิน 100-150 กรัมตอ พื้นที่ โดยการเก็บตัวอยางดินนั้นจะทําการเก็บในอลูมิเนียมฟอยล หลังจาก
นั้นทําการคัดกอนหินและรากไมตางๆ ออก ใหเหลือเฉพาะดิน แลวจึงนําไปใสถุงซิปล็อคที่ปลอดเชื้อ ปดใหสนิทแลวเก็บไวที่ 4 
องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปแยกเช้ือ 

 

4.2 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย 

 นําตัวอยางดินที่ไดมาทํา Serial dilution technique โดยนําตัวอยางดินที่เก็บมา  1 กรัม ใสในหลอดทดลองท่ีบรรจุ
น้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร (นับเปน 10-1) หลังจากนั้นทําการปนใหเขากัน แลวจึงปเปตตัวอยางมา 1 มิลลิลิตร มาใสในหลอด
ทดลองที่ 2 ที่มีน้ํากลั่นปริมาณ 9 มิลลิลิตร (นับเปน 10-2) หลังจากน้ัน ทําซ้ําข้ันตอนเดิมจนถึงหลอดท่ีมีความเจือจาง เทากับ 
10-5 หลังจากนั้น เลือกนําหลอดที่มีความเจือจางที่ 10-4 และ 10-5 มาทําการ Spread plate technique โดยการปเปต
ตัวอยางมา 1 มิลลิลิตร ใสบนผิวหนาของอาหารแข็งที่จัดเตรียมไว อาหารที่ใชคือ Starch casein agar และ Glucose yeast 

peptone medium โดยแตละอาหารที่เตรียมไวนั้นจะตองเติม ไซโคลเฮกซาไมด (cyclohexamide) 25 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เพื่อยับยั้งการปนเปอนของเช้ือรา หลังจากนั้นนําตัวอยางท่ีไดไปบมเพาะท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน หรือ คอย
สังเกตเปนระยะ หลังจากการบมเพาะเชื้อที่ไดใหทําการแยกเชื้อที่ไดจนเปนเช้ือบริสุทธ์ิ (pure colony) และเก็บรักษาเช้ือไวที่ 
37 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 

 

4.3 การหมักและการสกัด 

 หลังจากการเจริญของเช้ือบริสุทธิ์ที่สามารถแยกไดนั้น นํามาทําการหมักตอเพื่อดูความสามารในการการสรางสาร
ทุติยภูมิ (Secondary metabolite) ของเช้ือตอโดยการนําเช้ือที่ไดมาเลี้ยงในอาหาร  7 ชนิดตางกันดังนี้ Glucose yeast 

peptone medium (GYP) , Starch casein broth, Tryptone yeast extract broth (ISP Medium No. 1 ) , Yeast 

extract malt extract (ISP Medium No. 2), Oat meal (ISP Medium No. 3), Inorganic salt starch (ISP Medium 

No. 4), Tyrosine agar (ISP Medium No. 7) 
หลังจากการลงเช้ือในแตละชนิดอาหารแลว ใหนําอาหารแตละชนิดนั้นไปบมเพาะในตูบมเพาะเช้ือแบบเขยาที่

สามารถควบคุมอุณหภูมิได ใชความเร็ว 180 รอบตอนาที โดยในข้ันตอนน้ีเราจะทําการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเช้ือในการ
สรางสารทุติยภูมิโดยจะทําการเลือกใชอาหารทั้ง 7 ชนิด บมเพาะที่ 2 อุณหภูมิคือ 27 และ 37 องศา โดยใชระยะเวลาท่ี 7 

และ 15 วัน โดยหลังจากครบกําหนดตามวันท่ีบมเพาะ อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีบมเพาะจะถูกนําไปแยกตัวเช้ือออกดวยการนําไปปน
เหวี่ยงที่ 8,000-10,000 g เปนระยะเวลา 30 นาที จากนั้นนําตัวอยางน้ําที่ไดจากการกรองเชื้อ ไปทําการสกัดแบบ ของเหลว 
โดยใชตัวทําละลายไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, DCM) และตัวทําละลายเอทธิลอะซีเตท (Ethyl acetate, EtOAc) 

โดยใชไดคลอโรมีเทนกับสารน้ําที่ไดมาผสมกันในอัตรา 2 ตอ 1 (ปริมาตรตอปริมาตร) ผสมสารละลายโดยใชอางคลื่นความถี่สูง 
(Sonicator bath) 20 นาที หลังจากน้ันนําไปเทใสกรวยแยกสารทิ้งไว 10-20 นาทีเพื่อใหสารละลายทําการแยกช้ัน โดยเราจะ
แยกเก็บช้ันสารละลายไดคลอโรมีเทน แลวนําช้ันน้ําสกัดซ้ําดวยไดคลอโรมีเทน ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง หลังจากนั้นจะนําช้ันน้ําไปทํา
การแยกกับสารละลายเอทธิลอะซีเตท จากนั้นรวบรวมสารสกัดทั้ง 2 ช้ันไดแก ช้ันสารละลายไดคลอโรมีเทน ช้ันสารละลายเอ
ทธิลอะซีเตท นําไประเหยแหงโดยใชเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ จากนั้นนําตัวอยางสารสกัดหยาบที่ไดนําไปใชในการ
ทดสอบตอไป 
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4.4 การเพาะเล้ียงเซลลมะเร็งชนิด HCT116 และ HT-29 

       4.4.1 การหาคาการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งโดยใช MTT assay 

      เพาะเลี้ยงเซลล HCT116 และ HT-29 จํานวน 15,000 เซลลตอหลุมใน 96 well culture plate บมไวในตู
เพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5 % เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นดูด อาหาร
เลี้ยงเซลลออก แลวเติมสารสกัดหยาบที่ไดจากเช้ือแบคทีเรีย S1 และ S2 ปริมาตร 0.1-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 10 ตัวอยาง
ตอชนิดของเซลล บมไวในตูเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5 % เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
เมื่อครบเวลาดูดอาหารเลี้ยงเซลลออก แลวเติมสารละลาย MTT 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน Phosphate buffer solution 

ในแตละหลุม แลวนําไปบมตอที่ตูเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5 % เปนเวลา 4 

ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแลวดูดสารละลาย MTT ออกเติม dimethyl sulfoxide 150 ไมโครลิตรตอหลุมเพื่อละลายฟอรมาซานที่
ไดจากปฏิกิริยา นําไปหาคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ดวยเคร่ืองไมโคร
เพลทรีดเดอร และวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม GraphPad Prism5 

     4.4.2 การวิเคราหการตายของเซลลมะเร็งแบบ Apoptosis (Cell apoptosis assay) 

       เพาะเลี้ยงเซลล HCT116 และ HT-29 จํานวน 60,000 เซลลตอหลุมใน 24 well culture plate บมไวในตู
เพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5 % เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นดูด อาหาร
เลี้ยงเซลลออก แลวเติมสารสกัดหยาบท่ีไดจากเช้ือแบคทีเรีย S1 และ S2 ปริมาตร 0.1-1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 10 ตัวอยาง
ตอชนิดของเซลล plate บมไวในตูเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5 % เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ลางเซลลดวย Phosphate buffer solution และ Annexin V binding buffer ยอมเซลลดวย Alexa Fluor 488 

annexin V และ PI นาน 30 นาทีวิเคราะหระยะการตายของเซลล โดยใชเครื่อง Muse cell Analyzer (MCH100105, 

Millipore, Germany) 

 

4.5 การวิเคราะหทางสถิติ 

ความแตกตางทางสถิติของคา IC50 แสดงฤทธ์ิในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิด HT-29 และ HCT116 ของสารสกัด
หยาบที่ไดจากเชื้อแบคทีเรีย S1 และ S2 ทดสอบโดยใชวิธี One-way ANOVA ตามดวย Post Hoc test แบบวิธี Bonferroni 
โดยจะถือวามีความแตกตางกันหากคา P-value < 0.05 โดยใชโปรแกรม SPSS version 15.0 

 

5. ผลและอภิปรายผลการวิจัย 

 5.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียบริสุทธิ์ 
 การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดิน โดยใชวิธีการ Spread plate technique พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียได 
จํานวน 10 ไอโซเลต ดังนี้ คือ S1 S2 PN29 PN35 PN45 PN46 PN94 PN95 PN110 และ PN213 

 

5.2 ผลการหมักและการสกัดของสารสกัดหยาบ 
 เมื่อคัดเลือกแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่ได ทั้ง 10 ไอโซเลต นํามาเลี้ยงในอาหารเหลวทั้ง 7 ชนิด ที่อุณหภูมิ 27 และ 37 
องศาเซลเซียส และเก็บตัวอยางทุกวันที่ 7 และ 15 วัน พบวามี 2 ไอโซเลต ที่สามารถสรางสารทุติยภูมิไดดีคือไอโซเลต S1 

และ S2 ในอาหาร Glucose yeast peptone broth medium (GYP) ไดตั้งแตวันท่ี 7 ถึงวันท่ี 15 ทั้ง 2 อุณหภูมิ 
 จากผลการทดสอบการสรางสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ ผูวิจัยไดทําการหาสภาวะที่เหมาะสมในการสรางสารของแบคทีเรีย 
2 ไอโซเลต ผลที่ไดแสดงตามตารางที่1  
 

ตารางที่ 1 รอยละของผลผลติ การเจรญิของเช้ือแบคทีเรีย S1 และ S2 ในอาหารและอุณหภูมิที่แตกตางกัน 
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ไอโซเลตเชื้อ
แบคทีเรยี 

ระยะเวลาใน
การบม (วัน) 

อุณหภูม ิ(°C) ตัวทําละลาย 
นํ้าหนักสารสกัด
หยาบ (mg) 

รอยละของ
ผลผลิต (%) 

ลักษณะทางกายภาพ 

S1 

7 27 DCM 17.90 7.16 Clear yellow, viscous 

7 27 EtOAc 24.30 9.72 Brown, viscous 

7 37 DCM 12.63 5.05 Light brown, viscous 

7 37 EtOAc 13.00 5.20 Yellow, viscous 

15 27 DCM 10.67 4.27 Yellow, viscous 

15 27 EtOAc 19.13 7.65 Brown, viscous 

15 37 DCM 13.17 5.27 Yellow, viscous 

15 37 EtOAc 23.17 9.27 Yellow, viscous 

S2 

7 27 DCM 15.77 6.31 Brown, viscous 

7 27 EtOAc 24.40 9.76 Brown, viscous 

7 37 DCM 16.70 6.68 Brown, viscous 

7 37 EtOAc 48.47 19.39 Dark brown, viscous 

15 27 DCM 16.00 6.40 Light brown, viscous 

15 27 EtOAc 21.53 8.61 Yellow, viscous 

15 37 DCM 17.53 7.01 Brown, viscous 

15 37 EtOAc 16.93 6.77 Yellow, viscous 

 

 

 

5.3 ผลของสารสกัด S1OAC, S2OAC, S1DCM และ S2DCM ตอการตายของเซลลมะเร็งลําไสชนิด HT-29 
และ HCT116 

 ผลการมีชีวิตรอดของเซลลมะเร็งชนิด HT-29 และ HCT116 เมื่อบมกับสารสกัดของเชื้อแบคทีเรียบรสิุทธ์ิทั้ง 2 ไอโซ
เลตไดแก S1OAC, S2OAC, S1DCM และ S2DCM ที่ความเขมขน 0.1-1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรนาน 24 ช่ัวโมง ดังแสดงตาม
รูปท่ี 1 พบการตายของเซลลแปรผันตามความเขมขนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติและสารสกัด S2OAC แสดงผลการยับยั้งการ
เจริญของเซลลมะเร็งมากท่ีสุดโดยมีคารอยละ 50 ของการยับยั้งท่ี 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในเซลลมะเร็งทั้ง 2 ชนิด 
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รูปที่ 1 ผลของสารสกัด S1OAC, S2OAC, S1DCM และ S2DCM ตอการตายของเซลลมะเร็งลําไสชนิดชนิด HT-29 และ 
HCT116 เมื่อบมเพาะนาน 24 ช่ัวโมง แสดงคาเปนรอยละการมีชีวิตอยูของเซลลเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 
แสดงคาเฉลี่ยของรอยละการมีชีวิตอยูของเซลลที่ไดจากการทดลองซ้ํา 9 ครั้ง  
หมายเหตุ: * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ P-value < 0.05 

 

5.4 ผลของสารสกัด S2OAC ตอการตายของเซลลมะเร็งลําไสชนิด HT-29 และ HCT116 แบบ apoptosis 

ผลของสารสกัด S2OAC ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตอการตายของเซลลมะเร็งลําไสชนิดชนิด HT-29 
และ HCT116 แบบ apoptosis เมื่อบมเพาะนาน 24 ช่ัวโมงดังแสดงตามรูปท่ี 2 พบวาสารสกัด S2OAC ทําใหเกิดการตายใน
แบบ apoptosis ในระยะเร่ิมตนและระยะสุดทายของเซลลมะเร็งชนิด  HT-29 และ HCT116 รวมรอยละ 70 และ 80 
ตามลําดับแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

 

 

 
รูปที่ 2 ผลของสารสกัด S2OAC ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตอการตายของเซลลมะเร็งลําไสชนิดชนิด HT-29 และ 
HCT116 แบบ apoptosis เมื่อบมเพาะนาน 24 ช่ัวโมง ยอมเซลลดวย Annexin V/PI วิเคราะหเซลลดวย เครื่อง Muse cell 

Analyzer แสดงคา dot plot analysis แบงเปน 4 สวนและกราฟแสดงรอยละของเซลลที่มีชีวิต เซลลที่ตายแบบ necrosis 

และ apoptosis เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  
แสดงคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง 
หมายเหตุ: * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ P-value < 0.05 
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6. สรุปผลการวิจัย 

 จากการคัดแยกแบคทีเรียบริสุทธิ์ โดยใชวิธี Spread plate technique พบวาสามารถคัดแยกเช้ือบริสุทธ์ิได 10 ไอ
โซเลท และมีเช้ือ 2 ไอโซเลท ที่สามารถสรางสารทุติยภูมิไดดี พบวาสารสกัดหยาบท้ัง 4 ชนิด (S1DCM, S2DCM, S1OAC และ 
S2OAC) ที่นํามาทดสอบน้ันมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง HT-29 และ HCT116 ไดดีโดยเฉพาะสาร1
สกัด S2OAC ใหคาการยับยั้งเซลลมะเร็งรอยละ 50 ท่ีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และพบวาทําใหเกิดการตายใน
ระยะเริ่มตนและระยะสุดทายของเซลลมะเร็งชนิด HT-29 และ HCT116 เทากับรอยละ 70 และ 80 ตามลําดับ โดยสรุปสาร
ทุติยภูมิที่ไดจากแบคทีเรียไอโซเลต S1 และ S2 ในตัวอยางดินสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใชเปนสารตานมะเร็งลําไสไดตอไป 
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