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การเสริมฤทธิ์ของ Lupeol จากไคร (Glochidion daltonii Kurz) รวมกับ
ยาเตตราซัยคลินในการยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทีเรียฉวยโอกาส
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บทคัดยอ
การแยกสารบริสุทธ์ิจากสวนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร (Glochidion daltonii Kurz) ดวยเทคนิค

โครมาโทรกราฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 1 สาร เปนผลึกรูปเข็มสีขาวมีจุดหลอมเหลว 214-215 °C ทําการพิสูจนโครงสราง
โดยเทคนิค 1H NMR, 13C NMR, DEPT-90 และ DEPT-135 และเปรียบเทียบขอมูลสเปคตรัมกับสารอางอิงกลุม
triterpene พบวาสารบริสุทธ์ิท่ีไดคือ Lupeol เมื่อนํามาทดสอบหาประสิทธิภาพของการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียฉวยโอกาส พบวา Lupeol สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 10 สายพันธุท่ีนํามาศึกษา
ยกเวน เช้ือ Bacillus subtilis และเมื่อนํามาศึกษาการออกฤทธ์ิรวมกันระหวาง Lupeol กับยาเตตราซัยคลิน
พบวาใหผลเสริมฤทธ์ิกันในการยับยั้งเช้ือ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุไมดื้อยา (FICI เทากับ 0.27)
และพบการเสริมฤทธ์ิกันบางสวนในการยับยั้งเช้ือ Escherichia coli ATCC 25922 (FICI เทากับ 0.56) ซึ่งออก
ฤทธ์ิไดดีท่ีสุดเพ่ือยับยั้งเช้ือ P. aeruginosa และ E. coli ATCC 25922 ในเวลา 6 และ 4 ช่ัวโมงตามลําดับ เมื่อ
ผสม Lupeol รวมกับเตตราซัยคลินในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเติมแบคทีเรียทดสอบ

ABSTRACT
The isolation of natural products from crude hexane of the leaves of Glochidion

daltonii Kurz were carried out by chromatographic techniques. One pure compound obtained as
white crystal with melting point 214-215 °C. The structure was identified by spectroscopic
techniques, 1H NMR, 13C NMR, DEPT-90, and DEPT-135. The comparison between those spectra
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and the reference spectra of triterpenoids, confirmed that the pure compounds was Lupeol.
Then, Lupeol was evaluated the antibacterial activity against opportunistic bacteria. It was found
that Lupeol could inhibit the growth of ten species of opportunistic bacteria, studied in this
project, except Bacillus subtilis. The Combination of Lupeol with tetracycline, showed synergistic
effect against Pseudomonas aeruginosa with FICI value of 0.27. Also, partially synergistic effect
was found against Escherichia coli ATCC 25922 with FICI value of 0.56. The times that could
inhibit the growth of P. aeruginosa and E. coli ATCC 25922 were at the sixth and the fourth hour,
respectively, from starting the inoculums of Lupeol with tetracycline.

คําสําคัญ: Lupeol ฤทธ์ิตานแบคทีเรีย การออกฤทธ์ิรวม
Keywords: Lupeol, Antibacterial activity, Synergistic effect

บทนํา
ไคร (Glochidion daltonii) เปนพืชในวงศ

Euphorbiaceae เปนไมพุมหรือไมยืนตน มีสองเพศใน
ตนเดียว แผนใบเปนรูปหอกหรือรูปไข ฐานใบกวางเปน
รูปลิ่ม ปลายใบแหลม ทองใบมีสีเทาขาว หลังใบมีสีเทา
เขียว พบไดท่ีจีน อินเดีย มาเลเซีย เวียดนาม และไทย
(Smitinand et al., 2007) ไครมีสรรพคุณมากมาย
ตามตํารับยาไทย เชน ใบ นํามาใชปรุงเปนยา แกกษัย
ขับปสสาวะ แกไขเซื่องซึม อาหารไมยอยแกหวัดและ
นอกจากน้ียอดออนของตนยัง ใชรับประทานได
(Smitinand et al., 2007; Xiao et al., 2007)
ในเวียดนามใชเปนยาพ้ืนบานรักษาโรค เชน ไขหวัด
ใหญ โรคบิด ไขมาลาเรีย โรคไขขออักเสบ (Thang et
al., 2011) สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีพบใน เปลือกไม
ใบและผลของไครคือ แทนนินและ triterpenoid
(Sandhya et al., 2011) พืชอ่ืนๆ ในสกุลน้ี เชน
G. coccineum, G. eriocarpum, G. obliquum
และ G. puberum จะมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ี
สําคัญเชน triterpenoid saponins, flavonoids,
lignans, sesquiterpenoids, megastigmane
glucosides, alkaloids butenolides และอนุพันธ

ของเบนซินอ่ืนๆ (Zhang et al., 2012; Laghari
et al., 2011) สารสําคัญท่ีพบ ไดแก lupanes
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเ ช้ือแบคทีเรีย
Escherichia coli และ Staphylococcus aureus
เปนตน (Kiem et al., 2010; Gallo and Sarachine,
2009) แ ล ะ  น อ ก จ า ก น้ี ส า ร ส กั ด จ า ก ใ บ ข อ ง
G. daltonii และ G. zeylanicum มีฤทธ์ิในการตาน
มะเร็งตับ โดยยับยั้งกลไก apoptosis (Machana et
al., 2011; Sharma et al., 2011) lupane และ
triterpenoids 3 ชนิด จากใบ และเปลือกของ
Maytenus cuzcoina และใบของ M. chiapensis มี
ฤทธ์ิตานอักเสบ สามารถลดปริมาณ Nitric Oxide และ
ลดการผลิต prostaglandin E2 ในเซลล macro-
phages ของหนู และมีฤทธ์ิดานอ่ืนมากมาย (Reyes
et al., 2006; Siddique and Saleem, 2011) ดังน้ัน
งานวิจัยน้ีจึงสนใจท่ีจะนําไครมาศึกษาแยกหาสาร
บริสุทธ์ิ เพ่ือนําไปเปนประโยชนทางการแพทยและดาน
อ่ืนๆ ตอไป

แบคทีเรียฉวยโอกาสท่ีสําคัญทางการแพทย
สามารถกอโรคในรางกายท่ีออนแอไดหลายระบบ ซึ่งใน
ภาวะปกติจะไมกอโรคในคนท่ีรางกายมีภูมิตานทานโรค
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ปกติ แตจะกอโรคเฉพาะในคนท่ีรางกายมีภูมิคุมกัน
ตานทานโรคต่ํา หรือบกพรองเทาน้ัน (Dellit, 2007)
เ ช้ือแบคทีเรีย ท่ีมักกอโรคในโรงพยาบาล ไดแก
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris และ Pseudomonas aeruginosa
การติดเช้ือแบคทีเรียเหลาน้ีมักจะเกิดข้ึนเมื่อมีการใช
เครื่องมือทางการแพทยเพ่ือตรวจหรือรักษา เชน คนท่ี
มีแผลเปอยอักเสบ แผลไฟไหม โดยท่ีเช้ือจะเพ่ิมจํานวน
เมื่ออยู ในนํ้าหรือ ท่ีมีความช้ืนตามเครื่องมือหรือ
เครื่องชวยหายใจ การระบาดวิทยาของการติดเช้ือ
แบคทีเรียฉวยโอกาสเหลาน้ี พบวา มีการติดเช้ือใน
โรงพยาบาลเพ่ิมข้ึน กอใหเกิดภาวะแทรกซอน และเปน
สาเหตุใหผูปวยเสียชีวิตเพ่ิมสูงข้ึน สงผลใหตองเสีย
คาใชจายในการดูแลรักษาจํานวนมาก (Sheng et al.,
2005) สาเหตุของการติดเช้ือจากแบคทีเรียฉวยโอกาส
เหลาน้ีสูงข้ึน มาจากการปรับตัวของเช้ือจุลินทรียทําให
ดื้อตอฤทธ์ิยาเพ่ือความอยูรอด และผลจากการใชยา
ตานจุลินทรียกันอยางแพรหลาย ทําใหจุลินทรียดื้อตอ
ยาหลายกลุม ไดแก เพนิซิลลิน แอมพิซิลลิน โพลีมิกซิน
สเตรปโตมัยซิน เตตราซัยคลิน เปนตน (Mah and
O’Toole., 2001) ทําใหตองใชยาปฏิชีวนะอนุพันธุท่ี
แรงข้ึนไป จึงกอใหเ กิดผลขางเคียงจากการใชยา
ปฏิชีวนะ เชน ผูปวยเกิดการแพยา ระบบรางกายเสีย
สมดุล เน่ืองจากยาปฏิชีวนะไปทําลายเช้ือแบคทีเรียท่ี
อยูในลําไส จากปญหาเหลาน้ีทําใหเราตองพัฒนายา
ตานจุลินทรียชนิดใหม เพ่ือทดแทนยาตัวเกาท่ีรักษาไม
ไดผล ซึ่งทําใหตองเสียคาใชจายในการรักษาเพ่ิมข้ึน
สู ญ เ สี ย ร า ย ไ ด จํ า น วน ม ห า ศ า ล ใ น ร ะ ดั บ ช า ติ
(Hemaiswarya et al., 2008) ดังน้ันการนําสาร
บริสุทธ์ิจากไครมาใชรวมกับยาปฏิชีวนะจึงเปนอีก
ทางเลือกหน่ึงในการรักษาโรคติดเ ช้ือแบคทีเรีย

เน่ืองจากสารสกัดธรรมชาติ หาไดงาย ราคาถูก กวา
การสังเคราะหทางเคมี นอกจากน้ีอาจนําไครไปใชเปน
ขอมูลพ้ืนฐานในงานวิจัยเชิงลึกเพ่ือใชเปนสารตาน
จุลินทรีย

งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือแยกสาร
บริ สุ ท ธ์ิ ท่ี ไ ด จ าก ใบของไคร และ เปรี ยบ เ ทียบ
ประสิทธิภาพของสารบริสุทธ์ิกับยาปฏิชีวนะแอมพิ-
ซิลลินและเตตราซัยคลิน และการผสมสารบริสุทธ์ิจาก
ไครรวมกับยาปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เช้ือแบคทีเรยีฉวยโอกาส

วิธีการดําเนินการวิจัย
1. แบคทีเรียท่ีนํามาทดสอบ

ไ ด รั บ ค ว า ม อ นุ เ ค ร า ะ ห จ า กภ า ค วิ ช า
จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร ไดแก A. baumannii,
B. subtilis, B. cereus, E. coli ATCC 25922,
K. pneumonia, P. mirabilis, P. vulgaris, MRSA
และ S. aureus ยกเวนเช้ือ P. aeruginosa ไมดื้อยา
และ P. aeruginosa ดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (รหัส
1-375/04-2013) ซึ่งผานการยืนยันโดยการตรวจสอบ
ดวยวิธีการยอมแกรมและทดสอบทางชีวเคมีดวย API
20 NE System
2. การแยกสารบริสุทธิ์

นําใบของไคร (BKF147874) ซึ่งเก็บเมื่อ
เดือน มิถุนายน 2556 จากจังหวัดเชียงรายโดยไดรับ
ความอนุเคราะหจากสํานักหอพรรณไม กรมอุทยานฯ
สัตวปาและพันธพืชกรุงเทพมหานครมาทําใหแหงและ
บดละเอียดนํ้าหนัก 1 กิโลกรัม ทําการสกัดแบบเย็น
ด ว ยตั ว ทํ า ล ะล าย เ ฮก เซน  ไ ด ส ว นส กั ดหยาบ
เฮกเซนนํ้าหนัก 16.5 กรัม ทําการแยกดวยคอลัมนโคร
มาโทกราฟ  โดยใช ระบบตัว ทําละลายเปนแบบ
gradient elution ระหวางเอทิลอะซิเตทตอเฮกเซน
โดยเริ่มตนจากเฮกเซน 100 % และคอยๆ เพ่ิมความมี
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ข้ัวข้ึนเรื่อยๆ จนถึง 100 % เอทิลอะซิเตท และตาม
ดวยเมทานอลเปนลําดับสุดทาย สามารถแยกไดท้ังหมด
5 fraction เมื่อนําทุก fraction มาทดสอบดวย TLC
พบวาทุก fraction ยังไมบริสุทธ์ิจึงนําไปแยกตอดวย
คอลัมนโครมาโทกราฟ จนไดสารบริสุทธ์ิ และพิสูจน
เอกลักษณดวยเทคนิค NMR
3. การเตรียมสารละลาย (stock solution) ของสาร
บริสุทธิ์และยาปฏิชีวนะ

เตรียม Master stock ของสารบริสุทธ์ิ (มวล
โมเลกุล เทากับ 426 กรัมตอโมล) เขมขน 1 โมลาร
ดวยสารละลาย 95% Dimethyl sulfoxide (DMSO)
นําไปกรองใหปราศจากเช้ือโดยใชกระดาษกรองขนาด
0.2 ไมโครเมตร (Pall Corporation, U.S.A.) จากน้ัน
เจือจางลงท่ีระดับความเขมขนท่ีใชในการทดสอบ คือ
2048, 1024, 512, 256, 128 และ 64 ไมโครโมลาร
ดวยนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ เตรียม Master stock ของยา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน และเตตราซัยคลินท่ีมีมวล
โมเลกุล 371.40 และ 444.435 ตามลําดับใหไดความ
เขมขน 1 โมลาร แลวทําใหปราศจากเช้ือโดยนําไป
กรองดวยกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร จากน้ันเตรียม
ยาปฏิชีวนะท่ีความเขมขน 2048, 1024, 512, 256,
128 และ 64 ไมโครโมลาร โดยการเจือจางความ
เขมขนลดลงสองเทาดวยวิธีการเดียวกับการเตรียม
สารละลายของสารบริสุทธ์ิ
4. การหาคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับย้ังเชื้อ
แบคทีเรีย Minimal Inhibition Concentration
(MIC) ของสารบริสุทธิ์ ดวยวิธี Broth dilution
susceptibility test (Clinical and standard
Institute, 2006)

เพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือ
Nutrient agar (NA, Merck, Germany) แลวนําไปบม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 – 24

ช่ัวโมง จากน้ันนํามาเทียบความขุนกับ McFarland
No. 0.5 (1.5 x 108 CFU/ml) เติมเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีเ ทียบความขุนแลวจํานวน 100 ไมโครลิตร ใส
Mueller Hinton Broth (MHB, Merck, Germany)
MHB 3 มิลลิลิตร จากน้ันเติมสารบริสุทธท่ีความเขมขน
ตางๆ คือ 2 - 2048 ไมโครโมลารปริมาตร 100
ไมโครลิตรผสมลงในอาหาร MHB หลอดเดิม แลวบม
เพาะท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง
ทําการทดลองสามซ้ําทุกความเขมขน นําเช้ือท่ีผสมสาร
บริสุทธ์ิมาเจือจางดวยนํ้าเกลือ 0.85% NaCl ใหมีความ
เขมขน 1:10-1, 1:10-2, 1:10-3 เปนตน (Serial
Dilution) เพ่ือนับจํานวนแบคทีเรีย โดยนําเช้ือท่ีเจือ
จางแลวทุกความเขมขน จํานวน 100 ไมโครลิตร
มาเลี้ยงในอาหาร NA ท่ีเตรียมไวโดยใช sterile
spreader เกลี่ยเช้ือแบคทีเรียใหท่ัวผิวหนาของอาหาร
นําแบคทีเรียไปบมเพาะท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง นําเช้ือแบคทีเรียในอาหาร NA
มานับจํานวนโคโลนี แลวหาคาจํานวนแบคทีเรียตอ
มิลลิลิตรของตัวอยาง ในหนวย Colony forming unit
ตอมิลลิลิตร (CFU/ml) (Clinical and standard
Institute, 2006)
5. การตรวจสอบการออกฤทธิ์รวมกันของสารบริสุทธิ์
และยาปฏิชีวนะ

เพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียดวยวิธีการทดสอบใน
ขอ 4 เทียบเช้ือใหไดความเขมขน McFarland No. 0.5
นําเ ช้ือ 1 มิลลิลิตร ผสมเขา กับอาหาร Mueller
Hinton Agar (MHA, Merck, Germany) ปริมาตร 19
มิลลิลิตร รอจนอาหารแหง แลวจึงเจาะหลุมอาหาร
เลี้ยงเช้ือโดยใชท่ีเจาะขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.6
เซนติ เมตร นํานํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ และ DMSO
หยอดลงในหลุมท่ีเจาะไวเปนชุดควบคุม จากน้ันผสมยา
ปฏิชีวนะท่ีระดับความเขมขน 2048 ไมโครโมลาร
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ปริมาตร 20 ไมโครลิตร รวมกันกับสารบริสุทธ์ิปริมาตร
เทากัน ท่ีความเขมขน 2048 ไมโครโมลาร กอนหยอด
ในหลุม แลวหยอดสารท่ีผสมแลวในหลุมปริมาตรหลุม
ละ 40 ไมโครลิตร ทําเชนเดียวกันโดยผสมยาปฏิชีวนะ
1024, 512, 256, 128 และ 64 ไมโครโมลาร รวมกับ
สารบริสุทธ์ิ ตามรูปแบบของ checkerboard assay
(Chung et al., 2011) จากน้ันนําอาหารเลี้ยงเช้ือท่ี
ผสมสารบริสุทธ์ิไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง ไปทําการวัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางบริเวณท่ีถูกยับยั้ง (inhibition zone) เปน
เซนติเมตร และทําการทดสอบจํานวน 3 ซ้ํา นําไป
บันทึกผลการทดลอง และหาคาเฉลี่ย คาเบ่ียงเบน
มาตรฐาน แลวนํามาหาคา MIC และ การหาคาดัชนีช้ี
วั ด ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ร ว ม FICI ห รื อ ( Fractional
Inhibitory Concentration Index)

การหาคาดัชนีชี้วัดประสิทธิภาพรวม FICI
(Chung et al., 2011) การหาคาดัชนีช้ีวัด
ประสิทธิภาพรวม FICI คือคาท่ีใชบอกประสิทธิภาพ
รวมเมื่อใชสารบริสุทธ์ิรวมกับยาปฏิชีวนะ เชน เสริม
ฤทธ์ิกัน หรือตานฤทธ์ิกัน เปนตน ซึ่งดูจากคา FICI
ระหวางคา FIC ของยาปฏิชีวนะ กับคา FIC ของสาร
บริสุทธ์ิ โดยคํานวณไดดังน้ี

1. FIC ของยาปฏิชีวนะ = คา MIC ของการ
ออกฤทธ์ิรวมกัน/คา MIC ของยาปฏิชีวนะเพียงอยาง
เดียว

2. FIC ของสารบริสุทธ์ิ = คา MIC ของการ
ออกฤทธ์ิรวมกัน/คา MIC ของสารบริสุทธ์ิเพียงอยาง
เดียว

3. FICI = FIC ของยาปฏิชีวนะ+FIC ของสาร
บริสุทธ์ิ
แปลผลดัชนีช้ีวัดประสิทธิภาพรวม FICI ไดดังน้ี

เมื่อ FICI ≤ 0.5 หมายถึง เสริมฤทธ์ิกัน
(Synergistic)
0.5 < FICI < 1 หมายถึง เสริมฤทธ์ิกัน
บางสวน (Partially Synergistic)
FICI = 1 หมายถึง มีแนวโนมเสริมฤทธ์ิ
(Additive)
1 < FICI ≤ 4 หมายถึง ฤทธ์ิไมแตกตางจาก
การใชสารตัวเดียว (Indifferent)
FICI > 4 หมายถึง ตานฤทธ์ิกัน (Anta-
gonistic)

6. การศึกษาผลของสารบริสุทธิ์ผสมยาปฏิชีวนะใน
การยับย้ังการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ตอหนวยเวลา
(Time-Kill Assay)

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียและปรับเช้ือใหไดความ
เขมขนเทากับ McFarland No. 0.5 จากน้ันนําเช้ือท่ี
เทียบความเขมขนแลวปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสม
เขากับอาหาร MHB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และนําเช้ือ
แบคทีเรียมาผสมกับ สารบริสุทธ์ิท่ีผสมกับยาปฏิชีวนะ
ความเขมขนท่ีเหมาะสม (ไมไดแสดงผล preliminary
test จากน้ันคัดเลือกความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีสุดมา
ทดสอบการยับยั้งการเจริญตอหนวยเวลาตอไป) และ
ปฏิชีวนะความเขมขนท่ีเหมาะสม ปริมาตร 100
ไมโครลิตร ผสมกับเช้ือแบคทีเรียจํานวน 3 มิลลิลิตร
ทําเชนเดียวกับชุดควบคุม ไดแก นํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ
สารบริสุทธ์ิท่ีไมผสมยาปฏิชีวนะ และยาปฏิชีวนะเพียง
อยางเดียว จากน้ันนําหลอดทดสอบท้ังหมดไปบมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อถึงชวงเวลา 0, 2, 4, 6,
8, 10, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง นําออกมาเจือจาง
(Serial Dilution) เพ่ือนับจํานวนแบคทีเรีย แลวหาคา
จํานวนแบคทีเรียตอมิลลิลิตรของตัวอยาง ในหนวย
Colony forming unit ตอมิลลิลิตร (CFU/ml) และ
เขียนกราฟความสัมพันธระหวางเวลาและคา log10
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จํานวนเซลล (CFU/ml) คํานวณและหาค า
ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พขอ งก า ร ยั บ ยั้ ง ก า ร เ จ ริ ญ ( The
effectiveness antibacterial activity; EAA)
(Sedlarik, et al., 2010) และสรางกราฟความสัมพันธ
ระหวางเวลาและคา log10 จํานวนเซลล (CFU/ml)
7. วิเคราะหขอมูลทางสถิติ

วิเคราะหคาทางสถิติเปรียบเทียบสารบริสุทธ์ิ
กับยาปฏิชีวนะดวยการวิเคราะหความแปรปรวนแบบ
ทิศทางเดียว (One-way ANOVA) และเปรียบเทียบ
การใชสารบริสุทธ์ิรวมกับยาปฏิชีวนะดวย การวิเคราะห
ความแปรปรวนแบบสองทาง (Two-way ANOVA)
ดวยโปรแกรมสถิติ SPSS version 15

ผลการวิจัย
การแยกผลิตภัณฑธรรมชาติจากสวนสกัด

เฮกเซนของใบไคร ทําโดยนําใบไคร ท่ีแหงและ
บดละเอียด นํ้าหนัก 1 กิโลกรัมมาทําการสกัดดวยตัว
ทําละลายเฮกเซน ไดสวนสกัดหยาบเฮกเซนนํ้าหนัก
16.5 กรัม เมื่อทําการแยกสารบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมน
โครมาโทกราฟพบวาจากการแยก fraction ท่ี 2 ดวย
วิ ธีคอลัมน โครมาโทกราฟ ใชตั วทําละลาย 20%
เอทิลอะซิเตทตอเฮกเซนสามารถแยกได 3 fraction
fraction ท่ี 2.1-2.3 fraction ท่ี 2.1 เกิดเปนของแข็งสี
ขาว เมื่อนํามาทดสอบดวย TLC พบวาของแข็งท่ีไดเปน
สารบริสุทธ์ิจึงทําการตกผลึกใหมดวยเฮกเซน ไดผลึก
สีขาวรูปเข็มหนัก 0.3313 กรัม มีจุดหลอมเหลว 214-
215 องศาเซลเซียส นําไปพิสูจนเอกลักษณดวย 1H
NMR,13C NMR, DEPT-90 และ DEPT-135 โดย
เปรียบเ ทียบกับคาในบทความวิจัย ท่ีตี พิมพแล ว
(Laghari et al., 2011; Saleem, 2009)

การสํารวจประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียดวยวิธี Broth dilution assay พบวา
สารบริสุทธ์ิมีประสิทธิภาพดี ท่ีสุดในการยับยั้งการ

เ จ ริ ญ เ ติ บ โ ต ข อ ง เ ช้ื อ แ บ ค ที เ รี ย 4 ช นิ ด  คื อ
A. baumannii MRSA, P. mirabilis และ S. aureus
มีคา MIC เทากัน คือ 128 ไมโครโมลาร รองลงมา
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ B. cereus
K. pneumoniae และ P. vulgaris มีคา MIC เทากับ
512 ไมโครโมลาร เมื่อเปรียบเทียบกับยาแอมพิซิลลิน
และเตตราซัยคลิน พบวา สารบริสุทธ์ิมีประสิทธิภาพ
ใกลเคียงกับเตตราซัยคลินในการยับยั้งการเจริญของ
เช้ือแบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ (MIC อยูระหวาง 128-
512 ไมโครโมลาร) และมีประสิทธิภาพดีกวาแอมพิ-
ซลิลินในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย ตารางท่ี 1

ผลการออกฤทธ์ิรวมกันของสารบริสุทธ์ิ
และยาปฏิชีวนะดวยวิธี agar diffusion assay พบวา
เมื่อทดลองใชสารบริสุทธ์ิรวมกับยาแอมพิซิลลินไม
ใหผลการออกฤทธ์ิ (ไมไดแสดงผล) แตสามารถออก
ฤทธ์ิรวมกับเตตราซัยคลินในการยับยั้งการเจริญของ
เช้ือแบคทีเรียแกรมลบฉวยโอกาสท่ีดื้อยาและไมดื้อยา
คือ E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa สายพันธุ
ดื้อยาและสายพันธุไมดื้อยา โดยพบวาสามารถยับยั้ง
การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย E. coli ATCC 25922 ได
เมื่อผสมสารบริสุทธ์ิ รวมกับยาเตตราซัยคลินเทากับ
128 ไมโครโมลาร และสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรีย P. aeruginosa สายพันธุไมดื้อยาไดดีข้ึน
โดยใชสารบริสุทธ์ิรวมกับยาเตตราซัยคลินเทากับ 16
ไมโครโมลาร แตไมสามารถออกฤทธ์ิรวมกับเตตรา-
ซัยคลินในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P. aeruginosa
ดื้อยา (ตารางท่ี 2) โดยแสดงผลการเสริมฤทธ์ิกัน
บางสวนในการยับยั้งเช้ือ E. coli ATCC 25922 (FICI
เทากับ 0.56) และเสริมฤทธ์ิ กันในการยับยั้ งเ ช้ือ
P. aeruginosa สายพันธุไมดื้อยา (FICI เทากับ 0.27)
(ตารางท่ี 3) ซึ่งพิสูจนใหเห็นวาสารบริสุทธ์ิ เมื่อผสม
เตตราซัยคลินมีประสิทธิภาพสูงข้ึน (สามารถลดคา
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MIC ของยาเตตราซัยคลินไดลดลง 2-4 เทา เมื่อใชยา
เตตรา-ซัยคลินเพียงชนิดเดียว) และออกฤทธ์ิรวมกันได
ดีในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ E. coli ATCC 25922
และ P. aeruginosa (สามารถลดคา MIC ของยาเต
ตรา-ซัยคลินลงอยางนอย 2-4 เทา ดังแสดงในตารางท่ี
1 และ 2) แตเมื่อผสมกับแอมพิซิลลินกลับไมใหผล
การทดสอบการออกฤทธ์ิรวมกัน (ไมพบคา MIC
combination จึงไมแสดงผลการวิจัย) ผูวิจัยจึงทําการ

ทดสอบในข้ันตอไป คือ การหาจุดเวลาท่ีเหมาะสมของ
ยา เตตราซัยคลินและสารบริสุทธ์ิ ในการออกฤทธ์ิ
รวมกันเพ่ือยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย ( E. coli
ATCC 25922 และ P. aeruginosa สายพันธุไมดื้อยา)
เพ่ือจะอธิบายใหเห็นวาสารบริสุทธ์ิ สามารถลดปริมาณ
การใชยาเตตราซัยคลิน (ซึ่งกอใหเกิดผลดีเน่ืองจากยา
เตตราซัยคลินละลายไดนอยในรางกาย และเมื่อใชโดส
สูงจะมีผลขางเคียงตอรางกาย)

ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบระดับความเขมขนต่ําสุดของสารบริสุทธ์ิและยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินและเตตราซัยคลินท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียฉวยโอกาส

กลุมแบคทีเรีย ชนิดของแบคทีเรีย
คาความเขมขนท่ีตํ่าท่ีสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย

ฉวยโอกาส (ไมโครโมลาร)
สารบริสุทธิ์ แอมพิซิลลิน เตตราซัยคลนิ

แกรมบวก B. cereus 512 128 128
B. subtilis >2048 >2048 512
MRSA 128 128 128
S. aureus 128 128 128
A. baumannii 128 >2048 128

แกรมลบ E. coli ATCC 25922 2048 >2048 256
K. pneumoniae 512 128 1024
P. mirabilis 128 512 128
P. vulgaris 512 1024 512
P. aeruginosa ไมดื้อยา 1024 >2048 64

ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการออกฤทธ์ิรวมกันของสารบริสุทธ์ิ และยาปฏิชีวนะ เมื่อเปรียบเทียบ
กับยาปฏิชีวนะชนิดเดียวในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa
ดื้อยาและไมดื้อยา

แบคทีเรีย
MIC

(ไมโครโมลาร)
เตตราซัยคลนิ

MIC
(ไมโครโมลาร)

combination
เตตราซัยคลนิ+

สารบริสุทธิ์

MIC
(ไมโคร
โมลาร)

สารบริสุทธิ์

FIC
(ไมโครโมลาร)
เตตราซัยคลนิ

FIC
(ไมโคร
โมลาร)

สารบริสุทธิ์

FICI
(ไมโคร
โมลาร)

แปลผลดัชนีช้ีวัด
ประสิทธิภาพ

รวม

E. coli ATCC
25922

256 128 2048 0.50 0.063 0.56
เสริมฤทธิก์นั

บางสวน
P. aeruginosa

ไมดื้อยา
64 16 1024 0.25 0.016 0.27 เสริมฤทธิก์นั

P. aeruginosa
ดื้อยา

>2048 - >2048 - - - -
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แปลผลดัชนีช้ีวัดประสิทธิภาพรวม FICI ไดดังน้ี
เมื่อ FICI ≤ 0.5 หมายถึง เสริมฤทธ์ิกัน (Synergistic)

0.5 < FICI < 1 หมายถึง เสริมฤทธ์ิกันบางสวน (Partially Synergistic)
FICI = 1 หมายถึง มีแนวโนมเสริมฤทธ์ิ (Additive)
1 < FICI ≤ 4 หมายถึง ฤทธ์ิไมแตกตางจากการใชสารตัวเดียว (Indifferent)
FICI > 4 หมายถึง ตานฤทธ์ิกัน (antagonistic)

ตารางท่ี 3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย ณ จุดเวลาท่ีเหมาะสมของสารบริสุทธ์ิรวมกับยา
เตตราซัยคลินในการยับยัง้เจริญของแบคทีเรียบางสายพันธุ

แบคทีเรยี
เวลาที่เหมาะสมของการยับยัง้การเจรญิของสารบริสุทธิ์

สารบริสุทธิ์ + ยาเตตราซัยคลิน คา EAA
E. coli ATCC 25922 4 95.10±1.73

P. aeruginosa ไมด้ือยา 6 54.90±27.80

ผลของการทดสอบ Time-kill assay พบวา
เมื่อเลือกใชสารบริสุทธ์ิ เทากับ 16xMIC ของสาร
บริสุทธ์ิ (2048 ไมโครโมลาร/128 ไมโครโมลาร จาก
ตารางท่ี 1 และ 2) และเลือกใชยาปฏิชีวนะเตตรา
ซัยคลิน เทากับ 2xMIC (256 ไมโครโมลาร/128 ไมโคร
โมลาร จากตารางท่ี 1และ 2) ในการยับยั้งเช้ือ E. coli
ATCC 25922 สามารถเสริมฤทธ์ิกันในการยับยั้งการ
เจริญของ E. coli ATCC 25922 ไดดีท่ีสุดในช่ัวโมงท่ี 4
โดยปริมาณของเช้ือ E. coli ATCC 25922 (จํานวน
โคโลนีลดลงจากเวลาเริ่มตนรอยละ 95.10) และยับยั้ง
เช้ือ E. coli ATCC 25922 ในชวงเริ่มตนของ log
phase (ช่ัวโมงท่ี 2-8) (รูปท่ี 1 และตารางท่ี 3)
เชนเดียวกับการทดสอบ Time-kill assay ของเช้ือ
P. aeruginosa ไมดื้อยา พบวา เมื่อเลือกใชสาร
บริสุทธ์ิ เทากับ 64xMIC (1024 ไมโครโมลาร/16
ไมโครโมลาร) รวมกับยาเตตราซัยคลิน เทากับ 4xMIC

(64 ไมโครโมลาร/16 ไมโครโมลาร) (ตารางท่ี 1 และ
2) สามารถยับยั้งการเจริญของ P. aeruginosa ไมดื้อ
ยาไดดีท่ีสุดในช่ัวโมงท่ี 6 (จํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย
จะลดลงรอยละ 54.90) และมีประสิทธิภาพสูงข้ึนใน
การยับยั้งการเจริญของ P. aeruginosa ในชวงเริ่มตน
ของ log phase (ช่ัวโมงท่ี 2-8) (รูปท่ี 2 และตาราง
ท่ี 3)

วิจารณผลการวิจัย
จากขอมูลทางสเปคโทรสโกปของสารบริสุทธ์ิ

พบวา 13C NMR แสดงจํานวนคารบอนท้ังหมด 30
คารบอน ซึ่งคาดวาเปนในสารกลุมไตรเทอรพีนอยด จึง
ทําการเปรียบเทียบขอมูลทางสเปคโทรสโกปของสาร
บริสุทธ์ิกับเอกสารอางอิงตางๆ พบวาขอมูลทางสเปค
โทรสโกปของสารบริสุทธ์ิท่ีไดมีขอมูลใกลเคียงกับ
Lupeol ซึ่งมสีูตรโครงสรางดังรูปท่ี 3



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร มข. ปท่ี 45 เลมท่ี 1 91

รูปท่ี 1 ผลของสารบริสุทธ์ิรวมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน (Tet.) ในการยับยั้งการเจริญของ E. coli ATCC
25922 ตอหนวย เวลา (Time kill assay)

รูปท่ี 2 ผลของสารบริสุทธ์ิรวมกับยาเตตราซัยคลิน (Tet.) ในการยับยั้งการเจริญของ P. aeruginosa ไมดื้อยา
ตอหนวยเวลา

รูปท่ี 3 สูตรโครงสรางของ Lupeol

จากการเปรียบเทียบขอมูล 1H NMR 13C
NMR และจุดหลอมเหลวของสารบริสุทธ์ิกับ Lupeol
จากเอกสารอางอิง (Laghari, et al., 2011) พบวา
เหมือนกันทุกประการและทําการยืนยันสูตรโครงสราง

ดวย DEPT-90 และ DEPT-135 ดังน้ันสารบริสุทธ์ิท่ีได
จากสวนสกัดเฮกเซนของใบไครคือ Lupeol ซึ่งมีสูตร
โครงสรางดังรูปท่ี 3
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Lupeol มีฤทธ์ิตานการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียบางสายพันธุ และใหผลการยับยั้งแบคทีเรีย
ดีกวายาแอมพิซิลลิน แตใหผลยับยั้งต่ํากวายาเตตรา
ซัยคลิน Lupeol เปนสารกลุม terpene ซึ่งมีรายงาน
พิสูจนใหเห็นวาสารกลุมน้ีสามารถยับยั้ง S. aureus ได
ดีกวา S. aureus ATCC 25922 (425 ไมโครโมลาร)
แตยับยั้ง P. aeruginosa ไดนอยกวา (425 ไมโคร-
โมลาร) (Gallo and Sarachine, 2009) ผลของการ
ยับยั้งของ Lupeol อาจเกิดจากไปยับยั้งการทํางาน
ของเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรม
ลบหรือไปรบกวนการผานเขาออกของไอออนหรือไป
รบกวนการทํางานของเยื่อหุมเซลล (phospholipids
bilayer) หรือสงผลตอการยับยั้งเอนไซมและดีเอ็นเอ
ของแบคทีเรีย (Solomakos et al., 2008) หรือ
Lupeol ออกฤทธ์ิใกลเคียงกับสารกลุม triterpenoid
ท่ีมีผลตอการยับยั้งกิจกรรมการสังเคราะห DNA และ
การสังเคราะห macromolecular ทําใหเกิดความ
เสียหายตอเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก
(Chung et al., 2011)

เมื่อนํา Lupeol มาผสมกับยาปฏิชีวนะ เพ่ือ
ศึกษากลไกการทํางานรวมกัน เพ่ือพิสูจนวาสามารถ
เพ่ิมประสิทธิภาพของยาเตตราซัยคลินท่ีมีใชอยูใน
ปจจุบัน และเพ่ือลดการใชยาเตตราซัยคลินซึ่งถาใชโดส
สูงจะมีผลกระทบตอรางกายผูใช งานวิจัยน้ีทําใหทราบ
วา Lupeol เมื่อผสมกับยาปฏิชีวนะสามารถยับยั้งการ
เจริญของเช้ือแบคทีเรียบางสายพันธุท่ีมีแนวโนมดื้อยา
สูง ไดแก E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa
ไดดียิ่งข้ึน เพราะสามารถลดคา MIC ของการใชเตตรา
ซัยคลินลงมากกวา 2-4 เทาของคา MIC เดิม (แต
Lupeol ไมสามารถออกฤทธ์ิรวมกับยาแอมพิซิลลิน)
แสดงใหเห็นวา Lupeol สงเสริมใหการออกฤทธ์ิของยา
ปฏิชีวนะดีข้ึนกวาใชยาปฏิชีวนะเพียงตัวเดียว Lupeol

อาจช วยเ พ่ิมการดูดซึมยา เข า เซลล  หรือ นําพา
ยาปฏิชีวนะเขาเซลลแบคทีเรียไดดีข้ึน จึงควรทดสอบ
ประสิทธิภาพการซึมผานของ Lupeol เขาเยื่อหุมเซลล
ของแบคทีเรีย ดวย Nitrocefin assay ในข้ันตอไป
(Eumkeb and Chukrathok, 2013) หรือทดสอบการ
ชวยนําพา Lupeol ตอยาปฏิชีวนะระหวางท่ีเซลลมี
ชีวิตดวยเทคนิค flow cytometry

จากการนํา Lupeol ท่ีไดจากใบไคร มา
ทดสอบในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียฉวยโอกาส
ท้ัง 10 สายพันธุสามารถเปนขอมูลพ้ืนฐานในการตอ
ยอดทํางานวิจัย อยางไรก็ตามควรศึกษากลไกของ
Lupeol ในการตานแบคทีเรีย หรือนําไปศึกษาวิจัย
เก่ียวกับคุณสมบัติทางชีวภาพดานอ่ืนๆ ของไคร เชน
ตานมะเร็ง ตานการอักเสบ และตานเช้ือไวรัส งานวิจัย
น้ีสามารถนําไปประยุกตใชโดยนํา Lupeol ท่ีสกัดจาก
ใบไครไปผลิตเปนผลิตภัณฑเสริมความงามกลุมถนอม
ผิว หรือลดการอักเสบจากติดเช้ือแบคทีเรียบริเวณ
ผิวหนัง ผสมในผลิตภัณฑกลุมคอลลอยด (colloid)
เพ่ือทดแทนการใช หรือลดการนําเขาผลิตภัณฑถนอม
ผิวจากตางประเทศ และเปนการสรางรายไดใหกับ
ชุมชน หรือนําไปเปนสวนผสมของผลิตภัณฑทําความ
สะอาด ในอนาคตอาจจะนําไปใชแทนหรือควบคูกับยา
ปฏิชีวนะท่ีใชไมไดผลในปจจุบัน เพ่ือใชเปนยารักษาโรค
ท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียฉวยโอกาสในอนาคต

สรุปผลการวิจัย
จากการแยกผลิตภัณฑธรรมชาติจากสวน

สกัดหยาบเฮกเซนของใบไครดวยพบสารบริสุทธ์ิ 1
ชนิดลักษณะเปนผลึกสีขาวรูปเข็มสีขาว และนําไป
พิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR พบวาเปน Lupeol
ซึ่งมีฤทธ์ิตานแบคทีเรียทุกสายพันธุ ท่ีนํามาทดสอบ
และใหผลการทดสอบฤทธ์ิคอนขางดีกวายาแอมพิ-
ซิลลิน แตใหผลนอยกวายาเตตราซัยคลิน และเมื่อนํา
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Lupeol มาทดสอบรวมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน
พบวาสามารถเสริมฤทธ์ิกันบางสวนในการยับยั้งการ
เจริญชองเช้ือ E. coli ATCC 25922 และเสริมฤทธ์ิกัน
ในการยับยั้งเช้ือ P. aeruginosa ไมดื้อยา และออก
ฤทธ์ิรวมกันไดดีท่ีสุดในช่ัวโมงท่ี 4 และ 6 ตามลําดับ

กิตติกรรมประกาศ
ผูดําเนินการวิจัยขอขอบคุณสํานักงานวิจัย

แหงชาติ (NRPM) ท่ีใหทุนสนับสนุนงานวิจัย ประจําป
งบประมาณ 2558 รหั สข อ เ สนอโคร งการคื อ
2558A10802004 และขอบคุณหนวยงานสนับสนุน
ไดแก ภาควิชาเคมี ภาควิชาชีววิทยาและภาควิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา
โรงพยาบาลศูนยชลบุรี จังหวัดชลบุรี และสํานัก
หอพรรณไม  กรมอุทยานฯสัตวป าและพัน ธุ พืช
กรุงเทพมหานครท่ีใหความอนุเคราะหเครื่องมือสารเคมี
เช้ือแบคทีเรียและตนไมในการทําวิจัย จึงขอขอบคุณมา
ณ ท่ีน้ี
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