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ABSTRACT 

Nowadays, pathogenic microorganisms tend to become increasingly resistant to antibiotics. 
Therefore, it is necessary to find new bioactive compounds. Actinobacteria are Gram-positive bacteria 
that can produce secondary metabolite with diverse biological activities. This study was carried out to 
evaluate the antagonistic activity of actinobacteria isolated from mangrove plants against Bacillus cereus, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. Total of 18 endophytic 
actinobacteria were isolated from roots of 7 different mangrove plant species, consisting of  
Avicennia marina (2 isolates), Lummitzera littorea (4 isolates), Nypa fruticans (1 isolate), Rhizophora 
apiculata (3 isolates), Rhizophora mucronata (5 isolates), Sonneratia ovata (1 isolate) and Xylocarpus 
granatum (2 isolates). The antimicrobial activity of isolated actinobacteria against tested bacteria was 
performed using agar overlay method. The results showed that 8 isolates could inhibit at least one type 
of tested pathogenic bacteria. Isolates RA02, RA05 and X03 that exhibited potent antagonistic activity 
were tested for antimicrobial activity using the agar well diffusion assay. The cell-free supernatant of 
isolate X03 displayed effective antagonistic activity against B. cereus and S. aureus with inhibition zone 
diameter of 18.5 and 20.0 mm., respectively. Based on partial 16S rDNA analysis, the isolate X03 was 
identified to the genus Actinomadura sp., with 98.93 % similarity to A. atramentaria IFO 14695T (U49000). 
This study is the first published report of endophytic Actinomadura isolated from Xylocarpus granatum in 
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Thailand. These results reveal the mangrove plants are an important source for the discovery of 
actinobacteria with biologically active compound. 
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บทคดัย่อ 

ปัจจุบนัจุลนิทรยี์ที่ก่อให้เกดิโรคมแีนวโน้มดื้อต่อยาปฏชิวีนะเพิม่มากขึ้น ดงันัน้จงึจ าเป็นต้องค้นหาสาร
ออกฤทธิท์ างชีวภาพชนิด ใหม่  แอคติโนแบคทีเ รีย เ ป็นแบคทีเ รียแกรมบวกที่ส ามารถผลิตสาร  
เมทาบอไลตทุ์ตยิภูมทิีม่คุีณสมบตัเิป็นสารออกฤทธิท์างชวีภาพไดห้ลากหลายชนิด งานวจิยันี้ศกึษากจิกรรมการ
ต้านจุลนิทรยี์ของแอคติโนแบคทเีรยีที่แยกจากพชืป่าชายเลนต่อการยบัยัง้ Bacillus cereus, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa แ ล ะ  Staphylococcus aureus แ ย ก แ อ ค ติ โ น แ บ ค ที เ รี ย จ า น ว น ทั ้ง สิ้ น  
18 ไอโซเลต จากรากพชืป่าชายเลน 7 ชนิด ประกอบดว้ย แสมทะเล (2 ไอโซเลต) ฝาดแดง (4 ไอโซเลต) จาก  
(1 ไอโซเลต) โกงกางใบเล็ก (3 ไอโซเลต) โกงกางใบใหญ่ (5 ไอโซเลต) ล าแพน (1 ไอโซเลต) และตะบูนขาว  
(2 ไอโซเลต) น าแอคตโินแบคทเีรยีทีแ่ยกไดม้าทดสอบกจิกรรมการยบัยัง้แบคทเีรยีดว้ยวธิ ีagar overlay ผลการ
ทดลองพบว่ามีจ านวน 8 ไอโซเลต สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย ก่อโรคที่ทดสอบได้อย่างน้อย 
1 ชนิด ไอโซเลต RA02, RA05 และ X03 แสดงประสทิธภิาพในการเป็นปฏปัิกษ์ดทีี่สุด เมื่อน ามาทดสอบฤทธิ ์
การตา้นจุลนิทรยีด์ว้ยวธิ ีagar well diffusion พบว่าน ้าเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลลข์องไอโซเลต X03 สามารถยบัยัง้
การเจรญิของ B. cereus และ S. aureus ดทีี่สุด โดยมคีวามกว้างโซนยบัยัง้เท่ากบั 18.5 และ 20.0 มลิลเิมตร 
ตามล าดับ เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน 16S rDNA พบว่าไอโซเลต X03 จัดอยู่ในสกุล 
Actinomadura โดยมเีปอร์เซ็นต์ความเหมอืน 98.93 % กบั A. atramentaria IFO 14695T (U49000) มากที่สุด 
ง านวิจัยนี้ เ ป็ น ร ายงานครั ้ง แ รกของ  Actinomadura ซึ่ ง เ ป็ น เ อน โด ไฟท์ที่ ไ ด้ จ ากร ากตะบู น ขาว  
พชืป่าชายเลนในประเทศไทย จงึแสดงใหเ้หน็ว่าพชืป่าชายเลนเป็นแหล่งส าคญัในการคน้หาแอคตโินแบคทเีรยีที่
ผลติสารประกอบทีม่ฤีทธิท์างชวีภาพ 

ค ำส ำคญั: เอนโดไฟตกิแอคตโินแบคทเีรยี กจิกรรมการตา้นจุลนิทรยี ์พชืป่าชายเลน 

ค ำน ำ 

แอคตโินแบคทเีรยีเป็นแบคทเีรยีแกรมบวก
ที่มีปริมาณเบสกวานีนและไซโทซีนในจีโนมสูง 
ตัง้แต่ 51% ใน Corynebacterium บางชนิด ไปจนถงึ
มากกว่ า  70% ใน  Streptomyces และ  Frankia 
ยกเว้น Tropheryma whipplei ที่เป็นเชื้อก่อโรคและ
มีปริมาณเบสกวานีนและไซโทซีนน้อยกว่า 50% 
(Ventura et al., 2007) แอคติโนแบคทีเรียมีรูปร่าง
หลากหลายตัง้แต่รูปท่อน (เช่น สกุล Arthrobacter 
spp.) รูปร่างกลม (เช่น สกุล Micrococcus spp.)  
ไปจนถึงมีการเจริญเป็นเส้นใยที่แตกแขนง (เช่น 
สกุล Streptomyces spp.) และเส้นใยที่หกัเป็นท่อน 
(เช่น สกุล Nocardia spp.) (Whitman et al., 2012) 
แอคติโนแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์กลุ่มส าคัญที่

สามารถผลิตเอนไซม์และสารเมทาบอไลต์ทุติยภูมิ 
ที่มีฤทธิท์างชีวภาพ มีคุณสมบัติเป็นสารต้าน
แบคทีเรีย สารต้านเชื้อรา สารต้านมะเร็ง สารต้าน
เนื้องอก และสารต้านปรสติ (Butler, 2004) ปัจจุบนั
การคน้หาสารเมทาบอไลต์ทีม่ฤีทธิท์างชวีภาพชนิด
ใหม่เป็นเรื่องทีส่ าคญัอย่างยิง่ เพื่อรบัมอืกบัจุลนิทรยี์
ก่อโรคที่ ปัจจุบันมีแนวโน้มดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 
เพิม่มากขึ้น อย่างไรก็ตามการค้นหาสารออกฤทธิ ์
ทางชวีภาพทีผ่่านมานัน้มกัพบสารประกอบชนิดเดมิ
ที่รู้จ ักอยู่ ก่อนแล้ว  (Koehn & Carter, 2005) และ 
ในปัจจุบันจุลินทรีย์ก่อโรคมีแนวโน้มดื้อต่อยา
ปฏชิวีนะเพิม่มากขึ้นท าให้การรกัษาดว้ยยาชนิด
เดมิไม่ไดผ้ล (Mancuso et al., 2021) ท าใหม้คีวาม
จ าเป็นคน้หาสารออกฤทธิท์างชวีภาพชนิดใหม ่
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ป่าชายเลนเป็นพื้นที่ที่อยู่ในแนวเชื่อมต่อ
ระหว่างผืนแผ่นดินกับพื้นที่น ้ าทะเลในเขตร้อน 
(Tropical region) และกึ่งร้อน (Subtropical region) 
ของโลก เป็นระบบนิเวศที่มีลักษณะเฉพาะตัว 
มีความอุดมสมบูรณ์และมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพ เป็นแหล่งอาศัยของจุลินทรีย์หลากหลาย
ชนิดรวมถึงแอคติโนแบคทีเรีย เมื่อไม่นานมานี้มี
รายงานการคน้พบสารออกฤทธิท์างชวีภาพชนิดใหม่
จากแอคตโินแบคทเีรยีและคน้พบแอคตโินแบคทเีรยี
สายพันธุ์ใหม่จากดินและพืชป่าชายเลน (Azman  
et al., 2015; Hong et al., 2009; Jiang et al., 2018) 
แอคติโนแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืชหรือ 
ทีเ่รยีกว่าเอนโดไฟท์ (endophyte) ก าลงัไดร้บัความ
สนใจมากขึ้นเช่นกัน เนื่องจากมีรายงานการแยก 
แอคติโนแบคทีเรียจากพืชหลากหลายชนิดรวมถึง
พืชป่าชายเลน และในจ านวนนี้พบว่าสามารถ 
ผ ลิ ต ส า ร ที่ มี ฤ ท ธิ ์ท า ง ชี ว ภ า พ ช นิ ด ใ ห ม่   
เช่ น  salinosporamides และ  xiamycins เ ป็ นต้น  
(Xu et al., 2014; Matsumoto & Takahashi, 2017) 
ส าหรบัการศึกษาเอนโดไฟติกแอคติโนแบคทีเรีย
จากพชืป่าชายเลนในประเทศไทยนัน้ยงัมไีม่มากนัก
เมื่อเปรียบเทียบกับในดินตะกอนป่าชายเลน 
ประเทศไทยมีพื้นที่ ป่ าชายเลนกระจายอยู่ ใน  
24 จังหวัด ครอบคลุมพื้นที่มากกว่า 2.86 ล้านไร่ 
และมีพนัธุ์พชืป่าชายเลนมากกว่า 95 ชนิด (กลไก
การเผยแพร่ข้อมูลข่าวสารความหลากหลายทาง
ชีวภาพ, 2565) และอาจเป็นแหล่งของแอคติโน
แบคทีเรียที่ผลิตสารที่มีฤทธิท์างชีวภาพที่น่าสนใจ 
งานวจิยันี้แยกแอคตโินแบคทเีรยีจากรากพชืป่าชาย
เลน 7 ชนิด ศกึษากจิกรรมการตา้นจุลนิทรยีข์องเอน
โดไฟติกแอคติโนแบคทีเรีย และระบุสายพันธุ ์
โดยการวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์บางส่วนของยนี 
16S rDNA ข้อมูลที่ได้น าอาจไปสู่การค้นพบสาย
พนัธุแ์อคตโินแบคทเีรยีและสารออกฤทธิท์างชวีภาพ
ทีเ่ป็นประโยชน์ต่อการวจิยัต่อยอดในอนาคต 

 

 

 

อุปกรณ์และวิธีกำร 

1. การเกบ็ตวัอย่างและแยกแอคติโนแบคทีเรีย 
เกบ็ตวัอย่างรากพชืจากป่าชายเลนคลองโคน 

อ.คลองโคน จ.สมุทรสงคราม จ านวน 6 ตวัอย่าง คือ 
โกงกางใบใหญ่ (Rhizophora mucronata) โกงกางใบ
เล็ก (Rhizophora apiculata)  จาก (Nypa fruticans) 
ต ะ บู น ข า ว  ( Xylocarpus granatum)  ฝ า ด แ ด ง 
(Lummitzera littorea) ล าแพน (Sonneratia ovata) และ
ป่าชายเลนโครงการพระราชด ารแิหลมผกัเบี้ย อ.บ้าน
แหลม จ.เพชรบุรี จ านวน 1 ตัวอย่าง คือ แสมทะเล 
(Avicennia marina) เลือกต้นพืชที่มีสภาพสมบูรณ์
แขง็แรง ไม่มีการเข้าลายของโรคและแมลง ท าความ
สะอาดรากพืชด้วยน ้าประปาแบบไหลผ่าน ชัง่ราก 
1 กรัม น ามาผ่านขัน้ตอนการก าจัดจุลินทรีย์ที่ผิว 
(surface sterilization) โดยเขย่าในสารละลาย 70 % (v/v) 
เอทานอล เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) เข้มข้น 2.5 % (v/v) 
เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ล้างรากด้วยน ้ากลัน่ปลอด
เชื้อ 3 ครัง้ น าน ้าล้างรากครัง้สุดท้ายเกลีย่บนผวิหน้า
อาหาร nutrient agar (NA) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพ
การก าจดัจุลนิทรยีท์ีพ่ ืน้ผวิ 

ตัดรากพืชให้มีความยาวประมาณ 2–3 
เซนตเิมตร บดดว้ยโกร่งในสารละลาย 0.85 % (w/v) 
NaCl ปรมิาตร 5 มลิลลิติร จากนัน้ดูดสารแขวนลอย
รากปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกลี่ยลงบนผิวหน้า
อ า ห า ร  starch casein agar (SCA)  (Küster & 
Williams,1964) ทีเ่ตมิยาปฏชิวีนะ nalidixic acid (25 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และ ketoconazole (100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) บ่มจานอาหารทีอุ่ณหภูม ิ30 
oC เป็นเวลา 14 วนั สงัเกตการเจริญของแอคติโน
แบคทเีรยี คดัเลอืกโคโลนีที่แตกต่างกนัน ามาท าให้
บ ริ สุ ทธิ บ์ นอาหาร  International Streptomyces 
Project medium 2 (ISP2) (Shirling & Gottlieb,1966) 
เก็บเชื้อบริสุทธิบ์นอาหารผิวเอียง ISP2 เก็บสปอร์
และเส้นใยในสารละลายกลเีซอรอล 20 % ที่อุณภูมิ 
–20 oC 
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2. การทดสอบกิจกรรมการยบัยัง้จลิุนทรียบ์น
อาหารแขง็ 

เตรียมเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ ประกอบ 
ด้ วยแบคที เ รียแกรมลบ Escherichia coli และ 
Pseudomonas aeruginosa และแบคทเีรยีแกรมบวก 
Bacillus subtilis แ ล ะ  Staphylococcus aureus  
เลี้ยงในอาหารเหลว nutrient broth (NB) บ่มแบบ
เขย่า ความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั ้นน าจุลินทรีย์มาปรับความขุ่นของสาร
แขวนลอยเซลล์ให้มีปริมาณเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ  
108 CFU/ml ด้วยเครื่ องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  
(spectrophotometer) ที่ ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น  600  
นาโนเมตร (OD600= 0.25) 

ทดสอบกจิกรรมการยบัยัง้เชือ้จุลนิทรยีโ์ดย
ใช้วิธีราดทับ (agar overlay method) ตามวิธีการที่
อธิบายโดย Mingma et al. (2014) ท าการทดลอง 
2 ซ ้า หาค่าอัตราส่วนการยบัยัง้ โดยค านวณจาก
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโซนยบัยัง้ (มม.) หารด้วย
ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางโคโลนี (มม.) 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของน ้าเลี้ยงเช้ือต่อ
การยบัยัง้จลิุนทรีย ์ 

เลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียในอาหารเหลว 
ISP2 ปรมิาตร 50 มลิลลิติร บ่มแบบเขย่าทีค่วามเรว็ 
150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 oC เป็นเวลา 14 วนั 
จากนัน้น าไปปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อ
นาท ีอุณหภูม ิ4 oC เก็บน ้าเลี้ยงเชื้อบริเวณส่วนใส
ด้านบน (supernatant) มากรองผ่านแผ่นกรองเมม
เบรน (filter membrane) ขนาดรูพรุน (pore size) 
0.45 ไมครอน และน ามาทดสอบกจิกรรมการยบัยัง้
จุลนิทรยีด์ว้ยวธิ ีagar well diffusion 

เตรยีมอาหาร ISP2 ที่มคีวามหนามากกว่า
ปกติ เกลี่ยเชื้อแบคทีเรียทดสอบให้ทัว่ผิวหน้าจาน
อาหาร จากนั ้นใช้  Cork borer ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะอาหารให้เป็นหลุม 
(well) แล้วใส่น ้าเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ใช้อาหารเหลว  ISP2 ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร เป็นชุดควบคุมผลลบ (negative 
control)  แ ล ะ ย า ป ฏิ ชี ว น ะ ส เ ต ร ป โ ต มั ย ซิ น  
(50 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) เป็นชุดควบคุมผลบวก 

(positive control) ท าการทดลอง 2 ซ ้ า บ่มจาน
อาหารเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภูม ิ30 oC ส าหรบั 
B. cereus, S. aureus แ ล ะ  P. aeruginosa แ ล ะ
อุณหภูม ิ37 oC ส าหรบั E. coli ตรวจผลการทดลอง
โดยวดัขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางโซนยบัยัง้ (inhibition 
zone) ในหน่วยมลิลเิมตร 
4. การระบุชนิดแอคติโนแบคทีเรียโดยการ
วิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน 16S rDNA 

เลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียในอาหารเหลว 
yeast extract dextrose (YD) เ ป็ น เวลา  5–7 วัน  
เก็บเซลล์โดยการปัน่เหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ
ต่อนาท ีลา้งเซลล์ดว้ยน ้ากลัน่ปลอดเชื้อ 3 ครัง้ สกดั
ดีเอนเอโดยใช้การสัน่สะเทือนคลื่นอัลตราโซนิค 
(sonication) ตามวธิขีอง Také et al. (2015) โดยน า
ตะกอนเซลล์เขา้เครื่องล้างอลัตร้าโซนิค (sonicator) 
เป็นเวลา 1 นาท ีจากนัน้น าไปปัน่เหวี่ยงที่ความเรว็ 
8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บดีเอนเอ 
ที่อยู่ในสารละลายส่วนใสด้านบนมาเพิม่ปรมิาณยนี 
16S rDNA ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์1F  
(5’-TCACGGAGAGTTTGATCCTG-3’) แ ล ะ ไ พ ร
เ ม อ ร์ 1530R(5’AAGGAGATCCAGCCGCA-3’) 
(Kataoka et al., 1997) ส า ร เ ค มี ใ น ป ฏิ กิ ริ ย า
ประกอบด้วยดีเอ็นเอ 20 นาโนกรัม , 2X PCR 
Master mixed ( ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  dNTP mixture  
2.5 mM, i-Tap DNA polymerase 2.5 Unit, 1X PCR 
reaction buffer และ Gel loading buffer) ไพรเมอร์ 
1F และ ไพรเมอร ์1530R อย่างละ 0.4 ไมโครโมลต่อ
ไมโครลติร ปรบัปรมิาตรสุทธใิห้เป็น 50 ไมโครลติร 
ด้วยน ้าดีไอออไนซ์ สภาวะในการท า PCR เริ่มต้น
จาก pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94 oC เป็นเวลา 
 5 นาที ตามด้วยขัน้ตอนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ 
จ านวน 30 รอบ ดังนี้  denaturation ที่ อุณหภูม ิ
94 oC เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ  
50 oC เป็นเวลา 30 วนิาท ีและ extension ทีอุ่ณหภูม ิ
72 oC เป็นเวลา 1 นาที และ final-extension ต่อที่
อุณหภูมิ  72 oC เ ป็นเวลา 5 นาที  ตรวจสอบ
ผลิตภณัฑ์ PCR โดยการท าอะกาโรสเจลอิเล็กโตร
โฟรีซิส และน ามาท าให้บริสุทธิด์้วย FavorPrepTM 
GEL/PCR Purification Kit ส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลี
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โอไทด์ (DNA sequencing) น าล าดบันิวคลโีอไทด์ที่
ได้มาเปรียบเทียบกับล าดับนิ วคลีโอไทด์ ใน
ฐานข้อมูล EzbioCloud (https://www.ezbiocloud.net/) 
(Yoon et al., 2017)  

ผลและวิจารณ์ 
1. การแยกแอคติโนแบคทีเรียจากรากพืชป่าชาย
เลน 

แยกแอคติโนแบคทเีรียจากรากพชืป่าชาย
เลน โดยน าตัวอย่างรากพืชมาล้างด้วย  75 % 
เอทานอล เป็นเวลา 3 นาท ีตามดว้ยสารละลาย 2.5 % 
โซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ เป็นเวลา 5 นาที พบว่า
สามารถก าจัดจุลินทรีย์ที่บริเวณผิวตัวอย่างได้ดี  
พบการเจรญิของแบคทเีรยีเลก็น้อยหรอืไม่พบเลยใน
ตวัอย่างน ้าลา้งรากครัง้สุดทา้ยทีเ่กลีย่บนอาหาร NA 
การใชส้ารเคมที าความสะอาดผวิพชืถือเป็นขัน้ตอน
ส าคญัของการแยกจุลนิทรยีก์ลุ่มเอนโดไฟท ์เป็นการ
ก าจดัจุลนิทรยี์ที่อาจปนเป้ือนบรเิวณผวิตวัอย่างให้
หมดไป เพื่อให้มัน่ใจว่าจุลินทรีย์ที่แยกเป็นเอนโด
ไฟทท์ีอ่าศยัอยู่ภายในเนื้อเยื่อพชื ไม่ใช่กลุ่มอพีไิฟท์ 
(epiphyte) งานวิจัยนี้ แยกเอนโดไฟติกแอคติโน
แบคทีเรียโดยใช้อาหาร starch casein agar ที่เติม
ยาปฏิชีวนะ ketoconazole และ nalidixic acid เพื่อ
ยบัยัง้การเจรญิของเชื้อราและแบคทเีรยีทีไ่ม่ตอ้งการ 
เช่นเดียวกบังานวจิยัของ Niyomvong et al. (2012) 
และ Himaman et al. (2016) เลือกใช้ยาปฏิชีวนะ 
ketoconazole และ  nalidixic acid ในการยับยั ้ง
จุลนิทรยี์ที่ไม่ต้องการซึ่งส่วนใหญ่เจรญิเรว็กว่า ท า
ใหแ้อคตโินแบคทเีรยีสามารถเจรญิบนผวิหน้าอาหาร
คัดเลือกได้ ketoconazole เป็นสารต้านเชื้อราใน
กลุ่ มอิมิดาโซล ( imidazole)  มีฤทธิ ย์ ับยั ้งการ
สงัเคราะห์ ergosterol ซึ่งเป็นองค์ประกอบของเยื่อ
หุม้เซลล์ ท าใหเ้ชื้อราไม่สามารถเจรญิได ้(Herrick & 
Hashmi, 2022) ในขณะที่  nalidixic acid เป็นสาร
ปฏชิวีนะที่มผีลต่อแบคทเีรยีแกรมลบเป็นส่วนใหญ่ 
โดยไปยับยัง้กระบวนการสังเคราะห์ดีเอนเอใน
แบคทเีรยี ท าใหแ้บคทเีรยีไม่สามารถเจรญิและเพิม่
จ านวนได ้(Crumplin & Smith, 1975)  

อาหาร SCA เป็นอาหารที่เหมาะส าหรับ
การเจรญิของแอคติโนแบคทีเรียกลุ่มที่สร้างเส้นใย

โ ด ย เ ฉ พ า ะ ส กุ ล  Streptomyces (Küster & 
Williams,1964; Shirling & Gottlieb,1966) และนิยม
ใช้เป็นอาหารส าหรับแยกแอคติโนแบคทีเรียจาก
ตัวอย่างดิน และตัวอย่างอื่นๆ ในสิ่งแวดล้อม  
หลงับ่มจานอาหารผ่านไป 1 สปัดาห ์จะพบการเจรญิ
ของแอคติโนแบคทีเรียที่มีโคโลนีขนาดเล็กและ 
มลีกัษณะแขง็ ผวิหน้าโคโลนีแห้ง อาจพบการสร้าง
สปอรบ์นผวิหน้าโคโลนี ท าใหม้ลีกัษณะคลา้ยผงแป้ง
หรือก ามะหยี่ ส่วนมากสร้างสปอร์สีเทาและสีขาว 
คดัเลือกโคโลนีที่มีลกัษณะแตกต่างกนัน ามาท าให้
บรสิุทธิบ์นอาหาร ISP2 พบว่าสามารถแยกแอคตโิน
แบคทเีรยีไดท้ัง้สิน้ 18 ไอโซเลต จากรากพชื 7 ชนิด 
(Table 1) เมื่อเปรียบเทียบระหว่างชนิดพืช พบว่า
แยกแอคติโนแบคทีเรียจากรากโกงกางใบใหญ่ได้
เป็นจ านวนมากที่สุด คือ 5 ไอโซเลต รองลงมาคือ
รากฝาดแดง จ านวน 4 ไอโซเลต รากโกงกางใบเล็ก 
จ านวน 3 ไอโซเลต รากตะบูนและแสมทะเล จ านวน 
2 ไอโซเลตเท่ากัน และรากต้นจากและล าแพน  
อย่างละ 1 ไอโซเลต งานวิจัยที่แยกเอนโดไฟติก 
แอคตโินแบคทเีรยีจากพชืป่าชายเลน เช่น งานวจิยั
ของ Mesta et al. (2018) แยกแอคติโนแบคทีเรีย
จ านวน 11 ไอโซเลต จากรากโกงกางใบเลก็และล าพ ู
ในพื้นที่ป่าชายเลนประเทศอินเดีย Jiang et al. 
(2018) แยกแอคติโนแบคทีเรียจ านวน 5 ไอโซเลต 
จากรากพงักาหวัสุมดอกแดง ป่าชายเลนประเทศจนี 
ในขณะที่  Quach et al. (2022) แยกแอคติ โ น
แบคทเีรยีจ านวน 15 ไอโซเลต จากพงักาหวัสุมดอก
แดงในพื้ นที่ ป่ าชาย เลนประ เทศ เวี ยดนาม 
เช่ น เดียวกับงานวิจัยของ Tung et al. (2022)  
แยกแอคติโนแบคทเีรยีจากต้นแสมทะเลในพื้นที่ป่า 
ชายเลนประเทศเวยีดนามไดท้ัง้สิน้ 9 ไอโซเลต และ
พบแอคติโนแบคทีเรียในรากปริมาณมากที่สุด 
นอกจากรากแลว้สามารถพบแอคตโินแบคทเีรียจาก
ส่วนอื่นๆ ของพชื เช่น ใบ ดอก ล าต้น และเปลือก 
(Tung et al., 2022; Jiang et al., 2018) โดยทัว่ไป 
แอคตโินแบคทเีรยีทีแ่ยกจากเนื้อเยื่อพชืมกัมจี านวน
ไม่มากเมื่อเปรยีบเทยีบกบัในดนิตะกอนป่าชายเลน  
โดยมีจ านวนแตกต่างกนัตามชนิดของพชื อายุพชื 
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รวมถึงสภาพแวดล้อมที่พชืเจรญิ (Govindasamy & 
Franco, 2013)  
2. การทดสอบกิจกรรมการต้านจลิุนทรียข์องแอ
คติโนแบคทีเรีย 

เ มื่ อ น า แ อคติ โ น แบคที เ รี ย ทั ้ง หมด  
18 ไอโซเลต มาทดสอบกจิกรรมการยบัยัง้จุลินทรยี์
โดยวธิ ีagar overlay ผลการทดลองพบว่ามแีอคติโน
แบคทีเรีย จ านวน 8 ไอโซเลต สามารถยับยัง้ 
การเจรญิของจุลนิทรยีท์ดสอบไดอ้ย่างน้อยหนึ่งชนิด 
(Table 2) มีเพียงไอโซเลตเดียวคือ RA02 ซึ่งแยก
จากรากโกงใบเลก็สามารถยบัยัง้จุลนิทรยีท์ดสอบได้
ทุกชนิด ส่วนไอโซเลต RA05 ซึ่งแยกจากพืชชนิด
เดียวกัน ยับยัง้จุลินทรีย์ทดสอบ 3 ชนิด และ 
ไม่ยบัยัง้ P. aeruginosa  แอคติโนแบคทีเรียที่แยก
ได้สามารถยบัยัง้ B. cereus ได้มากที่สุด (จ านวน  
6 ไอโซเลต) สอดคล้องกบังานวจิยัของ Tung et al. 
(2022) รายงานว่าเอนโดไฟติกแอคติโนแบคทเีรยีที่
แยกจากแสมทะเลให้ผลการยับยั ้ง  B. cereus  
มากที่สุด ในงานวิจยันี้ ไอโซเลตที่ให้ผลการยบัยัง้  
B. cereus สูงที่สุดคือ X03 ซึ่งแยกจากรากตะบูน  
มีค่าอัตราส่วนการยับยัง้เท่ากับ 6.71 นอกจากนี้ 
ไอโซเลต X03 ยังสามารถยับยัง้ S. aureus ได้สูง
ที่สุดเช่นกัน โดยมีค่าอัตราส่วนการยบัยัง้เท่ากับ 
6.55 มีแอคติโนแบคทีเรียจ านวน 5 ไอโซเลต 
สามารถยับยัง้ S. aureus ในขณะที่มีเพียง 3 และ  
1 ไ อ โ ซ เ ล ต  ที่ ส า ม า ร ถยับ ยั ้ง  E. coli แ ล ะ  
P. aeruginosa ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ ผลการ
ทดลองทีไ่ดส้อดคลอ้งกบัหลายงานวจิยัทีร่ายงานว่า
แอคติโนแบคทีเรียให้ผลการยบัยัง้แบคทีเรียแกรม
บวกได้ดีกว่าแบคทีเรียแกรมลบ (Gurung et al., 
2010; Mingma et al., 2014)  สาเหตุที่ แบคที เรีย 
แกรมบวกถูกยับยัง้มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ
เนื่องจากความแตกต่างทางองค์ประกอบทีผ่นังเซลล ์
โดยแบคทเีรยีแกรมบวกมผีนังเซลล์ที่ประกอบด้วย
ชัน้เปบตโิดไกลแคนทีเ่ป็นชัน้หนาหนึ่งชัน้ ในขณะที่
แบคทเีรยีแกรมลบประกอบดว้ยชัน้เปบทโิดไกลแคน
ที่เป็นชัน้บาง และมีชัน้ของลิโพโพลีแซคคาไรด์ 
(lipopolysaccharide) อยู่ชัน้นอกสุด ซึ่งช่วยป้องกนั
แบคทีเรียจากสารต้านแบคทีเรีย (Nikaido, 1989; 

Rosenfeld & Shai, 2006)  พบว่ า  P. aeruginosa  
มีกลไกในการต้านทานต่อสารต้านจุลินทรีย์ ได้แก่ 
การสร้างสารเมือกและเจริญเป็นชัน้ไบโอฟิล์ม  
(Neut et al., 2005) ซึ่งช่วยป้องกนัการซึมผ่านของ
สารต้านจุลินทรีย์ การมีพลาสมิดที่มียีนที่ควบคุม
การดื้อยาปฏิชีวนะหลายชนิด (Bonomo & Szabo, 
2006) ท าให้ผลการทดสอบพบจ านวนแอคติโน
แบคทเีรยีทีส่ามารถยบัยัง้ P. aeruginosa น้อย  

คัดเลือกแอคติโนแบคทีเรียจ านวน 3  
ไอโซเลต คือ RA02, RA05 และ X03 มาทดลองใน
ขัน้ทุติยภูมิ (secondary screening) เพื่อทดสอบ
ประสทิธภิาพของน ้าเลี้ยงเชื้อต่อการยบัยัง้จุลินทรยี์
ด้วยวิธี agar well diffusion พบว่าไอโซเลต X03 
ใหผ้ลการยบัยัง้ B. cereus และ S. aureus สงูทีสุ่ด มี
ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางโซนยบัยัง้เท่ากบั 18.5 และ 
20.0 มิลลิเมตร ตามล าดับ (Figure 1) แต่ไม่ยบัยัง้
แบคทีเรียแกรมลบ E. coli และ P.  aeruginosa 
เช่นเดียวกับไอโซเลต RA05 ให้ผลการยับยัง้  
B. cereus และ S. aureus มีเส้นผ่านศูนย์กลางโซน
ยบัยัง้เท่ากับ 14.5 และ 17.5 มิลลิเมตร (Table 3) 
ในขณะทีไ่อโซเลต RA02 ไม่สามารถยบัยัง้การเจรญิ
ของจุลนิทรยีท์ดสอบทัง้ 4 ชนิดไดเ้ลย ฤทธิก์ารต้าน
จุลินทรีย์ของแอคติโนแบคทีเรียเมื่อทดสอบในขัน้
ปฐมภูมิ (primary screening) เมื่อเลี้ยงบนอาหาร
แข็ง และการทดสอบในขัน้ทุติยภูมิเมื่อเลี้ยงใน
อาหารเหลว พบว่าแมเ้ป็นเชื้อเดยีวกนัอาจใหผ้ลการ
ทดลองแตกต่างกนัได ้สอดคลอ้งกบัหลายงานวจิยัที่
พบว่ากิจกรรมการยับยัง้จุลินทรีย์ของแอคติโน
แบคทเีรยีเมื่อเลี้ยงบนอาหารแขง็จะผลติสารทีม่ฤีทธิ ์
ทางชีวภาพและให้ผลการยบัยัง้จุลนิทรีย์ดกีว่าเมื่อ
เลี้ยงในอาหารเหลว (Sapkota et al., 2020; Gurung 
et al., 2010) ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากลกัษณะการเจรญิ
ของแอคติโนแบคทีเรียที่แตกต่างกนั เมื่อเจริญบน
อาหารแขง็จะสร้างเส้นใยที่แตกแขนง ในขณะที่เมื่อ
เจริญในอาหารเหลวเส้นใยมีการแตกหกัเป็นท่อน
สัน้ๆ (Bushell, 1993) นอกจากนี้ยงัขึ้นอยู่กับชนิด
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณเชื้อเริ่มต้น และ
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน เป็นต้น 
งานวจิยัของ Ravikumar et al. (2011) ทดสอบฤทธิ ์
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การต้านจุลินทรีย์ของแอคติโนแบคทีเรยี ไอโซเลต 
ACT1 ที่ แยกจากพืช ป่ าชายเลน Karangkadu 
ประเทศอินเดีย พบว่าสามารถยับยัง้เชื้อก่อโรค 
Klebsiella sp. โดยมขีนาดโซนยบัยัง้เท่ากบั 13±1.12 
มลิลเิมตร  
3. การระบุชนิดและศึกษาลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยา 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ของไอโซเลต X03 บนอาหาร ISP2 พบว่าโคโลนีมี
ขนาดเล็กและแขง็คล้ายแผ่นหนัง โคโลนีสีน ้าตาล
อ่อน ไม่สร้างสปอร์ และสร้างรงควตัถุสนี ้าตาลเข้ม 
แตกต่างกบับนอาหาร ISP3 (oatmeal agar; Shirling 
& Gottlieb,1966) ที่มีการสร้างสปอร์สขีาว ไม่สร้าง
รงควตัถุ เสน้ใยมขีนาดเลก็และแตกแขนง (Figure 2) 
จากการวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์บางส่วนของยนี 
16S rDNA ของไอโซเลต X03 (ขนาด 1,039 คู่เบส, 
accession number OP714446) พบว่าจดัอยู่ในสกุล 
Actinomadura sp. โดยมเีปอร์เซน็ต์ความเหมอืนกบั 

Actinomadura atramentaria IFO 14695T (U49000) 
มากที่สุด เท่ากบั 98.93 % (11/1032) ซึ่งมรีายงาน
ว่าแอคติโนแบคทีเรียสายพนัธุ์นี้สามารถผลิตสาร
ปฏิชีวนะ cinnamycin B ที่มีฤทธิต์้านแบคทีเรียได้ 
(Kodani et al., 2016) และสามารถผลติสารปฏชิวีนะ
หลายชนิดที่อยู่ ในกลุ่ ม polyether (Nakamura & 
Isono 1983; Berdy et al. 1987a, b, c) ก ลุ่ ม 
anthracyclin (Berdy et al. 1987a, b, c; Bycroft et 
al. 1988) กลุ่ ม naphtoquinone (Kakinuma et al. 
1993) และกลุ่ม macrolactam (Hedge et al. 1992) 
มรีายงานการแยกแอคตโินแบคทเีรยีสกุลนี้สว่นใหญ่
จากดนิ และพชืหลากหลายชนิด เช่น จกิน ้า ต้นหวา้ 
(Suksaard et al., 2017; Rachniyom et al., 2018; 
Rachniyom et al., 2015) แต่ยงัไม่มรีายงานการแยก
แอคตโินแบคทเีรยีสกุลนี้จากรากตะบูนมาก่อน ไอโซ
เลต X03 จะถูกน ามาศกึษาต่อเพื่อสกดัสารที่มฤีทธิ ์
ทางชีวภาพโดยใช้ตัวท าละลายและวิเคราะห์ชนิด
ของสารเพิม่เตมิต่อไป 

 

 
Figure 1 Antibacterial activities of endophytic actinobacteria isolate X03 against 

 S. aureus (a) and B. cereus (b) using agar well diffusion assay 

positive control

X03

negative control negative control

positive control

X03
(a) (b)



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ปีที ่12 ฉบบัที ่1 2566  35 

 

Figure 2 The colony morphology of isolate X03 on ISP2 (a) and ISP3 that showing white spore  
         (b) and branched, non-fragmenting mycelia (1,000X) (c) grown for 12 days at 30 oC 

Table 1 Endophytic actinobacteria isolated from mangrove plant’s roots collected from mangrove 
forest in Samut Songkhram and Phetchaburi provinces, Thailand 

Plant species* Number of actinobacteria 
(isolates) 

Isolation code 

Avicennia marina 2 AM01, AM02 
Lummitzera littorea 4 L03, L04, L10, L11 
Nypa fruticans 1 NF01 
Rhizophora apiculata 3 RA01, RA02, RA05 
Rhizophora mucronata 5 RM03, RM04, RM05, RM08, RM09 
Sonneratia ovata 1 S01 
Xylocarpus granatum 2 X01, X03 
Total 18  
Note *All plant samples were collected from Klong Kone Mangrove Forest, Samut Songkhram, except Avicennia marina that 

was collected from Laem Phak Bia Mangrove Forest, Phetchaburi (Laemphakbia Subdistric Administrative Organization). 

Table 2 Antimicrobial activity of endophytic actinobacteria isolated from some mangrove plants against  
 four pathogenic bacteria using agar overlay method 

Isolates 
Inhibition capacity 

Bacillus 
cereus 

Staphylococcus 
aureus 

Escherichia coli Pseudomonas 
aeruginosa 

AM02 – – 4.54 – 
L04 2.13 – – – 
L11 – 3.80 – – 

RA02 1.92 2.50 3.30 3.14 
RA05 2.83 3.39 1.40 – 
RM04 4.65 – – – 
RM05 4.27 4.47 – – 
X03 6.71 6.55 – – 

Note – = not inhibited 

  

(a) (b) (c) 
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Table 3 Inhibition zone of the potential endophytic actinobacteria against tested bacteria using agar 
well diffusion method 

Isolates 
Inhibition zone (mm.) 

B. cereus S. aureus E. coli P. aeruginosa 

RA02 - - - - 
RA05 14.5 17.5 - - 
X03 18.5 20.0 - - 

positive control* 31.0 28.5 24.6 26.9 
Note *streptomycin (50 µg/ml) 
 

สรปุ  

เอนโดไฟติกแอคติโนแบคทีเรีย 18  
ไอโซเลต แยกจากรากพืชป่าชายเลน 7 ชนิด 
โกงกางใบใหญ่ (5 ไอโซเลต) โกงกางใบเลก็ (3 
ไอโซเลต) จาก (1 ไอโซเลต) ตะบูน (2 ไอโซ
เลต) ฝาดแดง (4 ไอโซเลต) ล าแพน (1 ไอโซ
เลต) และแสมทะเล (2 ไอโซเลต) ในจ านวนนี้ม ี
8 ไอโซเลต แสดงความสามารถในการยับยัง้
จุลนิทรยีท์ดสอบอย่างน้อย 1 ชนิด เมื่อทดสอบ
ด้วยวิธี  agar overlay ไอโซเลต RA02 และ 
RA05 ซึ่งแยกจากรากโกงกางใบเล็ก และไอโซ
เลต X03 ซึ่งแยกจากรากตะบูน ใหผ้ลการยบัยัง้ 
B. cereus และ S. aureus สูงที่สุด (ขนาดเส้น
ผ่านศูนยก์ลางโซนยบัยัง้เท่ากบั 18.5 และ 20.0 
มิลลิเมตร ตามล าดับ) เมื่อน าน ้ าเลี้ยงเชื้อ
ปราศจากเซลล์ของทัง้ 3 ไอโซเลต มาทดสอบ
ฤทธิก์ารยบัยัง้เชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar well 
diffusion พบว่าไอโซเลต X03 ใหผ้ลการยบัยัง้ดี
ที่สุ ด  โดยมีความกว้างวงใสต่อการยับยัง้  
B. cereus และ S. aureus เ ท่ากับ  18.5 และ 
20.0 มิลลิเมตร ตามล าดับ จากการวิเคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทด์บางส่วนของยนี 16S rDNA 
พ บ ว่ า ไ อ โ ซ เ ล ต  X03 จั ด อ ยู่ ใ น ส กุ ล 
Actinomadura โ ด ย มี เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์ ค ว า ม
เหมือนกับ  Actinomadura atramentaria IFO 
14695T (U49000) มากทีสุ่ด (99.93 %)  

 

ค ำขอบคณุ 

ขอขอบ คุณนา งส า ว อฐิ ตญา  จั นท ร์ ใ ย  
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นักเรียนชัน้มธัยมศึกษาปีที่ 6 โครงการสนับสนุนการ
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ก าแพงแสน (โครงการ วมว.มก.) และรายวชิาโครงงาน
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