
 
รหัสโครงการ SUT1-104-51-36-24 

                  

รายงานการวิจัย 
 
 
 
 

ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียท่ีดื้อยา 

 (Antibacterial activity of  the pericarp of Garcinia magostana against 
drug resistant bacteria) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
 
 

ผลงานวิจัยเปนความรับผิดชอบของหัวหนาโครงการวิจัยแตเพียงผูเดียว 
 



 

                                                                                                 รหัสโครงการ  SUT1-104-51-36-24 

                    

รายงานการวิจัย 
 
 
 

ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียท่ีดื้อยา 

 (Antibacterial activity of  the pericarp of Garcinia magostana against 
drug resistant bacteria) 

 
 
 
 

คณะผูวิจัย 

หัวหนาโครงการ  

ผูชวยศาสตราจารย ภก. ดร. เกรียงศักดิ์   เอ้ือมเก็บ 
สาขาวิชาเภสัชวิทยา 
สํานักวิชาวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

ผูรวมวิจัย 
นางศิณีวัณย  พิทักษทิม 

 
 
 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  ปงบประมาณ พ.ศ. 2551-2553 
ผลงานวิจัยเปนความรับผิดชอบของหัวหนาโครงการวิจัยแตเพียงผูเดียว 

 

สิงหาคม  2556 



 ก 

 
กิตติกรรมประกาศ 

 
          การวจิัยเร่ืองฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียท่ีดื้อยา ใน
คร้ังนี้ไดรับทุนอุดหนนุการวิจัยจากมหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปงบประมาณ 2551-2553 ทําให
งานวิจยัในคร้ังนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี และขอขอบคุณ คุณไปรดา เชยประทับ  คุณนงลักษณ อยูแท
กูล ท่ีชวยเหลือในการทํางานวิจยัคร้ังนี้  และคุณโยธิน  ตีไธสง ท่ีชวยทั้งการทําวิจยัและวิเคราะห
ผลงานวิจัยในคร้ังนี้ดวยความทุมเท คุณอาทิตย  แพงมา ท่ีชวยใหความสะดวกและใหคําปรึกษาในเร่ือง
การทํา SDS-PAGE คุณอนุชิต เรืองวิทยานนท ท่ีชวยอํานวยความสะดวกและใหคําปรึกษาการใชกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน ศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี ท่ีอนุเคราะหท้ังอุปกรณและสถานท่ีในการทําวจิัยจนประสบผลสําเร็จ        
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บทคัดยอภาษาไทย 

 
ในปจจุบันนี้ อุบัติการณดื้อยาแบบหลายชนิดของเช้ือแบคทีเรียกอโรคและฉวยโอกาสมีมากข้ึน

เร่ือยๆ ทําใหเพิ่มความเส่ียงตอชีวิตของผูปวยและบุคลากรทางการแพทยในโรงพยาบาลท่ีจะมีโอกาสติดเช้ือ 
งานวิจัยท่ีจะหาสารตานแบคทีเรียใหมๆ ท่ีทําใหยาตานเชื้อแบคทีเรียชนิดบีตาแลคแทมเหลานั้นนํากลับมา
ใชไดเหมือนเดิมจึงเปนเปาหมายท่ีสําคัญและความตองการอยางเรงดวน ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษา
คร้ังนี้ เพ่ือทําการทดสอบฤทธ์ิในการตานเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุด เม่ือใชแบบเดี่ยวๆ
และรวมกับยาตานเช้ือแบคทีเรียชนิดบีตาแลคแทม ผลของมังคุดแกถูกนํามาสกัดและพิสูจนเอกลักษณ การ
ใชเคร่ืองสกัดแบบซอกเลท ทําใหไดสารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน สารสกัดยอยที่ 3 และแอลฟา-แมงโก
สติน จากนั้นไดนําสารหลักไปพิสูจนเอกลักษณโดยเอนเอมอาร พบวาไดแกสารแอลฟา-แมงโกสติน เม่ือ
เทียบกับเอกสารอางอิง คายับยั้งต่ําสุดของสารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน สารสกัดยอยท่ี 3 แอลฟา-แมงโก
สติน และออกซาซิลลิน ตอเชื้อสแตปฟโลคอคคัส ซาโพรไฟติคัส ท่ีดื้อออกซาซิลิล (โออารเอสเอส) มีคา 
50, 31, 8 และ 128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ อยางไรก็ตาม คายับยั้งตํ่าสุดของสารสกัดเหลานี้เม่ือ
ใชเดี่ยวๆหรือผสมกับออกซาซิลลิน พบวา เช้ืออี โคไลและอี โคลเอเซท่ีดื้อตอเซพตาซิดีม มีคาดื้อตอสาร
เหลานี้ในทุกกลุมของสารที่ทดลอง ดังนั้นผลการทดสอบบงช้ีวา สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้ มีความ
แรงในการตานเชื้อโออารเอสเอสเหนือกวาออกซาซิลลินเดี่ยวๆ ผลการทําเชคเคอบอรดบงช้ีวา คาเอฟไอซี
อินเดก ของสารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน สารสกัดยอยท่ี 3 และแอลฟา-แมงโกสตินเม่ือผสมกับออกซา
ซิลลิน ในการตานเช้ือโออารเอสเอส มีผลเสริมฤทธ์ิกันท่ีคา 0.25, 0.138, และ 0.375 ตามลําดับ กราฟยับยั้ง
การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เม่ือไดรับสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้ผสมกับออกซาซิลลิน พบวาการ
เจริญของเช้ือนี้ท่ี 6-24 ช่ัวโมงลดลงอยางมาก ผลจากการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน พบวา 
สารสกัดเหลานี้ รวมถึงแอลฟา-แมงโกสติน เม่ือผสมกับออกซาซิลลิน ท่ีคาตํ่ากวาคาการยับยั้งตํ่าสุดตอเช้ือนี้ 
พบวา ทําใหเซลลจํานวนมากขนาดเล็กกวาเซลลกลุมควบคุม รูปรางเซลลบิดเบ้ียวและเยื่อหุมเซลลไดรับ
ความเสียหายในเซลลจํานวนมาก นอกจากนั้นแลว การทดสอบการซึมผานของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกและ
ช้ันใน พบวา ไมวาจะใชสารสกัดจากพืชนี้เดี่ยวๆหรือผสมกับออกซาซิลลิน ท่ีคาตํ่ากวาคาการยับยั้งตํ่าสุดตอ
เช้ือนี้ ทําใหเพิ่มการซึมผานของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกและช้ันใน นอกจากนั้นแลว การทดสอบเอสดีเอส-เพจ 
พบวา สารผสมเหลานี้เม่ือใชเดี่ยวหรือผสมกับออกซาซิลลิน ทําใหแบนของโปรตีนท่ีหนักกวาหายไป 
ในขณะท่ีพบแบนท่ีเบากวาเขมข้ึน เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม    
    จากผลการศึกษานี้ สามารถสรุปไดวา ออกซาซิลลิน มีฤทธ์ิตานเช้ือโออารเอสเอสนอยมาก ในขณะ
ท่ีสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้ มีความแรงสูงกวายาเม่ือใชเดี่ยวๆนี้มาก ยิ่งไปกวานั้นสวนผสมของ
สารสกัดเหานี้ โดยเฉพาะแอลฟา-แมงโกสตินและออกซาซิลลิน แสดงฤทธ์ิเสริมกันในการตานเชื้อนี้อยาง
ชัดเจน ดังนั้น การคนพบนี้ เปนเคร่ืองพิสูจนวา สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้ ออกฤทธ์ิเสริมกับออก
ซาซิลลินเพื่อใหออกซาซิลลินสามารถนํากลับมาใชใหมกับเช้ือท่ีดื้อตอยาตัวนี้แลว        
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     กลาวโดยสรุป การเสริมฤทธ์ิท่ีเกิดข้ึน อาจมาจากสองกลไกของสารผสมเหลานี้ กลไกแรก มาจาก
การยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนท่ีสัมพันธกับเปปทิโดไกลแคนและเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย  กลไกท่ีสอง
มาจากการเพิ่มการซึมผานของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกและช้ันใน สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้มีความ
ปลอดภัยสูงสําหรับการรักษา ดวยเหตุนี้ อาจสามารถพัฒนาสารเหลานี้ โดยนํามาผสมกับออกซาซิลลินใน
การตานเช้ือโออารเอสเอส ซ่ึงในปจจุบันดื้อตอยาในกลุมเพนนิซิลลินแทบทุกตัว การทดสอบนี้กระทําใน
หลอดทดลอง ยังคงตองทดสอบในสัตวทดลองและในมนุษยตอไป ถาเปนไปได ระดับสารในเลือดและ
เนื้อเยื่อตองสามารถอยูในระดับท่ีเสริมฤทธ์ิกันได      
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ 
 

 In the recent years, incidence of multidrug resistance in pathogenic and opportunistic bacteria 
has been increasingly documented.  These bacteria pose life-threatening risks to the hospitalized patients 
and their care givers. The search for novel antibacterial agents that can reverse the resistance to β-lactam 
antibiotics are research objectives of far reaching importance and urgently needed. Thus, the objective of 
this study was to investigate the activity of bioactive compounds from the pericarp extract of Garcinia 
mangostana L. (GML) against drug resistant bacteria, when use alone and in combination with β-lactams 
antibiotic. The mature GML fruits  extraction and identification methods were accomplished. The CH2Cl2 
crude extract, Fr3 extract, and α-Mangostin were extracted by Soxhlet extraction. Then, the main 
compound structure is identified as α-mangostin using NMR compared with the reference. The MIC 
values of CH2Cl2 crude extract, Fr3 extract, α-mangostin and oxacillin  against clinical isolates of 
oxacillin-resistant S. saprophyticus (ORSS) revealed 50, 31, 8 and 128 μg/mL, respectively. However, the 
MIC values of  GML extracts either alone or in combination with oxacillin exhibited high resistant against 
both ceftazidime-resistant E. coli and ceftazidime-resistant E. cloacae strains in all treated compounds. So 
that, these results indicated that bioactive compounds from GML extract revealed a great deal higher 
potency against ORSS than oxacillin alone. The checkerboard results displayed that the FICs index of 
CH2Cl2 crude extract, Fr3 and α-mangostin plus oxacillin revealed synergistic effects at 0.25, 0.138, and 
0.375 respectively against ORSS strain. The killing curves proved that the combination of these GML 
extracts plus oxacillin caused a marked decrease of ORSS cells within 6 h and throughout 24 h periods. 
The TEM method exhibited that the effect of the combination of oxacillin plus these GML extract 
compounds including α-mangostin at sub-MIC value on ORSS revealed great deal smaller than the 
control cells, cell shape distortion and cell envelope damage in most of these cells. In addition, the OM 
and CM permeabilization results demonstrated that either bioactive compounds from this plant including 
α-mangostin alone or in combination with oxacillin at sub MIC value steady increased the OM and CM 
permeability of this strain. Besides, the SDS-PAGE results exhibited that there was an absence of protein 
bands at higher MW whereas appeared darker at lower MW of either bioactive compounds from this plant 
including α-mangostin alone or in combination with oxacillin at sub MIC value treated cells compared to 
control.  
    From these results, it can be concluded that the oxacillin had little activity against ORSS strain. 
Whereas, biochemical compounds of GML extracts showed rather higher potency than oxacillin alone 
against this strain. Moreover, the combination of oxacillin and these bioactive compounds, especially α-

 

 

 

 

 

 

 

 



จ 
mangostin, obviously showed great synergism activity against this strain. So, our findings provide 
evidence that these GML extract compounds have the synergistic effect with oxacillin to reverse bacterial 
resistance to oxacillin against this resistant strain.  

    To conclude,  this activity may be involved two mechanisms of action by these GML extract 
compounds in combination with oxacillin.  The first is on the bacterial membrane peptidoglycan 
associated protein synthesis inhibition. The second mode of action is steady increase OM and CM 
permeabilization. These GML extract compounds including α-mangostin have a sufficient margin of 
safety for therapeutic use.  For this reason, these extract compounds offer for the development of a 
valuable adjunct to oxacillin against ORSS, which currently almost penicillins resistance. These in vitro 
results have to be still confirmed in an animal or in humans test. If possible, blood and tissue levels would 
be achievable to work synergistically. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย  
 การเกิดข้ึนของการดื้อยาหลายขนานในแบคทีเรียกอโรคไดเพิ่มมากข้ึน ดังนั้นการคนหายาปฏิชีวนะ
และหาวิธีการใหมๆ ในการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียดื้อยาเหลานี้มีความจําเปนอยางเรงดวน ในปท่ีผานมา
อุบัติการณของการดื้อยาหลายขนานในแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียฉวยโอกาสไดมีรายงานวาเพิ่มข้ึน
อยางมาก (Jones et al., 2004) แบคทีเรียดื้อยาหลายขนานเหลานั้นไดสรางปญหาทางดานคลินิกอยางมาก
โดยเฉพาะในผูปวยท่ีมีภูมิตานทานตํ่า เช้ือแบคทีเรียดื้อยาหลายขนานท่ีสําคัญท่ีสุดในระดับโลกไดแก
แบคทีเรียแกรมบวก (เช้ือ Staphylococcus aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin, เช้ือ enterococci ท่ีดื้อตอยา 
vancomycin) และแบคทีเรียแกรมลบ (แบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae ท่ีสรางพลาสมิดท่ีผลิตเอ็นไซม
บีตาแลคทาเมสชนิดขยาย (plasmid mediated extended spectrum β-lactamase (ESβL)) และอ่ืน ๆ เชน 
Pseudomonas aeruginosa, เช้ือวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) (Medeiros, 1997; Sajduda et al., 
1998) ประมาณรอยละ 90-95 ของเช้ือ Staphylococcus aureus ท่ัวโลกมีการดื้อตอยา penicillin (Casal et al., 
2005)  และสวนใหญพบในประเทศแถบเอเชียรอยละ 70-80  มีการติดเช้ือสายพันธุเดียวกันท่ีดื้อตอยา 
methicillin (Chambers, 2001) การดื้อยาของเช้ือกลุม Staphylococcal ขยายไปถึงยาปฏิชีวนะในกลุมบีตา    
แลคแทมอ่ืนๆ  เชน ยา methicillin ยา oxacillin  และยา flucloxacillin ซ่ึงเกิดข้ึนไมนานหลังจากท่ีไดนํายา
ปฏิชีวนะตัวแรกในกลุมนี้มาใชรักษาและมีอุบัติการณการติดเช้ือ S. aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin 
(methicillin-resistant S. aureus ; MRSA) ในทางคลินิกสูงข้ึนอยางตอเนื่อง (Bush, 2004)  เช้ือกลุม 
staphylococci  มีแนวโนมสูงท่ีจะสะสมยีนดื้อยาปฏิชีวนะและเชื้อ MRSA สวนใหญในขณะนี้ไดขยายการ
ดื้อยาไปยังยาปฏิชีวนะขนานอ่ืนๆ (Firth, 2003) อีกท้ังรายงานเกี่ยวกับการติดเช้ือในกลุม Enterococci ท่ีดื้อ
ตอยา vancomycin  (vancomycin- resistant Enterococci ; VRE) และติดเช้ือ MRSA ในโรงพยาบาลมีการ
เพิ่มข้ึนท่ัวโลกในปลาสุดท่ีผานมา (Emori and Gaynes, 1993; Leclercq and Courvalin, 1997; Moellering, 
1998; Murry, 1997)  และมีรายงานท่ีสําคัญจํานวนมากท่ีไดดําเนินการเพื่อควบคุมการติดเช้ือท่ีมีสาเหตุมา
จากเช้ือ VRE (Garner, 1996; Montecalvo et al., 1999; Nourse et al., 2000; Slaughter et al., 1996)  และเช้ือ 
MRSA (Cookson, 1995; Cox et al., 1995; Kotilainen et al., 2001; Voss et al., 1994) เช้ือ Escherichia coli 
ท่ีดื้อตอยา ceftazidime (Ceftazidime-resistant E. coli; CREsC) เช้ือ Enterobacter cloacae ท่ีดื้อตอยา 
ceftazidime (ceftazidime –resistant E. cloacae; CREnC) รวมไปถึงเช้ือ S. aureus ท่ีดื้อตอยาปฎิชีวนะกลุม
บีตาแลคแทม และเช้ือ MRSA  เปนปญหารายแรงสําหรับผูปวยท่ีพักรักษาตัวในโรงพยาบาลและผูใหการ
ดูแล (Liu et al., 2000; Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012; Mulligan et al., 1993)  
 เช้ือ MRSA เปนจุลชีพที่พบบอยท่ีสุดของการติดเช้ือระบบทางเดินปสสาวะ แผลผาตัด ระบบ
ทางเดินหายใจ และระบบทางเดินอาหารรวมท้ังเช้ือ Escherichia coli และเช้ือในกลุม  Enterobacter spp. 
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 ยาตานเช้ือแบคทีเรียจากพืชเปนแหลงท่ีนาสนใจของการรักษาใหมๆ เชน ขาถูกสกัดสารออกฤทธ์ิท่ี
มีช่ือ galangin ออกฤธ์ิเสริมกับยา penicillin ในการยับยั้งเช้ือ MRSA  (Eumkeb et al., 2010)  พืชหลายชนิด
ไดรับความสนใจในฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีศักยภาพท่ีสามารถนํามาประยุกตใชทางดานการรักษา  มังคุด 
(Garcinia mangostana Linn.) (GML) อยูในวงศ Guttiferae ซ่ึงเปนตนไมในเขตรอนท่ีเขียวชอุมตลอดป 
มังคุดมีตนกําเนิดอยูในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต  อินเดีย พมา ฟลิปปนส มาเลเซีย  ศรีลังกาและ
ไทย (Morton, 1987)  มังคุด (รูป 1.1A) เปนท่ีรูจักกันท่ัวไปในประเทศไทยวาเปน “ราชินีของผลไม”' ซ่ึงมัน
เปนท่ีนิยมมากเนื่องจากมีรสชาติอรอย ท้ังนี้เปลือกของมันคุดหนา 6-10 มิลลิเมตร สีมวงเขมหรือสีแดง (รูป
ท่ี 1.1B) ซ่ึงไดถูกนํามาใชเปนยาแผนโบราณในเอเชียตะวันออกเฉียงใตในการรักษาอาการทองรวง การ
อักเสบและรักษาแผล (Farnsworth and Bunyapraphatsara, 1992; Peres et al., 2000; Suksamrarn et al., 
2006)  ผลมังคุดเปนแหลงท่ีอุดมไปดวยสาร phenolic compound  เชน สาร Xanthones  สาร condensed 
tannin และ anthocyanins (Akao et al., 2008; Fu et al., 2007; Jung et al., 2006; Mahabusarakam et al., 
1987) 
 อนุพันธของ xanthone เปนสารเมแทบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ีสําคัญท่ีมีอยูในผล
ของ G. mangostana  (Ji et al., 2007; Mahabusarakam et al., 1987)  ซ่ึงมีฤทธ์ิในการตานเช้ือแบคทีเรีย 
(Sakagami et al., 2005; Suksamrarn et al., 2003)  ตานเช้ือรา (Gopalakrishnan et al., 1997) ตานการอักเสบ 
(Nakatani et al., 2004) ตานอนุมูลอิสระ (Jung et al., 2006; Yu et al., 2007) ตานปรสิต(Mahabusarakam et 
al., 2006)  และเปนพิษตอเซลลมะเร็ง (Matsumoto et al., 2005; Suksamrarn et al., 2006)  
  อนุพันธของ xanthone ท่ีเปนสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหลักจากเปลือกมังคุด ไดแก α- และγ-
mangostin (รูป1.1C) (Chairungsrilerd et al., 1996a; b; Chairungsrilerd et al., 1996c; Jinsart et al., 1992; 
Matsumoto et al., 2005; Suksamrarn et al., 2006) การออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ α-mangostin ไดรับการ
ยืนยันวามีฤทธ์ิในการแยงจับกับ histamine H1 receptor  antagonist  (Chairungsrilerd et al., 1996a; Iikubo 
et al., 2002) มีฤทธ์ิตานแบคทีเรียท่ีสามารถตานเช้ือ Helicobacter pylori  มีฤทธ์ิตานการอักเสบ ยับยั้งความ
เสียหายจากสภาวะความเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) (Iikubo et al., 2002)  มีฤทธ์ิในการตานเช้ือ 
MRSA (Chomnawang et al., 2009; Iinuma et al., 1996)  มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระเล็กนอย (Chairungsrilerd et 
al., 1996a) และยับยั้งการสราง alveolar duct ในหนู และยับยั้งสารกอมะเร็งท่ีชักนําใหเกิด crypt foci ท่ี
ผิดปกติในแบบจําลองการเกิดมะเร็งในลําไสระยะส้ัน (Jung et al., 2006; Nabandith et al., 2004) สําหรับ
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รูป 1.1  The Garcinia mangostana Linn tree (A), the appearance of mangosteen fruit (B), and the chemical 
structures of xanthones included in the  pericarps (C). ท่ีมา : Akao et al. (2008)  
  
 โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาเปนโรงพยาบาลท่ีใหญท่ีสุดในจังหวัดนครราชสีมา ตั้งอยูในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ซ่ึงพบปญหาของเช้ือแบคทีเรียดื้อยาอยูในระดับสูงในหลาย ๆ สวน
ของโรงพยาบาลแหงนี้และโรงพยาบาลอ่ืน ๆ ในประเทศไทยและท่ัวโลก (Jungthirpanich et al., 2000; 
Kusum and Dejsirilert, 2003; Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012)  
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 อยางไรก็ตามยังไมมีงานท่ีไดศึกษาผลของสารสกัดจากมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาบางสายพันธ เชน 
เช้ือ Staphylococcus saprophyticus (S. saprophyticus) เช้ือ Enterobacter cloacae (E. cloacae) และเช้ือ 
Escherichia coli (E. coli) วัตถุประสงคของงานวิจัยช้ินนี้คือการตรวจสอบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากสาร
สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตานเช้ือแบคทีเรียดื้อยาเมื่อใชเดี่ยวๆและใชรวมกับยาปฏิชีวนะกลุม        บีตา-
แลคแทม ดังน้ันการพัฒนายาตานเช้ือแบคทีเรียกลุมใหมอาจจะไดรับการพัฒนา 
   
วัตถุประสงคของการวิจัย  

1. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของสารสกัด 
จากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาเม่ือใชเดี่ยวๆ 

2. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของสารสกัด 
จากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาเม่ือใชรวมกับยาตานเช้ือแบคทีเรีย 

3. เพื่อศึกษากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตนของ α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆของ 
สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาเม่ือใชเดี่ยวๆและรวมกับยาปฏิชีวนะโดยการตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission electronmicroscopy 
:TEM) ศึกษาการซึมผานเยื่อหุมช้ันนอกและช้ันในของเซลลแบคทีเรีย และวิธี electrophoresis  

 
ขอบเขตของการวิจัย 

1.  ผลมังคุด (Garcinia mangostana L. ) ท่ีซ้ือมาจากตลาดทองถ่ินในนครราชสีมา ประเทศไทย 
เปลือกของผลมังคุดจะถูกนํามาสกัดและแยกสาร α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ดวย
วิธีการท่ีมีการปรับเปล่ียนจากเอกสารอางอิงเล็กนอย  

2.  เช้ือ Staphylococcus saprophyticus (S. saprophyticus) เช้ือ Enterobacter cloacae (E. cloacae) 
และเช้ือ Escherichia coli (E. coli) ซ่ึงท้ังหมดเปนเช้ือท่ีไดแยกจากคลินิก โดยไดรับมาจาก
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขของประเทศไทย และ American Type Culture Collection 
(ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. ยา Oxacillin และยา ceftazidime ส่ังซ้ือมาจาก Sigma, Bristol-Myers 
4.  การทดสอบการเสริมฤทธ์ิของ α-mangostin หรือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน ๆ และยา

ปฏิชีวนะดวยวิธี checkerboard assay ท่ีมีคา MIC ต่ําสุดจะถูกเลือกนํามาศึกษาตอไป เชน การนับจํานวน
เซลลท่ีมีชีวิต (viable count) กลองจุลทรรศนแบบสองผาน การซึมผานของเยื่อหุมชั้นนอกและช้ันใน และ 
electrophoresis 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 5

ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 
1. ไดรับขอมูลทางวิทยาศาสตรเพิ่มเติมเกี่ยวกับการเสริมฤทธ์ิในการตานจุลชีพของสารผสม

ระหวางยา oxacillin และα-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุด
และยาปฏิชีวนะในการตานแบคทีเรียดื้อยา 

2.  ทราบความรูใหมๆจากการศึกษาตอเพิ่มเติม เชน กลไกการออกฤทธ์ิของα-mangostin หรือสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ของสารกัดจากเปลือกผลมังคุดตานแบคทีเรียดื้อยาในสัตวและมนุษย 

3. ผลจากการศึกษาคร้ังนี้อาจจะเปนประโยชนสําหรับการพัฒนายาสูตรผสมขนานใหมเพื่อตานเช้ือ
แบคทีเรียดื้อยา 
 4. ผลของการศึกษาจะเปนประโยชนกับแพทยและผูปวยโดยการนํายาสูตรผสมขนานใหมไปใช
รักษาการติดเช้ือแบคทีเรียดื้อยาท่ีเปนอันตราย  
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บทที่ 2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
 

เอกสารและผลงานท่ีเก่ียวของ 
 มังคุด (Garcinia mangostana Linn.) (GML) อยูในวงศ Guttiferae  ผลไมชนิดนี้มักจะรับประทาน
เปนของหวาน อีกท้ังยังสามารถแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ เชน น้ํามังคุด แยม เยลล่ี และนํ้าตาล เมล็ดของ
มันสามารถรับประทานไดหลังจากการตมหรือยาง อยางไรก็ตามเปลือกมังคุดมีสารออกฤทธ์ิและมีฤทธ์ิ
ทางดานเภสัชวิทยาที่หลากหลาย   

สารออกฤทธ์ิทางชีววิทยาท่ีไดมีรายงานในมังคุด ไดแก α- mangostin ซ่ึงเปนสารกลุม xanthone 
ชนิดแรกท่ีสกัดไดจากผลมังคุด (Schmid, 1855) นอกจากนั้นยังพบอนุพันธของ xanthone อ่ืนๆ เชน สาร β-
mangostin สาร γ-mangostin สาร gartanin สาร garcinone E สาร1,5-dihydroxy-2-(3-methylbut-2-enyl)-3-
methoxy  สาร 1,7-dihydroxy-2-(3-methylbut-2-enyl)-3-methoxyxanthone สาร mangostinone (รูป 1.1C) (Asai et al., 
1995)  และสาร garcinone B (Suksamrarn et al., 2003) เปลือกมังคุดไดถูกนํามาใชเปนยาตานการอักเสบ ยา
ฝาดสมาน และใชในการรักษาโรคทองรวง อีกท้ังยังมีรายงานวาสาร α-mangostin สาร γ-mangostin และสาร 
mangostanol มีฤทธ์ิในการยับยั้ง cAMP phosphodiesterase (Chairungsrilerd et al., 1996a; b; Chairungsrilerd et al., 
1996c)  นอกจากนั้นสารสกัดจากเปลือกมังคุดไดถูกนํามาใชในทางแพทยแผนโบราณในประเทศไทยสําหรับรักษา 
บาดแผล ทองรวง และการติดเช้ือท่ีผิวหนัง (Nakatani et al., 2002)  มังคุดยังไดถูกนํามาใชกันอยางกวางขวางใน
เอเชียตะวันออกเฉียงใตในการรักษาการอักเสบ ทองรวง และแผล (Harbborne and Baxter, 1993; Lu et al., 1998)    

สําหรับความสําคัญและการใช α-mangostin ในปจจุบันประชากรในหลายๆ ประเทศไดมีการนํา
เปลือกของมังคุด (Garcinia mangostana) มาใชในแพทยพื้นบานเพื่อรักษาการปวดทอง ทองรวง โรคบิด 
แผลติดเช้ือและแผลเร้ือรัง (Chopra et al., 1956; Pedraza-Chaverri et al., 2008) นอกจากน้ียังไดมีราย
คุณสมบัติตางๆ ของ α-mangostin ไดแก α-mangostin สามารถลดออกซิเดช่ันของไขมันไมดีในเลือด (low 
density lipoprotein: LDL) ท่ีถูกชักนําโดย copper และ peroxyl radical (Williams et al., 1995) อีกท้ังยัง
พบวา α-mangostin ปองกันการลดลงการใช α-tocphenol ท่ีถูกชักนําโดย LDL oxidation (Mahabusarakam 
et al., 2000) เชนเดียวกันกับ Jung et al. (2006) ไดแสดงใหเห็นวา xanthone ชนิดตางๆ ท่ีไดสกัดจากเปลือก
ของมังคุดหนึ่งในน้ันคือ α-mangostin  ซ่ึงสามารถกําจัด peroxynitrite anion นอกจากนั้น xanthones ท่ีได
แยกจากเปลือกผล เปลือกหุมเมล็ดและเมล็ดของมังคุด เชน α- และ β-mangostin และ garcinone B มีฤทธ์ิ
ในการยับยั้งเช้ือวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) (Suksamrarn et al., 2003) ในขณะเดียวกัน Lin et al. 
(1996) พบวาอนุพันธของ xanthone มีฤทธ์ิตานเซลลมะเร็งในมนุษยและสารบางชนิดในกลุม xanthone มี
ฤทธ์ิในในการตานการอักเสบอยางมาก นอกจากนี้ Iinuma et al, (1996) ไดแสดงใหเห็นวาสารสกัดจากผล
ของมังคุดมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus ดังนั้นฤทธ์ิในการตานเช้ือท่ีรุนแรงในหลอด
ทดลองของอนุพันธของ xanthone สามารถตาน S. aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin (MRSA) และไวตอยา 
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 ปจจุบันวิธีท่ัวไปที่ไดมีการพัฒนาเพื่อท่ีจะไดสารออกฤทธ์ิจากมังคุดใหบริสุทธ์ิโดยท่ัวไปจะใช ซิลิ
กาเจล คอลัมนโครมาโตกราฟ  Chairungsrilerd et al. (1996a; b); Chairungsrilerd et al. (1996c) ไดสกัด
จากเปลือกสดของมังคุดดวย n-butanol และทําใหสารสกัดดังกลาวบริสุทธ์ิโดยใชซิลิกาเจล คอลัมนโดยการ 
elute ดวย CH2Cl2  CH2Cl2-MeOH (9:1)  CH2Cl2-MeOH (4:1) และ CH2Cl2-MeOH (1:1) ตามลําดับfraction 
ท่ีคอนขางมีข้ัวนอยจะใหสารท่ีเรียกวาสาร α-mangostin สาร γ-mangostin และสาร gartanin เปนตน ซ่ึงได
มีการระบุเอกลักษณของสารในมังคุดดวย  mass spectrometry, infrared spectrometry,  1H และ 13C NMR 
สเปกตรัม สําหรับการทําให fraction ท่ีมีข้ัวบริสุทธ์ิสามารถทําไดโดยใช reverse phase HPLC โดยใช 
MeOH เปนตัว elute ซ่ึงจะใหสาร mangostanol  นอกจากนี้ Govindachari et al. (1971) ไดใช ซิลิกา เจล 
คอลัมน เพื่อทําใหสารออกฤทธ์ิจากสวนตางๆของมังคุดบริสุทธ์ิดวยการ elute ดวยสารชนิดตางๆ  
ตัวอยางเชนผลไมสุกบางสวนจะถูกแยกดวย ซิลิกา เจล โครมาโตกราฟ และ elute ดวย benzene คร้ังแรก 
elute โดยใช 200 มล.จะไมไดสารอะไร ตอไปเพิ่มปริมาณเปน 250 มล. จะได β-mangostin และใช 300 มล. 
จะไดสาร mangostin เชนเดียวกับการศึกษาของ Sakagami et al. (2005) ไดสกัดและแยกสาร α- และ β- 
mangostin จากเปลือกลําตนของมังคุดซ่ึงจะถูกทําใหแหง บดเปนผง และสกัดดวย hexane, methylene 
chloride และ methanol  ตามลําดับ จากนั้นนําไปแยกโดยใช ซิลิกา เจล คอลัมน โครมาโตกราฟโดยใช 
hexane, methylene chloride และ methanol เปนตัวทําละลาย  สารสกัดดวย hexane และสารสกัดดวย 
methylene chloride จะไดสารประกอบท่ีสําคัญ 2 ชนิด คือ α- และ β- mangostin ซ่ึงจะมีสีเหลือง 
ขณะเดียวกัน Chi et al. (2002) ไดอธิบายวิธีการแยกสารจากเปลือกมังคุดโดยการทําใหแหงท่ี 60 � C ในเตา
อบเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และ 3 กิโลกรัมของเปลือกแหงถูกนํามาสกัดดวยเอทานอล (25 ลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 50 
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โครงสรางหลักท่ีสําคัญของแบคทีเรีย ไดแก 1) เยื่อหุมเซลลช้ันใน (cytoplasmic or inner 
membrane) เปนสวนประกอบท่ีพบท้ังในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบที่ประกอบดวยโปรตีน ไขมัน 
ฟอสโฟลิพิด  และคารโบไฮเดรต (รูป 2.1) ซ่ึงทําหนาท่ีเปน osmotic barrier และสังเคราะหผนังเซลลรวมไป
ถึงเปนท่ีฝงตัวของโครโมโซม หนาท่ีท่ีสําคัญอ่ืน เชน เปนเยื่อเลือกผานยอมใหสารบางชนิดผานเขาออก
เทานั้น การทํางานของไซโตโครม  ชวยในการขนสงสาร และสรางแรงในการขับเคล่ือนท่ีของโปรตรอน 
(proton motive force)  2) Periplasm เปนชองวางเย่ือหุมชั้นนอกและเยื่อหุมช้ันในของแบคทีเรียแกรมลบ 
และผนังเซลลอยูในสวนนี้ periplasm ประกอบดวยเอ็นไซมท่ีสลายโมเลกุลขนาดใหญ ทําลายยาปฏิชีวนะ 
และโปรตีนท่ีชวยในการขนสงสารเขาออกเซลล 3) ผนังเซลลมีโครงสรางคลายใยแมงมุมซ่ึงบางคร้ังเรียกวา 
murein sacculus ท่ีประกอบไปดวย peptidoglycan, teichoic acid และ lipoteichoic acid หนาท่ีของผนังเซลล
นั้นจะชวยใหเซลลคงรูปและชวยควบคุมแรงดันออสโมติกใหคงท่ี สําหรับการเปรียบเทียบความหนาของ
ผนังเซลลระหวางแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบพบวาแบคทีเรียแกรมบวกมีผนังเซลล  (ช้ัน 
peptidoglucan) หนากวาแบคทีเรียแกรมบวก (รูป 2.2)  4) เยื่อหุมเซลลช้ันนอกซ่ึงจะมีเฉพาะในแบคทีเรีย  
แกรมลบเทานั้น ในเยื่อหุมช้ันนอกจะมี porins และโปรตีนท่ีคุณสมบัติคลาย porins ซ่ึงจะทําหนาท่ียอมให
บางโมเลกุลหรือจํากัดบางโมเลกุลในการผานเขา-ออก ผนังเซลลและ periplasm  ท้ังนี้องคประกอบท่ีสําคัญ
ตอทางคลินิกมากของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกท่ีมีโมเลกุลคลายกับฟอสโฟลิพิดท่ีเรียกวา lipopolysaccharide 
(LPS) (Walker, 1999)  
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             รูป 2.1  Structure of bacterial cell. 
              ท่ีมา : http://www. microbeworld.org/img/aboutmicro/bacteria/bactdiag.gif. 
 

 

รูป 2.2  Comparison of the thick cell wall of gram-positive bacteria with the comparatively thin cell wall 
of gram-negative bacteria. Note the complexity of the gram-negative cell envelope (outer membrane, its 
hydrophobic lipoprotein anchor; periplasmic space). 
 ท่ีมา : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mmed.figgrp.294. 
 

การวิจัยคร้ังนี้ไดทดสอบประสิทธิภาพของ α-mangostin หรือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของ
สารสกัดจากเปลือกมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาซ่ึงแบคทีเรียท่ีศึกษาในครั้งนี้ประกอบดวย เช้ือ S. saprophyticus  
เช้ือ E. cloacae และเช้ือ E. coli   
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 เช้ือ S. saprophyticus เปนแบคทีเรียในวงศ Staphylococcaceae และจัดเปน coagulase-negative 
Staphylococcus ซ่ึงเปนสาเหตุของการติดเช้ือท่ีระบบทางเดินปสสาวะซ่ึงเช้ือไดดื้อตอยาปฏิชีวนะ 
novobiocin เช้ือแบคทีเรียสายพันธุนี้มีความสามารถในการยึดเกาะกับเยื่อบุทางเดินปสสาวะซ่ึงทําใหเกิด 
hemagglutination ไดโดยตรง สําหรับ adhesion ของเช้ือ  S. saprophyticus จะมีโครงสราง lactosamine  เช้ือ
ชนิดนี้จะสรางเอ็นไซมท่ีสามารถทํางานไดนอกเซลลท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตไดท้ังแบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบ การติดเช้ือชนิดนี้พบไดนอยในผูท่ีสุขภาพดีแตจะพบไดบอยในสัตวและซากสัตว อยางไร
ก็ตามเช้ือ S. saprophyticus  เปนสาเหตุการติดเช้ือระบบทางเดินปสสาวะรอยละ 10-20  มักพบในเพศหญิง
อายุระหวาง 17-27 ป ซ่ึงเปนสาเหตุอันดับสองของการติดเช้ือระบบทางเดินปสสาวะ ขณะเดียวเช้ือชนิดนี้
อาจจะอาศัยอยูในระบบทางเดินปสสาวะและกระเพาะปสสาวะ สําหรับอาการของการติดเช้ือแบคทีเรียชนิด
นี้ท่ีพบจะมีอาการรูสึกปวดแสบขณะขับปสสาวะ ปสสาวะบอยกวาปกติ   มีปสสาวะหลงเหลือหลังจาก
ปสสาวะเสร็จ กระเพาะปสสาวะออนแรง รูสึกทองปองรวมกับปวดลึกคลายมีดโกนบาดบริเวณทอง
สวนลางรอบๆ บริเวณกระเพาะปสสาวะและรังไข และรูสึกปวดลายมีดโกนบาดในขณะมีเพศสัมพันธ 
(Shimeld and Rodgers, 1999) นอกจากน้ีการติดเช้ือ S. saprophyticus โดยทั่วไปสามารถรักษาดวยยา
ปฏิชีวนะท่ีใชรักษาผูปวยท่ีมีการติดเช้ือของระบบทางเดินปสสาวะยังใชไดผล ยกเวน nalidixic acid สําหรับ
ยา quinolones โดยท่ัวไปจะถูกนํามาใชรักษาการติดเช้ือท่ีระบบทางเดินปสสาวะที่มีสาเหตุมาจากเช้ือ S. 
saprophyticus (Shimeld and Rodgers, 1999) และพบวาดื้อตอยาปฏิชีวนะกลุม penicillins เชน ยา oxacillin 
(Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012)  
 เช้ือ E. cloacae  เปนแบคทีเรียแกรมลบที่อยูในวงศ Enterobacteriaceae แบคทีเรียชนิดนี้สามารถ
เจริญไดท้ังท่ีมีและไมมีออกซิเจนและใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
สําหรับการเจริญเติบโตของเช้ือ  E. cloacae  คือ 30-37 องศาเซลเซียส เช้ือชนิดนี้กระจายอยูท่ัวไปตาม
ธรรมชาติและสามารถพบไดในดิน ผลิตภัณฑนม น้ํา และส่ิงปฏิกูล และอาจจะมีอยูในลําไสของมนุษยและ
สัตวไดเชนเดียวกันโดยปกติเช้ือชนิดนี้จะไมกอโรคในคนท่ีมีสุขภาพดีแตเปนสาเหตุท่ีสําคัญของการติดเช้ือ
ในผูปวยท่ีมีภูมิคุมกันบกพรอง หรือผูปวยท่ีรางกายออนแอ เช้ือ E. cloacae เปนเช้ือฉวยโอกาสที่เปนสาเหตุ
ของการติดเช้ือบริเวณแผลไฟไหม แผลติดเช้ือและการติดเช้ือของระบบทางเดินปสสาวะ และบางคร้ังอาจ
ทําใหเกิดติดเช้ือในกระแสเลือดและเยื่อหุมสมองอักเสบ สําหรับการดื้อยาปฏิชีวนะน้ันพบวาดื้อตอยา 
ampicillin และยากลุม cephalosprorins รุนท่ีหนึ่ง  แตอยางไรก็ตามยากลุม cephalosprorins รุนท่ีสองและรุน
ท่ีสามารถยังสามารถใชรักษาการติดเช้ือ E. cloacae ไดผล (Shimeld and Rodgers, 1999) 

เช้ือ E. coli เปนแบคทีเรียแกรมลบอยูในวงศ Enterobacteriaceae แบคทีเรียชนิดนี้สามารถเจริญได
ท้ังท่ีมีและไมมีออกซิเจนและใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญคือ 
37 องศาเซลเซียส เช้ือ E. coli เปนแบคทีเรียประจําถ่ินของลําไสสวนลางของสัตวอุนโดยปกติเช้ือชนิดจะเขา
อาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารของเด็กทารกภายใน 40 ช่ัวโมงหลังคลอดซ่ึงจะมาพรอมกับอาหารหรือน้ํา
หรือมาพรอมกับคนท่ีสัมผัสกับเด็กโดยจะไปเกาะท่ีเยื่อเมือกของผนังลําไสใหญโดยปกติแลวเช้ือ E. coli จะ
ไมกอโรคแตถาไดรับปจจัยตางๆ ท่ีทําใหเช้ือชนิดนี้กอโรคจะทําใหเกิดลําไสอักเสบ การติดเชื้อทางเดิน
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การศึกษาคร้ังนี้ทดสอบประสิทธิภาพของ α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ  
ของสารสกัดจากเปลือกมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาเม่ือใชเดี่ยวๆ และใชรวมกับยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทม 
เชน ยา oxcillin และยา ceftazidime  เนื่องจากยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมเปนยาตานจุลชีพท่ีมีประโยชน
และถูกนํามาใชบอยซ่ึงกลไกการออกฤทธ์ิของยาในกลุมนี้จะยับยั้งการสังเคราะห peptidoglycan ซ่ึงเปน
องคประกอบของผนังเซลล (Laurence et al., 2006) โครงสรางพื้นฐานของยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทม
ประกอบดวย 5-membered thiazolidine ring เช่ือมติดกับ β-lactam ring (รูป 2.3) ชนิดตางๆ ของยาปฏิชีวนะ
กลุมนี้จะถูกกําหนดโดย side chain (R-group) (Tenover, 2006)  
 
 
 
 
 
 
 

รูป 2.3 Common structure of penicillin and site of cleavage by penicillinase   
               ท่ีมา : http://www.acessmedicine.com 

 
 ยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมประกอบไปดวย 4 กลุมยอย ไดแก ยากลุม penicillin ยากลุม 
cephalosporins ยากลุม carbapenems และยากลุม monobactams สําหรับการศึกษาคร้ังนี้ไดใชยา oxacillin 
และยา ceftazidime ซ่ึงจัดอยูในกลุม penicillins และกลุม cephalosporins ตามลําดับ 
 ยากลุม penicillin เปนยาปฏิชีวนะท่ีมีประสิทธิภาพครอบคลุมมากท่ีสุดและมีความเปนพิษนอยท่ีสุด
ชนิดหนึ่ง อาการไมพึงประสงคท่ีสําคัญท่ีเกิดจากการใชยากลุม penicillins คือ hypersensitivity ยาตางๆ ท่ีถูก
จัดในกลุมนี้จะมีความแตกตางกันท่ี side chain ท่ีไดเกาะกับ 6-aminopenicillanic acid residue อยางไรก็ตาม
ลักษณะของ side chain ท่ีแตกตางกันจะสงผลตอความสามารถในการออกฤทธ์ิของยาท่ีครอบคลุมเช้ือตางๆ 
ความคงทนตอกรดในกระเพาะอาหาร และความไวตอการถูกทําลายจากเอ็นไซมท่ีแบคทีเรียสรางข้ึน (beta-
lactamase)  รูป 2.4 แสดงกลุมของยาท่ีสงผลตอการสังเคราะหผนังเซลล (Harvey et al., 2009)  ยา oxacillin 
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รูป 2.4 Summary of antimicrobial agents that inhibit cell wall synthesis (Harvey et al., 2009) 
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               คุณสมบัติท่ัวไปของยา oxacillin 
 
                             
 
 
 
          

 Molecular formular: C19H19N3O5S 
 Molecular mass: 401.436 g/mol 
Solubility: Soluble in water and methanol 
Appearance: Fine white crystalline powder 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Oxacillin) 

                          รูป 2.5  chemical structure and general properties of oxacillin 
 ยากลุม cephalosporins มีคุณสมบัติคลายกับยากลุม penicillins แตมีความคงทนตอเอ็นไซมบีตา   
แลคแทมเมสไดหลายชนิดมากกวา และออกฤทธ์ิครอบคลุมมากกวากลุม penicillins อยางไรก็ตามเช้ือ E. 
coli และสายพันธ Klebsiella จะมีการแสดงออกของเอ็นไซม extended spectrum β-lactamases ท่ีสามารถ
ทําลายยากลุม cephalosporins  ซ่ึงกําลังกลายเปนปญหาในปจจุบัน นอกจากนี้ยากลุม cephalosporins ไม
สามารถออกฤทธ์ิตานเช้ือ enterococci และ L. monocytogenes (Katzung, 2006)  ยา ceftazidime ถูกจัดอยูใน
ยากลุม cephalosporins รุนท่ี 3 ซ่ึงเปนยาก่ึงสังเคราะหท่ีออกฤทธ์ิกวาง ยาชนิดนี้ใหโดยการฉีด ยา 
Ceftazidime จะมีฤทธ์ิในการฆาเช้ือแบคทีเรีย (bactericidal activity) โดยการยับยั้งเอ็นไซมท่ีมีหนาท่ีในการ
สังเคราะหผนังเซลลซ่ึงครอบคลุมแบคทีเรียแกรมลบรวมไปถึงสายพันธท่ีดื้อตอยา gentamicin และกลุม 
aminoglycosides ชนิดอ่ืนๆ นอกจากน้ันยา ceftazidime สามารถตานแบคทีเรียแกรมบวก ยาชนิดนี้มีความ
คงทนตอเอ็นไซม β-lactamase เปนอยางมากซ่ึงเอ็นไซมดังกลาวถูกสรางข้ึนโดยแบคทีเรียแกรมลบและ   
แกรมบวกทําใหสามารถออกฤทธ์ิตานแบคทีเรียหลายสายพันธ ท่ีดื้อตอยา  ampicillin และยากลุม 
cephalosporins อ่ืนๆ ขณะเดียวกันยา ceftazidime สามารถตานเช้ือ Pseudomonas และเช้ือในวงศ 
Enterobacteriaceae ซ่ึงการออกฤทธ์ิของยาชนิดนี้ในการตานเช้ือ Pseudomonas เปนคุณลักษณะของยา 
ceftazidime ท่ีแตกตางจากยากลุม cephalosporins ชนิดอ่ืนๆ ยา ceftazidime มีฤทธ์ิในการฆาแบคทีเรียโดย
การยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลโดยการจับกับ penicillin-binding proteins (PBPs) (Brunton et al., 2010) 
สําหรับโครงสรางทางเคมีและคุณสมบัติท่ัวไปของยา ceftazidime แสดงในรูป 2.6 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 14

 
 

                                            

 

 

 

 

 

 

Molecular formular: C22H22H N6O7S2
  

Molecular mass: 546.58 g/mol 
Solubility: Soluble in water  
Appearance: white or almost white powder 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Ceftazidime)  

                รูป 2.6  chemical structure and general properties of ceftazidime 
 
 แมวาท่ีผนังเซลลของแบคทีเรียทุกชนิดประกอบดวย penicillin-binding proteins (PBPs) แตอยางไร
ก็ตามยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมไมสามารถฆาหรือยับยั้งแบคทีเรียไดทุดชนิดเพระแบคทีเรียมีกลไกท่ี
หลากหลายท่ีทําใหดื้อตอยาเหลานั้นซ่ึงอาจจะเกิดจากปจจัยภายในเซลลของจุลชีพเพราะมีโครงสราง PBPs 
ท่ีเปนเปาหมายของยาเหลานั้นแตกตางกัน นอกจากน้ันสายพันธท่ีไวตอยาปฏิชีวนะอาจจะทําใหเกิดการด้ือ
ยาจากการพัฒนาของ PBPs ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงซ่ึงจะทําใหการจับกับยาปฏิชีวนะลดลง  การเปล่ียนแปลง
ของ PBPs รวมกับการจับกับยาปฏิชีวนะลดลงจะไดรับยีน PBP ระหวางชนิดของแบคทีเรียท่ีแตกตางกัน 
ขณะท่ี 4 ใน 5 ของ PBPs ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงของเช้ือ Streptococcus pneumoniae จะมีการจับกับยา
ปฏิชีวนะลดลงซ่ึงเปนผลของการรวมกันของยีนระหวางสายพันธ (Brunton et al., 2010)  
 แบคทีเรียมีการปองกันตนเองจากภายในตัวเองตอยาปฏิชีวนะโดยหนาท่ีหรือโครงสรางทางชีวเคมี
ท่ีอาจทําใหไมตอบสนองตอการออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะ ขณะเดียวกันแบคทีเรียสามารถด้ือตอยา 1 ใน 2 
ทาง การดื้อยาข้ันแรกเกิดข้ึนโดยการกลายพันธตามธรรมชาติซ่ึงเหตุการณนี้เกิดข้ึนนอยและการดื้อยาอาจจะ
ถูกถายทอดไปยังลูกหลาน อยางไรก็ตามแบคทีเรียสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ ดังนั้นลูกหลานของแบคทีเรียท่ี
ดื้อยาจะไดรับการถายทอดยีนดื้อยา สําหรับการดื้อยาข้ันท่ีสองจะตองถายทอดสารพันธุกรรมระหวาง
แบคทีเรียชนิดเดียวกันหรือตางชนิดกันผานกระบวนการ transduction, transformation และ conjugation 
(ตาราง 2.1) เนื่องจากแบคทีเรียมีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศซ่ึงมันจะมีการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมโดย
การสราง conjugation bridge จากแบคทีเรียชนิดเดียวกันหรือตางชนิดกัน (รูป 2.7) สําหรับสารพันธุกรรมจะ
อยูในพลาสมิด หรือ transporans และอาจมีการถายทอดยีนท่ีทําใหดื้อตอยาหลายขนานหรือยีนท่ีทําใหดื้อ
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ตาราง 2.1  การถายทอด genetic material ของแบคทีเรีย 

   การถายทอด genetic material ของแบคทีเรีย 
Transduction ไวรัสเปนตวัพา genetic material จากแบคทีเรียตัวหนึ่งไปยัง

แบคทีเรียอีกตวัหนึ่ง 

แบคทีเรียไดรับ genetic material  จากการกินแบคทีเรียท่ีตาย

แลว 

Transformation 

Conjugation                     

(most common) 

แบคทีเรียแลกเปล่ียนและถายทอด genetic material ผานทาง 

plasmid   

ท่ีมา : Roe (2008) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป  2.7  Bacterial conjugation. (Roe, 2008) 

 เ ม่ือยาปฏิชีวนะเขาสู เซลลแบคทีเรีย  ยาจะตองไปจับเปาหมายท่ีมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ี
เฉพาะเจาะจงซึ่งจะไปรบกวนกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลแบคทีเรีย อยางไรก็ตามการเปล่ียนแปลง
ทางดานพันธุกรรมของแบคทีเรียสามารถตอสูกับยาปฏิชีวนะไดหลากหลายรูปแบบ (รูป 2.8) ยีนเหลานั้น
อาจจะสรางเอ็นไซมท่ีทําลายยาหรือปรับเปล่ียนคุณสมบัติทางเคมีของยาทําใหยาไมสามารถออกฤทธ์ิได 
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รูป 2.8  Mechanisms of antibiotic resistance (Roe, 2008).  

 การดื้อยาของแบคทีเรียอาจเกิดข้ึนผานกลไกตางๆ 9 กลไก ดังนี้ 1) แบคทีเรียมีการเอ็นไซมชนิด
ตางๆ ข้ึนมาทําลายยา เชน เอ็นไซม β-lactamases ซ่ึงเอ็นไซมชนิดนี้เปนสาเหตุหลักของการดื้อยาของ
แบคทีเรียตอยากลุม penicillins และยากลุม cephalosporins  การตรวจสอบเอ็นไซมดังกลาวทําไดโดย
การศึกษาลําดับยีนหรือการเรียงสายโปรตีน (Livermore and Brown, 2001) 2) การดัดแปลงไรโบโซมโดย
การเติมหมูเมทิลเพื่อใหยาปฏิชีวนะไมสามารถจับกับไรโบโซมได (Tenover, 2006) 3) การดัดแปลงโปรตีน 
เชน ยาปฏิชีวนะท่ีมีเปาหมายท่ี DNA gyrase การกลายพันธุของ DNA แบคทีเรียอาจจะทําใหการทํางานของ 
gyrase เปล่ียนไปและทําใหแบคทีเรียไมจําเพาะตอยาปฏิชีวนะ นอกจากนี้ Penicillin-binding protein 
(PBPs) ท่ีเกิดข้ึนในผนังเซลลของแบคทีเรียและมีบทบาทสําคัญในการสังเคราะห peptidoglycan โดยปกติ 
PBPs จะจับกับยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมไดเปนอยางดีแตในเช้ือ MRSA การจับกับยาปฏิชีวนะจะลดลง
สงผลใหเกิดการดื้อตอยาปฏิชีวนะซ่ึงเช้ือ MRSA จะมียีน mecA ท่ีเกี่ยวของกับการจับของ PBP หรือท่ีเรียกวา 
PBP2a (Tenover, 2006) 4) Metabolic resistance เชน ยากลุม sulfonamides จะออกฤทธ์ิขัดขวางเอ็นไซมท่ีมี
หนาท่ีในการสรางกรดโฟลิก การด้ือยาในกลุมนี้เกิดข้ึนไดโดยเปล่ียนแปลงเอ็นไซมดวยตัวมันเองเพื่อ
ปองกันการจับของยา sulfonamide ทําใหยาไมสามารถออกฤทธ์ิได (Tenover, 2006) 5) แบคทีเรียมีการสราง
ปมเพ่ือเอายาปฏิชีวนะออกนอกเซลล (Efflux pumps) ซ่ึงเปนกลไกท่ีสําคัญอยางมากในการดื้อยาของ
แบคทีเรียเพราะวาปมจะจดจําสารตางๆ ไดหลากหลาย ขณะเดียวกันพบกลไกเหลานี้ในแบคทีเรียกอโรคท่ี
สําคัญ และกลไกนี้จะเกิดข้ึนรวมกับกลไกการดื้อยาอ่ืนไดเชนกัน (Moreira et al., 2004) ตัวอยางเชน เช้ือ
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รูป 2.9   Bacteria transfer genetic material  (http://www.wiley.com/college/)  
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แหลงท่ีมาของขอมูล  
1. พืชท่ีศึกษา 

ผลมังคุด (Garcinia mangostana L.) ซ้ือมาจากตลาดทองถ่ินในจังหวัดนครราชสีมา ประเทศ 
ไทย ตัวอยางพืชท่ีใชศึกษาในคร้ังนี้ไดรับการพิสูจนเอกลักษณโดยไดรับการรับรองจากหอพันธุไม  กรม
อุทยานสัตวปาและพันธุพืช กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เปลือกของผลมังคุดท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีไดถูก
สกัดเพ่ือเอาสาร α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ วิธีการสกัดและการระบุเอกลักษณของ
สารไดอธิบายไวในบทนี้. 

2. แบคทีเรียท่ีศึกษา 
แบคทีเรียท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้ประกอบดวย เช้ือ Staphylococcus saprophyticus DMST  

27055 (S. saprophyticus) เช้ือ Enterobacter cloacae DMST 21394 (E. cloacae) เช้ือ Escherichia coli 
DMST 19629 เช้ือ Staphylococcus aureus ATCC 29213 (S. aureus) และเช้ือ Escherichia coli ATCC 
25922 (E. coli) เช้ือดังกลาวเปนเช้ือท่ีแยกจากทางคลินิก การศึกษาคร้ังนี้ไดรับเช้ือดังกลาวมาจาก 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย และ American Type Culture Collection 
(ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา  สําหรับการเตรียมและเก็บรักษา stock culture ซ่ึงเตรียมโดยการเล้ียง
แบคทีเรียดังกลาวในหลอดท่ีมีอาหาร nutrient agar และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําไป
เก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียทุกตัวจะเตรียมและตอเช้ือใหม ทุกๆ 3-4 สัปดาห 
(Eumkeb, 1999) 

3. ยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมท่ีศึกษา 
ยา oxacillin และ ยา ceftazidime ไดรับมาจาก Sigma, Bristol-Myers 

4. อาหารสําหรับเพาะเล้ียงเชื้อ 
อาหารที่ใชในการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในการศึกษาคร้ังนี้ประกอบดวย Nutrient agar,  

Mueller-Hington broth และ Mueller-Hington agar ซ่ึงอาหารดังกลาวไดส่ังซ้ือมาจากบริษัท Oxiod 
นอกจากนี้สารเคมีท่ีถูกนํามาใชเปนตัวมาตรฐาน เชน α-mangostin ไดส่ังซ้ือมาจากบริษัท Indofine 
chemical company (The flavonoid Company, ประเทศสหรัฐอเมริกา)  สูตรโดยประมาณของอาหารเล้ียงเช้ือ
แตละชนิดมีดังนี้  

4.1 Nutrient agar  
การศึกษาคร้ังนี้ไดใช HiMedia® nutrient agar เพื่อใชเตรียม stock culture และใช 

เพาะเล้ียงเซลลแบคทีเรียเพื่อนําจํานวนเซลล สําหรับสูตรของ Nutrient agar มีดังนี้ 
                 กรัม/ลิตร 

Peptic digest of animal tissue     5.0 
โซเดียมคลอไรด      5.0 
สารสกัดจากเนื้อวัว     1.5 
สารสกัดจากยสีต     1.5 
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วุน       1.5 
pH (ท่ีอุณหภมิู 25°C) 7.4 ± 0.2 

4.2 Mueller-Hinton broth (MHB) 
การศึกษาคร้ังนี้ไดใช Difco® Mueller-Hintin broth เพื่อใชในการทดสอบความไวของยา 

ปฏิชีวนะซ่ึงมีสวนผสม ดังน้ี  
         กรัม/ลิตร 

Beef infusion solids                       4.0 
Casien hydrolysate          17.5 
Soluble starch            1.5 
pH 7.4 � 0.2 ท่ีอุณหภูมิ 37�C 

 Mueller-Hinton ไดถูกปรับประจุบวกท่ีมีความเขมขนของไอออนท่ีมีประจุบวกสอง (divalent 
cations) ไดแก Ca2+ 20 มิลลิกรัม/ลิตร และ Mg2+ 10 มิลลิกรัม/ลิตร 

4.3 Mueller-Hinton agar 
การศึกษาคร้ังนี้ไดใช Difco® Mueller-Hintin agar เพื่อใชในการทดสอบความไวของยา 

ปฏิชีวนะซ่ึงมีสวนผสม ดังน้ี  
         กรัม/ลิตร 

วุน           17.0 
Beef heart infusion                         2 
Casien acid hydrolysate               17.5 
Soluble starch             1.5 
pH 7.3�0.2 ท่ีอุณหภูมิ 25�C 

5. สารเคมี 
สารเคมีท้ังท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้สวนใหญเปนสารท่ีมีคุณภาพระดับการใชในหองปฏิบัติการ 
(lab grade) 

เอทานอลบริสุทธิ      Lab grade 
เฮกเซน          Lab grade 
ไดคลอโรมีเทน        Lab grade 
อะซิโตน        Lab grade 
เอทธิลอะซิเตท        Lab grade 

      ซิลิกา เจล 
  Merck silica gel 60 Art. 7734 (70-230 mesh ASTM) ถูกนํามาใชเปนตัวดูดซับ 

สําหรับคอลัมนโครมาโตกราฟปกติ 
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   Merck silica gel 60 G Art. 7731 และ 60 GF254 Art. 7730 ถูกนํามาใชเปนตัวดดูซับ
สําหรับ preparative TLC. 
   Merck TLC aluminum sheet, silica gel 60 F254 precoated ขนาด 20 ซม. x 20 
ซม. และความหนา 0.2 มม. ถูกนํามาใชในการระบุเอกลักษณของ fractions 

Dimethylsulfoxide (DMSO)      AR grade 
Disodium tetraborate       Lab grade 
Sodium chloride       AR grade 
Sodium phosphate       Lab grade 
Sodium hydroxide       Lab grade 
95% Ethanol        Lab grade 
Ammonium acetate       AR grade 
Acetronitrile        Lab grade 
Albumin        AR grade 
Lecithin        Lab grade 
Tween 80        Lab grade 
Paraformaldehyde       Lab grade 
Glutaraldehyde                     Lab grade 
Osmiun tetroxide       Lab grade 
Methanol        Lab grade 
Araldite        Lab grade 
Agarose        Lab grade 
Uranyl acetate        Lab grade 
Lead acetate        Lab grade 
HEPES buffer        Lab grade 
Phosphate        Lab grade 
PMSF         Lab grade 
Triton X-100        Lab grade 
Ceftazidime        AR grade 
Oxacillin        AR grade 
α-mangostin        AR grade 
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6. เคร่ืองมือในการศึกษา 
อุปกรณ 

              Rotary evaporator           Buchi 
     Heating bath: Büchi heating bath B-490 

Rotavapor: Büchi rotavapor R-200 
Controller: Büchi vacuum controller V-800  

                     UV-Cabinet II                     Camag   
            NMR Spectrometer INOVA 300                 Varian 

  Soxhlet apparatus             Buchi 
  Mixer (Model 5000)                    Buchi 

Hot air oven (Memmert-600)                                                 
Column chromatography                                                        
filter paper                                                                             
Tank of TLC analysis                                                            
Spectronic 21                       Milton Roy 
Labofuge                    400R Heraeus 
Autoclave              Yamato 
Laminar air flow             Woerden 
Hot air oven                                 Shellab 
Shaking incubator             Heto 
Hot plate                              VELP scientifica 
Refrigerated Incubator                                      VELP scientifica 
Ultramicrotome                           JEM 
Micropipettors (2-20 μL)             Witeg 
Micropipettors (100-1000 μL)                  Witeg 
Centrifuge tubes              Pyrex 
Spectraphysics    Agilent                     

Experimental glassware  
บีกเกอร (ขนาด 50, 100,  250, 500, 1000 มล.) 

      ไปเปตต (1, 5, 10 ไมโครลิตร)  
      กระบอกตวง  (10, 20 ไมโครลิตร)   
      จานเพาะเช้ือ และหลอดทดลอง  
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วิธีการเก็บรวบรวมขอมูล 
1. การสกัดสารจากเปลือกมังคุด 

                 เปลือกของมังคุดถูกทําใหแหงโดยใชเตาอบและทําใหเปนผงโดยใชเคร่ืองปนหลังจากนัน้นําไป 
สกัดโดยใชเคร่ือง Soxhlet extractor โดยใช Hexane, acetone, dichloromethane และ ethanol เปนตัวทํา
ละลาย (1 กก. ของผงเปลือกมังคุดแหง/ตัวทําละลาย 3000 มล. ตอการสกัด 1 คร้ัง ) อุณหภูมิท่ีใชใน
กระบวนการสกัดถูกต้ังไวท่ี 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง  สารสกัดท่ีไดถูกทําใหเขมขนข้ึนโดยใช
เคร่ืองกล่ันระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) จะทําใหไดสารสีน้ําตาลเหนียวขนกึ่งแข็งสําหรับเอทา
นอล (262 กรัม) และอะซีโตน (130 กรัม) และผงสีเหลืองสําหรับ n-hexane (84 กรัม) และ dichloromethane 
(106 กรัม) สารสกัดหยาบที่ไดถูกนําไปแยกสารออกฤทธ์ิโดยใชคอลัมน โครมาโตกราฟ และโครมาโต กรา
ฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography: TLC)  

2. การแยกสารออกฤทธ์ิจากเปลือกมังคุด   
ข้ันตอนสําหรับการแยกสารออกฤทธ์ิจากเปลือกมังคุดโดยอางอิงและปรับเปล่ียนเล็กนอยตาม 

ข้ันตอนของ Chairungsrilerd et al. (1996a); 1996b;1996c), Sakagami et al. (2005) และ Chi et al. (2002)   
สารสกัดหยาบจาก dichloromethane ถูกนําไปแยกตอโดยซิลิกา เจล คอลัมน โครมาโตกราฟ จะไดท้ังหมด 
11 fractions  โดย elute ดวย acetate:hexane ตามอัตราสวนดังนี้ 10:90, 20:80, 30:70,  35:65, 40:60, 45:55, 
50:50, 60:40, 70:30, 80:20 และ 100:0 ตามลําดับ  โดยเก็บ 1000 มิลลิลิตรของแตละ fractions และทําให
เขมขนข้ึนหลังจากนั้นนําไปแยกโดยใชโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (ขนาด 2x5 ซม.2 และใช 
acetate:hexane ในอัตราสวน 1:1 เปนสารละลายตัวนําพา )   สําหรับ fraction 3 ถูกยืนยันโดยใช HPLC และ
ทําใหบริสุทธ์ิตอดวย โครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Hexane:acetone ในอัตราสวน 2:1) จะทําใหไดสารออก
ฤทธ์ิหลักซ่ึงมีผลึกสีเหลือง   สารท่ีไดนี้ ทําใหบริสุทธ์ิโดยใชโครมาโตกราฟแบบแผนบางดวย 
dichloromethane:hexane ในอัตราสวน 50:50 โดยทําภายใตแสงยูวี และนําไปยืนยันทางโครงสรางตอดวย 
NMR ท่ีศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ขณะเดียวกันนําไป
เปรียบเทียบโครงสรางกับการศึกษาท่ีไดมีรายงานกอนหนานี้ 

3. การเตรียมสารและเตรียมเชื้อท่ีทดสอบ 
การเตรียมสารละลายของยาปฏิชีวนะท่ีนํามาทดสอบโดยการละลายยา oxacillin และยา  

ceftazidime ในน้ําท่ีผานการฆาเช้ือ (sterile water) (1 มก./มล.)    
       สารละลาย (10% dimethylsulfoxide ในน้ํา) ของสารสกัดหยาบ และ/หรือ α-mangostin หรือ
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ (สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2, สารสกัด fraction 3 และα-mangostin) จาก
เปลือกมังคุดเดี่ยวๆ หรือผสมกับยาปฏิชีวนะท่ีนํามาศึกษาไดเตรียมดวยวิธี doubling dilution ดวยน้ําท่ีผาน
การฆาเช้ือเพ่ือปรับความเขมขนใหไดตามท่ีตองการ  
     นําแบคทีเรียท่ีศึกษาไปเพาะเล้ียงในอาหาร nutrient broth 100 มล. เปนเวลา 18 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นําเซลลท่ีเพาะเล้ียงแลวไปปนเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที และนําสวนท่ี
ตกตะกอน (pellets) มาลางดวยน้ําเกลือ หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกคร้ังและ suspend เซลลอีกคร้ังดวย
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4. Bacterial suspension standard curve 
    ในการทํา bacterial suspension standard curve มีข้ันตอน ดังนี้ 
     แบคทีเรียแตละชนิดถูกเพาะเล้ียงในอาหาร Mueller-hinton broth  100 มล. นําเซลลแบคทีเรียท่ี 

เพาะเล้ียงไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง นําเซลลแบคทีเรียไปปนเหวี่ยงท่ี 4,000 
รอบ/นาที และนําสวนท่ีตกตะกอนไปลางสองคร้ัง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกคร้ังท่ี 4,000 รอบ/นาที 
เปนเวลา 10 นาที  ทําใหเซลลแขวนลอยโดยใช 0.9 % NaCl 50 มล. และทําใหเซลลเบคทีเรียเจือจางแลว
นําไปวัดคา O.D. โดยใชเคร่ือง  spectrophotometer ในชวงการดูดกลืนแสง (Absorbance) อยูระหวาง  0.05-
0.25 ท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตร การนับปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตของแตละชวงการดูดกลืนแสงโดยใช 
Overdried agar plate counting method และทดสอบซํ้า 3 คร้ัง (Eumkeb, 1999; Richards et al., 1993) 
 

5. การหาคาความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (MICs) 
Broth dilution method ถูกนํามาใชเม่ือตองการทดสอบแบคทีเรียจํานวนไมมาก หรือเม่ือ 

ตองการหาคา MIC ท่ีแมนยํา การทําใหความเขมขนของยาปฏิชีวนะลดลงคร่ึงหนึ่ง (two-fold dilution) ถูก
นํามาใชเพ่ือเตรียมปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมและปริมาณเช้ือท่ีเหมาะสม (โดยท่ัวไป 100,000 
เซลลแบคทีเรีย) ใสลงไปในแตละหลอด หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง สําหรับจุดสุดทายท่ีนํามาพิจารณาเปน MICs ของยานั้นคือจุดท่ีไมเห็นความขุน สําหรับหลอดท่ีไมมี
เช้ือ กลาวคือ มีเฉพาะอาหารเล้ียงเชื้อรวมกับยาปฏิชีวนะและมีเฉพาะอาหารเล้ียงเช้ืออยางเดียวถูกนํามาใช
เปนหลอดควบคุมท่ีปลอดเชื้อ ขณะเดี่ยวกันหลอดท่ีมีเช้ือแบคทีเรียแตไมมียาปฏิชีวนะถูกนํามาใชเปนตัว
บงช้ีการมีชีวิตของเช้ือแบคทีเรียในกรณีท่ีการอานจุดที่ไมมีความขุนผิดพลาด (Greenwood, 2000) 
        การหาคา MICs โดยใชวิธี agar dilution นั้นเร่ิมโดยการเข่ียเช้ือจาก stock culture แลวเพาะเล้ียง
ไปยัง Mueller Hinton broth และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากน้ันเตรียม 
bacterial suspension โดยปรับความหนาแนนของเซลลดวยน้ําเกลือ (0.9 % NaCl) ใหไดประมาณ 1 x 108 
CFU/mL  โดยใชการคาการดูดกลืนแสงเปรียบเทียบกับ bacterial suspension standard curve  หลังจากนั้นนํา
ช้ือท่ีไดปรับความเขมแลว 0.1 มล. ของเช้ือแตละสายพันธุท่ีทดสอบใสลงไปในท้ัง 3 หลอดท่ีมี 0.90 มล. 
ของอาหารเล้ียงเช้ือ (Mueller-Hinton broth) รวมกับยาปฏิชีวนะท่ีไดปรับความขนเพื่อใหไดปริมาณเช้ือ 1 x 
107 CFU/mL  หลอดท่ีมีอาหารแตไมมียาปฏิชีวนะถูกนํามาใชเปนหลอดควบคุมของแบคทีเรียท่ีทดสอบ นํา
เช้ือท่ีไดเพาะเล้ียงปริมาณ 2 ไมโครลิตรหยดลงบนผิวของวุนโดยใช replicator ท่ีมีขนาด 3 มม(mm) pins 
ดังนั้นความเขมขนสุดทายของเชื้อบนวุนจะมีประมาณ 104 CFU/จุด หลังจากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 
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6. Checkerboard determination 
การใชยาตานจุลชีพรวมกันมากกวา 1 ชนิดไดถูกเลือกมาใชดวยเหตุผลหลายประการ เชน ลด 

ความเปนพิษของยาโดยลดขนาดยาของยาตานจุลชีพลง 2 ตัวหรือมากกวาและมีการเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ออกฤทธ์ิแตไมกอใหเกิดพิษ หรือลดการพัฒนาการดื้อตอยา 1 ตัว (Swan and Manivannan, 2002) การใชวิธี 
checkerboard เปนวิธีท่ีคอนขางงายในการทําและใชเวลาทดสอบเพียงแค 24 ช่ัวโมงเทานั้น  การเจือจางยา
ตานจุลชีพอาจจะใชเขมขนท่ีทดสอบต่ํากวาระดับท่ีไมสามารถทําใหเกิดการเสริมฤทธ์ิ (Eumkeb, 1999; 
Lorian, 1999) 
       วิธี checkerboard ในการใชยาปฏิชีวนะรวมกันไดทําตามวิธีของ Sabath (1967) และมีการ
ปรับเปล่ียนเล็กนอย (Eumkeb, 1999) ยาตานจุลชีพ “A”  และยาตานจุลชีพ “B” ถูกทําใหเจือจางลง ½ ของ 
MICs ของมัน วิธี checkerboard ไดทําโดยใช agar dilution method ซ่ึงกลาวดังตอไปนี้ 
   แบคทีเรียท่ีนํามาทดสอบถูกเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ปรับ bacterial suspension ดวยน้ําเกลือ (0.9 % NaCl) ใหไดประมาณ 1 x 108 CFU/mL  
โดยใชการคาการดูดกลืนแสงเปรียบเทียบกับ bacterial suspension standard curve  หลังจากนั้นนําช้ือท่ีได
ปรับความเขมแลว 0.1 มล. ของเช้ือแตละสายพันธุท่ีทดสอบใสลงไปในท้ัง 3 หลอดท่ีมี 0.90 มล. ของอาหาร
เล้ียงเช้ือ (Mueller-Hinton broth) และรวมกับยาปฏิชีวนะท่ีไดปรับความขนเพื่อใหไดปริมาณเช้ือประมาณ 1 
x 107 CFU/mL  หลอดท่ีไมมียาปฏิชีวนะถูกนํามาใชเปนหลอดควบคุมของแบคทีเรียท่ีทดสอบ นําเช้ือท่ีได
เพาะเล้ียงปริมาณ 2 ไมโครลิตรหยดลงบนผิวของวุนโดยใช replicator ท่ีมีขนาด 3 มม(mm) pins ดังนั้น
ความเขมขนสุดทายของเช้ือบนวุนจะมีประมาณ 104 CFU/จุด หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 16-24 ช่ัวโมง โดยทําซํ้า 3 คร้ัง  หาคา MICs ของการใชยาตานแบคทีเรียแตละตัวและ
สรางกราฟ isobolograms สําหรับการคํานวณหาดัชนี FIC สําหรับการรวมกันของตานแบคทีเรียแตละตัว
สามารถคํานวณไดตามสมการดังตอไปนี้  
 FIC  =         Conc.of A in MIC of A+B   +   Conc.of B in MIC of A+B 

                               MIC of A alone                          MIC of B alone    

 FIC (A+B)  ≤ 0.5   เสริมฤทธ์ิกัน 
FIC (A+B)  > 0.5-4.0  ไมมีปฏิกิริยาระหวางยา 
FIC (A+B)  > 4.0   ตานฤทธ์ิกัน 

                                       (Johnson et al., 2004; Odds, 2003) 
 

7. Killing curve determinations 
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การนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตเพื่อทําเปน killing curve ไดทําตามวิธีท่ีไดอธิบายไวกอนหนานี้  
(Richards et al., 1993) และมีการดัดแปลงเล็กนอย (Eumkeb, 1999) โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือปริมาณ 100 มล. 
จากนั้นใหเช้ือแบคทีเรียดื้อยาปริมาณ 5 x 106 CFU/mL สัมผัสกับยาตานแบคทีเรียท้ังใชเดี่ยวๆ และใช
รวมกับยาปฏิชีวนะที่ความเขมขน ¼ ของ MICs ของสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2, fraction 3, และα-
mangostin (สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด) อุณภูมิท่ีใชในการบมเช้ือคือ 37 องศา
เซลเซียส  หลังจากท่ีสัมผัสสารเปนเวลา 0, 0.5, 1, 2, 4,6  และ 24 ช่ัวโมง ตอมานําเช้ือท่ีสัมผัสยาปฏิชีวนะแต
ละชวงเวลาไปเล้ียงบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหาร Mueller-Hinton agar จํานวน 4 จานตอหน่ึงชวงเวลาและ
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนับจํานวนเซลลท่ีเจริญเติบโต คาท่ี
ต่ําสุดท่ีสามารถนับไดคือ 103 CFU/mL  เซลลและความเขมขนของตัวทําละลายท่ีใกลเคียงกันถูกนํามาใช
เปน positive control (Iain et al. 2000) 
 

8. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission electronmicroscopy; TEM) 
การเตรียมเซลล 
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะ สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α- 

mangostin ตอโครงสรางเซลลของเช้ือ oxacillin-resistant S. saprophyticus โดยไดทําตามข้ันตอนดังตอไปนี้ 
       เช้ือ S. saprophyticus ในอาหาร Mueller-Hinton broth ถูกนําไปบมเปนเวลา 18 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําเช้ือท่ีบม 2.0 มล.ไปเพาะเล้ียงในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มล. ท่ี
บรรจุอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller Hinton broth 98 มล. แลวนําไปวางในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ัน (water 
bath shaking) ท่ีอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง นําเซลลไป
ปนเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที แลวลางเซลล 2 คร้ังดวย 0.9% NaCl หลังจากนั้นนําเช้ือท่ีมี
ความเขมขน 5 x 107 CFU/mL ปริมาณ 10 มล. ใน 0.9 % NaCl ไปเพาะเล้ียงในขวดรูปชมพูซ่ึงแตละขวดจะ
มีอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller-hinton broth และยาตานแบคทีเรียรวมกัน 90 มล. โดยความเขมของยาตาน
แบคทีเรียท่ีใชคือ ¼   MICs ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3, α-mangostin และยาปฏิชีวนะจะทําให
ไดความเขมขนสุดทายของเซลลแบคทีเรียประมาณ 5 x 106 CFU/mL สําหรับขวดท่ีมีเช้ือ S. saprophyticus 
ใน Mueller-hinton broth 90 มล. โดยไมมียาตานแบคทีเรียถูกนํามาใชเปนตัวควบคุม สําหรับขวดท่ี
เพาะเล้ียงรวมกันระหวางสารออกฤทธ์ิจากเปลือกมังคุดสกัดรวมกับยาปฏิชีวนะและขวดควบคุมถูกนาํไปบม
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ันท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที เปนเวลา 4 
ช่ัวโมง (Richards and Xing, 1994; Richards et al., 1993)   
 เช้ือ S. saprophyticus ท่ีไดเพาะเล้ียงถูกนําไปปนเหวี่ยงท่ี 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและเทสวน supernate ท้ิง หลังจากนั้นตรึง (fix) สวนท่ีเปน pellets ดวย 
glutaraldehyde 8% v/v ใน phosphate buffer 0.1 M (pH 7.2) เปนเวลา 1 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
และนําไปตรึงตอใน glutaraldehyde 4% v/v ใน phosphate buffer 0.1 M (pH 7.2) เปนเวลา 4 ช่ัวโมงท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากลางใน buffer แลว suspend แบคทีเรียใน osmium tetroxide (OsO4) 
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9. การซึมผานของเยื่อหุมเซลลชั้นนอกและเยื่อหุมไซโตพลาสมิก 

9.1 การซึมผานของเยื่อหุมเซลลชั้นนอก (Outer membrane permeability) 
การทดสอบฤทธ์ิในการตานแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (สารสกัดหยาบ CH2Cl2,  

fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชเดี่ยวและใชรวมกับยาปฏิชีวนะตอการทํางานของเยื่อหุมเซลลช้ันนอก
ในการควบคุมการซึมผานของสารซ่ึงข้ันตอนในการทดสอบมีดังตอไปนี้ 

       นําเซลลแบคทีเรียไปเพาะเล้ียงในอาหาร MHB 100 มล. ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
18 ช่ัวโมง แลวนําเช้ือท่ีไดเพาะเล้ียง 10 มล. ไปใสในขวดรูปชมพูท่ีมีอาหาร MHB 90 มล. หลังจากนั้นนําไป
ใสในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ันท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที เปน
เวลา 4 ช่ัวโมง นําเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ (5 x 106 CFU/mL ) ปริมาณ 10 มล. ใสลงไปในขวดรูปชมพูซ่ึงแต
ละหลอดประกอบดวย 90 มล. ของอาหาร MHB รวมกับ สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 หรือ α-
mangostin หรือเม่ือใชรวมกับยาปฏิชีวนะที่ความเขมขน ¼  MICs ของแตละตัวจะไดความเขมขนสุดทาย
ประมาณ 5 x 105 CFU/mL ขวดควบคุมจะมีเฉพาะอาหาร MHB 90 มล. โดยไมมียาปฏิชีวนะ นําขวดท้ังหมด
ไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ัน (Eumkeb, 1999; 
Richards et al., 1993) หลังจากนั้นเก็บเซลลโดยการปนเหวี่ยงท่ี  4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ตามดวย
ลางเซลล 2 คร้ังใน 0.9% NaCl 10 มล. แลว resuspend ใน sodium phosphate buffer และปรับใหไดชวง
ดูดกลืนแสง 0.1-0.2 ท่ี 500 นาโนเมตร เติม Triton X-100 (TTX-100) ท่ีความเขมขนสุดทาย 300 
ไมโครกรัม/มล. ลงไปในแตละหลอด สําหรับหลอดท่ีไมไดเติม TTX-100 ใชเปนหลอดควบคุม (Eumkeb, 
1999)  
         9.2 การซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิก (Cytoplasmic membrane permeability) 
               การซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกถูกทดสอบการวัดความสามารถของสารสกัดท่ีมีตอ CM
ทําใหเห็นการทํางานของเอ็นไซม β-galactosidase ในแบคทีเรียโดยใช ortho-nitrophenylgalactoside 
(ONPG) เปน substrate สําหรับข้ันตอนในการเตรียมตัวอยางถูกเตรียมเชนเดียวกับการทดสอบการซึมผาน
เยื่อหุมช้ันนอก หลังจากนั้นนําเซลลท่ีไดเพาะเล้ียง 0.5 มล. ยายจากแตละขวดท่ีเวลา 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 
ช่ัวโมง ตัวอยางดังกลาวจะถูกทําใหเจือจางเปน 1.0 มล. ดวย buffer สําหรับการทํางานของเอ็นไซมถูกวัด
โดยใช ONPG (Marri, 1996; Miller, 1972; Shimeld and Rodgers, 1999) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 
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       ความหนาแนนของเซลลท่ีไดถูกเจือจางใน buffer ถูกวัดโดยการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร 
และใส ONPG (4 มก./มล.) ปริมาณ 0.2 มล. ลงไปในแตละหลอดและเขยาสักครู หลังจากนั้นนําแตละหลอด
ไปใสในอางน้ําควบคุมคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สําหรับเวลาในการเกิดปฏิกิริยาถูกวัดโดย
ใชนาฬิกาจับเวลาและหยุดการเกิดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลาย 1 M Na2CO3 ปริมาณ 0.5 มล. หลังจากท่ีมี
สีเหลืองเกิดข้ึน การดูดกลืนแสงของแตละหลอดถูกวัดท่ี 420 นาโนเมตร ขณะเดียวกันใช Toluene 50 
ไมโครลิตร/มล.  เปนตัวควบคุม (Eumkeb, 1999) 
 

10.  Electrophoresis 
10.1 การสกัดโปรตีนท่ีสัมพันธกับ peptidoglycan ของเยื่อหุมเซลลแบคทีเรีย 
        การทดสอบฤทธ์ิในการตานแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (สารสกัดหยาบ  

CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชเดี่ยวและใชรวมกับยาปฏิชีวนะตอเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย
และโปรตีนท่ีสัมพันธกับ peptidoglycan (Bacterial membrane and peptidoglycan associated protein; 
BMPG) ซ่ึงมีข้ันตอนในการทดสอบดังนี้ 
                เพาะเล้ียงเช้ือ S. saprophyticus ในอาหาร MHB 100 มล. และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเชื้อปริมาณ 8.0 มล. ไปเพาะเล้ียงตอในขวดรูปชมพูท่ีมีอาหาร 
MHB 192 มล. แลวในไปวางในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ันท่ีมีอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที เปนเวลา 4 
ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําเช้ือท่ีทดสอบ (5 x 106 CFU/mL) ปริมาณ 100 มล. ไป
เพาะเล้ียงตอในขวดรูปชมพูท่ีมีอาหาร MHB และความเขมขน ¼  MICs ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, 
fraction 3, α-mangostin หรือ ยาปฏิชีวนะรวมกัน 100 มล. สําหรับขวดท่ีมีอาหาร MHB 100 มล. โดยไมมี
ยาตานแบคทีเรียถูกนํามาใชเปนตัวควบคุม หลังจากนั้นนําแตละขวดไปใสในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบ
ส่ันท่ีมีอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที เปนเวลา 4 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดถูกนํามาทดสอบเม่ือใชเดี่ยวๆ หรือใชรวมกับยาปฏิชีวนะท่ี ¼ MIC ใน
การตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีไดแยกจากคลินิก (Eumkeb, 1999; Richards and Xing, 1994; Richards et 
al., 1993) 
   เก็บเซลลแบคทีเรียท่ีไดเพาะเล้ียงดังกลาว 20 มล. และนําไปปนเหวี่ยง (6,000 g เปนเวลา 
15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) และลางเซลล 2 คร้ังดวย N-2-hydroxyethyl piperazine-N-
ethanesulphonic acid (HEPES) buffer (10 mM, pH 6.8) จากน้ัน resuspend เซลลแบคทีเรียดวยน้ํากล่ัน 10 
มล. และทําใหเซลลแตกโดยการ sonication (3 x 60s with 30s cooling period between each burst) ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เซลลทีไมแตกจะถูกเอาออกโดยการปนเหวี่ยงท่ี 5,000 g เปนเวลา 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและเอาสวนท่ีตกตะกอน (pellet) ท้ิง 
  นําเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียและ peptidoglycan ออกมาโดยการปนเหวี่ยงท่ี 40,000 g เปนเวลา 
60 นาที แลวลางเซลล 2 คร้ังดวยน้ํากล่ันท่ีกอปรดวย phenyl methyl sulphonyl fluoride (PMSF) 2 มก./มล.  
จากน้ันนํา BMPG ท่ีน้ําหนักเทากันท่ีสกัดไดจากจาก S. saprophyticus ไป resuspend ในนํากล่ันท่ีมี PMSF 
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  Bovine serum albumin (จาก Sigma) ถูกนํามาใชเปนโปรตีนมาตรฐาน สําหรับโปรตีนท่ี
สกัดไดจะถูกเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส และทําใหเจือจางอีกคร้ังใน buffer กอนท่ีจะมาแยก
โปรตีนดวย SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  โปรตีนท่ีสกัดไดจะถูกเก็บไวนานกวา 
2 เดือนภายใตสภาวะดังกลาว (Eumkeb, 1999) 
 
        10.2 SDS-PAGE 
                SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ถูกนํามาใชในระบบเจลที่มี 
stacking gel 4 % และมี separating gel 15%   สําหรับ BMPG ท่ีสกัดไดจะถูกผสมกับ sample buffer ท่ีมี 
Tris-HCL buffer 0.125 M,  pH 6.8, 0.04 MNa2EDTA (Sigma), 4% (w/v) SDS,  10% (w/v) β-
mercaptoethanol 20% (v/v) glycerol and 0.1% (w/ v) bromophenol blue (Sigma) และตมใหเดือดเปนเวลา 
5 นาที ขณะเดียวกันการทํา Electrophoresis จะทําท่ี 8 mA/เจล สําหรับ stacking gel และ 15 mA/เจล สําหรับ 
separating gel เพื่อเพิ่มความคมชัดบริเวณ subtyping areas ท่ีสําคัญของเจล หลังจากทํา electrophoresis จะ
ยอม separating gel ดวย Coomassie Brilliant Blue เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหองและผสมใหเขากันเบาๆ  
หลังจากนั้นเร่ิมตนการถอดสีท่ียอม (destaining) ดวย  ethanol 45% และสารละลาย  acetic acid 10% (v/v) 
ตามดวยการถอดสีสุดทายดวย สารละลาย  acetic acid 7%  สําหรับโปรตีนมาตรฐานท่ีถูกนํามาใชเปน 
molecular mass makers ไดแก myoglobin (17,200), carbonic anhydrase (30,000), ovalbumin (42,700), 
albumin (66,250) and ovotransferrin (76,000-78,000) (Eumkeb, 1999) 
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บทที่  3 
ผลการวิจัย 

3.1 คุณสมบัติของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและผลผลิตจากสารสกัดจากเปลือกมังคุด  (Garcinia 
mangostana Linn.)  

เคร่ืองสกัด Soxhlet extractor ถูกเลือกมาใชเพื่อท่ีจะสกัดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากเปลือก 
ของG. mangostana Linn  สําหรับเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน อะซีโตน และเอทานอล ถูกนํามาใชเปนสารสกัด
เนื่องจากมีความปลอดภัยและความสามารถในการละลายสารที่อิสระ นอกจากน้ียังมีประสิทธิภาพที่ดีของ
ตัวทําละลายดังกลาวในการทําลายผนังเซลลของพืช่ึงจําใหไดสารท่ีอยูภายในเซลลจํานวนมาก ความบริสุทธ์ิ
ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ถูกวิเคราะหโดยใช HPLC และระบุโครงสรางของ
สารโดยใช NMR spectra และเปรียบเทียบกับการศึกษาท่ีผานมา 
      3.1.1 การระบุเอกลักษณของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีอยูในสารสกัดจากเปลือกมังคุดโดยใช 
HPLC   

 

(A) 
 
 
 
 
(B) 
 
 
 
(C) 
 
 
 
(D) 
 

รูป 3.1  HPLC chromatograms of standard α- mangostin obtained from Indofine chemical (A), Fr3 extract 
(B), CH2Cl2 crude extract (C)  and α-mangostin extract (D) 
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             การใช HPLC รวมกับ gradient elution ไดถูกนํามาใชเพื่อระบุชนิดของสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด สารผสมกรดฟอรมิก 0.2 % ใน acetonitrile จะใหการแยกดวยโครมา
โตกราฟเหมาะสมท่ีสุดในการแยก α-mangostin และสารอ่ืนๆ ในสารสกัด (รูป 3.1) ความยาวคล่ืนท่ี 240 
นาโนเมตรถูกนํามาใชในการวัดท้ังหมดเนื่องจากเปนชวงท่ีสามารถดูดกลืนไดมากท่ีสุด สําหรับ HPLC โคร
มาโตแกรมของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ท่ีไดสกัดแสดงรูปแบบท่ีคลายกันกับ 
peak หลักของ α-mangostin ท่ี retention time 5.333 นาที (รูป 3.1 A) 5.289 นาที (รูป 3.1 B)  5.267 นาที 
(รูป 3.1 C) และ 5.258 นาที (รูป 3.1 D)  ตามลําดับ เอกลักษณของ peak ของ α-mangostin ในโครมาโต    
แกรมไดยืนยันดวย α-mangostin มาตรฐานท่ีไดรับมาจาก Indofine chemical company (รูป 3.1 A) 
  การใช HPLC สามารถถูกนํามาใชในการหาปริมาณของ α-mangostin ในสารสกัดจาก
มังคุด (Yodhnu et al., 2009) นอกจากนั้น HPLC ยังสามารถพิสูจนความแมนยํา ความเฉพาะเจาะจง ความไว
และความถูกตองในการทดสอบหาปริมาณของสารสกัดและผลิตภัณฑจากเปลือกมังคุด (Pothitirat, 2008)  

การทําใหเห็นโครงสรางท่ีชัดเจนของ α-mangostin โดยใช NMR           3.1.2 
      สาร α-mangostin มีลักษณะเปนผงสีเหลืองถูกจัดอยูในกลุม xanthone โครงสราง
ประกอบดวยพันธะคู 2 อันซ่ึงไวตอการเติมไฮโดรเจน มี 1  methoxyl group และ 3 hydroxyl group ซ่ึงได
แสดงในรูป 3.2 ตาราง 3.1 และ 3.2 แสดงขอมูล 1H NMR และ 13C NMR ของ α-mangostin ท่ีไดสกัด
เปรียบเทียบกับการศึกษาท่ีผานมา (Ee et al., 2006) 
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รูป 3.2  Structure of α-mangostin from NMR chromatogram reported by Ee et al. (2006) 
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ตาราง 3.1  The 300 MHz 1H NMR (acetone-d6) spectral data of α-mangostin 
Chemical Shift 

(δ, ppm) 
Assignment Chemical Shift (δ, ppm) 

from reference (Ee et al, 2006) 
13.78 singlet, OH-1 13.72 
6.82 singlet, H-5 6.72 
6.40 singlet, H-4 6.25 
5.27 triplet, H-12, H-17 5.26 
4.13 doublet, H-11 4.10 
3.80 singlet, 7-OMe 3.78 
3.35 doublet, H-16 3.37 
2.07 singlet, H-20 1.83 
2.05 singlet, H-15 1.82 
1.81 singlet, H-14 1.71 
1.65 singlet, H-19 1.68 

 

 
     รูป 3.3  1H NMR spectroscopic data of α-mangostin extracted  
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ตาราง 3.2  The 300 MHz 13C NMR (acetone-d6), spectral data of α-mangostin 
Chemical Shift 

(δ, ppm) 
Assignment Chemical Shift (δ, ppm) 

from reference (Ee et al, 2006) 
182.81 C-9 181.8 
162.92 C-3 161.6 
161.40 C-1 160.2 
157.39 C-6 155.4 
156.23 C-10a 155.2 
155.65 C-4a 154.8 
144.51 C-7 142.7 
138.14 C-8 137.2 
131.39 C-13 131.7 
124.82 C-17 123.4 
123.50 C-12 122.1 
112.06 C-8a 111.7 
111.00 C-2 109.7 
103.63 C-9a 103.1 
102.67 C-5 101.6 
93.15 C-4 92.4 
61.31 7-OCH3 61.2 
26.89 C-11 26.3 
25.92 C-14 25.7 
25.88 C-19 20.7 
22.00 C-16 21.3 
18.29 C-20 18.1 
17.90 C-15 17.7 
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                รูป 3.4  13C NMR spectroscopic data of α-mangostin extracted 
 
3.2 Bacterial suspensions viable absorption standard curve 

ผลการศึกษา bacterial suspension viable count standard curve สําหรับเช้ือ Staphylococcus  
saprophyticus DMST 27055 ท่ีดื้อตอยา oxacillin (oxacillin-resistant S. saprophyticus; ORSS) เช้ือ 
Escherichia coli DMST 19629 ท่ีดื้อตอยา ceftazidime (ceftazidime-resistant E. coli; CREC)  เช้ือ 
Enterobacter cloacae DMST 21394 ท่ีดื้อตอยา ceftazidime (ceftazidime-resistant E. cloacae; CREnC) เช้ือ 
Staphylococcus aureus ATTC 29213 ท่ีไวตอยา oxacillin (oxacillin-susceptible Staphylococcus aureus; 
OSSA)  และเช้ือ Escherichia coli ATCC 25922 ท่ีไวตอยา ceftazidime (CSEC) ไดแสดงในรูป 3.5 ถึง รูป 
3.9  
 รูป 3.5 ถึงรูป 3.9 ช้ีใหเห็นวาเช้ือ ORSS, CREC, CREnC, OSSA และ CSEC ท่ีความเขมขน
ประมาณ 1 x 108 CFU/mL มีคาการดูดกลืนแสงดังนี้  0.19, 0.15, 0.14, 0.12 และ 0.10 ตามลําดับ วิธีดังกลาว
นี้ไดทําเพื่อนับจํานวนเซลลแบคทีเรียท่ีแนนอน 
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Absorption of bacterial suspension viable count 
standard curve of S. saprophyticus DMST 27055 

Absorption at 500 nm.
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รูป 3.5  Standard curves for suspensions of oxacillin-resistant Staphylococcus saprophyticus  DMST 
27055 
 
 

Absorption of bacterial suspension viable count 
standard curve of E. coli DMST19629

Absorption at 500 nm.
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รูป 3.6   Standard curves for suspensions of ceftazidime-resistant Escherichia coli DMST 19629 
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Absorption of bacterial suspension viable count 
standard curve of E. cloacae DMST 21394

Absorption at 500 nm.
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รูป 3.7   Standard curves for suspensions of ceftazidime-resistant Enterobacter  cloacae  DMST 21394 
 
 
 
 

Absorption of bacterial suspension viable count 
standard curve of S.aureus ATCC 29213

Absorption at 500 nm.
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รูป 3.8   Standard curves for suspensions of oxacillin-sensitive Staphylococcus aureus ATCC 29213 
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Absorption of bacterial suspension viable count 
standard curve of E.coli ATCC 25922

Absorption at 500 nm.
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รูป 3.9   Standard curves for suspensions of ceftazidime-sensitive Escherichia  coli ATCC 25922 
 
3.3 MIC determination 
 ตาราง 3.3  Minimum inhibitory concentration of the following β-lactams and bioactive compounds from 
the pericarp of GML extract against clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus, ceftazidime–      
resistant  E. coli, ceftazidime –resistant E. cloacae,  oxacillin-sensitive  S.  aureus and ceftazidime-
sensitive E. coli  determined by agar dilution method 

 

Susceptibility (MIC) Bioactive 
compounds 
(μg/mL) 

S. 
saprophyticus  
DMST  
27055 

S. aureus 
ATCC 29213  
(sensitive 
strain) 

E. coli   
DMST 
19629 

E. coli  ATCC  
25922 
(sensitive 
strain) 

E. cloacae    
DMST 
21394 

E. coli  ATCC 
25922 
(sensitive 
strain) 

Crude extract 
(CH2Cl2)   

50 20 >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 

 Fr3            31 7 >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
α-mangostin  8 4 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 
Ceftazidime   - - >1,024 8 >1,024 8 
Oxacillin       128 2 - - - - 
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 ผลดังกลาวไดแสดงใหเห็นวาคา MIC ของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด
และยาปฏิชีวนะท่ีนํามาทดสอบในการตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก 
เช้ือ E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime  เช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา ceftazidime  เช้ือ S. aureus ท่ีไวตอยา 
oxacillin และ เชื้อ E. coli ท่ีไวตอยา ceftazidime ซ่ึงทดสอบโดยวิธี Agar dilution  

ยา Oxacillin เดียวๆ มีฤทธ์ิเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก 
และเช้ือ S. aureus ท่ีไวตอยา oxacillin (OSSA) ท่ีแยกทางคลินิกโดยมีคา  MICs เทากับ 128 และ 2 �g/mL 
ตามลําดับ  สําหรับ MIC ของยา oxacillin ตานเช้ือ OSSA แสดงใหเห็นวาเช้ือยังไวตอยาดังกลาว (Clinical 
Laboratory Standards Institute, 2013)  ยา ceftazidime เดี่ยวๆ มีฤทธ์ิตานเช้ือ E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime 
เช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา ceftazidime และเช้ือ เช้ือ E. coli ท่ีไวตอยา ceftazidime ท่ีไดแยกทางคลินิกพบวา
มีคา MICs >1024, >1024 และ 8 �g/mL ตามลําดับ ในทํานองเดียวกัน MIC ของยา ceftazidime ตานเช้ือ 
CSEC พิสูจนแลววาเช้ือยังไวตอยาดังกลาว (Clinical Laboratory Standards Institute, 2013) 

คา MIC ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และα- mangostin ตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อ
ตอยา oxacillin (ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก คือ 50, 31 และ 8 �g/mL ตามลําดับ ในขณะท่ีคา MIC ของสาร
สกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และα- mangostin ตานเช้ือ E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime  ท่ีไดแยกทาง
คลินิกมีคาอยูท่ี  >10,000, >10,000 และ >1,024 �g/mL ตามลําดับ (ซ่ึงมีคาเทากับ MICs ตอเช้ือ E. cloacae 
ท่ีดื้อตอยา ceftazidime และ E. coli ท่ีไวตอยา ceftazidime)  

ผลท่ีไดดังกลาวบงช้ีใหเห็นวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (α- 
mangostin) มีฤทธ์ิตานเช้ือ ORSS สูงกวายา oxacillin เดี่ยวๆ  แมวายา ceftazidime และสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดไมไดยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบท่ีนํามาทดสอบ ซ่ึง
ผลดังกลาวไมสอดคลองกับจากการศึกษาของ Iikubo et al. (2002) ท่ีพบวาสารสกัดนี้มีฤทธ์ิตานแบคทีเรีย
ตานเช้ือ  Helicobacter pylori ซ่ึงเช้ือดังกลาวเปนแบคทีเรียแกรมลบ  อยางไรก็ตามผลท่ีไดเหลานั้น
สอดคลองกับผลการศึกษาของ Iinuma et al. (1996) และChomnawang et al. (2009) ท่ีพบวาสารสกัด
ดังกลาวสามารถยับยั้งเช้ือ MRSA, Staphylococcus epidermidis และ Propionibacterium strains. 

โดยท่ัวไปแบคทีเรียแกรมลบดื้อยาซ่ึงพบมากในยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทม ซ่ึงเหตุผลนั้นนาจะ
เปนผลมาจากความแตกตางทางโครงสรางของผนังเซลลระหวางแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ
โดยท่ีแบคทีเรียแกรมลบมีโครงสรางหลายช้ันและมีความซับซอน เยื่อหุมช้ันนอกทําหนาท่ีปองกันสารตางๆ
จากส่ิงแวดลอมรวมท้ังยาปฏิชีวนะ (Eumkeb and Richards, 2004)  
3.4 Checkerboard determination 
เหตุผลท่ีสนับสนุนการใชยาตานจุลชีพรวมกันเพื่อท่ีจะลดการดื้อยา ลดความเปนพิษท่ีสัมพันธกับขนาดยา 
และลดการติดเช้ือแบคทีเรียหลายชนิด (Lorian, 1999) ท่ีผานมานักวิจัยไดรายงานการออกฤทธ์ิตาน
แบคทีเรียจากพืชและใชรวมกันกับยาปฏิชีวนะสามารถตานท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (Darwish 
et al., 2002; Liu et al., 2000) สําหรับเช้ือ S. saprophyticus DMST 27055 ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS) ท่ีได
แยกทางคลินิกไดเลือกมาทดสอบในการศึกษาน้ี โดยสารสกัดหยาบ fraction 3 และ α- mangostin ถูกผสม
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ตาราง 3.4  Summary the FICs for checkerboard assay of  β-lactams used alone and in combination with 
bioactive compounds from the pericarp of GML extract against the drug resistant bacteria 

Test bacteria Combination of 
agents 

MIC 
(μg/ml) 

MIC (A+B) FIC index 
value 

0FIC  index  
 

Oxacillin  
Crude extract  

128 
50 

16 
6.25 

0.25 synergism 

Oxacillin                
Fr3 

128 
31 

16 
3.875 

0.138 synergism 

S. 
saprophyticus 
DMST  
27055 

Oxacillin  
α-mangostin 

128 
8 

16 
2 

0.375 synergism 

Ceftazidime 
Crude extract  

>1,024 
>10,000 

>1,024 
>10,000 

>2 no interaction or 
antagonism 

Ceftazidime  
Fr3 

>1,024 
>10,000 

>1,024 
>10,000 

>2 no interaction or 
antagonism 

E. coli 
DMST 19629 

Ceftazidime  
α-mangostin 

>1,024 
>1,024 

>1,024 
>1,024 

>2 no interaction or 
antagonism 

Ceftazidime 
Crude extract 

>1,024 
>10,000 

>1,024 
>10,000 

>2 no interaction or 
antagonism 

Ceftazidime  
Fr3 

>1,024 
>10,000 

>1,024 
>10,000 

>2 no interaction or 
antagonism 

E. cloacae 
DMST 21394 

Ceftazidime α-
mangostin 

>1,024 
>1,024 

>1,024 
>1,024 

>2 no interaction or 
antagonism 

 
ผลการทดสอบ checkerboard ไดแสดงในตารางท่ี 3.4  ซ่ึงการออกฤทธ์ิเสริมกันระหวางสารออก

ฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดและยาปฏิชีวนะท่ีนํามาทดสอบเพ่ือตานเช้ือ S. saprophyticus 
ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS)  เช้ือ E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime และ เช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา ceftazidime 
สําหรับคา FIC (Fractional inhibitory concentration) ของการรวมกันของยาแตละชนิดจะถูกคํานวณตามที่
ไดอธิบายไวในบทที่ 2 
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   รูป 3.10  Isobologram constructed from checkerboard MIC data showing antibacterial combination of 
oxacillin plus CH2Cl2 crude extract against clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus DMST 
27055 
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รูป 3.11  Isobologram constructed from checkerboard MIC data showing antibacterial combination of 
oxacillin plus Fr3 extract against  clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus DMST 27055 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 40

oxacillin (μg/ml)

01124 8 16 32 64 128

α-
m

an
go

st
ee

n 
( μ

g/
m

l)

8

44444

22

1

0

 
 

รูป 3.12  Isobologram constructed from checkerboard MIC data showing antibacterial 
combination of oxacillin plus α-mangostin  against clinical isolates of oxacillin-resistant S. 
saprophyticus DMST 27055 
  รูป 3.10 ถึงรูป 3.12 ไดแสดงใหเห็นการออกฤทธ์ิเสริมกันระหวางสารผสมของสารสกัดจากเปลือก
มังคุดและยา oxacillin ตานเช้ือ S. saprophyticus DMST 27055 ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS)  ท่ีไดแยกทาง
คลินิก (FIC ≤ 0.5) (Johnson et al., 2004; Odds, 2003) คา MICs ของสารสกัดหยาบ fraction 3 และ α-
mangostin เม่ือผสมกับยา oxacillin ลดจาก 50, 31 และ 8 �g/mL เปน 6.25 (1/8 MIC), 3.875 (1/8 MIC) และ 
2 �g/mL (1/4) ตามลําดับ สําหรับยา oxacillin ลดจาก 128 �g/mL  เปน 16 �g/mL  
 การทดสอบดวยวิธี checkerboard ไดแสดง FICs index ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ 
α-mangostin ผสมกับยา oxacillins พบการออกฤทธ์ิเสริมกันท่ี 0.25, 0.138 และ 0.375 ตามลําดับ ในการ
ตานเช้ือ ORSS โดยปกติผลดังกลาวช้ีใหเห็นถึงการเสริมฤทธ์ิอยูในระดับสูงเม่ือคาตํ่ากวา 0.5 ซ่ึงเปนคาท่ี
ไดรับการยอมรับกันอยางกวางขวางวาสามารถบงบอกถึงการเสริมฤทธ์ิระหวางยาตานแบคทีเรีย 2 ตัว 
(Johnson et al., 2004; Odds, 2003)  ผลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับผลการศึกษาท่ีผานมาท่ีพบการ
เสริมฤทธ์ิระหวาง α-mangostin ผสมกับยา gentamicin (GM) ตานเช้ือ Enterococci ท่ีดื้อตอยา vancomycin 
(VRE) และ α-mangostin ผสมกับ vancomycin hydrochloride (VCM) ตานเช้ือ MRSA (Sakagami et al., 
2005) นอกจากนั้นผลการศึกษาท่ีไดยังสอดคลองกับ Eumkeb et al. (2010) ท่ีพบวาสารผสม ceftazidime 5 
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3.5 Killing curve determinations 

Killing curve ของแบคทีเรียท่ีเปนผลมาจากสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin  
เม่ือใชเดี่ยวๆ และผสมกับยา oxacillins ตานเช้ือ S. saprophyticus DMST 27055 ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS)  
ท่ีไดแยกทางคลินิก ผลการศึกษาไดแสดงในรูป 3.13  พบวากลุมควบคุมไมมีการลดจํานวนของแบคทีเรียลง 
อีกท้ังยังแสดงใหเห็นวาสารผสมระหวางสารสกัดหยาบ CH2Cl2 (3.125 �g/mL) รวมกับยา oxacillin (8 
�g/mL), fraction 3 (1.94 �g/mL) รวมกับยา oxacillin (8 �g/mL) และ α-mangostin (1 �g/mL) รวมกับยา 
oxacillin (8 �g/mL)  ทําใหจํานวนเชื้อ ORSS   ลดลงจาก 5 x 105 CFU/mL เปน  103 CFU/mL ภายใน 6 
ช่ัวโมงจนกระท่ัง 24 ช่ัวโมง (Eumkeb et al., 2010) 
 ผลท่ีไดดังกลาวจะเปนหลักฐานยืนยันวาสารออกฤทธ์ิทางชีภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (สาร
สกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชรวมกับยา oxacillin  ทําใหเกิดการเสริมฤทธ์ิตาน 
เช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก อยางไรก็ตามผลที่ไดจาก killing curve 
สามารถใชยืนยันผลจาก checkerboard assay ท่ีบอกการเสริมฤทธ์ิระหวางสารสกัดจากเปลือกมังคุดและยา
ปฏิชีวนะ 
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รูป  3.13  The effect of  oxacillin combined with bioactive compounds from the  pericarp of GML extract 
on the  clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  DMST 27055.  The values plotted are the 
means of 3 observations, and the vertical bars indicate the standard errors of the  means   
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3.6 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) 
    การศึกษาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาสารผสมระหวางยา oxacillin  

และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดทําให ultrastructure ของเช้ือ S. saprophyticus ท่ี
ดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิกเกิดความเสียหาย (รูป 3.14-3.21)   
 

 
(a) 

 

 
(b) 

 
รูป 3.14  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b), control  (no antibacterial agent). x4,000, bar = 1 μm (a); 
x15,000, bar = 500 nm (b) 
 

รูป 3.14  แสดงลักษณะเซลลใน log phase ปกติของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin 
(ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก ผลปรากฏวาสามารถแยกผนงัเซลลและเยื่อหุมไซโตพลาสมิกไดชัดเจน 
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(a) 

 
(b) 

รูป 3.15  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant  S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b),  oxacillin (32 μg/mL). x4,000,  bar = 1 μm (a); x19,500, bar = 
200 nm (b) 
 

รูป 3.15 แสดงผลของยา oxacillin 32 μg/mL ตอเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยก
ทางคลินิกซ่ึงผลพบวายา oxacillin ไมมีฤทธ์ิตานเช้ือ ORSS  และขนาดของเซลลแบคทีเรียท่ีไดรับยามีขนาด
ลดลงเล็กนอย 
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(a) 

 
(b) 

รูป 3.16  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b), crude extract (6.25 μg/mL). x4,000,  bar = 1 μm (a); x29,000,  
bar = 200 nm (b) 
 
 รูป 3.16  แสดง micrograph  ของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ใน 
log phase หลังจากท่ีเช้ือไดรับสารสกัดหยาบจากเปลือกมังคุด 6.25 �g/mL พบวาขนาดของเซลลคอนขาง
เล็กกวาเซลลปกติและเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียดังกลาวไดรับความเสียหาย 
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(a) 

 
(b) 

 
รูป 3.17  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant  S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b),  Fr3 (2.50 μg/mL). x5,000,  bar = 1 μm (a); x15,000, bar = 500 
nm (b) 
 
 
 รูป 3.17  แสดง micrograph  ของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ใน 
log phase หลังจากไดรับ fraction 3 ของสารสกัดจากเปลือกมังคุดปริมาณ 2.50 �g/mL เซลลแบคทีเรียท่ี
ไดรับสารดังกลาวมีขนาดเล็กลงอยางเห็นไดชัดเม่ือเทียบกับเซลลควบคุม นอกจากนั้นเยื่อหุมเซลลและ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลไดรับความเสียหายเชนกัน 
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(a) 

 
(b) 

 
รูป 3.18  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b), α-mangostin (1.2 μg/mL). x9,900,  bar = 500 nm (a); x29,000,  
bar = 200 nm (b) 

 
รูป3.18 แสดง micrograph  ของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ใน 

log phase หลังจากไดรับ α-mangostin ปริมาณ 1.2 �g/mL ปรากฏวาเซลลแบคทีเรียดังกลาวสวนใหญมี
ขนาดเล็กลงกวาเซลลควบคุมอยางมากและมีรูปรางของเซลลเปลี่ยนแปลงไปรวมไปถึงเยื่อหุมเซลลไดรับ
ความเสียหาย 
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(a) 

 
(b) 

 
รูป 3.19  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b),  oxacillin (8 μg/mL) plus  crude extract (3.125 μg/mL). x4,000,   
 bar = 1 μm (a); x9,900, bar = 500 nm (b) 
 
 รูป 3.19 แสดงผลของสารผสมระหวางยา oxacillin 8 �g/mL และสารสกัดหยาบจากเปลือกมังคุด 
3.125 �g/mL ตอเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดือ้ตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ผลปรากฏวาเซลลดังกลาว
สวนใหญมีขนาดคอนขางเล็กกวาเซลลควบคุม รูปรางของบางเซลลท่ีไดรับสารผสมมีการบิดเบี้ยวและเยื่อ
หุมเซลลไดรับความเสียหาย 
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(a) 

 
(b) 

รูป 3.20  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b),  oxacillin (8 μg/mL) plus  Fr3 (1.938  μg/mL). x4,000, bar = 1 
μm (a);  x19,500, bar = 200 nm (b) 
 

รูป 3.20 แสดงผลของสารผสมระหวางยา oxacillin 8 �g/mL และสารสกัด fraction 3 จากเปลือก
มังคุด 1.938 �g/mL ตอเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินกิ ผลท่ีไดพบวาเซลล
แบคทีเรียท่ีไดรับสารดังกลาวสวนใหญมีลักษณะรูปรางบิดเบ้ียวและเยือ่หุมเซลลถูกทําลาย 
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(a) 

 
(b) 

รูป 3.21  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b), oxacillin (8 μg/mL) plus  α-mangostin (1 μg/mL). x5,000, bar 
= 1 μm  (a); x29,000, bar = 200 nm (b) 
 
 รูป 3.21  แสดงผลของสารผสมระหวางยา oxacillin 8 �g/mL และ α-mangostin จากสารสกัดจาก
เปลือกมังคุด 1 �g/mL ตอเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ขนาดของเซลล
ดังกลาวหลังไดรับสารผสมพบวามีขนาดเล็กกวาเซลลควบคุมอยางชัดเจน นอกจากนี้รูปรางของเซลลและ
เยื่อหุมเซลลไดรับความเสียหายอยางเห็นไดชัด 
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    ผลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Eumkeb et al. (2010) ท่ีพบวากลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนไดแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาสารผสมระหวาง galangin และยา ceftazidime ทําให
ultrastructure ของเช้ือ MRSA ไดรับความเสียหาย นอกจากนี้ผลดังกลาวยังสอดคลองกับการศึกษาของ 
Oonmetta-aree et al. (2006) ท่ีไดแสดงผลจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานอยางชัดเจนวาสาร
สกัดจากขา (galangal) ทําใหเยื่อหุมเซลลช้ันนอกและช้ันในของเช้ือ S. aureus ไดรับความเสียหาย  จากผลที่
ไดดังกลาวสามารถสรุปไดวายา oxacillin มีฤทธ์ิเพียงเล็กนอยในการตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา 
oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ขณะท่ีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีประสิทธิภาพ
สูงกวายา oxacillin ในการตานเช้ือ ORSS  ยิ่งไปกวานั้นสารผสมระหวางยา oxacillin และสารสกัดจาก
เปลือกมังคุดไดแสดงการออกฤทธ์ิเสริมกันอยางมากในการตานเช้ือ ORSS ซ่ึงไดแสดงในรูป 3.21 
 
3.7 การซึมผานเยื่อหุมเซลลชั้นนอก (Outer membrane permeability) 
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รูป  3.22  Permeabilization of clinical isolates of oxacillin-resistant   S. saprophyticus  by bioactive 
compounds from the pericarp of GML extract alone and in combination with oxacillin and lysis caused by  
 subsequent treatment with 300 μg/ml TTX-100. The bars represent the standard deviations of 3 replicates  
 
  รูป 3.22  แสดงการซึมผานเยื่อหุมเซลลช้ันนอกของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีได
แยกทางคลินิกหลังไดรับยา oxacillin, สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ท่ีความเขมขน 
32 μg/mL, 6.25 μg/mL, 2.50 μg/mL และ 1.2 μg/mL ตามลําดับ เม่ือใชเดี่ยวๆ และใชรวมกันระหวางยา 
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ผลจากการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (สารสกัด
หยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) และยา oxacillin สงผลใหเกิดการเปล่ียนการซึมผานเยื่อหุม
ช้ันนอกของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก เม่ือใชเดี่ยวๆ และใชรวมกันตาม
ความเขมขนท่ีกลาวไวขางตน  สําหรับ Triton X-100 ถูกนํามาใชเปน permeabilizing probe  ซ่ึงผลที่ไดจาก
การศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับการศึกษาท่ีผานมาซ่ึงพบวา D,L-1-Acetoxychavicol acetate ทําใหเยื่อหุม
ช้ันนอกของ S. aureus เสียหาย (Oonmetta-aree et al., 2006) นอกจากน้ันสารผสมระหวางสารสกัดจากขา 
กับยา amoxicillin และระหวาง luteolin กับ amoxicillin หรือระหวาง apigenin กับ ceftazidime ทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงการซึมผานเยื่อหุมช้ันนอกของเช้ือ E. coli ท่ีดื้อยา amoxicillin หรือเช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา 
ceftazidime ตามลําดับ (Eumkeb and Chukrathok, 2013; Eumkeb et al., 2012a; Eumkeb et al., 2012b) ผล
ดังกลาวช้ีใหเห็นวาการเปล่ียนแปลงการซึมผานเยื่อหุมชั้นนอกของเช้ือ ORSS เกิดจากท้ังสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดเม่ือใชเดี่ยวๆ หรือใชรวมกับยา oxacillin ซ่ึงกลไกนี้เปนหนึ่งกลไกที่
สําคัญจากหลายๆ กลไกการออกฤทธ์ิซ่ึงนําไปสูการตายของเซลล 

 
3.8 การซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิก (Cytoplasmic membrane (CM) permeability) 

การออกฤทธ์ิของ oxacillin และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดเม่ือใชเดี่ยวๆ 
หรือใชรวมกันตอการซึมผานของเยื่อไซโตพลาสมิกของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS) 
ท่ีไดแยกทางคลินิกไดทดสอบโดยใช cytoplasmic enzyme β-galactosidase   ผลการศึกษาพบวาไมมีการ
เพิ่มการทํางานของเอ็นไซม β-galactosidase ภายใน 0-3 ช่ัวโมงหลังไดรับสารตานแบคทีเรียเหลานั้นเดี่ยวๆ 
หรือรวมกัน ขณะท่ีพบการทํางานของเอ็นไซม β-galactosidase ในชวง 4-5 ช่ัวโมง ผลดังกลาวช้ีใหเห็นวา
สารตานแบคทีเรียท่ีนํามาศึกษานาจะสามารถเพิ่มการซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือ ORSS หลังจาก
ไดรับสาร4 ช่ัวโมง ในทํานองเดียวกันผลท่ีไดในการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับผลการศึกษาที่ผานมาท่ี D,L-
1-Acetoxychavicol acetate สงผลใหเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือ S. aureus ไดรับความเสียหายและทําให
เกิดฉีกขาดของเยื่อหุมไซโตพลาสมิกทําใหมีการปลอยสวนประกอบตางๆ ของเซลลรวมไปถึงกรดนิวคลีอิก
ซ่ึงสามารถวัดไดท่ี 260 นาโนเมตร (Oonmetta-aree et al., 2006) เชนเดียวกับสารผสมระหวาง luteolin กับ 
amoxicillin หรือ apigenin กับ ceftazidime ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงการซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของ
เช้ือ E. coli ท่ีดื้อยา amoxicillin หรือเช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา ceftazidime ตามลําดับ(Eumkeb and 
Chukrathok, 2013; Eumkeb et al., 2012b) ผลท่ีไดดังกลาวสามารถอธิบายไดวาเยื่อหุมไซโต พลาสมิกมี
คุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผานอยางมาก จะยอมใหโมเลกุลท่ีเฉพาะเจาะจงและชวยขับของเสียออกนอกเซลล 
โครงสรางท่ัวไปของเยื่อหุมชีวภาพเปน phospholipid bilayer โปรตีนหลักของเยื่อหุมเซลลโดยปกติแลวจะ
มีสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) อยูท่ีผิวดานนอกเพื่อใหสัมพันธกับสายกรดไขมันแบบไมมีข้ัว (non-polar 
amino acid chain) ของเยื่อหุมเซลล (Brock, 1997; Tropp, 1997) 
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  3.9  Electrophoresis 
ผลการทดสอบ SDS-PAGE ไดแสดงในรูป 3.23 

 
1  2            3     4    5     6    7    8   B  SA   std

 

250 kD 
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Figure 4.23  SDS-PAGE showing the bacterial membrane and peptidoglycan associated protein (BMPG) 
of  clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus DMST 27055 grown in the absence of drug 
(contron; lane 1), oxacillin 32 μg/mL (lane 2), α-mangostin 1.2 μg/mL (lane 3),  Fr3 2.50 μg/mL (lane 
4), crude extract 6.25 μg/mL (lane 5),  oxacillin 8 μg/mL plus α-mangostin 1 μg/mL (lane 6), oxacillin 
8 μg/mL  plus Fr3 1.94 μg/mL (lane 7), oxacillin 8 μg/mL plus crude  extract 3.125 μg/mL (lane 8), 
BSA; standard Bovine serum and std; molecular weight marker proteins (kDa) 
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  รูป 4.23 แสดงผลของ SDS-PAGE ซ่ึงไดแสดง BMPG ของ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin 
(ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก ท่ีไดเล้ียงในอาหารที่ไมมียา (ควบคุม ; เลน 1) และมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ของสารสกัดจากเปลือกมังคุดและยาปฏิชีวนะ ; ยา oxacillin เดี่ยวๆ 32 �g/mL (เลน 2), α-mangostin เดี่ยวๆ 
1.2  �g/mL (เลน 3) , fraction 3 เดี่ยวๆ  2.50 �g/mL (เลน 4), สารสกัดหยาบ เดี่ยวๆ 6.25 �g/mL (เลน 5), ยา
oxacillin 8 �g/mL ผสมกับ α-mangostin  1 �g/mL (เลน 6),  ยา oxacillin 8 �g/mL ผสมกับ fraction3 1.94 
�g/mL (เลน 7) และ ยา oxacillin 8 �g/mL ผสมกับสารสกัดหยาบ 3.125 �g/mL (เลน 8) สําหรับ Bovine 
serum albumin ถูกนําใชเปนโปรตีนมาตรฐาน และ  kDa เปนหนวยนํ้าหนักโมเลกุลของ marker protein 
 แถบ (bands)โปรตีนท่ีสัมพันธกับ BMPG ของเช้ือ ORSS หลังจากรักษาดวยสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดไดแสดงในรูป 3.23 ซ่ึงช้ีใหเห็นวาแถบของโปรตีนขาดหายท่ีนําหนัก
โมกุล 75, 100 และ 250 kDa ในเลนท่ี 2 ถึง 8 ของเซลลท่ีไดรับสาร เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (เลน 1)  
ในทางตรงขามแถบโปรตีนของเซลลท่ีไดรับสารตานแบคทีเรียมีความเขมมากวากวากลุมควบคุมท่ีน้ําหนัก
โมเลกุล 25 kDa  ท้ังนี้ผลท่ีไดดังกลาวสนับสนุนสมมุติฐานที่วาโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงของเซลลท่ี
ไดรับสารตานแบคทีเรียจะถูกยับยั้งการสังเคราะหหรือเกิดการฉีกขาดจึงทําใหพบโปรตีนท่ีมีน้ําหนัก
โมเลกุลเบา ดังนั้นสารสกัดจากเปลือกมังคุดสามารถรบกวนการสังเคราะหโปรตีนท่ีสัมพันธกับ BMPG  
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บทที่ 4 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

 
การวิเคราะหและอภิปรายผลการวิจัย 
           การเกิดข้ึนการด้ือยาหลายขนานของแบคทีเรียกอโรคไดมีจํานวนเพ่ิมมากข้ึน ดังนั้นการคนหายา
ปฏิชีวนะใหมๆ และวิธีการใหมๆ ในการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียดังกลาวจึงมีความจําเปนอยางเรงดวน 
การดื้อยาของเช้ือกลุม Staphylococcal ไดดื้อยาปฏิชีวนะกลุม β-lactam หลายขนาน เชน ยา methicillin ยา
oxacillin และยา flucloxacillin ซ่ึงพบหลังจากท่ีเร่ิมนํายาในกลุมนี้มาใชไมนานและอุบัติการณของเช้ือ S. 
aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin (MRSA) ไดเพิ่มมากข้ึนอยางตอเนื่อง (Bush, 2004) แหลงท่ีนาสนใจของการ
หายารักษาตัวใหม คือ ยาตานแบคทีเรียท่ีมาจากพืช เชน ขาซ่ึงไดถูกสกัดเอาสารออกฤทธ์ิท่ีช่ือวา galangin 
ซ่ึงมีการเสริมฤทธ์ิกับยา penicillin ในการยับยั้งเช้ือ MRSA  (Eumkeb et al., 2010)  สาร α-และγ-mangostin 
เปนสารกลุม xanthone และเปนสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหลักท่ีพบในเปลือกผลมังคุด สําหรับการออกฤทธ์ิ
ของ α-mangostin ไดมีการยืนยันวาสารดังกลาวมีฤทธ์ิตานจุลชีพตานเช้ือ MRSA และ Helicobacter pylori  
(Chomnawang et al., 2009; Iikubo et al., 2002; Iinuma et al., 1996) อยางไรก็ตามยังไมมีงานวิจัยใดศึกษา
การออกฤทธ์ิตานแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกมังคุดตานแบคทีเรียดื้อยา เชน เช้ือStaphylococcus 
saprophyticus (S. saprophyticus) เช้ือ Enterobacter cloacae (E. cloacae) และเช้ือ Escherichia coli (E. coli) 
การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อการตรวจสอบการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด 
(สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชเดี่ยวๆ และใชรวมกับยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแล
คแทมตานเช้ือแบคทีเรียดื้อยาเหลานั้น 
 ผลมังคุดท่ีเติบโตเต็มท่ี (Garcinia mangostna L.) ไดเก็บมาจากจังหวัดนครราชสีมา แลวนํามาสกัด
และการตรวจสอบเอกลักษณ สําหรับสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ถูกสกัดดวย
เคร่ือง Soxhlet  ขณะเดียวกัน HPLC chromatograms ของสารสกัดดังกลาวไดแสดงรูปแบบท่ีคลายกันและมี 
peak หลักของ α-mangostin  ท่ี retention time ประมาณ 5.33 นาที จากน้ันตรวจสอบเพื่อยืนยันสาร α-
mangostin  โดยใช NMR เปรียบเทียบกับการศึกษาที่ผาน นอกจากนั้นยังไดศึกษา bacterial suspension 
standard curve เพื่อนับจํานวนท่ีแทจริงของแบคทีเรีย  คา MIC ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3, α-
mangostin และ oxacillin ตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก มีคา 50, 
31, 8 และ 128 �g/mL ตามลําดับ แมวาคา MIC ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3, α-mangostin และยา 
ceftazidime ตานเช้ือท้ังสอง E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime และ เช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยาceftazidime มีคา
เทากันคือ > 10,000,> 10,000,> 1,024 และ> 1024 �g/mL ตามลําดับ ดังนั้นผลท่ีไดดังกลาวช้ีใหเห็นวาสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีประสิทธิภาพในการตานเช้ือ ORSS สูงกวายา oxacillin 
เดี่ยวๆ อีกท้ังยังช้ีใหเห็นวาเช้ือ E. coli และเช้ือ E. cloacae มีการดื้อตอยา ceftazidime และสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดสูง ผลการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับผลของ Iinuma et al. (1996) และ
Chomnawang et al. (2009) ท่ีพบวาสารสกัดดังกลาวสามารถยับยั้งเช้ือ MRSA, Staphylococcus epidermidis 
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 ผลของ checkerboard ไดแสดงใหเห็นวาคา MICs ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-
mangostin เม่ือผสมกับยา oxacillin ลดจาก 50, 31 และ 8 �g/mL เปน 6.25 (1/8 MIC), 3.875 (1/8 MIC) และ 
2 �g/mL (1/4) ตามลําดับ สําหรับยา oxacillin ลดจาก 128 �g/mL  เปน 16 �g/mL ในการตานเช้ือ ORSS 
ขณะท่ี FIC index ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ผสมกับยา oxacillin ตานเช้ือ 
ORSS มีคา 0.25, 0.138 และ 0.375 ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวามีการเสริมฤทธ์ิกัน อยางไรก็ตามผลที่ได
ดังกลาวสอดคลองกับผลการศึกษาท่ีผานมาท่ีพบการเสริมฤทธ์ิระหวาง α-mangostin ผสมกับยา gentamicin 
(GM) ตานเชื้อ Enterococci ท่ีดื้อตอยา vancomycin (VRE) และ α-mangostin ผสมกับ vancomycin 
hydrochloride (VCM) ตานเช้ือ MRSA (Sakagami et al., 2005)  ผลท่ีไดดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพสกัดจากเปลือกมังคุดไมเพียงแตมีฤทธ์ิตานเช้ือ ORSS แตยังมีความสามารถทําใหแบคทีเรียดื้อยา
กลายเปนไวตอยาปฏิชีวนะ (Eumkeb et al., 2010) 
 Killing curve ไดพิสูจนใหเห็นวาสารผสมระหวางสารสกัดหยาบ CH2Cl2 (3.125 �g/mL) กับยา 
oxacillin (8 �g/mL), fraction 3 (1.94 �g/mL) รวมกับยา oxacillin (8 �g/mL) และ α-mangostin (1 �g/mL) 
รวมกับยา oxacillin (8 �g/mL)  ทําใหจํานวนเชื้อ ORSS   ลดลงจาก 5 x 105 CFU/mL เปน  103 CFU/mL 
ภายใน 6 ช่ัวโมงจนกระท่ัง 24 ช่ัวโมง  ผลท่ีไดดังกลาวสามารถอนุมานไดวาสารผสมระหวางสารกัดจาก
เปลือกมังคุดกับยา oxacillin มีการออกฤทธ์ิเสริมกันตานเช้ือท่ีศึกษา อยางไรก็ตามผลที่ไดจาก killing curve 
สามารถใชยืนยันผลจาก checkerboard assay ท่ีบอกการเสริมฤทธ์ิระหวางสารสกัดจากเปลือกมังคุดและยา
ปฏิชีวนะ 
 นอกจากนั้นผลจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานไดแสดงใหเห็นการออกฤทธิ์ของสาร
ผสมระหวางยา oxacillin กับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด เชน α-mangostin ท่ี 
sub-MIC ตอเช้ือ ORSS แสดงใหเห็นขนาดของเซลลเล็กกวาเซลลควบคุมอยางชัดเจน  อีกท้ังยังพบวาเซลลมี
รูปรางบิดเบ้ียวและเยื่อหุมเซลลไดรับความเสียหาย ผลท่ีไดนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Eumkeb et al. 
(2010) ท่ีแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาสารผสมระหวาง galangin และยา ceftazidime ทําใหเกิดความเสียหาย
ตอ ultrastructure ของเซลล MRSA  ผลท่ีไดนี้สนับสนุนสมมุติฐานท่ีวาท้ังสารสกัดจากเปลือกมังคุดเดี่ยวๆ 
หรือผสมกับยา oxacillin อาจจะมีฤทธ์ิยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลซ่ึงนําไปสูรูปรางของเซลลผิดปกติและ
เยื่อหุมเซลลเสียหาย 
 ผลจากการทดสอบการซึมผานเยื่อหุมช้ันนอกแสดงใหเห็นวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัด
จากเปลือกมังคุด (สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชเดี่ยวๆหรือใชรวมกับยา 
oxacillin สงผลใหเกิดการซึมผานเยื่อหุมช้ันนอกของเช้ือ ORSS เพิ่มข้ึนชาๆ ผลท่ีไดดังกลาวสอดคลองกับ
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 ในทางเดียวกันผลการศึกษาการซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกพบวาไมมีการเพ่ิมการทํางานของ
เอ็นไซม β-galactosidase ภายใน 0-3 ช่ัวโมงหลังไดรับสารตานแบคทีเรียเหลานั้นเดี่ยวๆ หรือรวมกัน 
ขณะท่ีพบการทํางานของเอ็นไซม β-galactosidase ในชวง 4-5 ช่ัวโมง ผลดังกลาวช้ีใหเห็นวาสารตาน
แบคทีเรียท่ีนํามาศึกษาสามารถเพ่ิมการซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือ ORSS หลังจากไดรับสาร4 
ช่ัวโมง ซึงผลท่ีไดดังกลาวสอดคลองกับผลการศึกษาที่ผานมาท่ี D,L-1-Acetoxychavicol acetate สงผลให
เยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือ S. aureus ไดรับความเสียหายและทําใหเกิดฉีกขาดของเยื่อหุมไซโตพลาสมิก 
(Oonmetta-aree et al., 2006) ผลท่ีไดดังกลาวสามารถอธิบายไดวาเยื่อหุมไซโต พลาสมิกมีคุณสมบัติเปนเยื่อ
เลือกผานอยางมากจะยอมใหโมเลกุลท่ีเฉพาะเจาะจงและชวยขับของเสียออกนอกเซลล โครงสรางท่ัวไป
ของเยื่อหุมชีวภาพเปน phospholipid bilayer ซึงจะทําใหสารสกัดจากเปลือกมังคุดท่ีศึกษาเม่ือใชเดี่ยวๆ หรือ
ใชรวมกับยา oxacillin จะใชเวลานานในการทะลุผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือแบคทีเรียท่ีดื้อยานี้ 
 นอกจากนั้นผลจากการทดสอบดวย SDS-PAGE พบวามีการขาดหายของแถบของโปรตีนท่ีนําหนัก
โมกุล 75, 100 และ 250 kDa ในเลนท่ี 2 ถึง 8 ของเซลลท่ีไดรับสารสกัดจากเปลือกมังคุดเดี่ยวๆ หรือผสมกับ
ยา oxacillin ท่ีความเขมขน sub-MIC เปรียบเทียบกับเซลลควบคุม (เลน 1)  ขณะท่ีแถบโปรตีน BMPG ของ
เซลลท่ีไดรับสารตานแบคทีเรียพบแถบเขมมากวากวาเซลลควบคุมท่ีน้ําหนักโมเลกุล 25 kDa  ท้ังนี้ผลท่ีได
ดังกลาวสนับสนุนสมมุติฐานที่วาโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงของเซลลท่ีไดรับสารตานแบคทีเรียจะถูก
ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลสูงหรือเกิดการฉีกขาดจึงทําใหพบโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล
เบา ดังนั้นสารสกัดจากเปลือกมังคุดสามารถรบกวนการสังเคราะหโปรตีนท่ีสัมพันธกับ BMPG  
 ผลท่ีไดดังกลาวสามารถสรุปไดวายา oxacillin มีฤทธ์ิในการตานเช้ือ ORSS เพียงเล็กนอย ขณะท่ี
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีฤทธ์ิคอนขางสูงกวายา oxacillin เดี่ยวๆ ในการตาน
เช้ือ ORSS ยิ่งไปกวานั้นสารผสมระหวางยา oxacillin และสารสกัดจากเปลือกมังคุดโดยเฉพาะอยางยิ่ง α-
mangostin ซ่ึงมีฤทธ์ิเสริมกันอยางมากในการตานเช้ือ ORSS ดังนั้นผลจากการศึกษาคร้ังนี้สามารถเปน
หลักฐานยืนยันไดวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีการเสริมฤทธ์ิกับยา oxacillin 
ในการตานเช้ือ ORSS 
 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ  
           การออกฤทธ์ิของสารผสมระหวางสารสกัดจากเปลือกมังคุดกับยา oxacillin อาจมีกลไกการออก
ฤทธ์ิเกี่ยวของกับ 2 กลไก 1) ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนท่ีสัมพันธกับ BMPG 2) เพิ่มการซึมผานของเยื่อหุม
ช้ันนอกและเยื่อหุมไซโตพลาสมิก สําหรับสารสกัดจากเปลือกมังคุด เชน α-mangostin  มีความปลอดภัย
เพียงพอสําหรับการนําไปใชรักษา ดังนั้นสารสกัดดังกลาวควรที่จะไดรับการพัฒนาเสริมกับยา oxacillin เพื่อ
ตานเชื้อ ORSS ซ่ึงในปจจุบันเช้ือดังกลาวดื้อตอยากลุม penicillin เกือบทุกตัว อยางไรก็ตามผลท่ีไดจาก
การศึกษาในหลอดทดลองคร้ังนี้จะตองไดรับการทดสอบยืนยันในสัตวทดลองหรือในมนุษย 
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7เกรียงศักดิ์ เอ้ือมเก็บ พัฒนาสารสกัดจาก"ขา"แทนยาปฏิชีวนะสมัยใหม ยบัยั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีทําให
เกิดหนอง  หนังสือพิมพสยามรัฐ ประจําวนัศุกรท่ี 28 มกราคม 2548   

เกรียงศักดิ์ เอ้ือมเก็บ สารสกัด"ขา"สวนผสมยาปฏิชีวนะสูตรใหม ตานเช้ือหนองดือ้ยา  หนังสือพิมพ
โพสตทูเดย ประจําวนัอาทิตยท่ี 13 กุมภาพนัธ 2548 หนา B5.  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.manager.co.th/


 75

ประวัตินักวิจัย 
 
 

Name    Mrs. Sineewan   Phitaktim 
Date of Birth  March 19, 1974 
Place of Birth    Udonthani, Thailand 
Education 
1993-1997   B.Ed. (General Science), Udonthani Rajabhat Institute ,  
                                    Udonthani, Thailand  
1998-2001   M.Ed. (Science Education), Mahasarakham University,  
                                     Mahasarakham, Thailand  
 
Publication  
1. Eumkeb, G., Siriwong, S., Phitaktim, S., Rojtinnakorn, N., and Sakdarat, S. (2011). Synegistic 
activity and mode of action of flavonoids isolated from smaller galangal and amoxicillin 
combinations against amoxicillin-resistant Escherichia coli.  Journal of Applied Micobiology. 55-
64 : 112. 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=%E0%B8%AA%E0%B8%96%E0%B8%B2%E0%B8%9A%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%8A%E0%B8%A0%E0%B8%B1%E0%B8%8F%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B8%98%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B5&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CC4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.udru.ac.th%2F&ei=K-WcUcn5Gq6PiAfCm4D4Ag&usg=AFQjCNFrIHIikKk0ii8vwxPcpzzH5ARDjA

	
	FIC  index 

	
	Eumkeb, G. and  Richards R.M.E. (2004). Reversing (- Lactam Antibiotic Resistance in Gram- positive bacteria by Some Flavonoids. Suranaree J. Sci. Technol. 11:143-150.  
	ผลงานตีพิมพ์ทางหนังสือพิมพ์และสื่ออินเตอร์เนต  (บางส่วน)
	เกรียงศักดิ์ เอื้อมเก็บ พัฒนาสารสกัด"ข่า"สู่ยาปฏิชีวนะสูตรใหม่ ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ทำให้เกิดหนอง  สำนักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย วันที่ 14 มกราคม 2548
	เกรียงศักดิ์ เอื้อมเก็บ วิจัยพบ"ข่า"ยาปฏิชีวนะสูตรใหม่ ผู้จัดการออนไลน์ วันที่ 15 มกราคม 2548 เวลา 12:39 น. http://www.manager.co.th/ 
	เกรียงศักดิ์ เอื้อมเก็บ เร่งวิจัย"ข่า"เป็นยาปฏิชีวนะสูตรใหม่ ต้านเชื้อหนองดื้อยาหนังสือพิมพ์บ้านเมือง ประจำวันจันทร์ที่ 17 มกราคม 2548  
	เกรียงศักดิ์ เอื้อมเก็บ "ข่า"สยบเชื้อดื้อยา เล็งวิจัยสูตรใหม่ ผสมสารสมุนไพร หนังสือพิมพ์กรุงเทพธุรกิจ ประจำวันอังคารที่ 18 มกราคม 2548  
	เกรียงศักดิ์ เอื้อมเก็บ วิจัย"ข่า"ทำยาปราบเชื้อแบคทีเรียจอมดื้อ หนังสือพิมพ์ผู้จัดการรายวัน ประจำวันศุกร์ที่ 21 มกราคม 2548 หน้า 43.
	เกรียงศักดิ์ เอื้อมเก็บ พัฒนาสารสกัดจาก"ข่า"แทนยาปฏิชีวนะสมัยใหม่ ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ทำให้เกิดหนอง  หนังสือพิมพ์สยามรัฐ ประจำวันศุกร์ที่ 28 มกราคม 2548  




