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บทคัดย่อ 

เล็กตินเป็นสารประเภทโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนที�มีความจาํเพาะคลา้ยแอนติบอดีที�สามารถทาํให้

เกิดการจบักลุ่มของเซลล์ เป็นสารที�ไดจ้ากแหล่งผลิตที�ไม่เกี�ยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนั การศึกษาครั� งนี� เพื�อ

คดัเลือกให้ไดเ้ล็กตินจากเห็ดรับประทานไดท้ี�พบในประเทศไทยชนิดที�มีสมบติัการออกฤทธิ� ทางชีวภาพและ

สมบัติเพื�อการใช้ประโยชน์สาร ศึกษาวิธีการทําบริสุทธิ�  คุณลักษณะ และการปลูกผลึกสารเล็กตินจาก         

เห็ดรับประทานไดท้ี�คดัเลือก จากการตรวจหาสารเล็กตินที�สะสมในตวัอยา่งดอกเห็ดรับประทานไดท้ี�พบเจริญ

ตามธรรมชาติและเพาะเลี� ยงได้โดยทั�วไปจาํนวน 132 ตัวอย่าง ที�จดัอยู่ใน 17 สกุล คือ Amanita, Boletus, 

Boletellus, Gyroporus, Heimiella, Phylloporus, Strobilomyces, Tylopilus, Xerocomus, Cantharellus, Lentinus, 

Volvariella, Scytinopogon, Lactarius, Russula, Schizophyllum และ Termitomyces พบวา่สารสกดัหยาบของ   เล็ก

ตินจากเห็ดหลายชนิดโดยเฉพาะอย่างยิ�งเห็ดฟาง (Volvariella volvacea) เห็ดระโงก (Amanita sp.) และ    เห็ด

แครง (Schizophyllum commune) หลายสายพนัธ์ุ มีฤทธิ� ยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียและเชื�อราทดสอบหลาย

สายพนัธ์ุและตา้นเซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลล์มะเร็งปากมดลูกของคนที�เพาะเลี�ยงในหลอดทดลอง  สาร

สกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดขา้งตน้มีความเสถียรที�อุณหภูมิโดยเฉลี�ยในช่วง 50-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที และเสถียรต่อค่าความเป็นกรด-ด่างที� 6-10 ตลอดระยะเวลา 18 ชั�วโมงที�ทดสอบ  ในการทาํบริสุทธิ� สาร

เล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea และเห็ดระโงก Amanita sp. สายพนัธ์ุที�คดัเลือก สามารถตกตะกอนได้

ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตร้อยละ 90 และแยกได้โดย Anion exchange chromatography ด้วย DEAE-

Sepharose column จดัเป็น Monomeric lectin ที�มีนํ� าหนกัโมเลกุล 25 และ 30 กิโลดาลตนั ตามลาํดบั  ในขณะที�

สารเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum commune สายพนัธ์ุที�คดัเลือกเพื�อเปรียบเทียบ ตกตะกอนไดด้ว้ยเกลือ

แอมโมเนียมซลัเฟตร้อยละ 70 และแยกไดโ้ดยวิธี Affinity chromatography ดว้ย Mucin-Sepharose 4B column 

มีนํ� าหนกัโมเลกุล 29 และ 32 กิโลดาลตนั  สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดทั�ง 3 สายพนัธ์ุ เป็นสาร  ไกลโคโปรตีน  

สามารถปลูกผลึกสารเล็กตินจากเห็ดฟางและเห็ดแครง (ตวัอยา่งเปรียบเทียบ) ไดส้าํเร็จ  ส่วนเห็ดระโงกยงัตอ้ง

ศึกษาต่อไป  ผลึกเล็กตินของเห็ดฟางสายพนัธ์ุที�คดัเลือกมีลกัษณะเพลทที�ให้แบบแผนการกระจายรังสีเอกซ์ที�

มีการแจกแจงรายละเอียด 3 องัสตรอม ซึ� งเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาสารเล็กตินและโครงสร้างของสารในเชิง

ลึก  ผลการศึกษาแสดงถึงเห็ดรับประทานไดท้ี�พบในประเทศไทย เป็นแหล่งสําคญัของสารเล็กตินที�แตกต่าง

กนัตามสายพนัธ์ุและแหล่งที�เห็ดชนิดนั�นเจริญ และยงัแสดงสมบติัการออกฤทธิ� ทางชีวภาพแตกต่างกนั ทาํให้

สามารถประยุกตใ์ชส้ารเล็กตินไดใ้นดา้นเภสัชกรรม การแพทย ์และการวิจยัทางวิทยาศาสตร์ 

 

Lectins are proteins or glycoproteins of non-immune origin, and able to agglutinate cells. This 

study aimed to select lectins accumulated in fruiting bodies of edible mushrooms found in Thailand. 

The lectins having useful bioactive activity, were then purified, characterized, and crystallized. From 

the detection of lectins accumulated in fruiting bodies of edible mushroom naturally found and 
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cultivated, 132 specimens of mushrooms classified into 17 genera (Amanita, Boletus, Boletellus, 

Gyroporus, Heimiella, Phylloporus, Strobilomyces, Tylopilus, Xerocomus, Cantharellus, Lentinus, 

Volvariella, Scytinopogon, Lactarius, Russula, Schizophyllum, and Termitomyces) were collected. 

Crude lectin extracts from several mushroom specimens, particularly different strains of Volvariella 

volvacea, Amanita sp., and Schizophyllum commune, displayed inhibitory activity against bacterium and 

fungal test organisms, and cytotoxicity against two human cancer cell lines, human epidermoid 

carcinoma and human cervical carcinoma cells. The crude extracts from selected specimens of 

Volvariella volvacea, Amanita sp., and Schizophyllum commune were stable at 50-60ºC for 30 min, and 

at pH 6-10 for 18 h test. The efficient purification methods of the selected Volvariella volvacea and 

Amanita lectins were by 90% ammonium sulphate precipitation and anion exchange chromatography 

using DEAE-Sepharose column. The purified lectins were monomeric lectins having molecular weight 

of 25 and 30 kDa, respectively. Whereas, the selected Schizophyllum commune lectin performed as 

comparison, could be precipitated by 70% ammonium sulphate, then purified by affinity 

chromatography using Mucin-Sepharose 4B column. The purified Schizophyllum commune lectin had 

molecular weight of 29 and 32 kDa. All selected lectins were proven to be a glycoprotein. The plate-

like crystal of the selected straw mushroom, Volvariella volvacea, lectin was successfully grown. The 

crystal displayed an X-ray diffraction pattern diffracting to 3.0 Å resolution, which is very useful for 

further structural study of the lectin. Results from this study reveal that several species of edible 

mushrooms are the potential sources of lectins, which can exhibit different biological properties, and 

could be useful for pharmaceutical, medical and scientific research applications. 
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บทที� 1 

บทนํา 

1.1  ความสําคญัและที�มาของปัญหาการวจิยั  

สืบเนื�องมาจากผลการดาํเนินงานของโครงการวิจยัเรื�อง “เล็กตินของเชื�อรา” ที�คณะผูว้ิจยัได้

ดาํเนินการในช่วงปีงบประมาณ พ.ศ. 2546 และ 2547 ทาํใหเ้ห็นแนวทางการใชป้ระโยชน์สารเล็กติน 

(Lectins) จากเห็ดอยา่งกวา้งขวาง  เล็กตินเป็นสาร Proteins หรือ Glycoproteins หรือ Multivalent 

carbohydrate-binding proteins มีความจาํเพาะที�เรียกไดว้า่มี Antibody-like carbohydrate-binding 

specificity   และมีการใชป้ระโยชน์ทั�งทางเภสัชวิทยา  วิทยาภูมิคุม้กนั  การแพทย ์  และการเกษตร 

(Guillot and Konska, 1997; Mo et al., 2000; Oguri et al., 1996; Pemberton, 1994; Weis and Drickamer, 

1996)  แหล่งของเล็กตินที�มีการศึกษาและนาํมาใชป้ระโยชน์คือพืช  กรณีเห็ด (Mushrooms) เป็นทางเลือก

หนึ�งของแหล่งผลิตเล็กตินเพื�อให้ไดส้ารเล็กตินหรืออนุพนัธ์ชนิดใหม่ที�มีศกัยภาพสูง เห็ดยงัเป็นสิ�งมีชีวิต

ที�เจริญไดดี้ในสภาพร้อนชื�นและให้ผลผลิตไดเ้ร็วกวา่พืชมาก  เห็ดเป็นจุลินทรียใ์นกลุ่มเชื�อราหรือเห็ดรา 

(Fungi) มีการเจริญเป็นเส้นใย เมื�อถึงระยะการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศจะสร้างโครงสร้างที�มีรูปร่างเป็น

ดอกเห็ด (Fruiting body) มองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า ดอกเห็ดมีรูปร่างและสีแตกต่างกนั ซึ� งเกี�ยวขอ้งกบัการ

บ่งบอกถึงชนิดของเห็ดนั�น   เห็ดรวมถึงเห็ดป่า (Wild mushroom) หลายชนิดรับประทานไดต้ามภูมิปัญญา

ทอ้งถิ�น และจดัเป็นอาหารที�มีคุณค่าทางโภชนาการสูง (มีโปรตีน ไขมนั เกลือแร่ และวิตามิน ซึ� งมกัพบวา่

มีวติามินบี 1 และบี 2 มากกวา่วติามินชนิดอื�นๆ) เห็ดหลายชนิดมีสรรพคุณทางยา งานวิจยัจากประเทศจีน

และญี�ปุ่ นแสดงใหเ้ห็นชดัเจนวา่เห็ดมีประโยชน์ในการใชเ้ป็นยารักษาโรค มีผลในการป้องกนัและรักษา

โรคมะเร็ง  รักษาโรคที�เกิดจากไวรัส  โรคความดนัโลหิตสูง  โรคคอเลสเตอรอลในเลือดสูง และสามารถ

ช่วยป้องกนัการจบัตวักนัของเกล็ดเลือด (Wang et al., 1998; Yu et al., 1999) 

คณะผูว้ิจยัได้ศึกษาสารเล็กตินที�ผลิตจากเห็ดที�พบเจริญในพื�นที�ป่าธรรมชาติในประเทศไทย พบว่า

เล็กตินจากเห็ดเหล่านี� มีสมบติัหรือคุณลกัษณะทางเคมี (Chemical characteristics) ที�ค่อนขา้งหลากหลายคือมี

ทั� งแบบ Monomeric, Dimeric, Trimeric หรือแม้แต่ Tetrameric lectins ซึ� งมีนํ� าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 12 ถึง 

160 กิโลดาลตนั (kDa)  และมีนํ� าตาลเป็นส่วนประกอบ โดยส่วนคาร์โบไฮเดรตนี� เกี�ยวข้องกบัความจาํเพาะ 

(Specificity) ที�พบโดยส่วนใหญ่ไดแ้ก่ Galactose, Lactose และ N-Acetylgalactosamine   นอกจากนี� ยงัมีรายงาน

เกี�ยวกบัเล็กตินจากเชื�อราในกลุ่มเห็ดหลายชนิด มีสมบติัที�น่าสนใจคือเป็น Antitumor และ Cytotoxic activity 

ต่ อเซลล์ มะเร็ ง ได้แก่ เห็ ด Agaricus bisporus, Boletus satanas, Flammulina velutipes, Ganoderma lucidum, 

Grifola frondasa, Tricholoma mongolicum และ Volvariella volvacea ซึ� งสําคัญมากต่อการนําไปสู่การพัฒนา

และการออกแบบยา (Drug design) เพื�อใช้ในการรักษาและป้องกนัโรค โดยเฉพาะอย่างยิ�งโรคมะเร็ง (Guillot 

and Konska, 1997; Wang et al., 1998, Chumkhunthod et al., 2006) 
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อยา่งไรก็ตามขอ้มูลที�รวบรวมไดถ้า้ไม่รวมผลงานวิจยัของคณะผูว้ิจยัของโครงการนี�แลว้ มาจาก

การวิจยัเห็ดในต่างประเทศ โดยเฉพาะอยา่งยิ�ง ประเทศองักฤษ จีน และญี�ปุ่ น  ที�ยงัมีขอ้มูลดา้นการศึกษา

ทางชีวเคมีและโครงสร้างทางเคมีของสารเล็กตินนอ้ยมากเมื�อเทียบกบัที�มีการรายงานอยา่งกวา้งขวางใน

พืชที�ส่วนใหญ่เป็นพืชใบเลี�ยงคู่   จึงเป็นที�น่าสนใจที�จะศึกษาเล็กตินจากเชื�อราในกลุ่มเห็ด โดยเฉพาะอยา่ง

ยิ�งเห็ดที�รับประทานไดใ้นประเทศไทยอยา่งจริงจงั  จากที�มีรายงานความหลากหลาย (Diversity) ของเห็ด

ในประเทศไทย (เกษม สร้อยทอง, 2537; อนงค์ จนัทร์ศรีกุล, 2539; สุรีลกัษณ์ รอดทอง และคณะ, 2541, 

2542 และ 2543) แสดงให้เห็นว่าเห็ดที�พบในประเทศไทยมีความหลากหลายของชนิดมากซึ� งเป็นผล

โดยตรงจากสภาพภูมิอากาศและภูมิประเทศ ความหลากหลายของชนิดของเห็ดอาจมีผลต่อความ

หลากหลายของชนิดและ/หรืออนุพนัธ์ุของเล็กตินที�พบในเห็ดเหล่านั�น และน่าจะมีความเป็นไปไดสู้งที�จะ

พบสารเล็กติน/อนุพนัธ์ (Derivatives) ของเล็กตินชนิดใหม่ๆ เป็นประโยชน์ต่อมนุษย ์

การวิจยัในครั� งนี� จึงมีวตัถุประสงค์เพื�อศึกษาสารเล็กตินจากเห็ดรับประทานไดท้ี�พบในประเทศไทย

ชนิดที�มีขอ้มูลของสมบติัการออกฤทธิ� ทางชีวภาพและสมบติัเพื�อการใช้ประโยชน์สารเล็กติน เพื�อนาํไปสู่การ

ใช้ประโยชน์ทรัพยากรจุลินทรียอ์ย่างคุม้ค่าในอนาคตอนัใกล ้ อีกทั�งสามารถใช้ผลการวิจยัเพื�อให้ความรู้แก่

ประชาชนผูใ้ชป้ระโยชน์เห็ดที�รับประทานได ้

1.2  วัตถุประสงค์ของการวจิยั 

โครงการวจิยันี�มีวตัถุประสงค ์ดงันี�  

1) เพื�อคดัเลือกและให้ได้ชนิดของสารเล็กตินจากเห็ดรับประทานได้ที�พบในประเทศไทยชนิดที�มี

ขอ้มูลของสมบติัการออกฤทธิ� ทางชีวภาพ โดยเฉพาะอยา่งยิ�งความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย์

และความเป็นพิษกบัเซลลม์ะเร็งบางชนิดของคน  และสมบติัเพื�อการใชป้ระโยชน์สารอยา่งชดัเจน 

2) เพื�อศึกษาสมบติัทางชีวภาพ กายภาพ และคุณลกัษณะทางเคมีของสารเล็กตินที�คดัเลือก 

3) เพื�อให้ได้ขอ้มูลของกรรมวิธีการทาํบริสุทธิ� สาร โครงสร้างปฐมภูมิทางเคมี และกรรมวิธีการ

ตกผลึกโปรตีนของสารเล็กตินจากเห็ดชนิดที�คดัเลือก 

1.3  ขอบเขตของการวจิัย 

โครงการนี�ดาํเนินการภายใตค้วามร่วมมือของบุคลากรในสังกดัมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี และ

สถาบนัวิจยัแสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน) กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีเพื�อการใชป้ระโยชน์

จุลินทรียใ์นกลุ่มเห็ดราของประเทศไทย การดาํเนินงานเริ�มจากการคดัเลือกเห็ดรับประทานไดใ้ห้ไดส้องชนิด 

ที�ผลิตเล็กตินโดยอาศยัขอ้มูลที�ไดศ้ึกษาแล้วในโครงการเล็กตินของเชื�อรา (สุรีลกัษณ์ รอดทอง, 2551) และ

เก็บรวบรวม Fruiting body ของเห็ดจากแหล่งที�ได้มีการสํารวจแล้ว สกัด/แยกเล็กตินในลักษณะสารสกัด

หยาบ (Crude extract)  ทําบริสุทธิ� สารเล็กตินโดยวิธี  Chromatography   ศึกษาสมบัติทางชีวภาพและ

คุณลกัษณะของเล็กตินที�พบ เพื�อให้ทราบถึงความสําคญัในการนาํไปใช้ประโยชน์ของเล็กตินและอนุพนัธ์

ของเล็กตินที�พบและเพื�อคดัเลือกสารที�มีแนวโน้มในการใช้ประโยชน์ โดยศึกษาปฏิกิริยาการจบักลุ่มของ
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เซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตว ์ ฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย ์ ความเป็นพิษกบัเซลล์มะเร็งบางชนิด

ของคน (ได้รับความอนุเคราะห์ทดสอบสารจาก ดร. ผ่องพรรณ ศิริพงษ์ งานวิจยัสมุนไพร สถาบนัมะเร็ง

แห่งชาติ) ความเสถียรต่อความร้อนและความเป็นกรด-ด่าง (pH)  มวลโมเลกุล  ความจาํเพาะของสารต่อ

นํ� าตาล  คุณลกัษณะ Glycoprotein  โครงสร้างปฐมภูมิของเล็กติน  การทดสอบกรรมวิธีการปลูกผลึกเล็กติน 

และปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึก ทดสอบคุณภาพผลึกของเล็กตินโดยเทคนิคการเลี� ยวเบนรังสีเอกซ์      

(X-Ray diffraction) ซึ� งเป็นประโยชน์ในการศึกษาโครงสร้างของโปรตีนเล็กตินระดับทุติยภูมิ   สรุป

ผลการวิจยัและเผยแพร่ผลงานวิจยัในวงการวิชาการและประชาชนผูใ้ชป้ระโยชน ์

1.4  ประโยชน์ที�ได้รับจากการวิจัย 

ประโยชน์ที�ไดรั้บจากการวจิยั มีดงันี�  

1) สารเล็กตินจากเห็ดรับประทานไดท้ี�พบในประเทศไทยและมีสมบติัโดยเฉพาะอยา่งยิ�งสมบติั

การออกฤทธิ� ทางชีวภาพของสารเล็กติน ดา้นความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียแ์ละความ

เป็นพิษกบัเซลล์มะเร็งของคน และสมบติัทางเคมีและกายภาพที�แตกต่างจากที�มีรายงานการศึกษาและมี

แนวโน้มในการใช้ประโยชน์ทางดา้นการศึกษาและวิจยั ดา้นการแพทยแ์ละเภสัชกรรม  แตกต่างจากสาร

เล็กตินชนิดที�ผลิตจากสิ�งมีชีวิตชั�นสูงเช่นพืชซึ� งเป็นแหล่งผลิตเล็กตินที�สาํคญั อีกทั�งเห็ดยงัเจริญไดร้วดเร็ว

กวา่พืชมาก จึงมีโอกาสที�จะผลิตสารในปริมาณมากในระยะเวลาสั�นได ้

2) กรรมวิธีการทาํบริสุทธิ� สารโปรตีนเล็กตินจากเห็ดรับประทานได้ชนิดที�คดัเลือก ขอ้มูลของ

โครงสร้างปฐมภูมิทางเคมีและกรรมวิธีการตกผลึกโปรตีนของสารเล็กตินจากเห็ดชนิดที�คดัเลือกนั�น เป็น

พื�นฐานของการพฒันาต่อยอดเพื�อใชป้ระโยชน์จริงของสารสกดัเล็กตินที�พบในเห็ดที�รับประทานไดช้นิด

ที�ศึกษา  

3) ผลสาํเร็จในการศึกษาเพื�อหาแนวทางการใชท้รัพยากรจุลินทรียใ์นกลุ่มเห็ดราของประเทศไทย

ใหเ้ป็นประโยชน์ทางเศรษฐกิจยิ�งขึ�น 

4) ผลงานวิจยัที�เผยแพร่แก่สาธารณชน สถาบนัการศึกษาสามารถใช้ผลการวิจยันี� ในด้านการเรียน

การสอน เป็นองคค์วามรู้ในการวิจยัต่อเนื�อง และเป็นการบริการความรู้แก่ประชาชนเกี�ยวกบัสารเล็กตินที�มี

ฤทธิ� ทางชีวภาพและลกัษณะเฉพาะของเล็กตินนั�นที�สะสมในดอกเห็ดรับประทานไดท้ี�พบในประเทศไทย 

1.5  ทฤษฎีและกรอบแนวความคดิของโครงการวิจัย 

เล็กติน (Lectins) ซึ� งเป็นสารประเภท Proteins หรือ Glycoproteins หรือ Multivalent carbohydrate-

binding proteins ที�มีความจาํเพาะที�เรียกได้ว่ามี Antibody-like carbohydrate-binding specificity ที�สามารถทาํ

ให้เกิดการเกาะกลุ่มของเซลล์ (Cell agglutination) และการตกตะกอน (Precipitation) ของ Glycoconjugated 

lectins และมีการใช้ประโยชน์ทั� งทางเภสัชวิทยา วิทยาภูมิคุ ้มกัน การแพทย ์และ การเกษตร (Guillot and 

Konska, 1997; Mo et al., 2000; Oguri et al., 1996; Pemberton, 1994; Weis and Drickamer, 1996) เล็ ก ติ น ที�

เป็นที�รู้จกัโดยส่วนใหญ่ไดจ้ากพืช  เชื�อราในกลุ่มเห็ดเป็นสิ�งมีชีวิตอีกกลุ่มหนึ�งที�มีแนวโนม้สูงในการใชเ้ป็น
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แหล่งผลิตสารเล็กติน ตามที�มีรายงานมีการศึกษาในเบื�องต้นถึงสมบติัของเล็กตินจากเห็ดหลายชนิดไดแ้ก่ 

Agaricus spp., Amanita pantherina, Boletus satanas, Coprinus cinereus, Ganoderma lucidum, Flammulina 

velutipes, Grifola frondasa, Hericium erinaceum, Ischnoderma resinosum, Lactarius deterrimus, Lactiporus 

sulphureus, Tricholoma mongolicum และ Volvariella volvacea ซึ� งมีทั�งเห็ดที�มีการเพาะเลี�ยงและพบการเจริญ

ได้ในสภาพธรรมชาติ  คณะผูว้ิจ ัยได้ศึกษาสารเล็กตินที�ผลิตจากเห็ดที�พบเจริญในพื�นที�ป่าธรรมชาติใน

ประเทศไทย พบวา่เล็กตินจากเห็ดเหล่านี� มีสมบติัหรือคุณลกัษณะทางเคมีที�ค่อนขา้งหลากหลาย (สุรีลกัษณ์ 

รอดทอง, 2551; Chumkhunthod et al., 2006) และมีคาร์โบไฮเดรตที�เกี�ยวขอ้งกบัความจาํเพาะที�เอื�ออาํนวยต่อ

การใช้ประโยชน์  นอกจากนี� ยงัมีรายงานว่าเล็กตินจากเห็ด Agaricus bisporus, Boletus satanas, Flammulina 

velutipes, Ganoderma lucidum, Grifola frondasa, Tricholoma mongolicum  แ ล ะ  Volvariella volvacea มี

สมบติัที�น่าสนใจคือเป็น Antitumor และ Cytotoxic activity ต่อเซลล์มะเร็ง ซึ� งสําคญัมากต่อการนาํไปสู่การ

พัฒนาและการออกแบบยา (Drug design) เพื�อใช้ในการรักษาและป้องกันโรคต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ�ง

โรคมะเร็ง (Guillot and Konska, 1997; Wang et al., 1998, Chumkhunthod et al., 2006) 

ปัจจุบนังานวิจยัที�ศึกษาเล็กตินจากเห็ดยงัไม่เป็นที�แพร่หลายทั�งในต่างประเทศและในประเทศไทย 

และมีข้อมูลด้านการศึกษาทางชีวเคมีและโครงสร้างของเล็กตินน้อยมากเมื�อเทียบกบัที�มีการรายงานอย่าง

กวา้งขวางเกี�ยวกบัเล็กตินจากสัตวแ์ละพืชโดยเฉพาะอยา่งยิ�งพืชใบเลี�ยงคู่  และเนื�องจากเชื�อราในกลุ่มเห็ดที�

พบในประเทศไทยมีความหลากหลายทางชีวภาพสูงซึ� งเป็นผลโดยตรงจากสภาพภูมิอากาศและภูมิประเทศ 

(เกษม สร้อยทอง, 2537; อนงค์ จนัทร์ศรีกุล, 2539; สุรีลกัษณ์ รอดทอง และคณะ, 2541, 2542 และ 2543)  ทาํ

ให้เป็นที�น่าสนใจวา่ ความหลากหลายของเห็ดอาจมีผลต่อความหลากหลายของชนิดและ/หรืออนุพนัธ์ุของ

เล็กตินที�พบในเห็ดเหล่านั�น และมีความเป็นไปได้สูงที�จะพบเล็กติน/อนุพนัธ์ของเล็กตินชนิดใหม่ๆ ที�มี

ประโยชน์ต่อมนุษย ์ จึงเป็นผลดีต่อการศึกษา คน้ควา้ และวิจยัเกี�ยวกบัเล็กตินจากเห็ดที�พบในประเทศไทย 

ซึ� งเล็กตินที�พบอาจมีสมบติัและประโยชน์ที�แตกต่างจากที�มีรายงาน และมีประโยชน์โดยเฉพาะอย่างยิ�งการ

รักษาโรคมะเร็ง   ปัจจุบนัโรคมะเร็งนบัเป็นโรคที�เป็นปัญหาสาธารณสุขที�สาํคญัทั�งของประเทศไทยและของ

โลก   โรคมะเร็งเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตอนัดับหนึ� งของประเทศไทย ถ้าไม่นับการเสียชีวิตเนื�องจาก

อุบัติเหตุ และมีจาํนวนผู ้ป่วยด้วยโรคมะเร็งเพิ�มขึ� นทุกปี (Wibulpolprasert, 2002)   การรักษาให้หายจาก

โรคมะเร็ง สามารถทาํไดโ้ดยการฉายรังสี (และตอ้งไดรั้บการรักษาเสริม ไดแ้ก่ การให้ยาเคมีบาํบดั)  หรือการ

ผา่ตดั (และตอ้งไดรั้บการรักษาเสริม ไดแ้ก่ การให้ยาเคมีบาํบดัและการฉายรังสี) เป็นตน้  เนื�องจากมะเร็งเป็น

กลุ่มโรคที�มีความหลากหลายที�สาเหตุ  ตาํแหน่งของโรค  ขนาดของการกระจายตวั  ตลอดจนอตัราการเจริญ

ของเซลล์มะเร็ง  จึงเป็นการยากที�จะหายาที�สามารถตา้นมะเร็งไดทุ้กชนิด  จากปัญหาและขอ้จาํกดัดงักล่าว 

ในการรักษาเสริมดว้ยยาเคมีบาํบดันั�นยงัมีความตอ้งการหาสารใหม่ที�มีประสิทธิภาพมากขึ�นและที�สําคญัควร

มีผลขา้งเคียงตํ�ากวา่ยารักษามะเร็งที�ใชใ้นปัจจุบนั 

เห็ดจึงเป็นทางเลือกที�สําคญัของแหล่งผลิตสารเล็กติน ซึ� งเมื�อเปรียบเทียบกบัพืช เห็ดสามารถเจริญ

และผลิตสารไดเ้ร็วกว่าพืชมาก   โครงการวิจยันี� จึงเน้นการศึกษาเพื�อคดัเลือกและให้ไดช้นิดของสารเล็กติน

จากเห็ดรับประทานได้ ที�พบในประเทศไทย ชนิดที�มีข้อมูลของสมบัติการออกฤทธิ� ทางชีวภาพ ทั� ง
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ความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียแ์ละความเป็นพิษกบัเซลล์มะเร็งของคน และสมบติัทางเคมี

และกายภาพเพื�อการใช้ประโยชน์สารอย่างชัดเจน  พร้อมทั�งศึกษากรรมวิธีการทาํบริสุทธิ� สาร กรรมวิธีการ

ตกผลึกโปรตีน และโครงสร้างทางเคมีเบื�องตน้ของสารเล็กตินที�คดัเลือก 

1.6  ผลงานวจิัยที�เกี�ยวข้อง 

เล็กติน (Lectins) เป็นสาร Proteins หรือ Glycoproteins หรือ Multivalent carbohydrate-binding 

proteins มีนํ�าตาลเป็นส่วนประกอบ 0-18% โดยส่วนที�เป็นคาร์โบไฮเดรตนี� เกี�ยวขอ้งกบัความจาํเพาะ 

(Specificity) ซึ� งเป็นความจาํเพาะที�เรียกไดว้า่มี Antibody-like carbohydrate binding specificity  ที�สามารถทาํ

ให้เกิดการจบักลุ่มของเซลล ์ (Cell agglutination) และการตกตะกอน (Precipitation) ของ Glycoconjugated 

lectins (Guillot and Konska, 1997; Mo et al., 2000; Oguri et al., 1996; Pemberton, 1994; Weis and 

Drickamer, 1996) เล็กตินเป็นสารที�สามารถพบไดท้ั�วไปในสิ�งมีชีวิตหลายชนิด ไดแ้ก่ ไวรัส แบคทีเรีย เชื�อรา 

(เห็ดรา) พืช และสัตว ์ (Mo et al., 2000; Reynolds et al., 2000)  และใชป้ระโยชน์ทั�งทางเภสัชวิทยา วิทยา

ภูมิคุม้กนั การแพทย ์และการเกษตร  ปัจจุบนัเล็กตินจดัเป็นสารชีวภาพที�มีความตอ้งการในการใชป้ระโยชน์

มากขึ�น  พืชเป็นแหล่งของเล็กตินที�มีการศึกษาและนาํมาใชป้ระโยชน์ และมีการศึกษาสารเล็กตินจากสัตว ์

รวมทั�งมีรายงานการพบสารกลุ่มเล็กตินในจุลินทรียบ์างชนิดในกลุ่มแบคทีเรีย เชื�อรา และไวรัส  แต่ยงัไม่มี

การศึกษามากเมื�อเปรียบเทียบกบัการศึกษาในพืชและสัตว ์

1.6.1  แหล่งของเลก็ติน 

ดงักล่าวขา้งตน้ พืช สัตว ์และจุลินทรียเ์ป็นแหล่งของเล็กตินที�มีการศึกษาและนาํมาใชป้ระโยชน์ 

เล็กตินจากพืชส่วนใหญ่อยูใ่นรูปโปรตีนสะสม (Storage protein) มีบทบาทในการป้องกนัแมลง หรือเชื�อรา

ที�มาทาํลายตน้พืชหรือเมล็ดพืช  เล็กตินในพืชตระกูลถั�วบางชนิด มีประโยชน์ต่อการอยูร่่วมกนัแบบ 

symbiosis ระหวา่งพืชตระกูลถั�วกบัแบคทีเรียที�ตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ (Nitrogen-fixing bacteria)   ใน

สัตวเ์ลือดอุ่น N-Acetylglucosamine-specific lectins จาก Macrophage มีความสามารถจบัและทาํให้เกิด 

Phagocytosis ของจุลินทรียแ์ปลกปลอมที�บุกรุกเขา้ร่างกาย  -Galactoside-specific lectins จากสัตวม์ีบทบาท

ในการควบคุม differentiation และการสร้างอวยัวะต่างๆ   นอกจากนี� เล็กตินยงัมีบทบาทในการเคลื�อนยา้ย 

(migration) ของ Lymphocytes ในเส้นเลือดไปสู่ Lymphoid organ และบทบาทใน metastasis ของเซลลม์ะเร็ง 

(Reynolds et al., 2000; Wang et al., 1998) 

Ricin เป็นเล็กตินชนิดแรกที�พบเป็นโปรตีนที�ไดจ้ากพืช Castor bean (Ricinus communis) และ

Concanavalin A เป็นเล็กตินที�เป็นที�รู้จกักนัดี ไดจ้ากพืชตระกูลถั�ว Jack bean เล็กตินจากพืชตระกูลถั�ว

เหล่านี� โดยปกติประกอบดว้ย Carbohydrate-binding site จาํนวน 1 ตาํแหน่ง หรือมากกวา่ ที�เรียกวา่ 

Carbohydrate recognition domains (CRD) (Rini, 1995; Lindhorst, 2000) 

เล็กตินอาจจะทาํปฏิกิริยากบัคาร์โบไฮเดรตดว้ยพนัธะไฮโดรเจนหรือ metal coordination, Van 

der Waals หรือ hydrophobic interactions (Weis and Drickamer, 1996; Elgavish and Shaanan, 1997) 
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โดยทั�วไปกลุ่ม Hydroxyl บนโมเลกุลนํ�าตาลสามารถเป็นทั�งตวัใหแ้ละตวัรับร่วมกบัพนัธะไฮโดรเจน 

(Elgavish and Shaanan, 1997) สมบติัหลกัของเล็กตินที�ใชอ้ยา่งกวา้งขวางนั�นคือ เพื�อการตรวจหาสารและ

แสดงคุณลกัษณะของกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง (hemagglutination activity) (Lis and 

Sharon, 1998; Pusztai, 1991) อยา่งไรก็ตาม เล็กตินหลายๆ ชนิด มีตาํแหน่ง Binding site เพียง 1 ตาํแหน่ง

เท่านั�นที�มีความจาํเพาะต่อนํ�าตาล ดงันั�นเล็กตินเหล่านี� จึงไม่สามารถเกิดการจบักลุ่มของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง

ได ้(Peumans and Van Damme, 1995; Sharon and Lis, 1989) 

โดยภาพรวมของโครงสร้างของเล็กตินจากพืชแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ชนิดหลกั คือ Merolectins, 

Hololectins, และ Chimerolectins (Peumans and Van Damme, 1995) Merolectins เป็นโปรตีนที�มีขนาด

โมเลกุลเล็กมีลกัษณะเป็น Single polypeptide และประกอบดว้ย Domain ซึ� งมีกลุ่ม Carbohydrate-binding 

site เพียง 1 ตาํแหน่ง มีประจุ monovalent และไม่สามารถตกตะกอน Glycoconjugates หรือการจบักลุ่ม

ของเซลลไ์ด ้ ตวัอยา่งของเล็กตินในกลุ่มนี�  เช่น Monomeric proteins ที�เป็น Man-binding lectins 

(Mannose-binding proteins) จากกลว้ยไม ้(Pusztai, 1991) 

Hololectins มีรูปแบบโครงสร้างคลา้ยกบั Merolectins แต่ประกอบดว้ย Domain ของ 

Carbohydrate-binding site ที�เหมือนกนั 2 ตาํแหน่งหรือมากกวา่ เป็นเล็กตินชนิดที�เป็นที�รู้จกักนัส่วนใหญ่ 

(Peumans and Van Damme, 1995) เนื�องจากมี Binding site หลายตาํแหน่งจึงสามารถเกิดการจบักลุ่มของ

เซลล์หรือตกตะกอน Glycoconjugates ได ้ และไดชื้�อวา่เป็น Hemagglutinins (Sharon and Lis, 1989; 

Pusztai, 1991) 

พืชตระกลูถั�วและพืชใบเลี�ยงเดี�ยวเป็นแหล่งหลกัของเล็กตินจากพืช ที�มีการศึกษาอยา่งกวา้งขวาง 

(Wood et al., 1999)  เล็กตินจากพืชวงศถ์ั�ว (Legume lectins) เป็นตวัแทนเล็กตินจากพืชที�มีการศึกษามาก

ที�สุด แยกไดจ้ากเมล็ด ลาํตน้ และเปลือกของลาํตน้ (bark) (Imberty et al., 2000)  เล็กตินจากพืชที�รู้จกักนั

ดีที�สุด คือ Phytohemagglutinin (PHA) จาก Red kidney bean, Soybean (SBA), Jackbean (Concanavalin 

A), Peanut (PNA), และ Pea (PSL) (Lis and Sharon, 1998) 

Monocot mannose-binding lectins เป็นสารที�มีรายงานการพบครั� งแรกใน Snowdrop (Galanthus 

nivalis) (Van Damme et al., 1997b) ต่อมามีการสกดัและศึกษาลกัษณะเฉพาะในเชิงลึกของเล็กตินจากพืช

ใบเลี�ยงเดี�ยวหลายวงศ ์ ไดแ้ก่ Alliaceae, Amaryllidaceae, Araceae, Bromeliaceae, Iridaceae, Liliaceae 

และ Orchidaceae (Wright et al., 1999b; Wood et al., 1999) ตวัอยา่งเช่น เล็กตินจาก Narcissus 

pseudonarcissus (Daffodil) และ Scilla campanulata (Bluebell) (Sauerborn et al., 1999; Wood et al., 

1999) 

เล็กตินจากสัตวพ์บไดใ้นสัตวม์ีกระดูกสันหลงัหลายชนิดรวมถึงสัตวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนม และพบใน

สัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั เช่น หอยทาก ปู และหอยกาบคู่ (Miarons and Fresno, 2000; Dodd and 

Drickamer, 2001) เล็กตินจากสัตวแ์บ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ C-type lectins และ S-type lectins (Frits 

and Gary, 2000) C-type lectins เป็น Calcium-dependent lectins เป็นกลุ่มเล็กตินจากสัตวท์ี�พบมากที�สุด 

เล็กตินกลุ่มนี�มี Carbohydrate-binding activity ที�ขึ�นอยูก่บั Ca2+ และการทาํงานของ Carbohydrate 
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recognition domains (CRD) เป็นคุณลกัษณะเฉพาะของโครงสร้างของเล็กติน (Dodd and Drickamer, 

2001)  C-type lectins ยงัประกอบดว้ย 2 classes หลกั คือ Selectins และ Collectins ซึ� ง Selectins เป็น 

Transmembrane C-type lectins ที�เป็นที�รู้กนัวา่เป็นกลุ่มของ Cell adhesion molecules สาํหรับ Collectins 

เป็น Oligomeric C-type animal lectins ประกอบดว้ย 3 ชนิดหลกัคือ Serum lectins (Mannose-binding 

protein (MBP), Conglutinin และ Collectin-43 (CL-43) กบั Pulmonary surfactant proteins (SP-A และ 

SP-D) (Matsushita et al., 1996) 

S-type lectins เป็นเล็กตินที�ละลายไดแ้ละม ี -Galactose specific binding proteins ที�เรียกกนั

ทั�วไปวา่ Galectins (Frits and Gary, 2000; Gitt et al., 1995) พบไดท้ั�งในสัตวม์ีกระดูกสันหลงัและสัตวไ์ม่

มีกระดูกสันหลงั ไดแ้ก่ พยาธิตวักลม แมลง ฟองนํ�า เล็กตินกลุ่มอื�นจากสัตวไ์ดแ้ก่ Annexins ประกอบดว้ย

กลุ่มของ Calcium และ Phospholipid-binding proteins มีรายงานวา่พบในพืชดว้ย (Kojima et al., 1996) 

Annexins สามารถจบักบั Phosphatidylinositol ที�พบมากในชั�นในของ Plasma membrane ยงัมีเล็กตินจาก

สัตวอี์กบางชนิดที�เป็นที�รู้จกั ไดแ้ก่ Calnexin และ Calreticulin พบใน Endoplasmic reticulum ทาํหนา้ที�

เป็น Chaperones ในการควบคุมการสังเคราะห์ Glycoproteins ใน Secretory pathway (Hauri et al., 2000; 

Dodd and Drickamer, 2001) 

จุลินทรียท์ี�มีรายงานการสร้างเล็กตินไดแ้ก่ ไวรัสบางชนิดเช่น Influenza A พบวา่มี Surface 

proteins 2 ชนิด คือ Hemagglutinin (HA) และ Neuraminidase (NA)  HA protein เป็น Trimeric type I 

membrane protein ซึ� งเป็น Sialyloligosaccharide-binding protein (Hughes et al., 2001) Lis and Sharon 

(1998) ระบวุา่ Murine polyoma virus ซึ� งเป็น Non-enveloped symmetrical particle มีสารพนัธุกรรมเป็น 

circular double-stranded DNA เป็นอีกแหล่งหนึ�งของเล็กตินจากไวรัส มีโครงสร้างที�ห่อหุม้ Virion 

ประกอบดว้ย 360 copies ของ Viral protein (VP1) เรียงกนัแบบ pentamers แต่ละหน่วยของโปรตีนมี 2 

Antiparallel  sheets คลา้ยกบัการมว้นพบัของโครงสร้างเล็กติน (lectin fold)  

แบคทีเรียเป็นจุลินทรียอี์กกลุ่มที�สร้างสารประเภทเล็กตินไดแ้ก่ Eschericia coli, Streptococcus 

sobrinus, Streptococcus cricetus และ Pseudomonas aeruginosa (Sharon and Lis, 1989)   Streptococcus 

sobrinus และ Streptococcus cricetus มี Glucan-binding lectins ที�อยูร่่วมกบั Cell surface ในปริมาณที�

เทียบเท่ากบัที�ปล่อยออกมานอกเซลล ์ซึ� งตรวจพบไดใ้นอาหารเลี�ยงเชื�อ (Wu et al., 1995) 

เห็ดราหรือเชื�อรา (Fungi) เป็นจุลินทรียก์ลุ่มสําคญัที�ไดรั้บความสนใจในการศึกษาถึงความสามารถ

ในการผลิตสารเล็กติน โดยเฉพาะอยา่งยิ�งเห็ด (Mushrooms) ซึ� งเป็นเชื�อราชั�นสูงที�มีขนาดใหญ่ (Macro-fungi) 

เนื�องจากมองเห็นโครงสร้างในระยะหนึ�งของวงจรชีวิตไดด้ว้ยตาเปล่า เห็ดหลายชนิดรับประทานได ้ จดัเป็น

อาหารที�มีคุณค่าทางโภชนาการสูง (มีโปรตีน ไขมนั เกลือแร่ และวิตามิน ซึ� งมกัพบวา่มีวิตามินบี 1 และบี 2 

มากกวา่วิตามินชนิดอื�นๆ) เห็ดหลายชนิดมีสรรพคุณทางยา งานวิจยัจากประเทศจีนและญี�ปุ่ นแสดงให้เห็น

ชดัเจนวา่เห็ดมีประโยชน์ในการใชเ้ป็นยารักษาโรค มีผลในการป้องกนัและรักษาโรคมะเร็ง รักษาโรคที�เกิด

จากไวรัส โรคความดนัโลหิตสูง โรคคอเลสเตอรอลในเลือดสูง และสามารถช่วยป้องกนัการจบัตวักนัของ

เกล็ดเลือด (Wang et al., 1998b; Yu et al., 1999) เล็กตินพบในเห็ดหลายสกุลในวงศ ์ Hygrophoraceae 
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และ Strophariaceae ไดแ้ก่ Amanita, Mycena, Oudemansiella และ Agrocybe เป็นตน้ สารเล็กตินที�พบนี�

อาจมีสมบติัทาํให้เกิดการแตกของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) ที�เรียกไดว้า่เป็นสาร Hemolysin  เห็ดบาง

ชนิดสามารถผลิตเล็กตินไดห้ลายอนุพนัธ์ (Derivatives) ที�มีสมบติัใกลเ้คียงกนัมาก อาจแตกต่างกนัเพียง 

Isoelectic point จึงเรียกวา่เป็น Isolectins หรืออาจมีนํ�าหนกัโมเลกุลที�แตกต่างกนั เช่น Lectin PCL-a, 

PCL-b และ PCL-c จากเห็ด Pleurotus cornucopiae นอกจากนี�  Lectin derivatives ที�สกดัไดจ้ากเห็ดชนิด

เดียวกนัอาจแสดงสมบติัที�แตกต่างกนั เช่น  เล็กตินที�แยกไดจ้าก Laccaria amethystea เรียกวา่ Lectin LAF 

สามารถจบักบั L-Fucose ขณะที� Lectin LAL ยบัย ั�งไดโ้ดย Lactose เล็กตินทั�งสองชนิดมีความสัมพนัธ์กนั

ดา้นโครงสร้างแมว้า่มีความจาํเพาะที�ต่างกนั (Guillot and Konska, 1997)  

1.6.2  สารเล็กตินจากเห็ดรา 

ดงักล่าวในขา้งตน้ เห็ดจดัเป็นจุลินทรียก์ลุ่มสําคญัที�ได้รับความสนใจศึกษาถึงความสามารถใน

การผลิตสารเล็กติน เล็กตินที�พบมีทั�งที�สะสมในดอกเห็ด (Fruiting body) บริเวณกา้นดอก (Stalk/Carpophores) 

หมวก (Cap) และเส้นใย (Mycelium) ของเห็ด ทั�งนี� ขึ� นอยู่กับชนิดของเห็ด  จากที�มีรายงานการศึกษาโดยใช้

เอนไซม์และ Lectin rabbit antibody พบว่าบริเวณผนังเส้นใยของเห็ดหลายชนิดมีการสะสมของเล็กตินใน

ปริมาณสูง และยงัพบวา่ปริมาณของเล็กตินที�พบในเห็ดขึ�นอยูก่บัหลายปัจจยั  ไดแ้ก่ ชนิดของเห็ด อายขุองเห็ด 

ฤดูกาลที�เก็บ และสถานที�ที�เกิด (มีการเจริญ) ของเห็ดนั�นๆ (Guillot and Konska, 1997) จึงกล่าวไดว้่าเล็กตินมี

บทบาทโดยตรงทางสรีรวิทยาต่อความสัมพนัธ์ระหว่างเห็ดราหรือเชื�อรากบัสิ�งแวดลอ้ม โดยอาจจะเกี�ยวขอ้ง

กบัการเจริญและการเปลี�ยนแปลงทางสรีรวิทยาของเชื�อรา เกี�ยวข้องกบัการพกัตวั และการสร้างโครงสร้าง

พิเศษต่างๆ ซึ� งเอื�ออาํนวยต่อการเป็น Parasite ของเชื�อรา และการย่อยเศษไม้ที�เน่าเปื� อย เป็นต้น  นอกจากนี�    

เล็กตินยงัเกี�ยวขอ้งกบัการจดจาํ (recognition) ด้านความจาํเพาะกบัพืชที�เกิดขึ�นในช่วงแรกของ Mycorrhization 

ของเชื�อราในกลุ่ม Mycorrhizal fungi   เนื�องจากว่า Mycorrhizal fungus แต่ละชนิดจะมีความจาํเพาะกับ Host 

คือพืชที�เชื�อรานั� นๆ เจริญอยู่ด้วย ดังนั� นการที�เชื� อราสร้างเล็กตินต่างชนิดกัน ทาํให้สามารถจดจาํ Host ที�

แตกต่างกนัได ้อยา่งไรก็ตาม ในธรรมชาติอาจมีโมเลกุลของสารบางชนิดในดินที�มีความจาํเพาะกบัเล็กตินจาก

เชื�อรา  และในขณะเดียวกนัก็สามารถจบักบั Binding site ของ Host ทาํให้เล็กตินไม่สามารถเขา้จบัได้อีก จึงไม่

เกิดการจดจาํ เช่น สารประกอบในกลุ่ม Phenolic acids สามารถเปลี�ยนแปลง Receptor ที�บริเวณรากของตน้ไมท้ี�

เป็นพืชอาศยั (Host tree) ได ้(Guillot and Konska, 1997; Reynolds et al., 2000) 

คณะผูว้ิจยัได้ศึกษาสารเล็กตินที�ผลิตจากเห็ดที�พบเจริญในพื�นที�ป่าธรรมชาติในประเทศไทย พบว่า  

เล็กตินจากเห็ดเหล่านี�มีสมบติัหรือคุณลกัษณะทางเคมี (Chemical characteristics) ที�ค่อนขา้งหลากหลายคือมีทั�ง

แบบ Monomeric, Dimeric, Trimeric หรือแม้แต่ Tetrameric lectins ซึ� งมีนํ� าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 12 ถึง 160 

กิโลดาลตนั และมีนํ� าตาลเป็นส่วนประกอบ โดยส่วนคาร์โบไฮเดรตนี� เกี�ยวขอ้งกบัความจาํเพาะ (Specificity) ที�

พบโดยส่วนใหญ่มีความจาํเพาะกบั Galactose, Lactose และ N-Acetylgalactosamine (Chumkhunthod et al., 2006)  

นอกจากนี�ยงัมีรายงานวา่เล็กตินจากจากเห็ดอีกหลายชนิดไดแ้ก่ Agaricus bisporus, Boletus satanus, Flammulina 

velutipes, Ganoderma lucidum, Grifola frondasa, Tricholoma mongolicum และ Volvariella volvacea มีสมบัติที�

น่าสนใจคือเป็น Antitumor และ Cytotoxic activities ต่อเซลล์มะเร็ง ซึ� งสําคญัมากต่อการนาํไปสู่การพฒันาและ
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การออกแบบยา (Drug design) เพื�อใช้ในการรักษาและป้องกนัโรคต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ�งโรคมะเร็ง (Guillot 

and Konska, 1997; Wang et al., 1998a, Chumkhunthod et al., 2006) 

จากรายงานการศึกษาสมบติัของเล็กตินในปัจจุบนั พบวา่เล็กตินจากเห็ดส่วนใหญ่มีสมบติัที�สาํคญั

ในการตา้นทานมะเร็ง (Antitumor) ซึ� งเกี�ยวขอ้งกบัการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัโรค (Mo et al., 2000)  

ตวัอยา่งเช่น เล็กตินจากเห็ดชนิด Volvariella volvacea แสดงความสามารถในการเป็น Antitumor ต่อ Sarcoma 

S-180 cells   Grifola frondosa lectin เป็น Cytotoxic ต่อ HeLa cells   Agaricus biporus lectin มี 

Antiproliferation activities ต่อเซลลม์ะเร็งในลาํไส้ของคนชนิด Human colon cancer cell line HT29 และ

เซลลม์ะเร็งเตา้นมชนิด Breast cancer cell lines MCF-7  ส่วน Trichoderma mongolicum lectin สามารถ

ยบัย ั�ง Mastocytoma D815 cells และตา้นทานต่อ Sarcoma S-180 cells ที�เกิดในหนูได ้(Mo et al., 2000)  

Schizophyllum commune ML078 มีฤทธิ� สูงในการยบัย ั�งการเจริญของ Aspergillus niger ATCC 6275 และตา้น

เซลลม์ะเร็งของคนชนิดเซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปาก (Human epidermoid carcinoma cells) ไดดี้ 

(Chumkhunthod et al., 2006)  นอกจากนี�ยงัไดม้ีการคน้พบ Clitocypin ซึ� งเป็น Lectin derivative จากเห็ด 

Clitocybe nebularis มีสมบติัเป็น Cysteine proteinase inhibitor ซึ� งจะมีประโยชน์ต่อการพฒันาทาง

การแพทย ์(Brzin et al., 2000)  

สารเล็กตินจากเห็ดยงัมีผลส่งเสริมระบบภูมิคุม้กนั (Immunomodulator) ทาํนองเดียวกบัสารเทอร์

พีนอยด์ (Terpenoids)  โปรตีน (Proteins) อื�น และ พอลิแซ็กคาไรด์ (Polysaccharides)   

Immunomodulator เหล่านี�พบไดใ้นเห็ด Agaricus bubrufescens, Cordyceps sinensis, Ganoderma 

lucidum, Grifola frondosa, Hericium erinaceus, Inonotus obliquus, Lentinula edodes, Pleurotus 

ostreatus, Poria cocos และ Trametes versicolor  สารดงักล่าวขา้งตน้ผลิตไดโ้ดยธรรมชาติจากเห็ดที�

เพาะเลี�ยง จึงมีแนวโนม้ที�จะผลิตในระดบัอุตสาหกรรมเพื�อตอบสนองความตอ้งการใชป้ระโยชน์ (Ei 

Enshasy and Hatti-Kaul, 2013) 

สารเล็กตินตามที�มีรายงานส่วนใหญ่พบการสะสมในดอกเห็ด และยงัพบเล็กตินสะสมในเส้นใย 

(Mycelial lectin) ดงัเช่นจากเห็ด Lentinus squarrosulus สารเล็กตินที�พบนี�มีนํ�าหนกัโมเลกุล 55 kDa 

ใหผ้ลการจบักลุ่มกบัเซลล์เมด็เลือดแดงของคนทุกหมู่ (A, B, O และ AB) และจบักบัเซลล์เมด็เลือดแดง

ของสัตวท์ี�ใชท้ดสอบ คือ แพะ (Goat)  แกะ (Sheep)  กระต่าย (Rabbit)  และหมู (Pig) ผลการทดสอบได้

ค่า  Hemagglutination titer สอดคลอ้งกบั Neuraminidase treatment ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงหมู่ O จากการ

ทดสอบ  Carbohydrate inhibition พบวา่สารเล็กตินสามารถจบัไดดี้กบั Mucin และ Asialofetuin  สาร

บริสุทธิ� เล็กตินมี optimum pH สาํหรับ lectin activity ในช่วง 6.5-8.0 และ optimum temperature เท่ากบั 

25-30 องศาเซลเซียส มีความเสถียรที�  pH 7.0-7.5 แต่ทนอุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส สารเล็กติน

ดงักล่าวไวต่อ Ethylenediaminetetraacetic acid ที�ทาํใหเ้กิดการเสียสภาพของสารเล็กติน (Singh et al., 

2013) 
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1.6.3  การทําบริสุทธิ�และการตกผลึกสารเล็กตินจากเห็ดรา 

ดา้นการศึกษาโครงสร้างในเชิงลึกของสารเล็กติน Chumkhunthod et al. (2006) รายงานถึง

ความสําเร็จที�สามารถปลูกผลึกสารเล็กตินซึ�งสกดัจากเห็ด Schizophyllum commune ML078 ที�พบใน

ประเทศไทยไดส้ําเร็จเป็นครั� งแรก  ผลึกเล็กตินที�ได ้ ให้แบบแผนการกระจายรังสีเอกซ์ที�มีการแจกแจง

รายละเอียด 3 องัสตรอม และสารเล็กตินนี�มีลาํดบักรดอะมิโนที�มีความเหมือน ��% กบัสารเล็กตินของเห็ด 

Marasmius oreades (Grahn et al., 2004) 

Bovi et al. (2011) ศึกษาโครงสร้างของเล็กตินชนิดใหม่จาก Fruiting body ของเห็ด Boletus 

edulis ที�สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของ Malignant cell lines หลายชนิด และสามารถจบักบั Neoplastic 

cell-specific T-antigen disaccharide (Galβ1-3GalNAc)  เล็กตินจากเห็ด Boletus edulis นี�สกดัแยกและทาํ

บริสุทธิ� ไดด้ว้ยวธีิ Affinity chromatography โดยใช ้ Chitin column เป็นสารที�มีโครงสร้างโมเลกุลแบบ 

Homotetramer ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 142 ลาํดบัในสายโมเลกุล เป็นสารโปรตีนในกลุ่มที�ละลายใน

นํ�าเกลือ (Saline-soluble family ของ mushroom Fruiting body-specific lectins) มีโครงสร้างผลึกและ

โครงสร้าง 3 มิติ ที�ตรวจวดัดว้ย X-ray diffraction ที� �.�� Å resolution มีความคลา้ยกบัโครงสร้างของ  

เล็กตินที�สกดัจาก Agaricus bisporus 

Jiang et al. (2012) รายงานการคน้พบสารเล็กตินชนิดใหม่จากเห็ด Agrocybe aegerita ใหชื้�อสาร

ที�พบวา่ AAL-2 สามารถสกดัแยกไดด้ว้ย Affinity chromatography ที�ใช ้GlcNAc (N-acetylglucosamine)-

coupled Sepharose 6B หลงัจาก Ammonium sulphate precipitation สาร AAL-2 มีขนาดมวลโมเลกุล 

43.175 kDa สามารถจบัไดดี้กบั Terminal non-reducing GlcNAc residues จึงจดัเป็น GlcNAc-binding 

lectins เช่นเดียวกบั Wheatgerm agglutinin และ Griffonia simplicifolia lectin-II  สาร AAL-2 สามารถจบั

ไดดี้กบัผิวของ Hepatoma cells นาํไปสู่การกระตุน้ Cell apoptosis เมื�อทดลองแบบ in vitro และยงัมีผล

เป็น Anti-hepatoma ที�ยบัย ั�งการเจริญของ Tumor ในหนูทดลอง 

Liu and Wang (2013) รายงานการแยกเล็กตินชนิดใหม่จากเห็ด Xerocomus spadiceus โดย

ทดลองใช ้Ion exchange chromatography ดว้ย DEAE-cellulose, Affinity chromatography ดว้ย Affi-gel 

blue gel, Ion exchange chromatography ดว้ย CM-cellulose และ Gel filtration โดย Fast protein liquid 

chromatography ดว้ย Superdex 75 พบวา่สารเล็กตินไม่ยดึกบั DEAE-cellulose และ Affi-gel blue gel แต่

จบับน CM-Sepharose สามารถกระตุน้ Mitogenic response ใน Murine splenocytes ได ้ 4 เท่า มีความ

เสถียรถึง 60 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเล็กตินลดลง 25% ที� 75 องศาเซลเซียส และสูญเสียกิจกรรมการ

จบักลุ่มกบัเซลล์เมด็เลือดแดงทั�งหมดที� 80 องศาเซลเซียส กิจกรรมความเป็นเล็กตินคงที�ในสภาวะที�มี 

Divalent (Ca2+, Mg2+, Zn2+ และ Mn2+) chlorides ที�ความเขม้ขน้ของเกลือถึง 10mM มีความจาํเพาะกบั 

Inulin เท่านั�นจากที�ทดสอบกบัคาร์โบไฮเดรตหลายชนิด  
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บทที� 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

การดาํเนินงานของโครงการ “การศึกษาลกัษณะเฉพาะของเล็กตินที�มีฤทธิ� ทางชีวภาพจากเห็ดที�

รับประทานได”้ นี�  ใชส้ถานที�ปฏิบติังานหลกัคือ ห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา (อาคารเครื�องมือ 2) ศูนย์

เครื�องมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวทิยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  และห้องปฏิบติัการชีวเคมี 

สถาบนัวิจยัแสงซินโครตรอน (องคก์ารมหาชน)  พร้อมทั�งไดรั้บความอนุเคราะห์ทดสอบความเป็นพิษ

ของสารเล็กตินต่อเซลล์มะเร็งบางชนิดของคนจาก ดร. ผอ่งพรรณ ศิริพงษ ์ ห้องปฏิบติัการงานวิจยั

สมุนไพร กลุ่มงานวจิยั สถาบนัมะเร็งแห่งชาต ิ ครุภณัฑ์และวสัดุ-อุปกรณ์หลกัที�ใชแ้ละวธีิดาํเนินการวิจยั

ของโครงการ มีดงันี�  

2.1  อปุกรณ์ที�ใช้ในการดําเนินการวิจัย 

2.1.1  ครุภัณฑ์ 

ครุภณัฑห์ลกัที�ใชม้ีดงัต่อไปนี�  หมอ้นึ�งความดนัไอ (Autoclave, Hirayama, Hirayama 

Manufacturing Corp., Japan)  ตูอ้บความร้อน (Hot air oven, 1375FX Shel Lab, Sheldon Manufacturing, 

Inc., U.S.A.)  ตูเ้ขี�ยจุลินทรีย ์ (Laminar flow hood, CA-REV6, Clean Air, The Netherlands)  ตูบ้่มเชื�อ

อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส (Incubator, Shel Lab 1555, Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc., 

Oregon, U.S.A.)  ตูค้วบคุมอุณหภูมิต ํ�า 4-12 องศาเซลเซียส (FOC225I Velp Scientific, Progen 

Scientific Ltd., U.K.) สําหรับเก็บเชื�อและสารชีวภาพ  ตูแ้ช่แข็ง (Freezer) -20 องศาเซลเซียส (HLLE-370 

Heto, Heto-Holten, Denmark)  เครื�องชั�งละเอียด (Analytical balance, TC-205, Denver Instrument 

Company, Japan)  เครื�องชั�งหยาบ (Pan balance, LB3200D Sartorius, Sartorius AG Göttingen, Germany)  

เครื�องตีป่น (Blender; Waring Comercial, U.S.A.)  เครื�องกวนแม่เหล็ก (Magnetic stirrer, C-MAG HS 7 

IKAMAG®, IKA®-WERKE GMBH & CO. KG, Germany)  อ่างนํ�าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, 

1245PC Shel Lab)  เครื�องวดัความเป็นกรด-ด่าง (CCMD 510 pH and conductivity meter, WPA, 

England), Freeze dryer (Heto Dry winner:DW 3, Denmark), Refrigerated microcentrifuge (Labofuge 

400R, Heraeus Instruments, Germany), High speed refrigerated centrifuge (Avanti 26 XPI, Beckman 

Coulter, Beckman Coulter, Inc., U.S.A.), Ultracentrifuge (45Ti rotor, L80 ultracentrifuge, Beckman 

Coulter), Heat box (WealTech Bioscience Co., Ltd., U.S.A.), Spectrophotometer (UV/VISIBLE GBC 

916, Scientific Equipment Ltd., Australia และ Smartspec™ 3000, BioRad, U.S.A.), Fraction collector 

(Frac-920 Collection Fractor, GE Healthcare Life Science, U.S.A.), P-1 Peristatic pump (Pharmacia 

Biotech, Sweden), Monitor UV-1 (Pharmacia Biotech), Graphic 450 flat bed recorder (Lloyd 

Instruments Ltd., U.K.), Protein sequenator (Protein Sequenator Model 471A, Applied Biosystems, 
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U.K.) Vortex mixer (Finevortex, FinePCR, Korea), Micropipette sets (Gilson Pipetman Products, 

Gilson, Inc., U.S.A.)  กลอ้งถ่ายภาพภาคสนาม (Olympus, Camedia, Olympus Optical Co., Ltd., Japan)  

กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดที�ใชแ้สง (Light microscope, Olympus BX51, Olympus Optical Co., Ltd., Japan), 

Stereo microscope (Stemi 2000-C, Zeiss, Carl Zeiss MicroImaging, Inc., U.S.A.), Gel filtration 

chromatography, Electrophoresis apparatus (Sub-Cell GT Mini, BioRad, U.S.A.), UV transilluminator 

พร้อมกลอ้งถ่ายรูป (SynGene, Synopics Ltd., U.S.A.) 

2.1.2  วัสดุวิทยาศาสตร์ 

วสัดุวิทยาศาสตร์ที�ใชโ้ดยภาพรวมมีดงันี�  เครื�องแกว้พื�นฐานสาํหรับปฏิบติัการจุลชีววิทยา 

เครื�องพลาสติก และเครื�องแกว้ สาํหรับบรรจุตวัอยา่งสารสกดั ทดสอบสมบติัของสารเล็กติน และเพาะเลี�ยง

จุลินทรียท์ี�เป็นเชื�อทดสอบสารเล็กติน หลอดแกว้และพลาสติกชนิดทนต่อการแช่แข็ง ขวดฝาเกลียวขนาด

บรรจุ 250 และ 500 มิลลิลิตร ที�ทนความร้อนในการนึ�งฆ่าเชื�อ, Centrifuge tubes ขนาดบรรจุ 50 และ 250 

มิลลิลิตร, Microcentrifuge tubes, Micropipette tips, อาหารเลี�ยงจุลินทรียเ์พื�อทดสอบความสามารถของ

สารในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ Malt extract agar (Merck, Merck Ltd., Germany), Nutrient 

broth/Nutrient agar (Oxoid, Basingstoke, U.K.), Mueller-Hinton agar (Oxoid),  เซลลเ์ม็ดเลือดแดงของ

สัตวส์ั�งซื�อจากสํานกัสัตวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล  สารเคมีระดบัคุณภาพวิเคราะห์ (Analytical 

grade) ไดแ้ก่ Ammonium peroxodisulphate (APS) (Univar, Ajax Chemicals, New Zealand), Ammonium 

sulphate (NH4)2SO4, Poly(vinlypyrrolidone) (PVPP), Tris-Hydroxymethylamine (Sigma, Sigma-Aldrich 

Chemical Company, U.S.A.), Benzamidine hydrochloride (98%) (Sigma), Magnesium chloride (MgCl2 

1.5mM, QIAGEN, QIAGEN GmbH, Germany), Ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA; Sigma), 

Ethanol (Merck), Lactophenol, Melzer’s reagent, Periodic acid solution (Amersham Pharmacia Biotech, 

Sweden), Potassium hydroxide, Potassium chloride, Sodium chloride, Sodium dihydrogenphosphate 

(Sigma), Bromophenol blue (USBTM, Amersham Life Science, U.S.A), bis-N,N"-Methylenebisacrylamide 

(Sigma), Calcium chloride 2-hydrate (Carlo Erba reagent, Carlo Erba Reagenti, Italy), Coomassie blue 

R-250 (Simply BlueTM SafeStain, Invitrogen, Invitrogen Life Technologies, U.S.A), Ethylenediamine 

tetra-acetic acid (EDTA; Sigma), 2-Mercaptoethanol (Merck), Magnesium chloride (Univar, Ulixes 

B.V., U.K.), Glycerol (Merck), Glycine (Promega, Promega Corporation, U.S.A), Sodium dodecyl 

sulphate (SDS; Fluka, BioChemika, Germany), Tris-Hydroxymethylamine (Sigma), N-Tris-

Hydroxymethyl methylglycine (Sigma), N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED; BDH-Merck 

Chemicals Ltd., U.K.), Bradford reagent (Pierce, PerBio, U.S.A), Sodium metabisulphite (J.T. Boker, 

Mallinckrodt Baker, Inc., U.S.A), Low molecular weight (LMW) standards (GE Healthcare UK 

Limited, Buckinghamshire, U.K.), Crystallization basic kit for proteins/commercial screening kit 

(Crystal Screen HR2-110, Crystal Screen HR2-112, Sigma-Aldrich), Resins (CNBr-activated Sepharose 
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4B, DEAE-Sapharose, Superdex 75), Ligands (Mucin type III partially purified from porcine stomach, 

N-Acetyl-D-galactosamine (GalNac) สาํหรับ Affinity chromatography, Vivaspin ultrafiltration spin 

columns (Molecular weight cut-off 10 kDa, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) 

2.2  วิธีดําเนินการวิจัย 

วิธีดาํเนินการวิจยัของโครงการเป็นไปตามลาํดบัขั�นตอน ดงัต่อไปนี�  

2.2.1  การคัดเลือกเห็ดที�ผลิตสารเล็กตินและเก็บรวบรวมดอกเห็ด (Fruiting body) ที�ยังมีความสด 

คดัเลือกเห็ดรับประทานไดใ้ห้ไดอ้ยา่งน้อยสองชนิดที�ผลิตสารเล็กติน จากตวัอยา่งเห็ดที�ได้

ศึกษาแลว้ไม่นอ้ยกวา่ 300 ตวัอยา่ง (Specimen) โดยอาศยัขอ้มูลที�ไดศ้ึกษาแลว้จากโครงการวจิยัเล็กติน 

ของเชื�อรา (สุรีลกัษณ์ รอดทอง, 2551) และเก็บรวบรวม Fruiting body ของเห็ดจากแหล่งที�ไดม้ีการสาํรวจ

แลว้ ที�มีการสะสมของเล็กตินเพื�อสกดัสารเล็กติน  ตรวจสอบชนิดของเห็ดเพื�อการยืนยนัวา่เป็นตวัอยา่ง

ตามตอ้งการดว้ยลกัษณะทางสัณฐานที�สําคญัคือ Fruiting body และ Basidiospores (Arora, 1986; 

Alexopoulos et al., 1996; LæssØe and Conte, ����; Hawksworth, ����; Turnbull and Watling, 1999a, 

1999b; Watling, 2003) ตรวจสอบโครงสร้างรองรับ (spore-bearing) ของดอกเห็ดโดยตดัส่วน gill หรือ 

pore ตามขวางดว้ยใบมีดโกน วางชิ�นตดัขวางของเห็ดลงบนแผน่แกว้สไลด์ หยดสารละลายสารใดสาร

หนึ�งดงันี�  10% Ammonium hydroxide (ภาคผนวก ก2) Melzer’s reagent (ภาคผนวก ก11) หรือ 

Lactophenol (ภาคผนวก ก8)  ศึกษาโครงสร้างดว้ยกลอ้งจุลทรรศนช์นิดที�ใชแ้สง 

2.2.2  การสกัด/แยกสารเล็กตินในลักษณะสารสกัดหยาบ (Crude extract) 

สกดั/แยกเล็กตินในลกัษณะสารสกดัหยาบ (Crude extract) เพื�อทดสอบหาเล็กตินที�สะสมใน

โครงสร้างของเห็ด (สุรีลกัษณ์ รอดทอง, 2551) โดยนาํ Fruiting body ของเห็ดสด มาอบที�อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 16 ชั�วโมง พิจารณาจากปริมาณความชื�นและขนาดของตวัอยา่ง จากนั�น

บดตวัอยา่งเห็ดแห้งดว้ยเครื�องตีป่น (Blender) เป็นเวลาประมาณ 1-5 นาที ที�ความเร็วสูงสุด โดยปั�นหยุด

เป็นช่วงทุกๆ 30 วินาที สกดัสารเล็กตินจากผงแหง้ของดอกเห็ดดว้ยการเติมสารละลาย 0.01M Phosphate 

buffer saline (PBS pH 7.4, ภาคผนวก ก13) ที�มี 0.02M Sodium bisulphite ใหไ้ดค้วามเจือจาง 1:10 

(นํ�าหนกัต่อปริมาตร) ผสมใหเ้ป็นเนื�อเดียวกนั เติม Poly(vinylpyrrolidone) (PVPP) ปริมาณ 1.5% 

(นํ�าหนกัต่อปริมาตร) เพื�อดูดซบั Polyphenolic substances ที�อาจปนเปื� อนในดอกเห็ด กวนที�อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-18 ชั�วโมง จากนั�นกรองดว้ยผา้ขาวบาง 2 ชั�น เพื�อแยกกากที�มีขนาดใหญ่ออก 

แลว้นาํไปปั�นแยกที�ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  เก็บ

เฉพาะส่วนใส (Supernatant) ซึ� งเรียกวา่สารสกดัหยาบ (Crude extract) เพื�อใชท้ดสอบหาเล็กตินที�สะสม

ในโครงสร้างของเห็ด การทาํบริสุทธิ� สารเล็กติน และทดสอบสมบติัและคุณลกัษณะของสารเล็กติน  

2.2.�  การทําบริสุทธิ�สารเล็กติน 

ทาํบริสุทธิ� สารเล็กตินโดยอาศยัผลงานวิจยัพื�นฐานและจากเอกสารอา้งอิง (Chumkhumtod et al.,  
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2006; Wang et al., 2005) เริ� มจากการตกตะกอนสารละลายโปรตีนเล็กตินด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

(Ammonium sulphate, (NH4)2SO4) (ตารางผนวกที� 1) ตามด้วยวิธี Chromatography โดยทดลองใช้ Ion exchange 

chromatography, Affinity chromatography และ Gel filtration chromatography ตามวิธีการดงันี�   

2.2.3.1  การตกตะกอนโปรตีนเล็กตินด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

จากสารสกัดหยาบโปรตีนเล็กติน นํามาตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

((NH4)2SO4) ในปริมาณ 10-100% (ตารางผนวกที�  1) ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง ปั�น

แยกตะกอนของโปรตีนเล็กติน ออกจากส่วนนํ� าใส หากสารเล็กตินที�ศึกษามีความเข้มข้นตํ�าควรปั�นแยก

ตะกอนด้วยเครื�อง Ultracentrifuge (45Ti rotor, L80 ultracentrifuge, Beckman Coulter, U.S.A.) ที�ความเร็ว 

35,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เก็บสารละลายใสที�ได้ไปแยกเกลือออกดว้ย 

Dialysis bag ใช้ Cellulose acetate dialysis-tubing membrane ที�มี Molecular weight cut-off สอดคลอ้งกบัขนาด

โมเลกุลของโปรตีนเล็กตินที�ตอ้งการแยก เช่น ที� 10 กิโลดาลตนั (kDa)  เตรียมให้สารละลายโปรตีนเล็กตินให้

อยู่ใน 10mM Tris-HCl buffer (pH 7.3; ภาคผนวก ก29) ก่อนนาํไปแยกโดยวิธี Chromatography ซึ� งอาจใช้ Ion 

exchange chromatography ชนิด Anion exchange หรือ Cation exchange หรือ Affinity chromatography ดงันี�  

2.2.3.2  Ion exchange chromatography ชนิด Anion exchange chromatography ด้วย 

Diethylaminoethyl cellulose (DEAE)-Sepharose column 

เปลี�ยนบพัเฟอร์ของสารละลายโปรตีนเล็กตินที�ผา่น Dialysis ดว้ย Vivaspin 

ultrafiltration spin column (Molecular weight cut-off 10 kDa, GE Healthcare) ที� 4 องศาเซลเซียส ใน 

10mM Tris-HCl buffer (pH 7.3; ภาคผนวก ก29) เพื�อให้สารละลายโปรตีนเล็กตินอยูใ่นสภาวะที�เหมาะสม

ต่อการทาํบริสุทธิ� ดว้ย DEAE-sepharose column บรรจุสารละลายโปรตีนเล็กตินลง DEAE-sepharose 

column ขนาด 1.5×11 เซนติเมตร (โดย 9 มิลลิลิตร เท่ากบั 1 column volume) Equilibrate คอลมัน์ดว้ย

สารละลาย 10mM Tris-HCl (pH 7.3) และลา้งโปรตีนที�ไม่จบักบัคอลมัน์ดว้ยสารละลาย 10mM Tris-HCl 

(pH 7.3) ใชป้ริมาตร 27 มิลลิลิตร (3 column volumes) ชะโปรตีนออกแบบ Stepwise concentration 

gradient ดว้ยสารละลาย 10mM Tris-HCl (pH 7.3)  ที�มีความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ (Sodium 

chloride, NaCl) ตั�งแต่ 0-1M  อตัราการไหล 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที ใชป้ริมาตร 18 มิลลิลิตร (2 column 

volumes)  ในแต่ละความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ เก็บ Fraction ละ 1 มิลลิลิตรต่อหลอด นาํทุก 

Fraction ที�เก็บไดจ้ากการแยก ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวช่วงคลื�น 280 นาโนเมตร และทดสอบ

กิจกรรมของสารเล็กตินดว้ยปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลลเ์มด็เลือดแดงของสัตวช์นิดที�เหมาะสม (วิธีตาม

ขอ้ 2.2.4.1) นาํ Fraction ที�มีกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลลเ์มด็เลือดแดงมาตรวจสอบความบริสุทธิ� ของ

โปรตีนเล็กตินที�ทาํบริสุทธิ� ไดโ้ดยใชว้ิธี Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) เก็บรวบรวม Fraction ที�มีกิจกรรมของสารเล็กติน นาํไปกาํจดัเกลือโซเดียมคลอไรด์ที�อยูใ่น

สารละลายโปรตีนเล็กตินโดยใช ้ Vivaspin ultrafiltration spin column (Molecular weight cut-off 10 kDa, 

GE Healthcare) ที� 4 องศาเซลเซียส  เปลี�ยนบพัเฟอร์ของสารละลายโปรตีนเล็กตินให้อยูใ่น 10mM Tris-
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HCl buffer (pH 8.0; ภาคผนวก ก31)  นาํไปหามวลโมเลกุลในสภาพธรรมชาติของโปรตีนเล็กตินดว้ย Gel 

filtration chromatography และปลูกผลึกเล็กติน 

2.2.3.3  Cation exchange chromatography ด้วย CM-Sepharose column 

เปลี�ยนบพัเฟอร์ของสารละลายโปรตีนเล็กตินที�ผา่น Dialysis ดว้ย Vivaspin 

ultrafiltration spin column (Molecular weight cut-off 10 kDa, GE Healthcare) ที� 4 องศาเซลเซียส ให้อยู่

ในบพัเฟอร์ 10mM Ammonium acetate (NH4OAc) (pH 4.5; ภาคผนวก ก1)  เป็นสภาวะที�เหมาะสมต่อ

การทาํบริสุทธิ� สารเล็กตินดว้ย CM-Sepharose column นาํสารละลายโปรตีนบรรจุลง CM-Sepharose 

column ขนาด 1.5×11 เซนติเมตร (โดย 9 มิลลิลิตร เท่ากบั 1 column volume) Equilibrate คอลมัน์ดว้ย

สารละลาย 10mM Ammonium acetate (pH 4.5) และลา้งโปรตีนที�ไม่จบักบัคอลมัน์ดว้ยสารละลาย 10mM 

Ammonium acetate (pH 4.5) ใชป้ริมาตร 27 มิลลิลิตร (3 column volumes) อตัราการไหล 0.4 มิลลิลิตร

ต่อนาที  ชะโปรตีนออกแบบ Stepwise concentration gradient ดว้ยสารละลาย 10mM Ammonium acetate 

(pH 4.5) ที�มีความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, NaCl) ตั�งแต่ 0-1M ใชป้ริมาตร 18 

มิลลิลิตร (2 column volumes)  ในแต่ละความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์ เก็บ Fraction ละ 1 

มิลลิลิตรต่อหลอด และนาํทุก Fraction ที�เก็บไดจ้ากการแยกไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที� 280 นาโนเมตร 

และนาํไปทดสอบกิจกรรมของสารเล็กตินต่อการจบักลุ่มของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของสัตวช์นิดที�เหมาะสม 

นาํ Fraction ที�มีกิจกรรมของสารเล็กตินมาตรวจสอบความบริสุทธิ� ของโปรตีนเล็กตินที�ดว้ยวิธี SDS-

PAGE เก็บรวบรวม Fraction ที�มีกิจกรรมของสารเล็กติน และนาํไปกาํจดัเกลือโซเดียมคลอไรด์ที�อยูใ่น

สารละลายโปรตีนเล็กตินโดยใช ้Vivaspin ultrafiltration spin column (Molecular weight cut-off 10 kDa, 

GE Healthcare) ที� 4 องศาเซลเซียส จากนั�นเปลี�ยนบพัเฟอร์ของสารละลายโปรตีนเล็กตินให้อยูใ่น 10mM 

Tris-HCl buffer (pH 8.0) เพื�อหามวลโมเลกุลในสภาพธรรมชาติของโปรตีนเล็กตินดว้ย Gel filtration 

chromatography และใชเ้พื�อการปลูกผลึกเล็กติน 

2.2.3.4  Affinity chromatography โดยใช้ Mucin-Sepharose 4B column  

นาํสารละลายโปรตีนเล็กตินที�ผา่นการ Dialysis แลว้มาบรรจุลงใน Mucin-Sepharose 

4B column ขนาด 1.5×6 เซนติเมตร (โดย 3.5 มิลลิลิตร เท่ากบั 1 column volume) อตัราการไหล 0.4 

มิลลิลิตรต่อนาที Equilibrate คอลมัน์ดว้ยสารละลาย 10mM Tris-HCl (pH 8.0; ภาคผนวก ก31) ที�มี 1mM 

Calcium chloride (CaCl2), 1mM Magnesium chloride (MgCl2) และ 1mM Benzamidine ชะสารละลาย

โปรตีนเล็กตินออกดว้ย 20mM 1,3 Diaminopropane (DAP) เก็บ Fraction ละ 1 มิลลิลิตรต่อหลอด นาํ 

Fraction ที�เก็บไดม้าปรับ pH ใหเ้ป็นกลางทนัทีดว้ยสารละลาย 1M Tris-HCl (pH 7.0; ภาคผนวก ก27) ใช้

ปริมาตร 0.142  มิลลิลิตรต่อปริมาตรของสารละลายที�ชะไดจ้ากคอลมัน์ 1 มิลลิลิตร  จากนั�นนาํทุก 

Fraction ที�ปรับ pH แลว้ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวช่วงคลื�น 280 นาโนเมตร และนาํไปทดสอบ

กิจกรรมของสารเล็กตินต่อการจบักลุ่มของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของกระต่าย นาํ Fraction ที�มีกิจกรรมของ

สารเล็กตินมาตรวจสอบความบริสุทธิ� ของโปรตีนเล็กตินที�ทาํบริสุทธิ� ไดโ้ดยใชว้ิธี SDS-PAGE 
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2.2.3.5  Gel filtration chromatography 

เพื�อหามวลโมเลกุลในสภาพธรรมชาติของโปรตีนเล็กติน นาํสารโปรตีนเล็กตินที�ผา่น

การทาํบริสุทธิ� ดว้ย Chromatography ดงักล่าวขา้งตน้มาใส่ใน Superdex 75 column ขนาด 1×30 

เซนติเมตร ซึ� งต่ออยูก่บัเครื�อง ÄKTA purifier system (Amersham Biosciences, New Jersey, U.S.A.) 

อตัราการไหล �.5 มิลลิลิตรต่อนาที  Equilibrate คอลมัน์และชะสารละลายโปรตีนเล็กตินออกจากคอลมัน์

ดว้ยสารละลาย 10mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) ที�มี 100mM NaCl เก็บ Fraction ละ 0.5 มิลลิลิตรต่อ

หลอด และนาํทุก Fraction ที�เก็บไดจ้ากการแยกไปทดสอบกิจกรรมของสารเล็กตินต่อการจบักลุ่มของ

เซลล์เมด็เลือดแดงของสัตวช์นิดที�เหมาะสม นาํ Fraction ที�มีกิจกรรมของสารเล็กตินมาตรวจสอบความ

บริสุทธิ� ของโปรตีนเล็กตินที�ทาํบริสุทธิ� ไดด้ว้ย SDS-PAGE ใช ้ Gel filtration calibration kit low 

molecular weight (GE Healthcare) เป็นสารโปรตีนมาตรฐานสาํหรับหามวลโมเลกุลของโปรตีนเล็กติน 

2.2.4  การศึกษาสมบัติทางชีวภาพและคุณลักษณะของเล็กตินที�พบ 

การศึกษาสมบติัทางชีวภาพและคุณลกัษณะของเล็กติน  เพื�อให้ทราบถึงความสาํคญัในการ

นาํไปใชป้ระโยชน์ของเล็กตินและอนุพนัธ์ของเล็กตินที�พบ และเพื�อคดัเลือกสารที�มีแนวโนม้ในการใช้

ประโยชน์ โดยศึกษาดงันี�  

2.2.4.1  ปฏิกริิยาการจับกลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตว์ 

ทดสอบสมบติัทางชีวภาพดา้นการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของคนและสัตวข์อง

สารเล็กติน เพื�อให้ทราบถึงความสําคญัในการนาํไปใช้ประโยชน์ของสารและอนุพนัธ์ของสารเล็กตินที�พบ 

และเพื�อคดัเลือกสารที�มีแนวโน้มในการใช้ประโยชน์ โดยนาํสารละลายโปรตีนเล็กตินมาเจือจางเป็นลาํดบั 

(Serial dilution) แบบ Two-fold ด้วยสารละลาย 0.01M Phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4; ภาคผนวก ก15) 

ทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตวช์นิดที�เหมาะสมจากขอ้มูลของผลการศึกษาจาก

โครงการวิจยัเล็กตินของเชื�อรา (สุรีลกัษณ์ รอดทอง, 2551) เซลล์เม็ดเลือดแดงที�ใช้เก็บรักษาใน 8% Sodium 

citrate ก่อนใช้ลา้งเซลล์เม็ดเลือดแดง 3 ครั� ง ดว้ย 0.01M PBS (pH 7.4; ภาคผนวก ก15) และเตรียมสารละลาย 

2% ของเซลล์เม็ดเลือดแดงในสารละลาย 0.01M PBS (pH 7.4)  ปิเปตสารสกดัเล็กตินที�เจือจางเป็นลาํดบัแบบ 

Two-fold สารสกัดละ 50 ไมโครลิตร ลงในหลุม (well) ของ Microtiter plate (130×85×15 มิลลิ เมตร) ที�

ประกอบด้วย 8×12 wells ลกัษณะ U-shaped bottom ทาํการทดลองสองซํ� า จากนั�นเติมเซลล์เม็ดเลือดแดงที�

เจือจาง 2% ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในสารสกดัเล็กติน ใช้เซลล์เม็ดเลือดแดงที�เติม 0.01M PBS (pH 7.4; 

ภาคผนวก ก15) เป็นการทดลองควบคุม (Control) บ่ม Microtiter plate ที�บรรจุสารทดสอบที�อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั�วโมง ตรวจสอบการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดง  บนัทึกผลบวกของการจบักลุ่มซึ� ง

เซลล์เม็ดเลือดแดงเกาะกนัเป็นสีแดงปกคลุมที�กน้หลุมของ Microtiter plate  ผลลบพบเม็ดเลือดแดงทั�งหมด

ตกลงอยู่ที�ก้นหลุม เมื�อมองจากด้านบนจะเห็นเป็นจุดสีแดง  เซลล์เม็ดเลือดอาจเกิดการแตกสลาย 

(Hemolysis) เนื� องจากสารสกัดเล็กตินทําให้สารละลายที�มี เซลล์เม็ดเลือดนั� นมีลักษณะใส บันทึกค่า 

Hemagglutination titer ซึ� งคือส่วนกลับของค่าของความเจือจางสูงสุดที�แสดงการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง   
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เลือกสารสกดัจากเห็ดที�แสดงค่า Hemagglutination titer สูง เพื�อประมาณปริมาณโปรตีนทั�งหมดในสารสกดั

ของเชื� อราที�แสดงสมบัติของเล็กตินด้วยวิธี Bradford (1976) ใช้ Bovine serum albumin เป็นสารละลาย

มาตรฐาน ค่า Hemagglutination titer มีค่าเท่ากับ 1 Hemagglutination unit คาํนวณค่า specific activity เป็น

จาํนวนของ Hemagglutination unit ต่อมิลลิกรัมโปรตีน 

2.2.4.2  ฤทธิ�ในการยับยั�งการเจริญของจุลนิทรีย์ 

ทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียท์ั�งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ

บางชนิด และเชื�อราบางชนิดด้วย Agar disc diffusion method ตามวิธีของ Murray et al. (1999) สารละลาย

โปรตีนที�ใช้ทาํให้ปลอดเชื�อดว้ยการกรองผ่านเยื�อกรอง (0.45 ไมโครเมตร) ปลอดเชื�อ  การทดสอบฤทธิ� ใน

การยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย ์มีวิธีการดงันี�  

ก.  แบคทีเรีย 

แบคทีเรียที�ใชท้ดสอบฤทธิ� ของสารเล็กตินมี 4 สายพนัธ์ุ คือ Bacillus cereus 

ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922 และ Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 เลี�ยงแบคทีเรียในอาหาร Nutrient broth (ภาคผนวก ข4) บ่มที�อุณหภูมิ �� องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18-24 ชั�วโมง จากนั�นเจือจาง Suspension ของเซลลด์ว้ยสารละลาย Phosphate buffer saline 

(PBS, pH 7.4; ภาคผนวก ก15) ใหไ้ดค้วามขุ่นเท่ากบั McFarland scale 0.5 (ภาคผนวก ก9) ซึ� งมีปริมาณ 

108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยประมาณ จากนั�นใช ้Cotton swab ที�ผา่นการทาํใหป้ลอดเชื�อจุ่ม Suspension ของ

เซลลป้์าย (swab) ลงบนผิวอาหาร Mueller-Hinton agar (ภาคผนวก ข3) เป็นระนาบ 3 ระนาบ (Three 

dimension swab) ให้ทั�วผิวหนา้ นาํสารละลายโปรตีนเล็กตินปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดบน Paper disc 

(6 mm in diameter, Whatman, U.K.) ปลอดเชื�อ  วาง Paper disc บรรจุสารเล็กตินลงบนผิวอาหารที�ป้าย

เชื�อแลว้ บ่มให้แบคทีเรียเจริญที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง สังเกตการเกิดบริเวณ

ยบัย ั�ง (Inhibition zone) วดัเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งที�เกิดขึ�น (มิลลิเมตร) โดยวดัคล่อม Paper 

disc และหาค่าเฉลี�ย บนัทึกผลการทดลอง ใชส้ารปฏิชีวนะมาตรฐาน Streptomycin (10 ไมโครกรัมต่อ 20 

ไมโครลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตรต่อ Disc เป็นการทดลองควบคุม (Positive control) 

ข.  เชื�อรา 

เชื�อราที�ใชใ้นการทดสอบสมบติัของสารเล็กตินในการยบัย ั�งการเจริญมี 5 สาย

พนัธ์ุ คือ Aspergillus niger ATCC 6275, Candida albican ATCC 1����, Penicillium funiculosum ATCC 

�����, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9896 และ Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824 เลี�ยงเชื�อรา

ที�นาํมาทดสอบดว้ยอาหารเลี�ยงเชื�อ Malt extract broth (ภาคผนวก ข1) ที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48 ชั�วโมง จากนั�นใช ้Cotton swab จุ่ม Suspension ของเชื�อที�ไดป้ริมาณเชื�อ 107 เซลลห์รือสปอร์ต่อ

มิลลิลิตร โดยประมาณ ป้ายลงบนผวิอาหาร Malt extract agar (ภาคผนวก ข2) เป็น 3 ระนาบ (Three 

dimension swab) ใหท้ั�วผิวหนา้ จากนั�นนาํสารละลายโปรตีนเล็กตินปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาหยดบน 

Paper disc (6 mm in diameter, Whatman) ปลอดเชื�อ และนาํมาวางลงบนผิวอาหารที�ป้ายเชื�อแลว้ นาํไป
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บ่มที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั�วโมง ตรวจสอบการเกิดบริเวณยบัย ั�ง (Inhibition zone) วดั

เส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�ง (มิลลิเมตร) ใชส้ารปฏิชีวนะมาตรฐาน Nystatin (100 units) เป็นการ

ทดลองควบคุม (Positive control) 

2.2.4.3  ความเสถียรต่อความร้อนและความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

ก.  ความร้อน 

ทดสอบความเสถียรต่อความร้อนของสารเล็กตินด้วยวิธีที�ดดัแปลงจาก Otta et al. 

(2002) และ Freire et al. (2002) โดยนําสารละลายโปรตีนเล็กตินที�ค ัดเลือกความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ในสารละลาย PBS (0.01M pH 7.2; ภาคผนวก ก16) มาบ่มที�อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั�วโมง และที� ��, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ใช้สารสกดัที�เก็บที�       

-20 องศาเซลเซียส เป็นการทดลองผลบวกควบคุม (Positive control) เมื�อครบเวลาแลว้ ทาํให้เยน็อยา่งรวดเร็ว

ด้วยนํ� าเยน็ นาํไปปั�นแยกตะกอนออก จากนั�นทดสอบกิจกรรมของสารเล็กตินที�ยงัเหลืออยู่ใน Supernatant 

ดว้ยปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตวช์นิดที�เหมาะสม หาค่า Hemagglutination titer เทียบ

กบัสารสกดัเล็กตินชุดควบคุมที�ไม่ได้สัมผสัความร้อนระดบัที�ศึกษาซึ� งมีค่า Hemagglutination titer คิดเป็น 

100% 

ข.  ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

ทดสอบความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) โดยนาํสารสกดัเล็กตินมาปรับค่า 

pH ระดบั 2-12 ดว้ย 50mM Glycine-HCl buffer (pH 2.0-3.0; ภาคผนวก ก6), 50mM Sodium acetate 

buffer (pH 4.0-5.0; ภาคผนวก ก23), ��mM Phosphate buffer (pH 6.0-7.0; ภาคผนวก ก16) 50mM Tris-

HCl buffer (pH 8.0-8.5; ภาคผนวก ก32) และ 50mM Glycine-NaOH buffer (pH 9.0-11.0; ภาคผนวก ก7) 

บ่มที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง จากนั�นปรับสภาพของสารสกดัหยาบเล็กตินใหเ้ป็น

กลาง แลว้ทดสอบกิจกรรมของสารเล็กตินที�ยงัเหลืออยูด่ว้ยการทดสอบการจบักลุ่มของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง

ของสัตวช์นิดที�เหมาะสม คาํนวณกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงของสัตวช์นิดที�เหมาะสม ของ

สารเล็กตินที�ยงัเหลืออยูโ่ดยเทียบกบัสารเล็กตินที�ไม่ไดป้รับค่าความเป็นกรด-ด่าง (คิดเป็น 100%) 

2.2.4.4  ความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็งของคน 

ทดสอบความเป็นพิษของสารเล็กตินต่อเซลลม์ะเร็งที�เลี�ยงไวใ้นหลอดทดลอง (in 

vitro) ดว้ยวิธี MTT colorimetric assay ตาม Mosmann (1983) และ Wilson (2000) ที�อาศยัปฏิกิริยาใน      

ไมโตรคอนเดรียรีดิวซ์สาร MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ซึ� ง

เป็น Tetrazole ชนิดหนึ�งที�มีสีเหลือง เมื�อถูกรีดิวซ์เกิดเป็นสีม่วงของ Formazan ในไมโตคอนเดรียของ

เซลล์สิ�งมีชีวิต เติม solubilization solution (ใช ้Dimethyl sulfoxide ในสารละลาย Hydrochloric acid) เพื�อ

ละลายสารสีม่วงที�ไม่ละลายที�เกิดขึ�น วดัค่าการดูดกลืนแสงของสีในสารละลายนี�ที�ความยาวแสง 500 และ 

600 นาโนเมตร โดยใช ้ Spectrophotometer ในขั�นตอนนี�ไดค้วามอนุเคราะห์ในการดาํเนินการ ณ 

ห้องปฏิบติัการวจิยัสมุนไพร สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ ภายใตก้ารดูแลของ ดร. ผอ่งพรรณ ศิริพงษ ์
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เซลลม์ะเร็งที�ใชใ้นการทดสอบเป็นเซลลม์ะเร็งของคนที�พบไดง่้ายในประเทศไทย 2 ชนิด คือ 

เซลล์มะเร็งปากมดลูก (Human cervical carcinoma cell line, HeLa) และเซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปาก 

(Human epidermoid carcinoma cell line, KB) พร้อมทั�งเซลลป์กติ 1 ชนิด คือ เซลลไ์ตของลิง (African 

green monkey kidney epithelial cell line, Vero) โดยเลี�ยงเซลลท์ี�ผา่นการ Trypsinized แลว้ต่อใน 

Microtiter plate (130×85×15 มิลลิเมตร) ที�ประกอบดว้ย 8×12 wells ลกัษณะ Flat bottom ในตู้

คาร์บอนไดออกไซด์ (5% CO2) ที� 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง ในแต่ละหลุม (well) ของ 

Microtiter plate มีความหนาแน่นของเซลลป์ระมาณ 3,000 เซลล ์ ต่อ 90 ไมโครลิตรต่อหลุม ปิเปตสาร

สกดัหยาบเล็กตินหรือสารเล็กตินบริสุทธ์ที�เจือจางเป็นลาํดบัแบบ Ten-fold ดว้ย Phosphate buffer saline 

(PBS pH 7.4; ภาคผนวก ก14) สารสกดัละ 10 ไมโครลิตร ลงในหลุมของ Microtiter plate ที�เลี�ยงเซลลไ์ว ้

ทาํการทดลองหกซํ� า บ่มในตูท้ี�มี 5% CO2 ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั�วโมง ถ่ายอาหารที�

ใชเ้ลี�ยงเซลลอ์อก เติมสารละลาย MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

(5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม นาํไปบ่มในตู ้ 5% CO2 ที�อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั�วโมง จากนั�นดูดสารละลาย MTT ออก แลว้เติมสารละลาย DMSO (Dimethyl 

sulfoxide) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ก่อนนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที� 550 นาโนเมตร ดว้ยเครื�อง 

Microtiter plate reader ชุดควบคุมที�ไม่มีสารละลายโปรตีนเล็กตินใชเ้ป็น Negative control และชุด

ควบคุมที�มี Adriamycin 100 ไมโครโมลาร์ เป็น Positive control  โดยค่า IC50 (50% Inhibition 

concentration) คือ ค่าความเขม้ขน้ของสารที�ใชท้ดสอบที�สามารถทาํลายเซลล์มะเร็งไดค้รึ� งหนึ�งเมื�อเทียบ

กบักลุ่มควบคุม ซึ� งค่า IC50 มาตรฐานของสารสกดัหยาบที�สามารถทาํลาย/ยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนเซลล์มะเร็ง

ตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า IC50 มาตรฐานของสารบริสุทธิ� ที�สามารถ

ยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนเซลล์มะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2.2.4.5  มวลโมเลกุล และ Isoelectric point (pI) 

หามวลโมเลกุลของโปรตีนเล็กตินโดยวิธี Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970; Bollag et al., 1996) ดว้ยสารละลายตามภาคผนวก      

ก17-ก25 และ Gel filtration chromatography และวิเคราะห์หา Isoelectric point (pI) นาํสารละลายโปรตีน

เล็กตินที�บริสุทธิ� มาแยกโปรตีนดว้ยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีส 2 มิติ (2 Dimension Electrophoresis) โดยทาํ

การแยกโปรตีนในระนาบที� 1 บนเครื�องแยก IEF ดว้ย Drystrip ขนาด 7 เซนติเมตร ในช่วง pH 3.0-10.0 

(GE Healthcare) ซึ� งแยกโปรตีนตามประจุ pI (First dimensional isoelectric focusing gel, IEF) จากนั�น

แยกโปรตีนในระนาบที� 2 โดยใช ้ SDS-PAGE ซึ� งแยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุล (Gel casting second 

dimension SDS-PAGE) และยอ้มสีโปรตีนในเจลดว้ย Silver staining ถ่ายภาพเจล นาํไปแปลผลกบั

โปรแกรม (Gels Scan) การหามวลโมเลกุลของเล็กตินจากเชื�อราในขั�นตอนนี�ใช ้ Sodium dodecyl 

sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ที�ใช ้17.5% Polyacrylamide gel (ภาคผนวก ก

17, ก19 และ ก21-22) ดว้ยวธีิการตาม Laemmli (1970)  ยอ้ม Gel ดว้ย Coomassie brilliant blue 

(ภาคผนวก ก24.1) หานํ�าหนกัโมเลกุลของเล็กตินโดยเทียบการเคลื�อนที�กบันํ�าหนกัโมเลกุลของโปรตีน
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มาตรฐาน และใช ้Tricine-SDS-PAGE gel electrophoresis (ภาคผนวก ก25) เพื�อช่วยในการแยกเล็กตินที�มี

นํ�าหนกัโมเลกุลขนาดเล็ก (ระหวา่ง 5 ถึง 20 kDa) วิธีการทาํนองเดียวกบั SDS-PAGE แต่ใช ้Tricine แทน 

Glycine 

2.2.4.6  ความจําเพาะของสารต่อนํ�าตาล 

นํ�าตาลที�ใชใ้นการทดสอบความจาํเพาะของสารเล็กติน ไดแ้ก่ N-Acetyl-D-Galactosamine 

(GalNAc), 2-Acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose, D-Adonitol, Amygdalin, L-Arabinose, Cellobiose, Esculin, 

Fructose, Fucose, D-Galactose, D-Glucose, Inositol, Inulin, Lactose, Lactitol, Maltose, Mannitol, D-Mannose, 

D-Melezitose, Melibiose, Methyl-α-D-galactopyranoside, Methyl-β-D-galactopyranoside, 4-Nitrophynyl-α-D-

galactopyranoside, 4-Nitrophynyl-α-D-galactopyranoside, Raffinose, Rhamnose, Ribose, Salicin, Sorbitol, 

Trehalose, D-Turanose, และ D-Xylose  เจือจางนํ� าตาลที�ใช้ทดสอบปริมาตร 25 ไมโครลิตร เป็นลาํดบัแบบ 

Two-fold ด้วย 0.04M Phosphate buffer saline (PBS pH 7.4; ภาคผนวก ก16) ในหลุมของ Microtiter plate 

(130×85×15 มิลลิเมตร) ที�ประกอบดว้ย 8×12 wells ลกัษณะ U-shaped bottom ทาํการทดลองสองซํ� า ปิเปตสาร

เล็กตินที�ปรับความเขม้ขน้ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาผสมกบันํ� าตาล นาํ Microtiter plates ไปบ่มที�อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั�นเติมเซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตวท์ี�เหมาะสม ที�เจือจาง 2% ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ลงใน Microtiter plate ที�มีสารเล็กตินผสมกบันํ� าตาล ใช้เซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตวท์ี�เติม 0.01M 

PBS (pH 7.4; ภาคผนวก ก16) เป็นการทดลองควบคุม (control) บ่ม Microtiter plates ที�บรรจุสารทดสอบที�

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั�วโมง ตรวจสอบการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดง บนัทึกผลบวกของ

การจบักลุ่มซึ� งเซลล์เม็ดเลือดแดงเกาะกนัเป็นสีแดงปกคลุมที�กน้ของ Microtiter plate ผลลบพบเม็ดเลือดแดง

ทั�งหมดตกลงอยู่ที�กน้หลุม บนัทึกค่าความเขม้ขน้ของนํ� าตาลที�แสดงการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination 

inhibition) กบัเซลลเ์มด็เลือดแดงของกระต่าย 

2.2.4.7  คุณลักษณะ Glycoprotein 

ทดสอบคุณลกัษณะ Glycoprotein ของสารเล็กตินโดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE และ 

Periodic Acid Schiff (PAS) staining (ภาคผนวก ก13) ตามวิธีการที�ระบุโดย Fukuda and Kobata (1993) 

โดยนาํสารเล็กตินบริสุทธิ� มาแยกดว้ย 12.5% SDS-PAGE จากนั�นแช่แผน่เจลใน 12.5% Trichloroacetic 

acid (TCA) เป็น fixation solution (ภาคผนวก ก13.1) เป็นเวลา 1 ชั�วโมง เพื�อตรึงโปรตีนให้อยูก่บัที�และ

ป้องกนัการแพร่กระจายของโปรตีนแลว้ลา้งดว้ยนํ�ากลั�นประมาณ 15 วินาที แลว้นาํแผน่เจลไปแช่ใน 1% 

Periodic acid (Amersham Pharmacia Biotech) เป็นเวลา 50 นาที  ลา้งดว้ยนํ�ากลั�นหลายๆ ครั� ง แลว้จึงแช่

แผน่เจลใน Fuchsin-sulphite solution ในที�มืด เป็นเวลา 50 นาที ลา้งสีที�ไม่ไดจ้บักบัไกลโคโปรตีนดว้ย 

0.5% Sodium metabisulphite (ภาคผนวก ก13.2) 3 ครั� งๆละ 10 นาที จะเห็นเป็นสีเหลือง ลา้งต่อดว้ยนํ�า

กลั�นจนกระทั�งไม่มีสี จากนั�นนาํแผน่เจลวางลงใน Schiff’s reagent (Amersham Pharmacia Biotech) และ

บ่มจนกระทั�งแถบสีแดงของคาร์โบไฮเดรตปรากฎขึ�น โดยปกติจะปรากฎหลงัจาก 2 ชั�วโมง กาํจดั reagent 

ส่วนเกินดว้ย Destaining solution ß2 glycoprotein I (Amersham Pharmacia Biotech) และใช ้
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Ribonuclease B (Sigma-Aldrich, U.S.A.) เป็นผลบวกควบคุม (Positive control) ถ่ายรูปทนัที และเก็บ

แผน่เจลไวใ้น 7% Acetic acid 

2.2.4.8  โครงสร้างปฐมภูมิของเลก็ติน 

นาํสารละลายโปรตีนเล็กตินไปวิเคราะห์ความบริสุทธิ� ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  ตดัแถบ

ของโปรตีนที�สนใจมาย่อยดว้ยเอนไซม์ทริปซิน (Shevchenko et al., 1996)  วิเคราะห์เปปไทด์ที�ย่อยไดด้้วย

เครื� อง Liquid chromatography/electrospray ionization mass spectrometry (Bruker nanoLC-HCTultra system) 

โดยเทคนิค MS/MS ion search และฐานขอ้มูล MASCOT (http://www.matrixscience.com) 

2.2.4.9  การทดสอบกรรมวิธีการปลูกผลกึเล็กติน 

ก.  การทดสอบหาสภาวะเบื�องต้นที�เหมาะสมต่อการเกิดผลกึ 

นําเล็กตินที�บริสุทธิ� มาทดสอบหาสภาวะเบื� องต้นที� เหมาะสมต่อการเกิดผลึก 

(crystallization) ด้วย Commercial screening kit ซึ� งเป็นชุดสารละลายสําเร็จรูป Crystallization Basic Kit for 

Proteins คื อ  Crystal Screen HR2-110 แ ล ะ  Crystal Screen HR2-112 (Hampton Research, California, U.S.A.) 

การทดสอบเบื�องต้นใช้การปลูกผลึกด้วยวิธี Microbatch เป็น Microbatch under oil โดยปิเปตสารละลาย

ทดสอบปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงในช่องของ Microwell plate (NUNTM, NordicCell, Denmark) ขนาด 

60×80×10 มิลลิเมตร ที�ประกอบดว้ย 6×10 wells  ลกัษณะกน้แบบราบ (Flat bottom) ที�มี Mineral oil ปริมาตร 5 

ไมโครลิตร อยูใ่นหลุม (well) จากนั�นปิเปตสารเล็กตินบริสุทธิ�  1 ไมโครลิตร ลงใน well บ่มที�อุณหภูมิ 18 องศา

เซลเซียส สังเกตการเกิดผลึกภายใต ้Stereo microscope และวิเคราะห์คุณภาพของผลึกอย่างต่อเนื�องทุกวนัใน

สัปดาห์แรก หลงัจากหนึ�งสัปดาห์ผา่นไปให้สังเกตและบนัทึกสัปดาห์และครั� ง และหลงัจากหนึ�งเดือนผา่นไป

ให้สังเกตและบนัทึกเดือนละครั� ง 

ข.  การปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึก 

ปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึก ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของโปรตีน ความเขม้ขน้และ 

pH ของสารละลายที�ใช ้ และอุณหภูมิ เพื�อปรับปรุงใหไ้ดผ้ลึกที�มีคุณภาพมากยิ�งขึ�น โดยใชก้ารปลูกผลึก

ดว้ยวิธี Hanging drop vapour diffusion โดยปิเปตสารเล็กตินบริสุทธิ�  1 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้ 2-5 

มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร ที�ละลายใน 10mM Tris-HCl (pH 8.0; ภาคผนวก ก31) และปิเปตสารละลายที�ใช ้

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบน Glass plate จากนั�นนาํไปวางบน 24-well VDXTM plate with sealant 

(Hampton Research) ขนาด 100×145×25 มิลลิเมตร ที�ประกอบดว้ย 4×6 wells ลกัษณะ Flat bottom ที�มี

สารละลายที�ใชป้ริมาตร 1 มิลลิลิตร อยูใ่น well และนาํไปบ่มที�อุณหภูมิที�ตอ้งการทดสอบ สังเกตติดตาม

วดัขนาดและประเมินคุณภาพของผลึกอยา่งต่อเนื�องดว้ย Stereo microscope 
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รูปที� 2.1 วิธี Hanging drop vapour diffusion เพื�อปลูกผลึกโปรตีน 

 

 

ค.  การทดสอบคุณภาพผลกึของเล็กติน 

ทดสอบคุณภาพผลึกของเล็กตินโดยเทคนิคการเลี� ยวเบนรังสี เอกซ์  (X-Ray 

diffraction) ด้วย X-Ray source และ Detector ที�ติดตั� ง ณ สถาบันวิจยัแสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน) 

จงัหวดันครราชสีมา เมื�อรังสีเอกซ์ที�มีความเขม้สูงไปกระทบผลึกของเล็กตินจะให้ขอ้มูลในเชิงของแบบ

แผนการกระจายรังสีเอกซ์ ขอ้มูลการกระเจิงของรังสีเอกซ์ที�ไดจ้ากผลึกเดี�ยวเล็กตินที�ให้ความละเอียดระดบั 

2 อังสตรอมหรือดีกว่า จะนํามาคํานวณด้วยโปรแกรม เช่น MOSFLM หรือ Crystal-Clear/d*TREK เพื�อ

วิเคราะห์หากลุ่มสมมาตร และปริมาตรของ Unit cell ของผลึกเล็กติน 
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บทที� 3 

ผลและอภิปรายผลการวจิัย 

การดาํเนินงานของโครงการวิจยั “การศึกษาลกัษณะเฉพาะของเล็กตินที�มีฤทธิ� ทางชีวภาพจากเห็ดที�

รับประทานได”้ ไดผ้ลดงันี�  

3.1 การคดัเลือกเห็ดที�ผลติสารเลก็ตินและเกบ็รวบรวมดอกเห็ด (Fruiting body) ที�ยงัมคีวามสด 

คัดเลือกเห็ดเพื�อทดสอบผลการผลิตสารเล็กตินจากข้อมูลตวัอย่างเห็ดที�ได้ศึกษาในเบื�องต้นแล้ว

จาํนวน 33� ตวัอย่าง (specimen) ของโครงการวิจยัเรื� อง เล็กตินของเชื�อรา (สุรีลกัษณ์ รอดทอง, 2551)  เลือก

เห็ดรับประทานไดจ้าก 9 วงศ์ (family) (ตารางที� 3.1 และ 3.2) เพื�อการศึกษาของโครงการวิจยันี�   จากนั�นไดเ้ก็บ

รวบรวม Fruiting body ของเห็ดที�เลือกจากแหล่งที�ไดม้ีการสํารวจ สามารถรวบรวบ Fruiting body ของเห็ดได้

จาํนวน 133 ตวัอย่าง (ตารางที� 3.2 และตวัอย่างลกัษณะทางสัณฐานของ Fruiting body ดงัรูปที� 3.1-3.9 และรูป

ผนวกที� 1-7) เพื�อนาํมาคดักรองให้ไดเ้ห็ดอย่างน้อยสองชนิดเพื�อการศึกษาลกัษณะเฉพาะของสารเล็กตินเพื�อ

การใชป้ระโยชน ์

จากดอกเห็ดสดที�เก็บรวบรวมได ้ นาํมาอบแห้งในตูอ้บความร้อนที�อุณหภูมิ �� องศาเซลเซียส 

เป็นเวลาประมาณ �-�� ชั�วโมง ทาํให้ไดต้วัอยา่งเห็ดมีความชื�นประมาณ 4-10% ขึ�นกบัความชื�นเริ�มตน้

และขนาดของตวัอยา่งเห็ด ตามวิธีการที�ผูว้ิจยัไดพ้ฒันาขึ�นเพื�อการเตรียมตวัอยา่งเห็ดที�ยงัคงรักษาสมบติั

ของสารเล็กตินและไม่มีเมือกจากโครงสร้างของดอกเห็ดสดปนเปื� อนในขั�นตอนการสกดัสารเล็กติน 
 

ตารางที� 3.1 เห็ดรับประทานไดท้ี�คดัเลือกจากผลงานวจิยัพื�นฐานเพื�อนาํมาทดสอบการสะสม

สารเล็กตินในโครงสร้าง 
 

Mushroom family Mushroom genus 

Amanitaceae Amanita 

Boletaceae Boletus, Boletellus, Gyroporus, Heimiella, Phylloporus, 
Strobilomyces, Tylopilus, Xerocomus  

Cantharellaceae Cantharellus 

Clavariaceae Scytinopogon 

Pleurotaceae Lentinus 

Pluteaceae Volvariella 

Russulaceae Lactarius, Russula 

Schizophyllaceae Schizophyllum 

Tricholomataceae Termitomyces 
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รูปที� 3.1 ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในสกุล Amanita วงศ ์Amanitaceae ชนิดที�เลือกและเก็บตวัอยา่ง 

Fruiting body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 

Amanita spp. (เห็ดระโงก) วางจาํหน่ายในตลาดพื�นบา้น  

MC178 Amanita hemibapha subsp. javamica Corner&Bas. (เห็ดระโงกเหลือง)  วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

MC353 Amanita caesaria (Fr.) Schweinitz (เห็ดระโงกเหลืองแดง) วงันํ�าเขียว  นครราชสีมา 

MC182 Amanita sp. (เห็ดระโงกเหลือง) วงันํ� าเขียว  นครราชสีมา 
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รูปที� 3.1 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในสกุล Amanita วงศ ์Amanitaceae ชนิดที�เลือกและเก็บ

ตวัอยา่ง Fruiting body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 

MC237 Amanita sp. (เห็ดขา้วสาร)  หนองพระองค ์บุรีรัมย ์

MC188 Amanita princeps Corner&Bas. (เห็ดระโงกขาว) วงันํ�าเขียว   นครราชสีมา  

 SUT109 Amanita hemibapha subsp. javanica Corner&Bas. นครราชสีมา 
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รูปที� 3.2 ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในวงศ ์Boletaceae ชนิดที�เลือกและเก็บตวัอยา่ง Fruiting body มาสกดั

สารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC210 Xerocomus sp.  เมือง นครราชสีมา Basidiospores 

Spore 

MC236 Leccinum subglabripes (เห็ดผึ�งหวาน)  ลาํปลายมาศ บุรีรัมย ์ Basidiospores 

Spore 

MC161 Tylopilus sp.  นางรอง บุรีรัมย ์

MC177 Boletus edulis (เห็ดตบัเต่า) เมือง นครราชสีมา 
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รูปที� 3.2 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในวงศ ์Boletaceae ชนิดที�เลือกและเก็บตวัอยา่ง Fruiting body 

มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 3.3 ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในสกุล Cantharellus วงศ ์Cantharellaceae ชนิดที�เลือกและเก็บ

ตวัอยา่ง Fruiting body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

 

MC183 Cantharellus odoratus (เห็ดขมิ�นหอม) วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

MC229 Phylloporus sp.  ลาํปลายมาศ บุรีรัมย ์ 

MC207 Xerocomus sp.  เมือง นครราชสีมา 
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รูปที� 3.3 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในสกุล Cantharellus วงศ ์Cantharellaceae ชนิดที�เลือกและเก็บ

ตวัอยา่ง Fruiting body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.4 ลกัษณะของเห็ด Scytinopogon sp. ในวงศ ์Clavariaceae ที�เลือกและเก็บตวัอยา่ง Fruiting body 

มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.5 ลกัษณะของเห็ด Lentinus sp. ในวงศ ์Pleurotaceae ที�เลือกและเก็บตวัอยา่ง Fruiting body มา

สกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC233 Cantharellus xanthopus (เห็ดมนัปู)  ลาํปลายมาศ บุรีรัมย ์

MC157 Scytinopogon sp. (เห็ดหนวด)  เมือง สกลนคร 

MC150 Lentinus sp. (เห็ดขอน) วารินชาํราบ อุบลราชธานี 
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รูปที� 3.6 ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดฟาง Volvariella volvacea ในวงศ ์Pluteaceae ที�เก็บตวัอยา่ง Fruiting 

body จากต่างแหล่งจาํหน่ายในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย มาสกดัสารเล็กติน

เพื�อการคดัเลือกสาร 

MC131 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)   พิมาย นครราชสีมา 

MC134 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  นางรอง บุรีรัมย ์

MC133 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  เมือง สุรินทร์ 

เห็ดฟาง ที�จาํหน่ายในตลาดพื�นบา้น 
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รูปที� 3.6 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดฟาง Volvariella volvacea ในวงศ ์ Pluteaceae ที�เก็บตวัอยา่ง 

Fruiting body จากต่างแหล่งจาํหน่ายในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย มา

สกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC144 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  เมือง ชยัภูมิ 

MC138 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  ชุมแพ ขอนแก่น 

MC139 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  เมือง กาฬสินธุ ์

MC145 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  เมือง มหาสารคาม 
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รูปที� 3.6 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดฟาง Volvariella volvacea ในวงศ ์ Pluteaceae ที�เก็บตวัอยา่ง 

Fruiting body จากต่างแหล่งจาํหน่ายในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย มา

สกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.7 ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในวงศ ์ Russulaceae ชนิดที�เลือกและเก็บตวัอยา่ง Fruiting body มา

สกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC167 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  เมือง สกลนคร 

MC165 Lactarius volemus (Fr.) Fr. (เห็ดหาด)   

พนมรุ้ง บุรีรัมย ์
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รูปที� 3.7 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในวงศ ์Russulaceae ชนิดที�เลือกและเก็บตวัอยา่ง Fruiting body 

มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

Russula spp.  วางจาํหน่ายในตลาดพื�นบา้น   

SUT086  
Russula cyanoxantha 
(Schaeff.) Fr. 

Russula virescens Fr. 

MC156 Russula sp. พนมรุ้ง บุรีรัมย ์

Russula sp.  เมือง  สกลนคร 

Russula spp.  และ Boletus spp. วางจาํหน่ายในตลาดพื�นบา้น   
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รูปที� 3.7 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในวงศ ์Russulaceae ชนิดที�เลือกและเก็บตวัอยา่ง Fruiting 

body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.8 ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดแครง Schizophyllum commune ในวงศ ์Schizophyllaceae ที�เลือก

และเก็บตวัอยา่ง Fruiting body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 

 

MC189 Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล)  วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

MC230 Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล)  ลาํปลายมาศ บุรีรัมย ์

MC322 Schizophyllum commune Fries (เห็ดแครง)  นครปฐม 

ML150 Schizophyllum commune Fries (เห็ดแครง)  เมือง สกลนคร 
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รูปที� 3.8 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดแครง Schizophyllum commune ในวงศ ์Schizophyllaceae ที�

เลือกและเก็บตวัอยา่ง Fruiting body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.9 ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในสกุล Termitomyces วงศ ์Tricholomataceae ที�เลือกและเก็บ

ตวัอยา่ง Fruiting body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC173 Schizophyllum commune Fries (เห็ดแครง)  เมือง นครราชสีมา 

MC190 Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

MC191 Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  นางรอง บุรีรัมย ์
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รูปที� 3.9 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะของเห็ดในสกุล Termitomyces วงศ ์Tricholomataceae ที�เลือกและเก็บ

ตวัอยา่ง Fruiting body มาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

 

 

3.2 การสกดั/แยกสารเลก็ตินในลกัษณะสารสกดัหยาบ (Crude extract) 

สกดั/แยกเล็กตินในลกัษณะสารสกดัหยาบ (Crude extract) เพื�อการทดสอบหาเล็กตินที�สะสมใน

โครงสร้างของเห็ดโดยนาํ Fruiting body ของเห็ดที�ผา่นการอบแหง้มาเตรียมใหเ้ป็นผงดว้ยเครื�องตีป่น 

(Blender) เติม Ice-cold extraction buffer (0.01M Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4) ให้ไดค้วาม     

เจือจาง 1:10 (นํ�าหนกัต่อปริมาตร) ผสมใหเ้ป็นเนื�อเดียวกนั เติม Insoluble polyvinylpyrrolidone (PVPP) 

ปริมาณ �.�% (นํ�าหนกัต่อปริมาตร) เพื�อดูดซบั Polyphenolic substances ที�อาจปนเปื� อนในดอกเห็ด กวน

ที�อุณหภูมิ � องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-18 ชั�วโมง กรองดว้ยผา้ขาวบาง และปั�นแยกเพื�อเก็บเฉพาะส่วน

ใส (Supernatant) ซึ� งเป็นสารสกดัหยาบ (Crude extract) ของเล็กตินที�ใชท้ดสอบหาปริมาณสารเล็กติน 

ทดสอบสมบติัทางชีวภาพที�สาํคญัและคดัเลือกสารเพื�อทาํบริสุทธิ�  จากสารสกดัหยาบเล็กตินที�ไดจ้ากดอก

เห็ดที�เลือก เมื�อตรวจสอบแบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบนั�น SDS-PAGE (12.5% gel) พบวา่มี

ความแตกต่างกนัตามแบบของแถบของโปรตีนที�มีนํ�าหนกัโมเลกุลโดยเฉลี�ยอยูใ่นช่วงประมาณ 15 ถึง 95 

kDa โดยส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง 25-40 kDa (ตวัอยา่งในรูปที� 3.10-3.13 และรูปผนวกที� 8-15) 

ML057 Termitomyces microcarpus (Berk. et Br.) Heim  (เห็ดขา้วตอก) สแกราช นครราชสีมา 

MC327 Termitomyces microcarpus (Berk. et Br.) Heim  (เห็ดขา้วตอก) ภูพาน สกลนคร 
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รูปที� 3.10 ตวัอยา่งแถบโปรตีนที�ตรวจพบในสารสกดัหยาบของสารเล็กตินจาก Fruiting body ของ

เห็ดในวงศ ์Amanitaceae, Cantharellaceae และ Pleurotaceae จากการวิเคราะห์ดว้ย SDS-

PAGE (12% gel) 

Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 1-4, สารสกดัหยาบของเล็กตินจาก 

Fruiting body ของเห็ดในวงศ ์ Amanitaceae รหสั MC178, MC188, MC237, และ 

MC201; 5-7, สารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ ์Cantharellace 

รหสั MC159, MC183, และ MC233 ตามลาํดบั; 8, สารสกดัหยาบของเล็กตินจาก 

Fruiting body ของเห็ดในวงศ ์Pleurotaceae รหสั MC150 

รูปที� 3.11 ตวัอยา่งแบบแผนโปรตีนจากสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ ์

Boletaceae จากการวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE (12% gel) 

Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 1-9, สารสกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ด 

MC128, MC129, MC130, MC161, MC207, MC210, MC229, MC232, และ MC236 

ตามลาํดบั 

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

             MC178    MC188    MC237  MC201   MC159    MC183   MC233   MC150 

Amanitaceae Cantharellaceae Pleurotaceae 

  M         1            2            3          4            5           6           7            8 

  M        1           2          3          4            5          6          7          8          9 

97.0 

   kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

MC128  MC129   MC130   MC161  MC207  MC210  MC229  MC232  MC236 
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รูปที� 3.12 ตวัอยา่งแถบโปรตีนสารสกดัหยาบของสารเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ์ 

Pluteaceae จากการวเิคราะห์ดว้ย SDS-PAGE (12% gel) 

Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 1-8, สารสกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ด 

MC131, MC132, MC133, MC134, MC138, MC139, MC140, และ MC167 ตามลาํดบั 

รูปที� 3.13 ตวัอยา่งแถบโปรตีนที�ตรวจพบในสารสกดัหยาบของสารเล็กตินจาก Fruiting body 

ของเห็ดในวงศ ์ Schizophyllaceae, Ramariaceae และ Russulaceae ตรวจวิเคราะห์ดว้ย 

SDS-PAGE (12.5% gel) Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 1-9, สารสกดั

หยาบของเล็กตินจากเห็ด MC322, MC157, MC165, MC156, MC199, MC308, 

MC189, MC230, และ MC240 ตามลาํดบั 

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

  M          �           �             �            �            �            �           �            �           � 

Ramariaceae 

         MC322   MC157   MC165   MC156   MC199  MC308   MC189   MC230  MC240 

Schizophyllace Russulaceae 

  M           1            2             3            4             5          6           7            8 

97.0 

   kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

MC131    MC132    MC133    MC134    MC138   MC139    MC140    MC167 
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3.3 การทดสอบสมบัติทางชีวภาพเพื�อคดัเลือกสารสกดัหยาบของเลก็ตินจากเห็ดมาทําบริสุทธิ� 

จากการทดสอบสมบัติทางชีวภาพและคุณลักษณะของสารสกัดหยาบเล็กติน เพื�อให้ทราบถึง

ความสําคญัในการนาํไปใช้ประโยชน์ของเล็กตินและอนุพนัธ์ของเล็กตินที�พบ และเพื�อคดัเลือกคดัเลือกสาร

สกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ดมาทาํบริสุทธิ�  ไดผ้ลดงันี�  

3.3.1 ปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของสัตว์ของสารสกดัหยาบเล็กติน 

นาํสารสกดัหยาบโปรตีนเล็กติน (Crude extract) จากเห็ดรับประทานไดท้ี�เลือกมาเจือจางเป็น

ลาํดบั ดว้ยสารละลาย 0.01M Phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) และทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของ

เซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่าย (ผลจากขอ้มูลเบื�องตน้ที�ไดศ้ึกษาแลว้)  ที�เตรียมเป็นสารละลาย 2% ใน

สารละลาย �.��M PBS (pH 7.4) ใน Microtiter plate (U-shaped bottom) ใชเ้ซลลเ์ม็ดเลือดแดงที�เติม 

0.01M PBS (pH 7.4) เป็นการทดลองควบคุมผลลบ (Negative control)  ภายหลงับ่ม Microtiter plate ที�

บรรจุสารทดสอบที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา � ชั�วโมง  ตรวจสอบการจบักลุ่มของเซลล ์      

เม็ดเลือดแดง (Hemagglutination titer) พบวา่สารสกดัหยาบจากเห็ด 132 ตวัอยา่ง ใหผ้ลบวกของ 

Hemagglutination ที�ให้ค่า Titer แตกต่างกนัแมว้า่จะเป็นเห็ดชนิดเดียวกนัแต่รวบรวมไดจ้ากต่างแหล่งกนั 

(ตารางที� 3.2 และตวัอยา่งผลการทดสอบ Hemagglutination รูปที� 3.14)  กรณีของเห็ดในวงศ ์Boletaceae 

มีหลายตวัอยา่งที�สะสมเล็กตินที�มีค่า Titer สูง แต่มีขอ้จาํกดัของปริมาณตวัอยา่งที�ไม่เพียงพอต่อการทาํ

บริสุทธิ� และศึกษาสมบติัต่างๆ ของสารเล็กติน 
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ตารางที� 3.2 ตวัอยา่งผลการทดสอบ Hemagglutination เมื�อใชเ้ซลลเ์ม็ดเลือดแดงของกระต่าย ของ

สารสกดัเล็กตินที�สกดัจาก Fruiting body ของเห็ดชนิดที�เลือกเพื�อศึกษาสารเล็กติน 
 

Mushroom family/species/collection location Mushroom 
code 

Hemagglutination against 
rabbit red blood cells (Titer) 
Cap Stalk Whole Fruiting 

body 

Amanitaceae     

Amanita hemibapha subsp. javamica Corner&Bas 

(เห็ดระโงกเหลือง)  นครราชสีมา 

MC178 ND ND 128 

Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา MC181 ND ND 64 

Amanita sp. (เห็ดระโงกเหลือง)  นครราชสีมา MC182 ND ND 64 

Amanita princeps Corner&Bas (เห็ดระโงกขาว)  

นครราชสีมา 

MC188 ND ND 256 

Amanita sp. (เห็ดขา้วสาร)  บุรีรัมย ์ MC237 ND ND 4 

Amanita  (เห็ดกะทิ)  บุรีรัมย ์ MC201 ND ND 16 

Amanita vaginata (เห็ดไสเ้ดือน)  นครราชสีมา MC209 ND ND 128H 

Amanita caesaria (Fr.) Schweinitz (เห็ดระโงกเหลือง

แดง)  นครราชสีมา 

MC353 ND ND 128 

Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา MC354 ND ND 128 

Amanita sp. (เห็ดระโงก)  นครราชสีมา MC355 ND ND 64 

Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา ML023 ND ND 16H 

Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา ML024 ND ND 64 

Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  บุรีรัมย ์ SUT004 ND ND H 

Amanita caesarie (เห็ดระโงกเหลืองแดง) 
นครราชสีมา 

SUT086 ND ND 256 

Amanita hemibapha subsp. javanica Corner&Bas. 
(เห็ดระโงกเหลือง)  นครราชสีมา 

SUT109 ND ND 128 

Amanita sp. (เห็ดระโงกเหลือง)  พิษณุโลก SUT149 ND ND 64 

Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  ขอนแก่น SUT137 ND ND 128 

Boletaceae     

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)   นครราชสีมา MC125 ND ND 1024 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา MC128 512 1024 1024 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา MC129 4096 1024 1024 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา MC130 2048 1024 1024 

หมายเหตุ: ND, Not determined ในบางโครงสร้าง แต่มีการวิเคราะห์หาสารเลก็ตินจาก Whole Fruiting body 

 H, Hemolysis  
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ตารางที� 3.2 (ต่อ) ตวัอยา่งผลการทดสอบ Hemagglutination เมื�อใชเ้ซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่าย ของ

สารสกดัเล็กตินที�สกดัจาก Fruiting body ของเห็ดชนิดที�เลือกเพื�อศึกษาสารเล็กติน 
 

Mushroom family/species/collection location Mushroom 
code 

Hemagglutination against 
rabbit red blood cells (Titer) 
Cap Stalk Whole Fruiting 

body 

Boletaceae (ต่อ)     

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  สกลนคร MC135 ND ND 64 

Tylopilus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC161 ND ND 64 

Boletus edulis (เห็ดตบัเต่า)  นครราชสีมา MC177 ND ND 1024 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC179 ND ND 16 

Leccinum sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา MC187 ND ND 48 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา MC193 ND ND 48 

Boletellus emodensis (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC194 ND ND 16 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC197 ND ND 48 

Boletellus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC203 ND ND 128 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC204 ND ND 128 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC205 ND ND 48 

Xerocomus sp.  นครราชสีมา MC207 ND ND 64 

Xerocomus sp.  นครราชสีมา MC210 ND ND 128 

Xerocomus sp.  บุรีรัมย ์ MC212 ND ND 64 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา MC234 ND ND 48 

Boletus sp. (เห็ดผึ�งไข)  นครราชสีมา MC232 ND ND 4 

Leccinum subglabripes (เห็ดผึ�งหวาน)  บุรีรัมย ์ MC236 ND ND 1024 

Phylloporus sp.  บุรีรัมย ์ MC229 ND ND 8 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา MC239 ND ND 64 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC242 ND ND 16 

Heimiella sp.  บุรีรัมย ์ MC243 ND ND 256H 

Xerocomus sp.  บุรีรัมย ์ MC244 ND ND 16 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา MC325 ND ND 16 

Boletellus sp. (เห็ดผึ�ง)  สกลนคร MC335 ND ND 64 

Boletus obscureumbrinus Hongo (เห็ดผึ�ง)  สกลนคร MC336 ND ND 8 

Boletus lactissimus Hongo (เห็ดผึ�งส้ม)  สกลนคร MC337 ND ND 512 

หมายเหตุ: ND, Not determined ในบางโครงสร้าง แต่มีการวิเคราะห์หาสารเลก็ตินจาก Whole Fruiting body 

 H, Hemolysis
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ตารางที� 3.2 (ต่อ) ตวัอยา่งผลการทดสอบ Hemagglutination เมื�อใชเ้ซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่าย ของ

สารสกดัเล็กตินที�สกดัจาก Fruiting body ของเห็ดชนิดที�เลือกเพื�อศึกษาสารเล็กติน 
 

Mushroom family/species/collection location Mushroom 
code 

Hemagglutination against 
rabbit red blood cells (Titer) 
Cap Stalk Whole Fruiting 

body 
Boletaceae (ต่อ)     

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  สกลนคร MC338 ND ND 128 

Gyroporus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC359 ND ND 512 

Tylopilus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC360 ND ND 128 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ MC361 ND ND 16 

Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา ML026 ND ND 48 

Xerocomus sp.  นครราชสีมา ML028 ND ND 64 

Tylopilus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา ML029 ND ND 4 

Gyroporus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา ML032 ND ND 2H 

Strobilomyces floccopus  นครราชสีมา ML034 ND ND 32 

Heimiella sp. (เห็ดยูง)  บุรีรัมย ์ ML135 ND ND 256H 

Cantharellaceae     
Cantharellus sp. (เห็ดมนัปูหรือเห็ดขมิ�น)  สกลนคร MC159 ND ND 4 

Cantharellus odoratus (เห็ดขมิ�นหอม)  นครราชสีมา MC183 ND ND 16 

Cantharellus xathopus (Persoon) Duby (เห็ดมนัปู)  

บุรีรัมย ์

MC233 ND ND 64 

Cantharellus sp. (เห็ดมนัปู)  นครราชสีมา MC332 ND ND 4 

Cantharellus minor Peck. (เห็ดมนัปูเล็ก)  นครราชสีมา ML015 ND ND 256 

Cantharellus cibarius Fr. (เห็ดมนัปูใหญ่)  นครราชสีมา ML016 ND ND 256 

Cantharellus sp. (เห็ดมนัปู)  นครราชสีมา ML017 ND ND 4 

Cantharellus sp. (เห็ดมนัปู)  นครราชสีมา ML069 ND ND 2H 

Cantharellus minor Peck. (เห็ดมนัปูเล็ก)  นครราชสีมา ML070 ND ND 2H 

Clavariaceae     
Scytinopogon sp. (เห็ดหนวด)  สกลนคร MC157 ND ND 64 

Pleurotaceae     
Lentinus sp. (เห็ดขอน)  อุบลราชธานี MC150 ND ND �� 
Lentinus sp. (เห็ดขอน)  นครราชสีมา MC164 ND ND 16 
Lentinus polychrous (เห็ดขอนขาว)  นครราชสีมา ST230 ND ND 16 

หมายเหตุ: ND, Not determined ในบางโครงสร้าง แต่มีการวิเคราะห์หาสารเลก็ตินจาก Whole Fruiting body 

 H, Hemolysis   
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ตารางที� 3.2 (ต่อ) ตวัอยา่งผลการทดสอบ Hemagglutination เมื�อใชเ้ซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่าย ของ

สารสกดัเล็กตินที�สกดัจาก Fruiting body ของเห็ดชนิดที�เลือกเพื�อศึกษาสารเล็กติน 
 

Mushroom family/species/collection location Mushroom 
code 

Hemagglutination against rabbit 
red blood cells (Titer) 

Cap Stalk Whole Fruiting 
body 

Pluteaceae     
Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา MC131 2048 2048 2048 
Volvariella volvacea  นครราชสีมา MC132 2048 2048 2048 
Volvariella volvacea  สุรินทร์ MC133 1024 512 2048 
Volvariella volvacea  บุรีรัมย ์ MC134 2048 2048 2048 
Volvariella volvacea  ขอนแก่น MC138 2048 1024 1024 
Volvariella volvacea  กาฬสินธ์ุ MC139 1024 1024 1024 
Volvariella volvacea  บุรีรัมย ์ MC140 4096 256 512 
Volvariella volvacea  ชยัภูมิ MC144 1024 512 1024 
Volvariella volvacea  มหาสารคาม MC145 1024 1024 1024 
Volvariella volvacea  สกลนคร MC167 512 512 512 
Volvariella volvacea  อุบลราชธานี MC168 256 256 256 
Volvariella volvacea  สกลนคร MC330 ND ND 1024 
Volvariella volvacea  อุบลราชธานี MC352 ND ND 1024 
Volvariella volvacea  นครราชสีมา ST129 ND ND 1024 
Volvariella volvacea  บุรีรัมย ์ ST227 ND ND 1024 
Volvariella volvacea  บุรีรัมย ์ ST228 ND ND 1024 

Russulaceae     
Lactarius volemus (Fr.) Fr. (เห็ดหาด)  บุรีรัมย ์ MC165 ND ND 64 
Russula sp.  บุรีรัมย ์ MC154 ND ND 48 
Russula sp.  บุรีรัมย ์  MC156 ND ND 64 
Russula sp. (เห็ดตะไคล)  อุบลราชธานี MC164 ND ND 16 
Russula sp. (เห็ดแดง)  นครราชสีมา MC184 ND ND 4 
Russula anthracina (เห็ดถ่าน)  นครราชสีมา MC185 ND ND 16 
Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล)  นครราชสีมา MC189 ND ND 32 
Russula sp. (เห็ดตะไคล)  นครราชสีมา MC195 ND ND 16 
Russula sp. (เห็ดแดง)  นครราชสีมา MC196 ND ND 4 
Russula anthracina (เห็ดถ่าน)  นครราชสีมา MC199 ND ND 16 
Russula sp. (เห็ดนํ�าแป้ง)  นครราชสีมา MC208 ND ND 4 
Russula sp. (เห็ดหนา้มอม)  นครราชสีมา MC213 ND ND 4 
Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล)  บุรีรัมย ์ MC230 ND ND 64 
Russula sp. (เห็ดตะไคล)  บุรีรัมย ์ MC231 ND ND 16 
Russula sp. (เห็ดตะไคล)  บุรีรัมย ์ MC235 ND ND 16 
Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล)  บุรีรัมย ์ MC240 ND ND 128 
Russula sp. (เห็ดตะไคล)  นครราชสีมา MC308 ND ND 16 
Russula anthracina (เห็ดถ่าน)  นครราชสีมา MC323 ND ND 48 

หมายเหตุ: ND, Not determined ในบางโครงสร้าง แต่มีการวิเคราะห์หาสารเลก็ตินจาก Whole Fruiting body 

 H, Hemolysis  
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ตารางที� 3.2 (ต่อ) ตวัอยา่งผลการทดสอบ Hemagglutination เมื�อใชเ้ซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่าย ของ

สารสกดัเล็กตินที�สกดัจาก Fruiting body ของเห็ดชนิดที�เลือกเพื�อศึกษาสารเล็กติน 
 

Mushroom family/species/collection location Mushroom 
code 

Hemagglutination against 
rabbit red blood cells (Titer) 
Cap Stalk Whole Fruiting 

body 
Russulaceae (ต่อ)     

Russula sp. (เห็ดตะไคล)  นครราชสีมา MC324 ND ND 64 
Russula sp.  (เห็ดตะไคล)  สกลนคร MC329 ND ND 8 
Russula sp.  (เห็ดตะไคล)  สกลนคร MC331 ND ND 8 
Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคลเขียว)  นครราชสีมา MC357 ND ND 8 
Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคลเขียว)  นครราชสีมา MC358 ND ND 8 

Schizophyllaceae     
Schizophyllum commune Fries (เห็ดแครง) นครราชสีมา MC173 ND ND 1024 
Schizophyllum commune Fries (เห็ดแครง)  นครปฐม MC322 ND ND 64 
Schizophyllum commune Fries (เห็ดแครง)  สกลนคร ML150 ND ND 1024 

Tricholomataceae     
Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  นครราชสีมา MC190 ND ND 16 
Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  บุรีรัมย ์ MC191 ND ND 64 
Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  บุรีรัมย ์ MC200 ND ND 4 
Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  บุรีรัมย ์ MC206 ND ND 4 
Termitomyces microcarpus (Berk et Br.) Heim. (เห็ด

ขา้วตอก)  สกลนคร 
MC327 ND ND 32 

Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  นครราชสีมา MC356 ND ND 4 
Termitomyces microcarpus (Berk et Br.) Heim. 

(ขา้วตอก)  นครราชสีมา 
ML057 ND ND 32 

Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML066 ND ND 4 
Termitomyces striatus (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML067 ND ND 4 
Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML083 ND ND 4 
Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML084 ND ND 4 
Termitomyces aurantiacus R. Heim (เห็ดโคน)  

นครราชสีมา 
ML085 ND ND 2H 

Termitomyces aurantiacus R. Heim (เห็ดโคน) 
นครราชสีมา 

ML086 ND ND 2H 

Termitomyces aurantiacus R. Heim (เห็ดโคน) 
นครราชสีมา 

ML087 ND ND 64H 

Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML088 ND ND 2H 
Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML089 ND ND 2H 
Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  บุรีรัมย ์ ML119 ND ND 4 
Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML130 ND ND 4 
Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML131 ND ND 4 
Termitomyces aurantiacus R. Heim (เห็ดโคน)  

นครราชสีมา 
ML144 ND ND 2H 

Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  นครราชสีมา ML145 ND ND 4 
Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  นครราชสีมา SUT186 ND ND 4 

หมายเหตุ: ND, Not determined ในบางโครงสร้าง แต่มีการวิเคราะห์หาสารเลก็ตินจาก Whole Fruiting body 

 H, Hemolysis
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รูปที� 3.14 ตวัอยา่งผลการทดสอบกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลลเ์มด็เลือดแดงกระต่ายของสารสกดัหยาบ

เล็กตินจากโครงสร้าง Cap, Stalk และ Whole fruiting body ของเห็ดผึ�ง Boletus sp. (A และ B)  
เห็ดฟาง Volvariella volvacea (C ถึง F)  เห็ดแครง Schizophyllum commune (G)  เห็ดโคน 
(Termitomyces clypeatus MC190 และ MC191, H)  เห็ดกะทิ (Amanita sp. MC201, H)  และ
เห็ดตะไคล (Russula virescens MC240, H) 

(A) 

(D) 

 

 

(B) 

 MC125   MC128   MC129  MC130 

 (Whole)   (Stalk)   (Stalk)   (Stalk) 

Undiluted extract 
 

�:���� 

Negative control 

�:� 

�:�� 
�:� 

�:���� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 
�:��� 

�:��� 

�:���� 

�:� 

�:��� 

�:����� 

MC128  MC129  MC130 
 (Cap)     (Cap)     (Cap) 

Negative control 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:���� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:���� 

�:� 

�:��� 

�:����� 

Undiluted extract 
 

(C) 

MC131   MC131    MC131 

 (Cap)     (Stalk)     (Whole) 

  

Negative control 
 Undiluted extract 
 

�:����� 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:���� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:���� 

�:� 

�:��� 

�:�� 

Negative control 
 

MC132   MC132   MC132 

 (Cap)     (Stalk)     (Whole) 

Undiluted extract 
 

�:����� 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:���� 
�:���� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:���� 

�:� 

�:��� 
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รูปที� 3.14 (ต่อ) ตวัอยา่งผลการทดสอบกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงกระต่ายของสารสกดั- 
หยาบเล็กตินจากโครงสร้าง Cap, Stalk และ Whole fruiting body ของเห็ดผึ�ง Boletus sp. 
(A และ B) เห็ดฟาง Volvariella volvacea (C ถึง F) เห็ดแครง Schizophyllum commune 
(G) เห็ดโคน (Termitomyces clypeatus MC190 และ MC191, H) เห็ดกะทิ (Amanita sp. 
MC201, H) และเห็ดตะไคล (Russula virescens MC240, H) 

 

(G) 

Negative control 

concontrolcontr

�:� 

Undiluted extract 
 

(F) 

MC134   MC134    MC134 

 (Cap)     (Stalk)      (Whole) 

Undiluted extract 
 

Negative control 
 

�:����� 

 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:���� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:���� 

�:� 

�:��� 

(E) 

MC133       MC133         MC133 
(Cap)           (Stalk)           (Whole) 
 

Negative control 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:���� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:���� 

�:� 

�:��� 

�:����� 

Undiluted extract 

 

MC322 
(Whole fruiting body) 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:���� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:���� 

�:��� 

�:����� 

(Whole fruiting body) 
MC191  MC199  MC201  MC240 

Negative control 
  

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 
�:��� 

�:��� 

�:� 

�:��� 

(H) 

Undiluted extract 
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3.3.2 ฤทธิ�ของสารเลก็ตินในการยับยั�งการเจริญของจุลนิทรีย์ 

ทดสอบฤทธิ� ของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดรับประทานไดท้ี�เลือกจาํนวน 59 ตวัอยา่ง (ตารางที� 

3.3) ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียและเชื�อรา ดงันี�  

3.3.2.1 แบคทีเรีย 

จากการทดสอบฤทธิ� ของสารเล็กตินในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียใ์นกลุ่มแบคทีเรีย

คือ Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 29213 

และ Escherichia coli ATCC 25922 ดว้ยวธีิ Agar disc diffusion ใชส้ารปฏิชีวนะมาตรฐาน Streptomycin 

(10 ไมโครกรัมต่อ 20 ไมโครลิตร) เป็น Positive control พบการออกฤทธิ� ยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรีย

แตกต่างกนัของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดที�คดัเลือกมาทดสอบ (ตารางที� 3.3 และ 3.4  ตวัอยา่งในรูปที� 

3.15 และ 3.16 และรูปผนวกที� 16-19)  พบเพียงสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea ที�

มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรีย โดย Volvariella volvacea MC131 และ MC133 สามารถยบัย ั�ง

การเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli ATCC 25922 ที�ความเขม้ขน้ 3.36 และ 3.57 

ไมโครกรัมต่อ 20 ไมโครลิตร ตามลาํดบั (เล็กตินจาก MC131 ใหค้วามกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของ

บริเวณยบัย ั�งเท่ากบัสารมาตรฐาน ในขณะที� MC133 ให้ความกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�ง

มากกวา่ 1.04550 เท่า เมื�อเทียบกบั Streptomycin ที�ใชเ้ป็น Positive control) มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญ

ของแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus subtilis ATCC 6633 ที�ความเขม้ขน้ 1.64 และ 2.81 ไมโครกรัมต่อ 20 

ไมโครลิตร (มีความกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งนอ้ยกวา่ 0.7188 และ 0.8438 เท่า 

ตามลาํดบั) และยบัย ั�ง Staphylococcus aureus ATCC 29213 ที�ความเขม้ขน้ 2.36 และ 2.86 ไมโครกรัมต่อ 

20 ไมโครลิตร (มีความกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งนอ้ยกวา่ 0.77923 และ 0.8077 เท่า 

ตามลาํดบั เมื�อเทียบกบั Streptomycin ที�ใชเ้ป็น Positive control)   ยงัมีสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดฟาง 

MC134, MC330 และ MC352 ที�มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ Bacillus subtilis ATCC 6633 โดยมี

ความกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งนอ้ยกวา่ 0.8125, 0.8750 และ 0.8438 เท่า ตามลาํดบั)  

สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดฟาง MC134, MC145 และ MC352 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 เช่นเดียวกนัโดยมีความกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�ง

นอ้ยกวา่ 0.8462, 0.8462 และ 0.7692 เท่า ตามลาํดบั) เมื�อเทียบกบัของ Positive control (ตารางที� 3.3 และ 

3.4) 

3.3.2.2 เชื�อรา 

จากการทดสอบฤทธิ� ของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดที�รับประทานได ้ ในการยบัย ั�งการ

เจริญของเชื�อรา Aspergillus niger ATCC 6275, Candida albican ATCC 10231, Penicillium funiculosum 

ATCC 36839, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9896 และ Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824 

โดยใชส้ารปฏิชีวนะมาตรฐาน Nystatin (100 Units) เป็น Positive control   
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จากการศึกษาพบวา่สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดระโงกขาว Amanita sp. MC188, เห็ดผึ�ง 

Gyroporus sp. MC359, เห็ดฟาง MC168, Lactarius sp. MC165 และ เห็ดหนวด Scytinopogon sp. MC157 

มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824 โดยมีความกวา้งของ

เส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งนอ้ยกวา่เส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งของสารมาตรฐาน Nystatin 

(100 Units) เท่ากบั 0.904, 0.904, 0.857, 0.761 และ 0.952 เท่า ตามลาํดบั (ตารางที� 3.3 และ 3.4)  สารสกดั

หยาบเล็กตินจากเห็ดผึ�ง Tyropilus sp. MC161 และ MC360, Phylloporus sp. MC229, Gyropurus sp. 

MC359, Boletus sp. MC361 และเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC145 และ MC168 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�ง

การเจริญของ Aspergillus niger ATCC 6275  ในขณะที�สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ด Leccinum sp. 

MC187, Russula sp. MC164 และ Volvariella volvacea MC168 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ 

Penicillium funiculosum ATCC 36839 โดยมีความกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งนอ้ยกวา่ 

0.843 และ 0.812 และมากกวา่ 1.375 เท่า ตามลาํดบั เมื�อเทียบกบัเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งของ

สารมาตรฐาน Nystatin (100 Units) 

ส่วนสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC168 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญ

ของ Candida albican ATCC 10231 โดยมีความกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งนอ้ยกวา่ 0.619 

เท่า เมื�อเทียบกบัเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งของสารมาตรฐาน Nystatin (100 Units)  และสารสกดั

หยาบเล็กตินจากเห็ดหนวด Scytinopogon sp. MC157 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ Saccharomyces 

cerevisiae ATCC 9896 และ ATCC 18824 โดยมีความกวา้งของเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งมากกวา่ 

1.023 และนอ้ยกวา่ 0.925 เท่า ตามลาํดบั เมื�อเทียบกบัเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งของสารปฏิชีวนะ

มาตรฐาน Nystatin (100 Units) (ตารางที� 3.3 และ 3.4) 

สารเล็กตินจากดอกเห็ดฟางให้ผลการยบัย ั�งจุลินทรียโ์ดยรวมดีกว่าสารจากเห็ดชนิดอื�นที�นํามา

ทดสอบ (ตารางที� 3.3 และ 3.4 และตวัอยา่งในรูปที� 3.15 และรูปผนวกที� 20-23) 

 

ตารางที� 3.3 ฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียด์ว้ยสารปฏิชีวนะมาตรฐาน Streptomycin (10 

ไมโครกรัมต่อ 20 ไมโครลิตร) และ Nystatin (100 Units) 
 

หมายเหตุ: 1, Bacillus cereus ATCC 11778; 2, Bacillus subtilis ATCC 6633; 3, Escherichia coli ATCC 

25922; 4, Staphylococcus aureus ATCC 29213; 5, Aspergillus niger ATCC 6275; 6, Candida 

albican ATCC 10231; 7, Penicillium funiculosum ATCC 36839; 8, Saccharomyces cerevisiae 

ATCC 9896; 9, Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824;  -, ไม่เกิด Inhibition zone 

Standard antibiotic 
Inhibition zone (mm) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Streptomycin 16 16 11 13 - - - - - 

Nystatin - - - - 19 21 16 21 21 



48 

 

ตารางที� 3.4 ฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย ์(แบคทีเรียและเชื�อรา) ของสารสกดัหยาบเล็กติน

จาก Fruiting body ของเห็ดที�รับประทานไดท้ี�เลือกจาํนวน 59 ตวัอยา่ง  
 

หมายเหตุ: 1, Bacillus cereus ATCC 11778; 2, Bacillus subtilis ATCC 6633; 3, Escherichia coli ATCC 
25922; 4, Staphylococcus aureus ATCC 29213; 5, Aspergillus niger ATCC 6275; 6, Candida 
albican ATCC 10231; 7, Penicillium funiculosum ATCC 36839; 8, Saccharomyces cerevisiae 
ATCC 9896; 9, Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824;  -, ไม่เกิด Inhibition zone  

Mushroom code/family/species/collection location 
Inhibition zone (mm) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Amanitaceae          

MC178 Amanita sp. (เห็ดระโงกเหลือง)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC188 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา - - - - - - - - 19 

MC237 Amanita sp. (เห็ดขา้วสาร)  บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 

MC201 Amanita (เห็ดกะทิ)  บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 
MC353 Amanita sp. (เห็ดระโงกเหลืองแดง) 

นครราชสีมา 
- - - - - - - - - 

MC354 Amanita sp. (เห็ดระโงกแดง)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC355 Amanita sp. (เห็ดระโงกแดง)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

Boletaceae          

MC128 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC129 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC130 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC161 Tylopilus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ - - - - 15 - - - - 

MC187 Leccinum sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา - - - - - - 13.5 - - 

MC207 Xerocomus sp.  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC210 Xerocomus sp.  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC229 Phylloporus sp.  บุรีรัมย ์ - - - - 13.5 - - - - 

MC232 Boletus sp. (เห็ดผึ�งไข)  บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 

MC236 Leccinum subglabripes (เห็ดผึ�งหวาน) บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 

MC325 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC359 Gyroporus sp. (เห็ดผึ�งหวาน)  บุรีรัมย ์ - - - - 18 - - - 19 

MC360 Tylopilus sp. (เห็ดผึ�งนกยูง)  บุรีรัมย ์ - - - - 17 - - - - 

MC361 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  บุรีรัมย ์ - - - - 16.5 - - - - 

Cantharellaceae          

MC159 Cantharellus sp. (เห็ดมนัปู)  สกลนคร - - - - - - - - - 
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ตารางที� 3.4 (ต่อ) ฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย ์(แบคทีเรียและเชื�อรา) ของสารสกดัหยาบเล็กติน

จาก Fruiting body ของเห็ดที�รับประทานไดท้ี�เลือกจาํนวน 59 ตวัอยา่ง 
 

หมายเหตุ: 1, Bacillus cereus ATCC 11778; 2, Bacillus subtilis ATCC 6633; 3, Escherichia coli ATCC 
25922; 4, Staphylococcus aureus ATCC 29213; 5, Aspergillus niger ATCC 6275; 6, Candida 
albican ATCC 10231; 7, Penicillium funiculosum ATCC 36839; 8, Saccharomyces cerevisiae 
ATCC 9896; 9, Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824;  -, ไม่เกิด Inhibition zone 

Mushroom code/family/species/collection location 
Inhibition zone (mm) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Cantharellaceae          

MC183 Cantharellus odoratus (เห็ดขมิ�นหอม) 
นครราชสีมา 

- - - - - - - - - 

MC233 Cantharellus xanthopus (Persoon) Duby 
(เห็ดมนัปู)  บุรีรัมย ์

- - - - - - - - - 

MC332 Cantharellus sp. (เห็ดมนัปู)  สกลนคร - - - - - - - - - 

Clavariaceae          

MC157 Scytinopogon sp. (เห็ดหนวด)  สกลนคร - - - - - - - 21.5 20 

Pleurotaceae          

MC150 Lentinus sp.  อุบลราชธานี - - - - - - - - - 

Pluteaceae          

MC131 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา - 11.5 11 10.3 - - - - - 

MC132 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 

MC133 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  สุรินทร์ - 13.5 11.5 10.5 - - - - - 

MC134 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  บุรีรัมย ์ - 13 - 11 - - - - - 

MC138 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  ขอนแก่น - - - - - - - - - 

MC139 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  กาฬสินธ์ุ - - - - - - - - - 

MC140 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 

MC144 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  ชยัภูมิ - - - - - - - - - 

MC145Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  
มหาสารคาม 

- - - 11 11.5 - - - - 

MC167 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  สกลนคร - - - - - - - - - 

MC168 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  
อุบลราชธานี 

- - - - 13 13 22 - 18 

MC330 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  สกลนคร - 14 - - - - - - - 

MC352 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  อุบลราชธานี - 13.5 - 10 - - - - - 
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ตารางที� 3.4 (ต่อ) ฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย ์(แบคทีเรียและเชื�อรา) ของสารสกดัหยาบเล็กติน

จาก Fruiting body ของเห็ดที�รับประทานไดท้ี�เลือกจาํนวน 59 ตวัอยา่ง 
 

หมายเหตุ: 1, Bacillus cereus ATCC 11778; 2, Bacillus subtilis ATCC 6633; 3, Escherichia coli ATCC 25922; 
4, Staphylococcus aureus ATCC 29213; 5, Aspergillus niger ATCC 6275; 6, Candida albican ATCC 10231; 7, 
Penicillium funiculosum ATCC 36839; 8, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9896; 9, Saccharomyces 
cerevisiae ATCC 18824;  -, ไม่เกิด Inhibition zone  

Mushroom code/family/species/collection location 
Inhibition zone (mm) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Russulaceae          
MC156 Russula sp.  บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 
MC164 Russula sp. (เห็ดตะไคล)  อุบลราชธานี - - - - 13.5 - 13 - - 
MC165 Lactarius volemus (Fr.) Fr. (เห็ดหาด) บุรีรัมย ์ - - - - - - - - 16 
MC189 Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล) นครราชสีมา - - - - - - - - - 
MC199 Russula anthracina (เห็ดถ่าน)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 
MC230 Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล)  บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 
MC240 Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล)  บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 
MC308 Russula sp. (เห็ดตะไคล)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 
MC323 Russula anthracina (เห็ดถ่าน)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 
MC324 Russula sp. (เห็ดตะไคล)  นครราชสีมา - - - - - - - - - 
MC329 Russula sp. (เห็ดตะไคล) สกลนคร - - - - 16.5 - - - - 
MC331 Russula sp. (เห็ดก่อ)  สกลนคร - - - - - - - - - 
MC357 Russula virescens (เห็ดตะไคลเขียว) 

นครราชสีมา 
- - - - - - - - - 

MC358 Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคลขาว) 
นครราชสีมา 

- - - - - - - - - 

Schzophyllaceae          
MC322 Schizophyllum commune (เห็ดแครง) นครปฐม - - - - - - - - - 

Tricholomataceae          
MC190 Termitomyces clypeatus (เห็ดโคน) นครราชสีมา - - - - - - - - - 
MC191 Termitomyces clypeatus (เห็ดโคน)  บุรีรัมย ์ - - - - - - - - - 
MC327 Termitomyces microcarpus (Berk et Br.) Heim. 

(เห็ดขา้วตอก)  สกลนคร 
- - - - - - - - - 

MC356 Termitomyces clypeatus (เห็ดโคน) นครราชสีมา - - - - - - - - - 
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รูปที� 3.15 ผลการทดสอบฤทธิ� ของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 

(A1-A4), MC168 (B) และเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 (C) ที�ยบัย ั�งการเจริญของ

แบคทีเรียที�เป็นเชื�อทดสอบ โดยวดัจากบริเวณยบัย ั�ง (Inhibition zone, ลูกศร) และเทียบกบั

สารปฏิชีวนะมาตรฐาน Streptomycin (10 ไมโครกรัมต่อ 20 ไมโครลิตร) 
 

MC168 

MC168 

MC167 

MC167 

Aspergillus niger  ATCC 6275 

N 

N 

MC133 MC134 

MC133 MC134 

Staphylococcus aureus ATCC ����� 

s 

s MC133 

MC133 MC132 

MC132 

Escherichia coli ATCC ����� 

s 

s 

MC139 

MC138 

MC133 

MC139 

MC138 

MC133 

Bacillus subtilis ATCC ���� 

s 

s 

s 

MC188P 

MC178 
MC188C 

MC188P 

MC178 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824 

s 

MC188C 

s 

s 
MC133 

MC132 

MC131 
MC133 

MC132 

MC131 

Bacillus cereus ATCC 11778 
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รูปที� 3.16 ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดรับประทานไดบ้างชนิด ที�

ยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 29213 โดยวดัจากบริเวณ

ยบัย ั�ง (Inhibition zone, ลูกศร) และเทียบกบัสารปฏิชีวนะมาตรฐาน Streptomycin (10 

ไมโครกรัมต่อ �� ไมโครลิตร) 

MC139 MC138 

MC139 

MC189 

MC189 

MC236 MC236 

MC241 

MC241 

MC237 
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MC232 

MC232 

MC230 

MC230 

MC131 

MC131 
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MC133 MC134 

MC144 
MC145 

MC144 
MC14� 
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s s 

s 

s 

s s 

s 

s 

s 

s 

s 

MC138 



53 

3.3.3  ความเสถียรต่อความร้อนและความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารสกัดหยาบเล็กติน 

3.3.3.1 ความเสถียรต่อความร้อนของสารสกัดหยาบเลก็ติน 

 เมื�อทดสอบความเสถียรของกิจกรรมสารสกดัหยาบของเล็กติน (1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร) ของเห็ดรับประทานไดท้ี�คดัเลือกที�อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง และที�

อุณหภูมิ ��, ��, 60, 70, ��, 90 และ ��� องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที  โดยตรวจสอบกิจกรรมของสาร

เล็กตินที�ยงัเหลืออยูด่ว้ยปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของกระต่าย เปรียบเทียบกบัสารสกดั

เล็กตินที�ไม่ใหค้วามร้อน (มีกิจกรรมการจบักลุ่ม ���%)  พบวา่สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดระโงกขาว 

Amanita sp. MC188 มีความเสถียรที�อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง และมีความ

เสถียรที�อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที  ในขณะที�สารเล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella 

volvacea ที�คดัเลือกจาํนวน 6 ตวัอยา่ง คือ MC131 ถึง MC134, MC138 และ MC139 ที�เก็บรวบรวมจาก

ต่างพื�นที�กนั มีความเสถียรที�อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง  เมื�อให้ความร้อน

สูงขึ�น สารเล็กตินจากเห็ด 4 ตวัอยา่ง (MC131, MC133, MC134 และ MC138) มีความเสถียรที�อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที จากเห็ด 2 ตวัอยา่ง (MC132 และ MC139) มีความเสถียรที�อุณหภูมิ 6� 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที  และสารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 

มีความเสถียรที�อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที (รูปที� 3.17 และ 3.18 และตารางที� 3.5) 
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รูปที� �.�� ผลการทดสอบความเสถียรต่อความร้อนของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของ

เห็ดฟาง Volvariella volvacea ที�เก็บรวบรวมจากต่างพื�นที� จาํนวน 6 ตวัอยา่ง 
 
 
 
 

ตารางที� 3.5 ความเสถียรต่อความร้อนของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดที�คดัเลือก 
 

Crude extract of lectins from mushroom 

species/mushroom collection location 

Stability at temperature (OC) 

for 30 min 

MC188 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา 60 

MC131 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา 50 

MC132 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา 60 

MC133 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  สุรินทร์ �� 

MC134 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  บุรีรัมย ์ �� 

MC138 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  ขอนแก่น �� 

MC139 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  กาฬสินธ์ุ 60 

MC322 Schizophyllum commune (เห็ดแครง)  นครปฐม 65 

 

 Temperature (°C) 
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รูปที� 3.18 ผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงกระต่ายของสารสกดัหยาบ

เล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea ที�เก็บรวบรวมจากต่าง

พื�นที�จาํนวน 6 ตวัอยา่ง (A ถึง F) ภายหลงัที�สารผา่นการสัมผสัความร้อนที�อุณหภูมิ 40 

ถึง 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และเก็บที� 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั�วโมง 

(B) Volvariella volvacea MC132 

�OC       30OC     40OC     50OC ��OC       70OC     80OC     90OC 
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รูปที� 3.18 (ต่อ) ผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงกระต่ายของสารสกดัหยาบ

เล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea ที�เก็บรวบรวมจากต่าง

พื�นที�จาํนวน 6 ตวัอยา่ง (A ถึง F) ภายหลงัที�สารผา่นการสัมผสัความร้อนที�อุณหภูมิ 

40 ถึง 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีและเก็บที� 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั�วโมง 

(C) Volvariella volvacea MC133 

�OC       30OC     40OC     50OC ��OC       70OC      ��OC      ��OC 
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(D) Volvariella volvacea MC134 
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รูปที� 3.18 (ต่อ) ผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่ายของสารสกดัหยาบ

เล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea ที�เก็บรวบรวมจากต่าง

พื�นที�จาํนวน 6 ตวัอยา่ง (A ถึง F) ภายหลงัที�สารผา่นการสัมผสัความร้อนที�อุณหภูมิ 40 

ถึง 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และเก็บที� 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั�วโมง 

(E) Volvariella volvacea MC138 
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(F) Volvariella volvacea MC139 
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3.3.3.2 ความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารสกัดหยาบเล็กติน 

 จากการทดสอบความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในช่วง 2-12 ของสารสกดั

หยาบเล็กตินของเห็ดที�รับประทานไดท้ี�คดัเลือกโดยนาํสารสกดัหยาบของเล็กติน (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

โดยเฉลี�ย) มาปรับ pH ดว้ยสารละลายดงันี�  50mM Glycine-HCl (pH 2.0-3.0), 50mM Sodium acetate (pH 

4.0-5.5), 50mM Tris-HCl (pH 8.0-�.�), และ 50mM Glycine-NaOH (pH 9.0-�2.�)  จากนั�นเก็บ

สารละลายเล็กตินที�อุณหภูมิ � องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� ชั�วโมง แลว้จึงปรับสภาพของสารละลาย

โปรตีนเล็กตินใหเ้ป็นกลาง เมื�อตรวจสอบกิจกรรมของสารเล็กตินที�ยงัเหลืออยูด่ว้ยปฏิกิริยาการจบักลุ่ม

ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของกระต่าย เปรียบเทียบกบัสารสกดัเล็กตินเริ�มตน้ (มีกิจกรรมการจบักลุ่ม ���%) 

พบวา่สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดระโงกขาว Amanita sp. MC188 มีความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง 

(pH) ที� 7-11 เป็นเวลา 18 ชั�วโมงที�ทดสอบ ในขณะที�สารสกดัเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea 

จาํนวน 6 ตวัอยา่ง ตวัอยา่ง (MC131 ถึง MC134, MC138 และ MC139) ที�เก็บรวบรวมจากต่างพื�นที�กนั 3 

ตวัอยา่ง (MC131, MC132 และ MC139) มีความเสถียรที� pH 2-12  สารเล็กตินจากเห็ด 1 ตวัอยา่ง 

(MC133) มีความเสถียรที� pH 4-12  สารเล็กติน 1 ตวัอยา่ง (MC134) มีความเสถียรที� pH 6-9  และสารเล็ก

ตินจากเห็ด 1 ตวัอยา่ง (MC139) มีความเสถียรที� pH 7  เมื�อเก็บที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 

ชั�วโมง  และสารเล็กติน ของเห็ดแครง Schizophyllus commune MC322 มีความเสถียรต่อความเป็นกรด-

ด่าง ที� 6-10 เป็นเวลาอยา่งน้อย 18 ชั�วโมง (รูปที� 3.19 และตารางที� 3.6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.19 ผลการทดสอบความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting 

body ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea ที�เก็บรวบรวมจากต่างพื�นที�จาํนวน 6 ตวัอยา่ง 
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ตารางที� �.6 ความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของ

เห็ดที�คดัเลือก 
 

Crude extract of lectins from mushroom species/mushroom 
collection location 

Stability at pH 

MC188 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา 7-11 

MC131 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา 2-12 

MC132 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา 2-12 

MC133 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  สุรินทร์ 4-12 

MC134 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  บุรีรัมย ์ 6-9 

MC138 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  ขอนแก่น 7 

MC139 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  กาฬสินธ์ุ 2-12 

MC322 Schizophyllum commune (เห็ดแครง)  นครปฐม 6-10 

 

3.3.4  ความเป็นพษิของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดรับประทานได้ที�เลือกกับเซลล์มะเร็งของคน 

  จากการทดสอบความเป็นพิษของสารเล็กตินจากเห็ดที�รับประทานไดท้ี�เลือก ต่อเซลลม์ะเร็งที�

เลี�ยงไวใ้นหลอดทดลอง (in vitro) ที�พบมาก คือ มะเร็งเยื�อบุช่องปาก (Human epidermoid carcinoma, 

KB) และมะเร็งปากมดลูก (Human cervical carcinoma, HeLa) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay  พร้อม

ทั�งศึกษาความเป็นพิษของสารสกดันั�นต่อเซลลป์กติ คือ เซลลไ์ตของลิง (African green monkey kidney 

epithelial cell line, Vero) ใชชุ้ดควบคุมที�ไม่มีสารละลายโปรตีนเลก็ตินเป็น Negative control และชุด

ควบคุมที�มี Adriamycin 100 ไมโครโมลาร์ เป็น Positive control  โดยค่า IC50 (50% Inhibition 

concentration) เป็นค่าความเขม้ขน้ของสารที�ใชท้ดสอบที�สามารถฆ่าเซลล์มะเร็งไดค้รึ� งหนึ�งเมื�อเทียบกบั

กลุ่มควบคุม ซึ� งค่า IC50 มาตรฐานของสารสกดัหยาบที�สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนเซลล์มะเร็งตอ้งมีค่า

นอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า IC50 มาตรฐานของสารบริสุทธิ� ที�สามารถยบัย ั�งการ

เพิ�มจาํนวนเซลล์มะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่สารเล็กตินจากเห็ด

ฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความเป็นพิษกบั

เซลล์มะเร็งของคนชนิดเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa cell line), เซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปาก (KB cell line) 

และเซลลไ์ตของลิง (Vero cell line) ตามลาํดบั (ตารางที� 3.7 และรูปที� 3.20 และ 3.21) 

สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดผึ�ง Xerocomus sp. MC210 แสดงความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเยื�อบุ

ช่องปากและเซลล์จากไตของลิงที�ค่า IC50 เท่ากบั 16.40±2.05 และ 20.27±0.25 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

ตามลาํดบั ส่วนสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ไม่แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์

จากไตของลิง แต่มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลลม์ะเร็งปากมดลูกที�ค่า IC50 เท่ากบั 

54.783±1.980 และ 59.11±2.48 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามลาํดบั (ตารางที� 3.7 และรูปที� 3.20) 
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ตารางที� 3.7 ผลการทดสอบฤทธิ� ของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดที�รับประทานไดบ้างชนิดกบัเซลลม์ะเร็ง

ของคนดว้ยวิธี MTT Colorimetric assay 
 

Mushroom family/species/collection location 
IC50 Value (µg/ml) at λ 550 nm 

Mean ± SD 
KB Hela Vero 

Tricholomataceae 
MC190 Termitomyces clypeatus (เห็ดโคน)  นครราชสีมา 

 
>100 

 
>100 

 
>100 

Cantharellaceae 
MC183 Cantharellus odoratus  (เห็ดขมิ�นหอม)  นครราชสีมา 

 
>100 

 
>100 

 
>100 

Amanitaceae 
MC188 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา 

 
54.783±1.980 

 
59.11±2.48 

 
>100 

MC354 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นครราชสีมา >100 >100 >100 
Russulaceae 

MC329 Russula sp. (เห็ดตะไคล)  สกลนคร 
 

>100 
 

>100 
 

>100 
MC331 Russula sp. (เห็ดตะไคล)  สกลนคร >100 >100 >100 
MC357 Russula virescens (เห็ดตะไคลเขียว)  นครราชสีมา >100 >100 >100 

Pluteaceae 
MC131 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา 

 
4.801±0.302 

 
40.887±4.312 

 
7.004±0.376 

MC132 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา 51.34 47.06±3.90 20.156 
MC133 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  สุรินทร์ 1.40±0.157 61.68±4.70 15.436±1.362 
MC134 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  บุรีรัมย ์ 4.06±0.34 21.386±2.62 5.63±0.26 
MC138 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  ขอนแก่น 5.08±0.39 >100 10.78±2.19 
MC139 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  กาฬสินธ์ุ 11.96±0.96 >100 14.76±1.49 
MC140 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  บุรีรัมย ์ 44.34±2.95 82.736±3.20 40.11±0.91 
MC144 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  ชยัภูมิ 13.68±3.71 82.74±3.18 17.05±0.95 
MC145 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  มหาสารคาม 10.40±2.43 45.99±5.645 12.26±2.26 
MC167 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  สกลนคร 7.30±0.87 66.197±2.40 6.32±0.30 
MC168 Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  อุบลราชธานี >100 >100 >100 

Boletaceae 
MC210 Xerocomus sp.  นครราชสีมา 

 
16.40±2.05 

 
>100 

 
20.27±0.25 

MC360 Tylopilus sp. (เห็ดผึ�งนกยูง)  บุรีรัมย ์ >100 >100 >100 
Schizophyllaceae 

MC322 Schizophyllum commune (เห็ดแครง)  นครปฐม 
 

>100 
 

>100 
 

>100 
Adriamycin (100 ไมโครโมลาร์) 3.299±0.455 58.518±3.43 20.74±4.341 

หมายเหต:ุ KB, เซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปาก (Human epidermoid carcinoma cell line); HeLa, เซลลม์ะเร็งปากมดลูก 
(Human cervical carcinoma cell line); Vero, เซลลไ์ตของลิง (African green monkey kidney epithelial) 
IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารที�ใชท้ดสอบที�สามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้

ครึ� งหนึ�งเมื�อเทียบกบักลุ่มควบคุม 
ค่า IC50 มาตรฐานของสารสกดัหยาบที�สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนเซลลม์ะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ค่า IC50 มาตรฐานของสารบริสุทธิ� ที�สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนเซลลม์ะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 4 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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รูปที� 3.20 ประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบเล็กติน (Crude extract) จากเห็ดที�รับประทานไดท้ี�ยบัย ั�งการ

เพิ�มจาํนวนเซลลม์ะเร็ง และความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ  

Mushroom codes: MC131, Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) นครราชสีมา; MC132, 

Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) นครราชสีมา; MC133, Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) 

สุรินทร์; MC134, Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) บุรีรัมย;์ MC138, Volvariella volvacea 

(เห็ดฟาง) ขอนแก่น; MC139, Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) กาฬสินธ์ุ; MC140, 

Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) บุรีรัมย;์ MC144, Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) ชยัภูมิ; 

MC145, Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) มหาสารคาม; MC167, Volvariella volvacea (เห็ด

ฟาง) สกลนคร; MC188, Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว) นครราชสีมา, และ MC210, 

Xerocomus sp. นครราชสีมา 

KB, เซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปาก (Human epidermoid carcinoma cell line) 

HeLa, เซลล์มะเร็งปากมดลูก (Human cervical carcinoma cell line) 

Vero, เซลล์ไตของลิง (African green monkey kidney epithelial) 
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รูปที� 3.21 ตวัอยา่งผลการทดสอบความเป็นพิษของสารเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 

ต่อเซลล์มะเร็งของคนดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay  

(A), (C), และ (E): เซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa cell line) เซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปาก (KB cell 

line) และ เซลลไ์ตของลิง (Vero cell line) ตามลาํดบั เป็นชุดควบคุมที�ไมไ่ดท้ดสอบดว้ยสาร

โปรตีนเล็กติน 

(B), (D), และ (F): เซลลม์ะเร็งปากมดลูก, เซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปาก, และเซลลไ์ตของลิง 

ตามลาํดบั ทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบโปรตีนเล็กตินที�มีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 
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3.4 การทําบริสุทธิ�สารเลก็ตินจากเห็ดรับประทานได้ 

จากผลการตรวจหาสารเล็กตินที�ผลิตจากเห็ดรับประทานไดด้ว้ยปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ด

เลือดแดงของสัตวแ์ละการทดสอบสมบติัทางชีวภาพในเบื�องตน้ ดา้นความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญ

ของจุลินทรียแ์ละความสามารถยบัย ั�งเซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของคน ไดเ้ลือก

ตวัอยา่งเห็ด 2 ชนิด (เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 และเห็ดระโงก Amanita sp. MC188) เพื�อทาํ

บริสุทธิ� สารเล็กติน และเลือกเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 เพื�อศึกษาการทาํบริสุทธิ� เพื�อ

เปรียบเทียบควบคู่ไปจากที�มีผลงานวิจยัพื�นฐานของคณะผูว้ิจยั  การทาํบริสุทธิ� สารเล็กตินจาก Fruiting 

body ของเห็ดรับประทานได ้3 ตวัอยา่ง มีผลสาํเร็จตามขั�นตอนเป็นลาํดบัดงันี�  

3.4.1 การตกตะกอนโปรตีนเล็กตินด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

 จากที�ไดท้ดลองตกตะกอนเล็กตินจากเห็ดที�คดัเลือก ดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium 

sulphate) ความเขม้ขน้ 50-90% ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง พบวา่เห็ดฟาง 

Volvariella volvacea MC133 และเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ตกตะกอนดว้ย 70-90 และ 50% 

Ammonium sulphate ตามลาํดบั สารเล็กตินที�ศึกษามีความเขม้ขน้ตํ�าจึงใชก้ารปั�นแยกตะกอนโปรตีนดว้ย

เครื�อง Ultracentrifuge (45Ti rotor, L80 Ultracentrifuge, Beckman Coulter, U.S.A.) ที�ความเร็ว ��,��� 

รอบต่อนาที อุณหภูมิ � องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที เก็บสารละลายใสที�ไดไ้ปแยกเกลือออกดว้ย 

Dialysis ใช ้Cellulose acetate dialysis-tubing membrane ที�มี Molecular weight cut-off (NMWC) ที� �� 

kDa  เตรียมให้สารละลายโปรตีนเล็กตินให้อยูใ่น 10mM Tris-HCl buffer (pH 7.3) ก่อนนาํไปแยกโดยวิธี 

Chromatography ดงันี�  

3.4.2  การทําบริสุทธิ�สารเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ด้วยวิธี Ion exchange 

chromatography ชนิด Anion exchange chromatography ด้วย DEAE-Sepharose column 

เมื�อตกตะกอนสารสกดัหยาบเล็กตินของเห็ด Volvariella volvacea MC133 ดว้ย 70% 

Ammonium sulphate และทาํบริสุทธิ� โดยใช ้ Anionic exchange chromatography ดว้ย DEAE-Sepharose 

ในคอลมัน์ (1.5×11 เซนติเมตร) ดว้ยสารละลาย ��mM Tris-HCl (pH 7.3) ชะสารละลายโปรตีนเล็กติน

ดว้ย 10mM Tris-HCl (pH 7.3) ที�มีความเขม้ขน้ของ Sodium chloride ตั�งแต่ 0-1M  สามารถทาํบริสุทธิ� สาร

เล็กตินจากเห็ด Volvariella volvacea MC133 ไดดี้ สารโปรตีนออกมาที�ความเขม้ขน้ของ Sodium chloride 

เท่ากบั 0.5M (รูปที� 3.22) สารเล็กตินที�แยกบริสุทธิ� มีกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงของ

กระต่ายที�ค่าความเจือจาง 1:256 ถึง 1:1024 (รูปที� 3.23) เมื�อนาํโปรตีนบริสุทธิ� ที�ไดม้าวิเคราะห์ขนาดมวล

โมเลกุลในสภาพเสียธรรมชาติดว้ย 15% Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) พบวา่สารโปรตีนเล็กตินมีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ �5 kDa (รูปที� 3.24)  
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รูปที� 3.22 Elution profile จากการทาํบริสุทธิ� สารเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดฟาง Volvariella 

volvacea MC133 ดว้ยวิธี Anionic exchange chromatography (DEAE-Sepharose) เมื�อชะ

สารโปรตีนเล็กตินดว้ย 10mM Tris-HCl (pH 7.3) ที�มีความเขม้ขน้ของ Sodium chloride 

ตั�งแต่ 0-1M (Stepwise concentration gradient) และเก็บส่วนของสารละลายที�ชะออกจาก

คอลมัน ์Fraction ละ 1 มิลลิลิตร 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.23 ผลการทดสอบการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่ายกบัสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง 

Volvariella volvacea MC��3 ที�แยกด้วยวิธี Anionic exchange chromatography (DEAE-

Sepharose) 

E38, E39, E40, และ E41: ส่วนของสารโปรตีนเล็กตินที�ถูกชะออกจากคอลมัน์ (eluate) 

Fractions ลาํดบัที� 38, 39, 40, และ 41 ตามลาํดบั  
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รูปที� 3.24 สารโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�แยกดว้ยวิธี Anionic 

exchange chromatography (DEAE-Sepharose) และวเิคราะห์ดว้ย 15% SDS-PAGE 

Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 1 และ 2, สารโปรตีนเล็กตินที�แยกบริสุทธิ� จาก

เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 

 

จากนั�นไดท้ดลองตกตะกอนสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Volvariella volvacea MC133 ซํ� าดว้ย 

90% Ammonium sulphate กาํจดัเกลือ Ammonium sulphate  ดว้ย Dialysis bag (Molecular weight cut-off 

10 kDa) ที� 4 องศาเซลเซียส เตรียมสารละลายโปรตีนเล็กตินให้อยู่ใน 10mM Tris-HCl (pH 7.3) ก่อน

นาํไปทาํบริสุทธิ� ดว้ย DEAE-Sepharose resin ขนาด 1.5×5 เซนติเมตร  Equilibrate คอลมัน์ดว้ยสารละลาย 

10mM Tris-HCl (pH 7.3) และลา้งโปรตีนที�ไม่จบักบัคอลมัน์ดว้ยสารละลาย ��mM Tris-HCl (pH 7.3) (3 

bed volumes)  เมื�อชะโปรตีนออกโดยใช้สารละลาย ��mM Tris-HCl (pH 7.3) ที�มีความเข้มข้นของ 

Sodium chloride (NaCl) ตั�งแต่ 0-0.5M (Stepwise concentration gradient) ใช้ 2 bed volumes อตัราการ

ไหล 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที ในแต่ละความเขม้ข้น เก็บ fraction โดยเก็บ 1 มิลลิลิตรต่อหลอด  พบสาร

โปรตีนเล็กตินจาก Volvariella volvacea MC133 เมื�อชะโปรตีนออกมาที�ความเขม้ขน้ �.�M NaCl เมื�อ

ทดสอบกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่ายในส่วนของ D2 เป็น fractions ที� 63-99 

(รูปที� 3.25) สารโปรตีนเล็กตินที�ชะออกจากคอลมัน์ดว้ย Elution buffer (10mM Tris-HCl (pH 7.3) ที�มี

ความเขม้ขน้ 0.2M NaCl นี�มีกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่ายอยูใ่นช่วงค่าความเจือ

จาง �:1 ถึง �:128 (รูปที� 3.26) 
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รูปที� 3.25 Elution profile จากการทาํบริสุทธิ� สารเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 

ดว้ยวธีิ Anionic exchange chromatography (DEAE-Sepharose) ขนาดของคอลมัน์ 1.5×5 

เซนติเมตร เมื�อชะสารโปรตีนเล็กตินดว้ย 10mM Tris-HCl (pH 7.3) ที�มีความเขม้ขน้ของ 

Sodium chloride ตั�งแต่ 0 ถึง 0.5M (Stepwise concentration gradient) อตัราการไหล 0.4 

มิลลิลิตรต่อนาที และเก็บส่วนของสารละลายที�ชะออกจากคอลมัน ์Fraction ละ 1 มิลลิลิตร 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 3.26 ผลการทดสอบการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่ายกบัสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง 

Volvariella volvacea MC133 ที�แยกด้วย Anionic exchange chromatography (DEAE-

Sepharose) 

Fr62-121: ส่วนของสารโปรตีนเล็กตินที�ชะออกจากคอลมัน์ (Eluate) Fractions ลาํดบัที�     

62-121 ตามลาํดบั 
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รูปที� 3.26 (ต่อ) ผลการทดสอบการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่ายกบัสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง 

Volvariella volvacea MC133 ที�แยกด้วย Anionic exchange chromatography (DEAE-

Sepharose) 

Fr62-121: ส่วนของสารโปรตีนเล็กตินที�ชะออกจากคอลมัน์ (Eluate) Fractions ลาํดบัที�     

62-121 ตามลาํดบั 
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รูปที� 3.26 (ต่อ) ผลการทดสอบการจับกลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่ายกับสารเล็กตินบริสุทธิ� จาก       
เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�แยกด้วย Anionic exchange chromatography 
(DEAE-Sepharose) 
Fr62-121: ส่วนของสารโปรตีนเล็กตินที�ชะออกจากคอลมัน์ (Eluate) Fractions ลาํดบัที�        
62-121 ตามลาํดบั 

 

จากการตรวจสอบความบริสุทธิ� ของสารโปรตีนเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 

(หลงัจากผา่น DEAE- Sepharose column ที�มีการชะแบบ Stepwise concentration gradient) ดว้ย 12.5% 

SDS-PAGE พบวา่ไดแ้ถบโปรตีนขนาด ประมาณ 25 kDa (รูปที� 3.27) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 3.27 สารโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�แยกดว้ย Anionic 
exchange chromatography (DEAE-Sepharose) และวิเคราะห์มวลโมเลกุลดว้ย 15% gel 
SDS-PAGE 
Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare UK Limited); 1-9, Fractions ของสารโปรตีน
เล็กตินที�ชะออกจากคอลมัน์ดว้ย 0.2M NaCl: 66, 68, 70, 74, 76, 78, 84, 88, และ 92 
ตามลาํดบั 
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เมื�อรวม Fraction ของสารละลายโปรตีนในส่วนของ D2 (Fractions ที� 63-99 รูปที� 3.25) ซึ� งมี

กิจกรรมของสารเล็กตินนาํไปหามวลโมเลกุลในสภาพธรรมชาติของโปรตีนเล็กตินดว้ยวิธี Gel filtration 

chromatography พบ Peak ของโปรตีนเล็กติน 1 Peak คือ G2 (Fractions 23-29) (รูปที� 3.28)  มีกิจกรรม

การจบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่ายอยูใ่นช่วงค่าความเจือจางระหวา่ง 1:1 ถึง 1:64 (รูปที� 3.29) 

เมื�อวิเคราะห์ขนาดมวลโมเลกุลจาก Gel filtration chromatography ดว้ย Superdex 75 column 

พบวา่สารเล็กตินที�ทาํบริสุทธิ� ไดจ้ากเห็ดฟาง MC133 มีขนาด 25 kDa จากนั�นนาํ Fraction ที�ชะออกจาก

คอลมัน์ที�มีกิจกรรมของสารเล็กตินมาตรวจสอบความบริสุทธิ� ดว้ย 12.5% SDS-PAGE พบวา่ไดแ้ถบ

โปรตีนเพียงแถบเดียวที�มีขนาดมวลโมเลกุล 25 kDa (รูปที� 3.30) ซึ� งตรงกบัขนาดมวลโมเลกุลในสภาพ

ธรรมชาติของโปรตีนเล็กตินจาก Gel filtration chromatography แสดงวา่สารเล็กตินที�ทาํบริสุทธิ� จากเห็ด

ฟาง MC133 มี 1 หน่วยยอ่ย ซึ� งจดัเป็น Monomeric lectin (รูปที� 3.30) และมีผลสําเร็จในการทาํบริสุทธิ�

สารเล็กติน (ตารางที� 3.9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.28 Elution profile ของการทาํบริสุทธิ� สารโปรตีนเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea 

MC133 ด้วยวิ ธี  Gel filtration chrom atography โดยใช้  Superdex 75 column จาก 

Fraction D2 (รูปที� 3.25) ที�ไดจ้าก DEAE-Sepharose column  

G1 

G2 

× 

        Mr, kDa >2,000           75     43      29           13.7            6.5  
BD               1       2        3              4                5  
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รูปที� 3.29 ผลการทดสอบกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่ายกบัสารโปรตีนเล็กตินจาก

เห็ดฟาง MC133 ที�ผา่นการทาํบริสุทธิ� ดว้ยวิธี Gel filtration chromatography โดยใช ้Superdex 

75 column 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.30 สารโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�ผา่น Gel filtration 

chromatography ดว้ย Superdex 75 column ตรวจวิเคราะห์ดว้ย 12.5% SDS-PAGE 

Lanes: M, LMW standards ( GE Healthcare UK Limited ); 1-7, สารบริสุทธิ� เล็กติน Fractions 

ที� 23, 24, 25, 26, 27, 28 และ 29  ตามลาํดบั ที�ชะออกจากคอลมัน์  
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ตารางที� 3.8 สรุปผลการทาํบริสุทธิ� โปรตีนเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 
 

Step Yield 
(mg) 

Specific 
hemaggluti-

nating activity 
(unit/mg) 

Total 
hemaggluti-

nating activity 
(unit) 

Recovery of 
hemaggluti-

nating activity 
(%) 

Fold of 
purification 

Extraction 6,393 2.50 16,000 100.00 1.00 

90% (NH4)2 SO4 
Precipitation 

2974.20 5.16 15360 96.00 2.06 

DEAE-Sepharose column 2190.24 2.10 4608 28.80 0.84 

Superdex 75 column 9.34 123.31 1152 7.20 49.27 

 

3.4.3  การทําบริสุทธิ�สารเล็กตินจากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ด้วยวธิี Ion exchange 

chromatography ชนิด Anion exchange chromatography ด้วย DEAE-Sepharose column 

จากการตกตะกอนโปรตีนเล็กตินจากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ดว้ย 50% Ammonium 

sulphate เมื�อนาํมาแยกบริสุทธิ� สารเล็กตินโดยใช ้ Anion exchange chromatography ดว้ย DEAE-

Sepharose column ชะแบบ Stepwise concentration gradient พบสารโปรตีนเล็กตินที�ความเขม้ขน้ของ

เกลือโซเดียมคลอไรด ์0.2M อยูใ่นส่วนของ D3 (Fractions ที� 51-64) (รูปที� 3.31)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.31 Elution profile ของการทาํบริสุทธิ� สารโปรตีนเล็กตินจากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 

ดว้ยวธีิ Anion exchange chromatography ดว้ย DEAE-Sepharose column ขนาดของ

คอลมัน์ 1.5×11 เซนติเมตร ชะแบบ Stepwise concentration gradient โดยใชค้วามเขม้ขน้

ของ Sodium chloride ตั�งแต่ 0 ถึง 1M อตัราการไหล 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที และเก็บส่วน

ของสารละลายที�ชะออกจากคอลมัน์ Fraction ละ 1 มิลลิลิตร 
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เมื�อนาํ Fraction ที�เป็นตวัแทนของแต่ละความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ ที�ใช้ในการชะ

สารโปรตีนเล็กตินมาทดสอบกิจกรรมการจบักลุ่มกบัเซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่าย พบว่าสารโปรตีน

เล็กตินในส่วนของ Peak D2 (Fractions ที� 41-50) และ D3 (Fractions ที� 51-64) (รูปที� 3.31)  ที�ชะออกจาก

คอลมัน ์ดว้ย 10mM Tris-HCl (pH 7.3) ที�มี 0.1 และ 0.2M NaCl ตามลาํดบั มีกิจกรรมการจบักลุ่มกบัเซลล์

เม็ดเลือดแดงของกระต่ายอยูใ่นช่วงค่าความเจือจางระหวา่ง 1:2 ถึง 1:64 (รูปที� 3.32) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.32 ผลการทดสอบกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่ายกบัสารโปรตีนเล็กติน

ที�แยกบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ด้วยวิธี Anion exchange chromatography 

ดว้ยคอลมัน ์DEAE-Sepharose column 
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จากนั�นไดต้รวจสอบความบริสุทธิ� ของสารโปรตีนเล็กตินที�ทาํบริสุทธิ� ได้จากเห็ดระโงก MC188 

ในส่วนของ Peak D2 (Fractions ที�  41-50) และ Peak D3 (Fractions ที�  51-�4) (รูปที� 3.31) ด้วย 12.5% 

SDS-PAGE พบวา่สารเล็กตินบริสุทธิ� ที�ได ้MC188 อยูใ่นส่วนของ Peak D3 มีขนาด 30 kDa (รูปที� 3.33)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 3.33 สารโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ตรวจวิเคราะห์ดว้ย 12.5% 

SDS-PAGE 

Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 1 และ 2, ส่วนของสารละลาย Fractions ที� 

14 และ 15 (รูปที� 3.31) ตามลาํดบั ที�ไม่จบักบัคอลมัน์; 3 และ 4, ส่วนของสารโปรตีนเล็ก

ติน Fractions ที� 44 และ 48 ตามลาํดบั ที�ชะไดจ้ากคอลมัน์ดว้ย �.1M NaCl; และ 5-7, 

ส่วนของสารโปรตีนเล็กติน Fractions ที� 51, 58 และ 60 ตามลาํดบั ที�ชะไดจ้ากคอลมัน์

ดว้ย �.2M NaCl 

 

 

3.4.4  การศึกษาเปรียบเทยีบทําบริสุทธิ�สารเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 

โดยวิธี Affinity chromatography ด้วย Mucin-Sepharose 4B column 

จากผลงานวิจยัพื�นฐานสามารถทาํบริสุทธิ� สารละลายโปรตีนเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum 

commune MC322 โดยตกตะกอนดว้ย 7�% Ammonium sulphate แลว้แยกบริสุทธิ� สารเล็กตินโดยใช้ Affinity 

chromatography ด้วยคอลัมน์  Mucin-Sepharose 4B  ชะสารละลายโปรตีนเล็กตินออกจากคอลัมน์ด้วย

สารละลาย 1,3 Diaminopropane (DAP) ที�มีความเข้มข้นแตกต่างกันเพื�อให้ได้สารเล็กตินบริสุทธิ� ความ

เขม้ขน้สูง ไดท้ดลองใช้ DAP ความเขม้ขน้เท่ากบั 5, 8, 10 และ 15mM และตรวจพบสารโปรตีนเล็กตินแยก

ออกจากคอลมันจ์ากการชะดว้ย DAP ทั�ง 4 ความเขม้ขน้ (รูปที� 3.34A-D) 
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รูปที� 3.34 Elution profiles จากการทาํบริสุทธิ� สารโปรตีนเล็กตินจาก Schizophyllum commune MC322 

ดว้ยวธีิ Affinity chromatography โดยใช ้Mucin-Sepharose 4B resin ขนาดของคอลมัน์ �.�×� 

เซนติเมตร ชะสารโปรตีนเล็กตินดว้ย 1,� Diaminopropane (DAP) ความเขม้ขน้ 5mM (A), 

8mM (B), 10mM (C), และ 15mM (D)  อตัราการไหล 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที และเก็บส่วนของ

สารละลายที�ชะออกจากคอลมัน ์fraction ละ 1 มิลลิลิตร 

 

เมื�อตรวจสอบความบริสุทธิ� ของสารโปรตีนเล็กตินที�ทาํบริสุทธิ� ไดจ้ากเห็ดแครง MC322 ดว้ย 

12.5% SDS-PAGE พบวา่ไดแ้ถบโปรตีน 2 แถบ ขนาดประมาณ 29 และ 32 kDa ที�ไม่สามารถแยกออก

จากกนัไดไ้ม่วา่จะใชส้ารละลาย 1,3 Diaminopropane (DAP) ที�มีความเขม้ขน้ 5, 8, 10 และ 15mM เพื�อชะ

สารโปรตีนเล็กตินออกจากคอลมัน์ (รูปที� 3.35) 

สารละลายโปรตีนเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 ที�ผา่นการตกตะกอน

ดว้ย 7�% Ammonium sulphate เมื�อนาํมาแยกบริสุทธิ� ดว้ยวธีิการเดิม (ใช ้ Affinity chromatography ดว้ย 

Mucin-Sepharose 4B column) แต่ชะดว้ย 1,3 Diaminopropane (DAP) ความเขม้ขน้สูงขึ�นเป็น 20mM พบ

สารโปรตีนเล็กตินจากเห็ดแครง MC322 ชะออกมาอยูใ่น Fractions ที� 15-20 (รูปที� 3.36) 

Fractions ที� 15-18 (รูปที� 3.36) ที�ชะไดจ้ากคอลมัน์ดว้ย 20mM DAP มีสารโปรตีนเล็กติน ที�มี

กิจกรรมการจบักลุ่มของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของกระต่ายอยูใ่นช่วงค่าความเจือจางระหวา่ง 1:8 ถึง 1:64 (รูป

ที� 3.37) มีแถบโปรตีนขนาดประมาณ 29 และ 32 kDa (รูปที� 3.38) เมื�อตรวจสอบโปรตีนเล็กตินที�ไดด้ว้ย 

12.5% SDS-PAGE   ผลการทาํบริสุทธิ� สารโปรตีนเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 

ไดผ้ลผลิต (Yield) 49.15 มิลลิกรัม จากโปรตีนในสารสกดัหยาบ 3,390 มิลลิกรัม (ตารางที� 3.9) 
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รูปที� 3.35 สารโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� จาก Schizophyllum commune MC322 ที�ผา่นการทาํบริสุทธิ�

ดว้ยวธีิ Affinity chromatography โดยใช ้Mucin-Sepharose 4B resin และวเิคราะห์มวล

โมเลกุลดว้ย 12.5% SDS-PAGE 

Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 2, 4, 6 และ 8, Fractions ของสารโปรตีน

เล็กตินที�ชะออกจากคอลมัน์ ดว้ย 1,3 Diaminopropane (DAP) ความเขม้ขน้ 5, 8, 10 

และ 15mM; 1, 3, 5 และ 7, Negative control ตามลาํดบั 
 

  M      1        2         3        4       5          6        7        8  

32 kDa 
29 kDa 

97.0 

kDa 

66.0 
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14.4 

รูปที� 3.36 Elution profile ของการทาํบริสุทธิ� สารโปรตีนเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum 

commune MC322 ดว้ยวิธี Affinity chromatography โดยใช ้ Resin ชนิด Mucin-

Sepharose 4B ขนาดของคอลมัน์ 1.5×6 เซนติเมตร เมื�อชะสารโปรตีนเล็กตินดว้ย

สารละลาย 20mM 2,3 Diaminopropane (DAP) และเก็บส่วนของสารละลายที�ชะออก

จากคอลมัน ์Fraction ละ 1 มิลลิลิตร 
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รูปที� 3.37 ผลการทดสอบการจบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่ายกบัสารเล็กตินบริสุทธิ� จาก 

Schizophyllum commune MC322 ที�ผา่นการทาํบริสุทธิ� ดว้ยวิธี Affinity chromatography 

โดยใช ้Mucin-Sepharose 4B resin 

ส่วนของสารละลายที�ไม่จบักบัคอลมัน ์ (Flow through): fr15, fr16, fr17 และ fr18 เป็น

ส่วนของสารโปรตีนเล็กตินที�ชะออกจากคอลมัน์ (eluate) ลาํดบัที� 15-18 (รูปที� 3.36) 

ตามลาํดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.38 สารโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� จาก Schizophyllum commune MC322 ที�ผา่นการทาํบริสุทธิ�

ดว้ยวธีิ Affinity chromatography โดยใช ้ Mucin-Sepharose 4B resin และวิเคราะห์มวล

โมเลกุลดว้ย 12.5% SDS-PAGE 

Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 1-5, Fractions ของสารโปรตีนเล็กตินที�ถูก

ชะออกจากคอลมัน ์ดว้ย 20mM DAP ลาํดบัที� 16-20 ตามลาํดบั 
 

fr15      fr16       fr17        fr18 

Negative control 
Undiluted sample 

 
 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 
�:��� 

�:� 

�:��� 

M           1            2           3            4         5 

32 kDa 
29 kDa 

97.0 
kDa 

66.0 

45.0 

30.0 

20.1 

14.4 



77 

 

ตารางที� 3.9 สรุปผลการศึกษาเปรียบเทียบการทาํบริสุทธิ� โปรตีนเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum 

commune MC322  
 

Step Yield 
(mg) 

Specific 
hemaggluti-

nating activity 
(units/mg) 

Total 
hemaggluti-

nating 
activity 
(units) 

Recovery of 
hemaggluti-

nating 
activity (%) 

Fold of 
purification 

Extraction 3,390.00 47.20 160,000.00 100.00 1.00 

70% (NH4)2SO4 
precipitation 

748.50 128.26 96,000.00 60.00 2.70 

Affinity chromatography 
using Mucin-Sepharose 
4B column 

49.15 520.85 25,600.00 16.00 11.00 

 

 

3.5  การศึกษาสมบัติทางชีวภาพและคุณลกัษณะของเลก็ตินบริสุทธิ�ที�คดัเลือก 

การศึกษาสมบติัทางชีวภาพและคุณลกัษณะของเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดรับประทานไดท้ี�คดัเลือก 

เพื�อเป็นแนวทางในการนําเล็กตินและอนุพนัธ์ของเล็กตินที�พบรวมถึงเห็ดที�เป็นแหล่งของเล็กตินไปใช้

ประโยชน ์โดยศึกษาดงันี�  

3.5.1  ฤทธิ�ในการยับยั�งการเจริญของจุลินทรีย์  

นาํสารละลายโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดที�คดัเลือก 3 ตวัอยา่ง ที�ผา่นการกรองดว้ยเยื�อ

กรอง (0.45 μm membrane filter) เพื�อทาํให้ปลอดเชื�อ มาทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย์

ทั�งแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Staphylococcus 

aureus ATCC 29213  และแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli ATCC 25922 และเชื�อรา Aspergillus 

niger ATCC 6275 (รา), Candida albican ATCC 10231 (ยีสต)์, Penicillium funiculosum ATCC 36839 

(รา), Saccharomyces cerevisiae ATCC 9896 (ยสีต)์, และ Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824 

(ยีสต)์ ดว้ยวธีิ Disk-Diffusion เช่นเดียวกบัการทดสอบฤทธิ� ของสารสกดัหยาบเล็กติน (ขอ้ 3.3.2) ผลการ

ทดสอบพบวา่สารบริสุทธิ� ของเล็กตินจากเห็ดทั�ง 3 ตวัอยา่ง (เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133, เห็ด

ระโงก Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322) ไม่มีฤทธิ� ยบัย ั�งจุลินทรีย์

ทดสอบชนิดใดเลย 
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3.5.2  ความเสถียรต่อความร้อนและความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารเล็กตินบริสุทธิ� 

3.5.3.1 ความเสถียรต่อความร้อนของสารเล็กตินบริสุทธิ� 

เมื�อหาสารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดรับประทานไดท้ี�คดัเลือก (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) มา

ให้ความร้อนเป็นเวลานาน 30 นาที  ที� อุณหภูมิ  40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส และเก็บที�

อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง ให้สารเล็กตินที�เก็บที� -20 องศาเซลเซียส เป็นผลบวก

ควบคุม (Positive control) จากนั�นทดสอบกิจกรรมของสารเล็กตินที�ยงัเหลืออยูด่ว้ยการทดสอบการจบักลุ่มของ

เซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่าย และคาํนวณกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่ายของสาร

เล็กตินที�ยงัเหลืออยูเ่ป็นร้อยละเปรียบเทียบกบัสารเล็กตินบริสุทธิ� ที�ไม่ไดใ้ห้ความร้อน (คิดเป็น 100%) พบว่า

สารเล็กตินบริสุทธิ� ทั�งจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133, เห็ดระโงกขาว Amanita sp. MC188 และเห็ด

แครง Schizophyllum commune MC322 มีความเสถียรต่อความร้อนที�อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาทีที�ทดสอบ สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 เมื�อสัมผสัความร้อนที�อุณหภูมิ 6� 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ยงัคงเหลือสมบติัของสารเล็กตินราว 50% (รูปที� 3.39 และ 3.40  และตารางที� 

3.10) และสามารถเก็บสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดทั�ง 3 ชนิด ไวท้ี�อุณหภูมิ 4-30 องศาเซลเซียส ได้นาน 24 

ชั�วโมง โดยไม่สูญเสียสมบติัการจบักลุ่มกบัเซลล์เม็ดเลือดแดงที�จาํเพาะ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

รูปที� 3.39 ผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่าย ที�ยงัเหลืออยู่ของสาร

เล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดที�รับประทานได ้3 ชนิด จากการทดสอบความเสถียรต่อความร้อน

ที�อุณหภูมิ 40-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และที� 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั�วโมง โดยสารที�เก็บที� -20 องศาเซลเซียส เป็น Positive control 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:� 

�:��� 

Undiluted sample 

Negative control 

-20OC �OC         ��OC       ��OC       ��OC ��OC       70OC      ��OC       ��OC ���OC 

(ก) สารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 



79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.39 (ต่อ) ผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่าย ที�ยงัเหลืออยู่

ของสารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดที�รับประทานได้ 3 ชนิด จากการทดสอบความ

เสถียรต่อความร้อนที�อุณหภูมิ 40-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และที� 4 

และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง โดยสารที�เก็บที� -20 องศาเซลเซียส เป็น 

Positive control 

 ���OC 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:� 

�:��� 

Undiluted sample 

Negative control 

��OC       70OC     80OC     90OC �OC       30OC     40OC     50OC -20OC 

�:� 

�:�� 

�:� 

�:���� 

�:�� 

�:�� 

�:��� 

�:��� 

�:� 

�:��� 

Undiluted sample 

Negative control 

�OC         ��OC      ��OC      ��OC ��OC        ��OC      ��OC      ��OC ���OC -20OC 

(ค) สารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 

(ข) สารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 
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รูปที� 3.40 ความเสถียรต่อความร้อนของสารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดรับประทานได ้3 ชนิด จากปฏิกิริยา

การจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่าย โดยเก็บสารเล็กตินที�อุณหภูมิ 4 และ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง และ 40-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

 

 

3.5.3.2  ความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารเล็กตินบริสุทธิ� 

จากการศึกษาความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ด

ที�รับประทานไดท้ี�คดัเลือก 3 ชนิด ที� pH 2-12 โดยตรวจหาสารเล็กตินที�เหลือดว้ยปฏิกิริยาการจบักลุ่มของ

เซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่าย พบวา่สารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133  เห็ด

ระโงกขาว Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllus commune MC322 มีความเสถียรต่อความ

เป็นกรด-ด่างที� pH 7.0-9.0, 10.0-11.0, และ 7.0 ตามลาํดบั เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 18 ชั�วโมงที�ทดสอบ (รูปที� 

3.41 และ 3.42 และตารางที� 3.11)  
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ตารางที� 3.10 ผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่าย ที�ยงัเหลืออยู่ของสาร

เล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดที�รับประทานได ้3 ชนิด จากการทดสอบความเสถียรต่อความร้อน

ที�อุณหภูมิ 40-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และที� 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั�วโมง โดยสารที�เก็บที� -20 องศาเซลเซียส เป็น Positive control 
Mushroom species/collection 

location 
Mushroom 

code 
Temperature 

tested (OC) 
Residual 

hemagglutination 
against rabbit red 

blood cells 

Heat 
stability 
at (OC) 

(Titer) (%) 
Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) 

สุรินทร์ 
MC133 -20 32 100 60 

4 32 100  
30 32 100  
40 32 100  
50 32 100  
60 16 50  
70 - 0  
80 - 0  
90 - 0  

100 - 0  
Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว) 

นครราชสีมา 
MC188 -20 8 100 50 

4 8 100  
30 8 100  
40 8 100  
50 8 100  
60 - 0  
70 - 0  
80 - 0  
90 - 0  

100 - 0  
Schizophyllum commune (เห็ด

แครง)  นครปฐม 
MC322 -20 16 100 50 

4 16 100  
30 16 100  
40 16 100  
50 16 100  
60 1 6.25  
70 1 6.25  
80 1 6.25  
90 1 6.25  

100 1 6.25  
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(ก) สารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดฟาง MC133 สุรินทร์ 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ข) สารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดระโงก MC188 นครราชสีมา 
 

 

รูปที� 3.41 ผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่าย ที�ยงัเหลืออยู่ของสาร     

เล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดที�รับประทานได ้3 ชนิด จากการทดสอบความเสถียรต่อความเป็น

กรด-ด่าง (pH) ในช่วง 2-12 เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

 10         11         12         6           7            8            9  2             3            4             5 
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Undiluted sample 
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 2             3           4             5 10          11          12         6            7            8           9 
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(ค) สารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดแครง MC322 นครปฐม 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 3.42 ความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดที�รับประทาน

ไดบ้างชนิดที� pH ในช่วง 2-12 เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
 

รูปที� 3.41 (ต่อ) การทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่าย ที�ยงัเหลืออยู่ของสาร

เล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดที�รับประทานได ้3 ชนิด จากการทดสอบความเสถียรต่อความ

เป็นกรด-ด่าง (pH) ในช่วง 2-12 เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ตารางที� 3.11 ผลการทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงกระต่าย ที�ยงัเหลืออยู่ของสาร

เล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดที�รับประทานได ้3 ชนิด จากการทดสอบความเสถียรต่อความเป็น

กรด-ด่าง (pH) ในช่วง 2-12 เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

Mushroom species/collection 
location 

Mushroo
m code 

pH  tested Residual 
hemagglutination 
against rabbit red 

blood cells 

pH stability 

(Titer) (%) 
Volvariella volvacea (เห็ดฟาง)  

สุรินทร์ 
MC131 2.00 2.00 50.00 7.0 & 9.0 

3.00 4.00 25.00  
�.00 4.00 25.00  
�.00 1.00 6.25  
�.00 1.00 6.25  
�.00 16.00 100.00  
8.00 8.00 50.00  
�.00 16.00 100.00  

��.00 2.00 12.50  
��.00 4.00 25.00  
��.00 8.00 50.00  

Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว) 
นครราชสีมา 

MC188 2.00 2.00 6.25 10.0-11.0 
3.00 16.00 50.00  
�.00 16.00 50.00  
�.00 16.00 50.00  
�.00 16.00 50.00  
�.00 16.00 50.00  
8.00 16.00 50.00  
�.00 16.00 50.00  

��.00 32.00 100.00  
��.00 32.00 100.00  
��.00 16.00 50.00  

Schizophyllum commune (เห็ดแครง) 
นครปฐม 

MC322 2.00 2.00 12.50 7.0 
3.00 4.00 25.00  
�.00 8.00 50.00  
�.00 4.00 25.00  
�.00 4.00 25.00  
�.00 16.00 100.00  
8.00 4.00 25.00  
�.00 8.00 50.00  

��.00 4.00 25.00  
��.00 4.00 25.00  
��.00 8.00 50.00  
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3.5.4  ความเป็นพษิกบัเซลล์มะเร็งของคน 

ทดสอบความเป็นพิษของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดที�รับประทานไดท้ี�คดัเลือก 3 ชนิด ต่อ

เซลล์มะเร็งที�พบมากและเลี�ยงในหลอดทดลอง 2 ชนิด คือ มะเร็งเยื�อบุช่องปาก (KB) และมะเร็งปากมดลูก 

(HeLa) และเซลลป์กติ คือ เซลลไ์ตของลิง (Vero) ดว้ยวธีิการเช่นเดียวกบัการทดสอบสารสกดัหยาบเล็ก

ติน  ค่า IC50 (50% Inhibition concentration) มาตรฐานของสารบริสุทธิ� ที�สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวน

เซลล์มะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง 

Volvariella volvacea MC133 แสดงความเป็นพิษมากต่อเซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปาก เซลลม์ะเร็งปากมดลูก 

และเซลลป์กติจากไตของลิงที�ค่า IC50 เท่ากบั 0.562, 0.626, และ 0.225 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

ตามลาํดบั ในขณะที�สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllum 

commune MC322 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของเซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลลป์กติจากไต

ของลิงที�ค่า IC50 เท่ากบั 16.08 และ 72.97, และ 81.46 และ 52.29 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามลาํดบั 

สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง MC322 ไม่มีฤทธิ� ทาํลาย/ยบัย ั�งเซลลม์ะเร็งปากมดลูกเลย 

ในขณะที�สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก MC188 มีฤทธิ� ที�ค่า IC50 เท่ากบั 29.005 ไมโครกรัมต่อ

ไมโครลิตร (ตารางที� 3.12) ผลจากการทดสอบขั�นตอนนี� เป็นขอ้มูลสาํคญัในการเลือกใชป้ระโยชน์สารเล็ก

ตินจากเห็ดรับประทานได ้

 

 

ตารางที� 3.12 ผลการทดสอบฤทธิ� ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดที�รับประทานได ้3 ชนิด กบัเซลลม์ะเร็ง

ของคน ดว้ยวิธี MTT Colorimetric assay 
 

Purified lectin sample from mushroom IC50 Value (µg/ml) at 550 nm 
Mean ±SD 

KB HeLa Vero 
Volvariella volvacea (เห็ดฟาง) MC133 0.562±0.03 0.626±0.04 0.225±0.008 

Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว) MC188 16.084±2.22 29.005±3.72 81.46±12.04 

Schizophyllum commune (เห็ดแครง) MC322 72.97±1.89 >100 52.29±6.77 

Adriamycin (100 ไมโครโมลาร์) 3.299±0.455 58.518±3.43 20.74±4.341 

หมายเหตุ: KB, เซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปาก (Human epidermoid carcinoma cell line) 

HeLa, เซลลม์ะเร็งปากมดลูก (Human cervical carcinoma cell line) 

Vero, เซลลไ์ตของลิง (African green monkey kidney epithelial cell line) 

IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารที�ใชท้ดสอบที�สามารถฆ่า

เซลลม์ะเร็งไดค้รึ� งหนึ�งเมื�อเทียบกบักลุ่มควบคุม  

ค่า IC50 มาตรฐานของสารบริสุทธิ� ที�สามารถยบัยั�งการเพิ�มจาํนวนเซลลม์ะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกว่า

หรือเท่ากบั 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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3.5.5  มวลโมเลกุลและ Isoelectric point (pI) 

 จากการหามวลโมเลกุลของโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� จาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้

พบวา่เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133  เห็ดระโงก Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง 

Schizophyllum commune MC322 สะสมเล็กตินที�มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ �� kDa (รูปที� 3.27 และ 

3.30), 30 kDa (รูปที� 3.33), และ 29 และ 32 kDa (รูปที� 3.35 และ 3.38) ตามลาํดบั 

เมื�อศึกษาค่า pI ของโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ด 2 ชนิด คือ เห็ดฟาง MC133 และเห็ดแครง 

MC322 พบวา่มีค่า pI ประมาณ 5.4 (รูปที� 3.43) และ 5.6-6.6 (รูปที� 3.44) ตามลาํดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.43 การแยกโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ดว้ยเทคนิค 

2-Dimension Electrophoresis (2D-PAGE) ดว้ย Drystrip ขนาด 7 เซนติเมตร ในช่วง 

pH 3.0-10.0 (GE Healthcare) 
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รูปที� 3.44 การแยกโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 ดว้ย

เทคนิค 2-Dimension Electrophoresis (2D-PAGE) ดว้ย Drystrip ขนาด 7 เซนติเมตร 

ในช่วง pH 3.0-10.0 (GE Healthcare) 
 
 

3.5.6  ความจําเพาะของสารเล็กตินบริสุทธิ�ต่อนํ�าตาล 

จากการศึกษาความจาํเพาะของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 

เห็ดระโงก Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 ต่อนํ�าตาล 32 ชนิด คือ 

N-Acetyl-D-galactosamine (GalNAc), 2-Acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose, D-Adonitol, Amygdalin, 

L-Arabinose, Cellobiose, Esculin, Fructose, Fucose, D-Galactose, D-Glucose, Inositol, Inulin, Lactose, 

Lactitol, Maltose, Mannitol, D-Mannose, D-Melezitose, Melibiose, Methyl-α-D-galactopyranoside, 

Methyl-β-D-galactopyranoside, 4-Nitrophynyl-α-D-galactopyranoside, 4-Nitrophynyl-β-D–

galactopyranoside, Raffinose, Rhamnose, Ribose, Salicin, Sorbitol, Trehalose, D-Turanose และ D-

Xylose  พบวา่สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง MC133 (3HA) และเห็ดระโงก MC188 (2HA) ไม่แสดง

ความจาํเพาะต่อนํ�าตาลชนิดใดเลย (ตารางที� 3.13 และ 3.14 และรูปที� 3.45 และ 3.46) ในขณะที�สารเล็กติ

นบริสุทธิ� จากเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 (4HA) มีความจาํเพาะต่อนํ�าตาล 13 จาก 32 

ชนิด คือ N-Acetyl-D-galactosamine (GalNAc), L-Arabinose, D-Galactose, Lactose, Lactitol, Melibiose,  

Methyl-α-D-galactopyranoside, Methyl-β-D-galactopyranoside, 4-Nitrophynyl-α-D-galactopyranoside, 

4-Nitrophynyl-β-D-galactopyranoside, Raffinose, Rhamnose และ Ribose ที�ความเขม้ขน้ตั�งแต่ 3.91, 

62.5, 7.82, 62.5, 125, 31.25, 15.63, 125, 31.25, 125, 31.25, 125 และ 500 มิลลิโมลต่อลิตร ตามลาํดบั 

(ตารางที� 3.15 และรูปที� 3.47)  
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ตารางที� 3.13 ผลการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงกระต่ายของ

สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 (3HA)โดยนํ�าตาล 32 ชนิด 
 

Sugar  Concentration of sugar (mM/l) 
500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 3.91 1.95 0.97 0.49 0.24 PBS 

N-Acetyl-D-
galactosamine 
(GalNAc) 

+ + + + + + + + + + + + - 

2-Acetamido-2-deoxy   
D-glucopyranose 

+ + + + + + + + + + + ND - 

D-Adonitol + + + + + + + + + + + ND - 
Amygdalin + + + + + + + + + + + ND - 
L-Arabinose + + + + + + + + + + + + - 
Cellobiose + + + + + + + + + + + ND - 
Esculin + + + + + + + + + + + ND - 
Fructose + + + + + + + + + + + + - 
Fucose + + + + + + + + + + + + - 
D-Galactose + + + + + + + + + + + + - 
D-Glucose + + + + + + + + + + + + - 
Inositol + + + + + + + + + + + ND - 
Inulin + + + + + + + + + + + ND - 
Lactose + + + + + + + + + + + ND - 
Lactitol + + + + + + + + + + + ND - 
Maltose + + + + + + + + + + + + - 
Mannitol + + + + + + + + + + + ND - 
D-Mannose + + + + + + + + + + + + - 
D-Melezitose + + + + + + + + + + + ND - 
Melibiose + + + + + + + + + + + ND - 
Methyl-α-D-

galactopyranoside 
+ + + + + + + + + + + ND - 

Methyl-β-D-
galactopyranoside 

+ + + + + + + + + + + ND - 

4-Nitrophynyl-α-D-
galactopyranoside 

+ + + + + + + + + + + ND - 

4-Nitrophynyl-β-D -
galactopyranoside 

+ + + + + + + + + + + ND - 

Raffinose + + + + + + + + + + + + - 
Rhamnose + + + + + + + + + + + + - 
Ribose + + + + + + + + + + + + - 
Salicin + + + + + + + + + + + ND - 
Sorbitol + + + + + + + + + + + + - 
Trehalose + + + + + + + + + + + + - 
D-Turanose  + + + + + + + + + + + ND - 
D-Xylose            +  

หมายเหต:ุ  +, Positive hemagglutination reaction 
-, Negative hemagglutination reaction 
ND, Not determined 
PBS, Phosphate buffer saline (0.01M, pH 7.4) 
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รูปที� 3.45 ผลการทดสอบการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) กบัเซลลเ์ม็ดเลือดแดง

กระต่ายของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 (3HA; A) โดย

นํ�าตาล 32 ชนิด (B-D) 

 Raffinose 

      0.97 

 250 

   ��.� 

     ��.�3 

      3.91 

      0.24 

500 

  ��� 

   ��.�� 

      7.81 

      1.95 

      0.48 

     0.06

     0.015 

    0.0037 

  0.00094 

3 HA 

       0.12 

       0.03 

    0.0075 

    0.0019 

  0.00047 

Negative Control 

 0.00023 

of sugar (mM) 
Concentration 

 Glucose              Fructose 
   Xylose              Mannose 

Rhamnose             Maltose 
 Trehalose             Sorbitol 

Arabinose          Ribose 
  GalNAc  Galactose           Fucose 
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รูปที� 3.45 (ต่อ) ผลการทดสอบการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) ของเซลล์เมด็เลือด

แดงกระต่ายของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 (3HA; A) 

โดยนํ�าตาล 32 ชนิด (B-D)  

Methyl-α-D-     
galacto pyranoside 

4-Nitrophynyl-α-D-    
galacto pyranoside 
 

     0.97 

 250 

   62.5 

    15.63 

     3.91 

3HA 

500 

  125 

   31.25 

     7.81 

     1.95 

Negative control 

  Manitol   Salicin   
  Lactose           Melibiose 

Amygdalin        Cellobiose    
Inositol               Inulin 

 Adonitol          Amygdalin 
of sugar (mM) 
Concentration 

(C) 

      0.97 

 250 

   62.5 

    15.63 

      3.91 

 3HA 

500 

  125 

   31.25 

      7.81 

      1.95 

Negative control 

Methyl-α-D-     
galacto pyranoside 

4-Nitrophynyl-α-D-    
galacto pyranoside 
 

of sugar (mM) 
Concentration 
 

2-Acetalmido-2- 
deoxy-D-gluco 

 
 pyranose 

 Trehalose   
 Sorbitol    Lactitol   Esculin   Melizitose    

 GalNAc    Turanose 

(D) 
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ตารางที� 3.14 ผลการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของกระต่าย

ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 (2HA)โดยนํ�าตาล 32 ชนิด 
Sugar Concentration of sugar (mM/l) 

500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 3.91 1.95 0.97 0.49 PBS 

N-Acetyl-D-galactosamine + + + + + + + + + + + - 
2-Acetamido-2-deoxy-D-

glucopyranose 
+ + + + + + + + + + + - 

D-Adonitol + + + + + + + + + + + - 
Amygdalin + + + + + + + + + + + - 
L-Arabinose + + + + + + + + + + + - 
Cellobiose + + + + + + + + + + + - 
Esculin + + + + + + + + + + + - 
Fructose + + + + + + + + + + + - 
Fucose + + + + + + + + + + + - 
D-Galactose + + + + + + + + + + + - 
D-Glucose + + + + + + + + + + + - 
Inositol + + + + + + + + + + + - 
Inulin + + + + + + + + + + + - 
Lactose + + + + + + + + + + + - 
Lactitol + + + + + + + + + + + - 
Maltose + + + + + + + + + + + - 
Mannitol + + + + + + + + + + + - 
D-Mannose + + + + + + + + + + + - 
D-Melezitose + + + + + + + + + + + - 
Melibiose + + + + + + + + + + + - 
Methyl-α-D-galactopyranoside + + + + + + + + + + + - 
Methyl-β-D-galactopyranoside + + + + + + + + + + + - 
4-Nitrophynyl-α-D-

galactopyranoside 
+ + + + + + + + + + + - 

4-Nitrophynyl-β-D -
galactopyranoside 

+ + + + + + + + + + + - 

Raffinose + + + + + + + + + + + - 
Rhamnose + + + + + + + + + + + - 
Ribose + + + + + + + + + + + - 
Salicin + + + + + + + + + + + - 
Sorbitol + + + + + + + + + + + - 
Trehalose + + + + + + + + + + + - 
D-Turanose  + + + + + + + + + + + - 
D-Xylose + + + + + + + + + + + - 

หมายเหต:ุ +, Positive hemagglutination reaction 
-, Negative hemagglutination reaction 
PBS, Phosphate buffer saline (0.01M, pH 7.4)       
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รูปที� 3.46 ผลการทดสอบการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) ของเซลล์เมด็เลือด

แดงกระต่ายของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 (2HA; A) 

โดยนํ�าตาล 32 ชนิด (B-D)  
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(A) 

      0.97 

 250 

   62.5 

     15.63 

      3.91 

 2HA 

500 

  125 

  31.25 

      7.81 

      1.95 

Negative control 

of sugar (mM) 
Concentration 

 Glucose  Galactose  Fructose  Esculin   
Fucose   Raffinose  Treharose  Rhamnose  

 Xylose   Arabinose  Sorbitol  Melibiose  

(B) 

Methyl-α-D-     
galacto pyranoside 

Methyl-β-D-     
galacto pyranoside 

     0.97 

 250 

  62.5 

   15.63 

     3.91 

2HA 

500 

 125 

  31.25 

     7.81 

     1.95 

Negative control 

of sugar (mM) 
Concentration Melizitose  Maltose   

Cellobiose  Mannose  Ribose   Lactose   

(C) 
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รูปที� 3.46 (ต่อ) ผลการทดสอบการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) ของเซลลเ์ม็ดเลือด

แดงกระต่ายของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 (2HA; A) 

โดยนํ�าตาล 32 ชนิด (B-D) 

Methyl-α-D-     
galacto pyranoside  

4-Nitrophynyl-α-D-    
galacto pyranoside 

4-Nitrophynyl-α-D-    
galacto pyranoside 
 

4-Nitrophynyl-β-D-    
galacto pyranoside 
 

      0.97 

 250 

   62.5 

     15.63 

      3.91 

 2HA 

500 

  125 

  31.25 

      7.81 

      1.95 

Negative control 

of sugar (mM) 
Concentration 

 

 Adonitol  Inositol  Amygdalin   Inulin  GalNAc    Trehalose 

2-Acetalmido-2- 
deoxy-D-gluco 

 
 pyranose 

  Turanose 

  Mannitol    Salicin  

(D) 
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ตารางที� 3.15 ผลการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงกระต่าย

ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง Schizophillum commune MC��� (4HA)โดยนํ�าตาล 

32 ชนิด 
 

Sugar Concentration of sugar (mM/l) 

500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.82 3.91 1.95 0.97 0.49 PBS 
N-Acetyl-D-galactosamine - - - - - - - - + + + - 
2-Acetamido-2-deoxy-D-

glucopyranose 
+ + + + + + + + + + + 

- 

D-Adonitol + + + + + + + + + + + - 
Amygdalin + + + + + + + + + + + - 
L-Arabinose - - - - + + + + + + + - 
Cellobiose + + + + + + + + + + + - 
Esculin + + + + + + + + + + + - 
Fructose + + + + + + + + + + + - 
Fucose + + + + + + + + + + + - 
D-Galactose - - - - - - - + + + + - 
D-Glucose + + + + + + + + + + + - 
Inositol + + + + + + + + + + + - 
Inulin + + + + + + + + + + + - 
Lactose - - - - + + + + + + + - 
Lactitol - - - + + + + + + + + - 
Maltose + + + + + + + + + + + - 
Mannitol + + + + + + + + + + + - 
D-Mannose + + + + + + + + + + + - 
D-Melezitose + + + + + + + + + + + - 
Melibiose - - - - - + + + + + + - 
Methyl-α-D-

galactopyranoside 
- - - 

- - - 
+ + + + + 

- 

Methyl-β-D-
galactopyranoside 

- - - + + + + + + + + - 

4-Nitrophynyl-α-D-
galactopyranoside 

- - - 
- - 

+ + + + + + - 

4-Nitrophynyl-β-D-
galactopyranoside 

- - - + + + + + + + + - 

Raffinose - - - - - + + + + + + - 
Rhamnose - - - + + + + + + + + - 
Ribose - + + + + + + + + + + - 
Salicin + + + + + + + + + + + - 
Sorbitol + + + + + + + + + + + - 
Trehalose + + + + + + + + + + + - 
D-Turanose + + + + + + + + + + + - 
D-Xylose + + + + + + + + + + + - 

หมายเหต:ุ +, Positive hemagglutination reaction 
-, Negative hemagglutination reaction 
PBS, Phosphate buffer saline (0.01M, pH 7.4) 
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รูปที� 3.47 ผลการทดสอบการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) ของเซลล์เม็ดเลือดแดง

กระต่ายของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 (4HA; A) 

โดยนํ�าตาล 32 ชนิด 
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(A) 

Rhamnose  Arabinose  Ribose Raffinose Glucose  Galactose  GaiNAc  fucose  Fructose   Xylose  Maltose Mannose 

      0.97 

     0.06

     0.015 

    0.0037 

  0.00094 

4 HA 

       0.12 

       0.03 

    0.0075 

    0.0019 

  0.00047 

Negative Control 

 0.00023 

 250 

   ��.� 

     ��.�3 

      3.91 

      0.24 

500 

  ��� 

   ��.�� 

      7.81 

      1.95 

      0.48 

of sugar (mM) 
Concentration 

(B) 
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of sugar (mM) 
Concentration 

 
  Manitol    Salicin 

4-Nitrophynyl-α-D-    
galacto pyranoside 
 

Methyl-α-D-     
galacto pyranoside 

Amygdalin Lactose  Cellobiose Melibiose 
Adonitol  Inositol  Amygdalin Inulin 

     0.97 

250 

  62.5 

   15.63 

     3.91 

4HA 

500 

 125 

 31..25 

     7.81 

     1.95 

Negative control 

(C) 

Methyl-α-D-     
galacto pyranoside 

4-Nitrophynyl  -α-D-    
galacto pyranoside 
 

of sugar (mM) 
Concentration 

 
 Trehalose    Sorbitol    Lactitol    Esculin      Melizitose  

2-Acetalmido-

2- deoxy-D-gluco 

  pyranose 
Turanose 

     0.97 

250 

  62.5 

   15.63 

     3.91 

4HA 

500 

 125 

  31.25 

     7.81 

     1.95 

Negative control 

(D) 

รูปที� 3.47 (ต่อ) ผลการทดสอบการยบัย ั�งการจบักลุ่ม (Hemagglutination inhibition) ของเซลล์เมด็-

เลือดแดงกระต่ายของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง Schizophyllum commune 

MC322 (4HA; A) โดยนํ�าตาล 32 ชนิด (B-D) 
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3.5.7  คุณลักษณะ Glycoprotein ของสารเล็กตินบริสุทธิ� 

จากการทดสอบคุณลกัษณะ Glycoprotein ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ด 3 ชนิด (Volvariella 

volvacea MC 133, Amanita sp. MC188 และ Schizophyllum commune MC322) โดยใชเ้ทคนิค SDS-

PAGE และ Periodic Acid Schiff (PAS) staining พบวา่สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง MC133, เห็ดระ

โงก MC188 และเห็ดแครง MC322 ปรากฏแถบสีแดงของคาร์โบไฮเดรต เช่นเดียวกบั Ribonuclease B ที�

ใชเ้ป็น Positive control แสดงถึงสารโปรตีนที�มีคาร์โบไฮเดรตเป็นองคป์ระกอบ (รูปที� 3.48) จึงจดัไดว้า่

สารโปรตีนเล็กตินของเห็ดรับประทานไดเ้หล่านี� เป็นสารประเภท Glycoprotein 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.48 การทดสอบคุณลกัษณะ Glycoprotein ของสารเล็กตินโดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE และ 

Periodic Acid Schiff (PAS) staining 

Lanes: 1-3, สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133, เห็ดระโงก 

Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 ตามลาํดบั; S, RNase 

B (Sigma) เป็น Positive control  

 

3.5.8  โครงสร้างปฐมภูมิของเล็กตินจากเห็ดรับประทานได้ที�คัดเลือก 

การศึกษาในขั�นตอนนี� ไดเ้ลือกศึกษาโครงสร้างปฐมภูมิของเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella 

volvacea MC133 ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  โดยตดัแถบของโปรตีนเล็กตินของเห็ดฟาง MC133 ขนาดโมเลกุล 25 

kDa ที�สนใจมายอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซิน  แลว้วิเคราะห์เปปไทด์ที�ยอ่ยไดด้ว้ย Liquid chromatography/electrospray 

ionization mass spectrometry (LC/ESI/MS) (Bruker nanoLC-HCTultra system) โดยเทคนิค MS/MS ion search และ

ฐานข้อมูล MASCOT (http://www.matrixscience.com) พบว่าได้ Peptides 9 ชุด (ตารางที�  3.16)  แถบโปรตีน         

เล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�ยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซินมีลาํดบักรดอะมิโนที�มีความเหมือน 

88-100% กับโปรตีน Volvatoxin A� precursor มีขนาด 24.2 kDa ของ Volvariella volvacea (AAQ92757.1) ตาม

ฐานขอ้มูล GenBank (U.S.A.) (รูปที� 3.49) 
 

  1                  2                    3                S          

Positive control 



98 

ตารางที� 3.16 ลาํดบักรดอะมิโนของ Tryptic peptides ของเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella 

volvacea MC133 ที�วเิคราะห์โดย Liquid chromatography/electrospray 

ionization mass spectrometry (LC/ESI/MS) 
 

 

Tryptic peptide Observed mass Calculated mass Amino acid sequences 

T11 565.3540 1129.5233 AYFDWPGFK  

T12 575.8580 1150.5870 DAFSAVVDLSK 

T13 581.5520 1742.8304 LEQDKAYFDWPGFK 

T15 601.3400 1201.5444 AYFDWPEFK 

T21 719.5450 2155.9692 YDQSTINQQSQEVGAMVDK 

T24 766.3960 1531.8035 FLHDAFAAVVDLSK 

T35 843.4490 1685.9716 NFAVQIDALELVVKK 

T37 872.0240 1742.8304 LEQDKAYFDWPGFK 

T38 907.3860 1813.8675 LEQNKAYFDWPEFK 
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(A) T13-T11 LEQDKAYFDWPGFK 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.49 Tryptic peptides (A-F) ของเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�

เปรียบเทียบดว้ยการจดัให้ตาํแหน่ง (alignment) กบัลาํดบั Peptides คู่เทียบที�มีในฐานขอ้มูล 

GenBank (U.S.A.)  
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(C) T24  FLHDAFAAVVDLSK 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.49 (ต่อ) Tryptic peptides (A-F) ของเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�

เปรียบเทียบดว้ยการจดัให้ตาํแหน่ง (alignment) กบัลาํดบั Peptides คู่เทียบที�มีใน

ฐานขอ้มูล GenBank (U.S.A.) 
 

(B) T21 YDQSTINQQSQEVGAMVDK 
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(D) T35  NFAVQIDALELVVKK 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.49 (ต่อ) Tryptic peptides (A-F) ของเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�

เปรียบเทียบดว้ยการจดัให้ตาํแหน่ง (alignment) กบัลาํดบั Peptides คู่เทียบที�มีใน

ฐานขอ้มูล GenBank (U.S.A.) 
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(E) T12   DAFSAVVDLSK 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.49 (ต่อ) Tryptic peptides (A-F) ของเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�

เปรียบเทียบดว้ยการจดัให้ตาํแหน่ง (alignment) กบัลาํดบั Peptides คู่เทียบที�มีใน

ฐานขอ้มูล GenBank (U.S.A.) 
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(F) T15 AYFDWPEFK 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.49 (ต่อ) Tryptic peptides (A-F) ของเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�

เปรียบเทียบดว้ยการจดัให้ตาํแหน่ง (alignment) กบัลาํดบั Peptides คู่เทียบที�มีใน

ฐานขอ้มูล GenBank (U.S.A.) 
 

 

3.5.9  การทดสอบกรรมวิธีการปลูกผลกึเล็กติน 

3.4.9.1  การทดสอบหาสภาวะเบื�องต้นที�เหมาะสมต่อการเกิดผลึก 

นําเล็กตินที�บริสุทธิ� มาทดสอบหาสภาวะเบื�องต้นที� เหมาะสมต่อการเกิดผลึกด้วย 

Commercial screening kit ซึ� งเป็นชุดสารละลายสําเร็จรูป คือ Crystal Screen HR2-110 และ Crystal Screen 

HR2-112 (Hampton Research) และปลูกผลึกด้วยวิธี  Microbatch under oil โดยใช้สารเล็กตินบริสุทธิ�  1 
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ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร ที�ละลายใน 10mM Tris-HCl, pH 8.0) ไดผ้ลการทดลอง

เป็นลาํดบั ดงันี�  

ก.  การตกผลกึเบื�องต้นของสารเล็กตินบริสุทธิ�จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea 

MC133 

คณะผูว้ิจยัที�ไดศ้ึกษาเบื�องตน้เกี�ยวกบัวิธีการตกผลึกของสารเล็กตินจากเห็ดฟางมา

บา้งแลว้ จึงไดเ้ปรียบเทียบวิธีการตกผลึกเบื�องตน้ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella 

volvacea MC133 กบัขอ้มูลเดิม โดยตกผลึกสารโปรตีนเล็กตินดว้ยวิธี Hanging drop พบวา่ในสภาวะ

สารละลาย 20% (w/v) Polyethylene glycol (PEG) 4,000, 5% (v/v) 2-Propanol in 0.1M Sodium citrate 

tribasic dihydrate (pH 5.6); สารละลาย 18% (w/v) Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000, 0.2M 

Ammonium sulphate, 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6); และสารละลาย 16% PEG 20,000, 0.1M 

2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES, pH 6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ตลอดระยะเวลา 1 

เดือน ไม่พบผลึกเล็กตินปรากฏเลย 

จากนั�นไดท้ดสอบการตกผลึกโปรตีน MC133 ซํ� าอีก โดยทาํการบ่มเล็กตินที�ไดม้าจากการทาํ

บริสุทธิ� โดยวิธี Ion exchange chromatography (DEAE-sepharose) ความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ในสภาวะสารละลาย 30% (w/v) PEG 8,000, 0.2M Sodium acetate 

trihydrate in 0.1M Sodium cacodylate trihydrate (pH 6.5); สารละลาย 20% (v/v) 2-Propanol, 20% (w/v) 

PEG 4,000 in 0.1M Sodium citrate tribasic dehydrate (pH 5.6), 20% (w/v) PEG 8,000, 0.05M Potassium 

phosphate monobasic; สารละลาย 30% (w/v) Polyethylene glycol monomethyl ether (PME) 2,000, 0.2M 

Ammonium sulphate in 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6); และสารละลาย 12% (w/v) PEG 

20,000 in 0.1M MES monohydrate (pH 6.5) พบวา่ภายในระยะเวลาการบ่ม 2 เดือน ไม่ปรากฏผลการเกิด

ผลึกใดๆ ในทุกสภาวะสารละลายที�ทดสอบ  

เนื�องจากผลการศึกษาของโครงการนี�ดงัระบุในขา้งตน้พบวา่เห็ดฟาง Volvariella volvacea เป็น

เห็ดรับประทานไดท้ี�สะสมสารเล็กตินใน Fruiting body ที�มีแนวโนม้การใชป้ระโยชน์ดา้นอาหารและ

การแพทย ์ ที�พบไดง่้ายในประเทศไทยทั�งในพื�นที�ธรรมชาติและการเพาะเลี�ยงเพื�อการคา้ รวมทั�งมีความ

แตกต่างของสมบติัทางชีวภาพในเห็ดฟางแต่ละสายพนัธ์ุ จึงเลือกเห็ดฟาง MC131 มาศึกษาเปรียบเทียบกบั 

MC133 

ข.  การตกผลึกเบื�องต้นของสารเลก็ตินบริสุทธิ�จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea 

MC131 เพื�อเปรียบเทียบกบั MC133 

ไดท้ดสอบการตกผลึกเบื�องตน้ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella 

volvacea MC131 โดยวธีิ Microbatch under oil ดว้ยสารละลายตรวจสอบสาํเร็จรูปชนิด Crystal Screen 

HR2-110 และ HR2-112 (Hampton Research) จาํนวน 98 ชนิด พบวา่การบ่มเล็กตินความเขม้ขน้ 25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ระยะเวลาการบ่มนาน 1 วนั และ 3 วนั มีผลึกลกัษณะ
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เข็มและเพลทเกิดขึ�นในสภาวะสารละลายตรวจสอบ 6 ชนิด (ตารางที� 3.17) ในขณะที�ไม่มีการเกิดผลึก

ของเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง MC133 

การตกผลึกเบื�องตน้ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 เพื�อ

เปรียบเทียบกบั MC133 โดยวิธี Microbatch under oil ดว้ยสารละลายตรวจสอบสาํเร็จรูปชนิด Crystal 

Screen HR2-110 และ HR2-112 จาํนวน 98 ชนิด ดงักล่าวขา้งตน้ เมื�อใชเ้ล็กตินความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัม

ต่อไมโครลิตร ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ระยะเวลาการบ่มนาน 1 วนั และ 3 วนั นั�น พบวา่เกิดผลึก

ลกัษณะเข็มและเพลทขึ�นในสภาวะสารละลายตรวจสอบ 6 ชนิด (ตารางที� 3.17) ดงันี�  (1) สารละลาย 30% 

(w/v) Polyethylene glycol (PEG) 4,000, 0.2M Ammonium acetate in 1M Sodium acetate trihydrate (pH 

4.6); (2) สารละลาย30% (w/v) PEG 8,000, 0.2M Sodium acetate trihydrate in 0.1M Sodium cacodylate 

trihydrate (pH 6.5); (3) สารละลาย 20% (v/v) 2-Propanol, 20%( w/v) PEG 4,000 in 0.1M Sodium citrate 

tribasic dehydrate (pH 5.6); (4) สารละลาย 20% (w/v) PEG 8,000 and 0.05M Potassium phosphate 

monobasic; (5) สารละลาย 30% (w/v) Polyethylene glycol monomethyl ether 2,000, 0.2M Ammonium 

sulphate in 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6); และ (6) สารละลาย 12% (w/v) PEG 20,000 in 

0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) monohydrate (pH 6.5) 

ค.  การตกผลกึเบื�องต้นของสารเล็กตินบริสุทธิ�จากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 

ไดท้ดสอบการตกผลึกเบื�องตน้ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก Amanita sp. 

MC188 โดยวิธี Microbatch ดว้ยสารละลายตรวจสอบชนิด Crystal Screen HR2-110 และ HR2-112 

(Hampton Research) จาํนวน 98 ชนิด พบวา่การบ่มเล็กตินความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที�

อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ไดส้ภาวะสารละลายตรวจสอบ 5 ชนิด (ตารางที� 3.18) ดงันี�  (1) สารละลาย 

30% (w/v) Polyethylene glycol (PEG) 4,000, 0.1M Tris-hydrochloride (pH 8.5) in 0.2M Magnesium 

chloride hexahydrate; (2) สารละลาย 0.8M Potassium sodium tratrate tetrahydrate, 0.1M 4-(2-

Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) sodium pH (7.5); (3) สารละลาย 10% (v/v) 2-

Propanol, 20% (w/v) PEG 4,000 in 0.1M HEPES sodium (pH 7.5); (4) สารละลาย 1.6M Magnesium 

sulphate heptahydrate in 0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) monohydrate (pH 6.5); 

และ (5) สารละลาย 10% (w/v) PEG 8,000, 8% (v/v) Ethylene glycol in 0.1M HEPES (pH 7.5) ที�ใหผ้ลึก

ของโปรตีนเล็กตินหลงัจากการบ่มนาน 2 เดือน 



106 

 

ตารางที� 3.17 สรุปสภาวะที�น่าสนใจซึ�งมีแนวโนม้จะใหผ้ลึกเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea 

MC131 จากการทดลอง Microbatch 
 

Crystallization

screening 

reagent kits 

Condition 

no. 

Precipitant composition Incubation 

time (day) 

Crystal appearance 

Crystal Screen 

HR2-110 

(Hampton 

Research) 

10 30% (w/v) Polyethylene glycol 

(PEG) 4,000, 0.2M Ammonium 

acetate in 1M Sodium acetate 

trihydrate (pH 4.6) 
 

1  

 28 30% (w/v) PEG 8,000, 0.2M Sodium 

acetate trihydrate in 0.1M Sodium 

cacodylate trihydrate (pH 6.5) 

 

 

1  

 40 20% (v/v) 2-Propanol, 20%( w/v) 

PEG 4,000 in 0.1M Sodium citrate 

tribasic dehydrate (pH 5.6) 

 

 

1  

 42 20% (w/v) PEG 8,000 and 0.05M 

Potassium phosphate monobasic 

 

 

 

1  

Crystal Screen 

HR2-112 

(Hampton 

Research) 

 

13 30% (w/v) Polyethylene glycol 

monomethyl ether (PME) 2,000, 

0.2M Ammonium sulphate in 0.1M 

Sodium acetate trihydrate (pH 4.6) 

 

3  

 22 12% (w/v) PEG 20,000 in 0.1M 2-

(N-Morpholino) ethanesulfonic acid 

(MES) monohydrate (pH 6.5) 

 

 

1  

 

Small needle-like crystals 

Large needle-like crystals 

Small needle-like crystals 

Small plate-like crystals 

Large plate-like crystals 

Large needle-like crystals 
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ง.  การศึกษาเปรียบเทียบการตกผลึกเบื�องต้นของสารเลก็ตินบริสุทธิ�จากเห็ดแครง 

Schizophyllum commune MC322  

จากการศึกษาเปรียบเทียบการตกผลึกเบื�องตน้ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง 

Schizophyllum commune MC322 โดยวิธี Microbatch ด้วยสารละลายตรวจสอบชนิด Crystal Screen HR2-110 

และ HR2-112 (Hampton Research) จาํนวน 98 ชนิด พบวา่การบ่มเล็กตินความเขม้ขน้ 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ไดส้ภาวะสารละลายตรวจสอบ �� ชนิดที�น่าสนใจ  เมื�อทดสอบต่อ พบสารละลาย

ตรวจสอบ 11 ชนิด ทาํให้เกิดลกัษณะที�น่าจะเป็นผลึกของโปรตีนเล็กติน (ตารางที� 3.19)  จากนั�นเมื�อปรับสภาวะ

การเกิดผลึกดว้ยเทคนิค Hanging drop vapor diffusion กบัสารละลายทั�ง �� ชนิด หลงัจากบ่มสารละลายโปรตีน

กับสารละลายทดสอบ 1 สัปดาห์  พบผลึกลักษณะเข็มและผลึกลักษณะแบบแผ่นหรือเพลท (plate) ขึ� นที�

สารละลายตรวจสอบหมายเลข 18 และ 20 (Crystal Screen HR2-110) และ 46 (Crystal Screen HR2-112) ซึ� งเป็น

สภาวะที�ควรปรับปรุงเพื�อให้ไดผ้ลึกของโปรตีนเล็กตินต่อไป 

3.5.9.2 การปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึก 

ปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึกในส่วนของความเขม้ขน้ของโปรตีน ความเขม้ขน้และ 

pHของสารละลายที�ใช ้ และอุณหภูมิ เพื�อปรับปรุงให้ไดผ้ลึกที�มีคุณภาพมากยิ�งขึ�น โดยปลูกผลึกดว้ยวธีิ 

Hanging drop vapour diffusion โดยปิเปตสารเล็กตินบริสุทธิ�  1 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้ 2-5 มิลลิกรัมต่อ

ไมโครลิตร ที�ละลายใน 10mM Tris-HCl, pH 8.0) และปิเปตสารละลายที�ใช ้ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงบน 

Glass plate จากนั�นนาํไปวางบน 24-well VDXTM plate with sealant (Hampton Research) ขนาด 

100×145×25 มิลลิเมตร ที�ประกอบดว้ย 4×6 wells ลกัษณะ Flat bottom ที�มีสารละลายที�ใชป้ริมาตร 1 

มิลลิลิตร อยูใ่น well และนาํไปบ่มที�อุณหภูมิที�ตอ้งการทดสอบ สังเกตติดตามวดัขนาดและประเมิน

คุณภาพของผลึกอยา่งต่อเนื�องดว้ยกลอ้ง Stereomicroscope ไดผ้ลสาํเร็จดงันี�  

ก.  การปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึกของสารเล็กตินบริสุทธิ�จากเห็ดฟางที�เลือกจาก

ชนิดที�มีแนวโน้มการเกิดผลึก 

จากผลการทดสอบการตกผลึกเบื�องตน้จึงไดน้าํสารละลายตรวจสอบ 3 ชนิดจาก 6 

ชนิด (สารละลายตรวจสอบที� 40 จาก Crystal Screen HR2-110 และสารละลายที�ตรวจสอบที� 13 และ 22 

จาก Crystal Screen HR2-112 ในตารางที� 3.18) มาปรับสภาวะการเกิดผลึกดว้ยเทคนิค Hanging drop 

vapor diffusion โดยบ่มสารละลายโปรตีนเล็กตินความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร กบัสารละลายที�

ใชท้ดสอบที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส โดยไดป้รับสภาวะสารละลายที�ใช ้(ตารางที� 3.20-3.22) 
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ตารางที� 3.18 สรุปสภาวะที�น่าสนใจซึ�งมีแนวโนม้ให้ผลึกเล็กตินของเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 

จากการทดลอง Microbatch  
 

Crystallization 

screening reagent kits 

Precipitant composition Incubation time 

(month) 

Crystal appearance 

Crystal Screen HR2-110 

(Hampton Research) 

30% (w/v) Polyethylene glycol 

(PEG) 4,000, 0.1M Tris-

hydrochloride (pH 8.5) in 

0.2M Magnesium chloride 

hexahydrate 

 

2  

 0.8M Potassium sodium 

tratrate tetrahydrate, 0.1M 4-

(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid 

(HEPES) sodium (pH 7.5) 

2  

 

 

 

 

 10% (v/v) 2-Propanol, 20% 

(w/v) PEG 4,000 in 0.1M 

HEPES sodium (pH 7.5) 

 

 
 

 

2  

 

 

Crystal Screen HR2-112 

(Hampton Research) 

1.6 M Magnesium sulphate 

heptahydrate in 0.1M 2-(N-

Morpholino) ethanesulfonic 

acid (MES) monohydrate (pH 

6.5) 

 

2  

 

 

 

 

 10% (w/v) PEG 8,000, 8% 

(v/v) Ethylene glycol in 0.1M 

HEPES (pH 7.5) 

 

 

 

2  

 

 

 

Small crystals 

Light precipitates 

Light precipitates 

Light precipitates 

Light precipitates 
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ตารางที� 3.19 สรุปสภาวะที�น่าสนใจจากการใชส้ารละลายตรวจสอบ 11 ชนิด ที�มีแนวโนม้ให้ผลึกเล็กติน 

ของเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 จากการทดลอง Microbatch 
 

Crystallization screening 

reagent kits 

Condition 

no. 

Precipitant composition Crystal 
appearance 

(1 week) 
Crystal Screen HR2-110 
(Hampton Research) 

6 30% (w/v) Polyethylene glycol (PEG) 4,000, 

0.2M Magnesium chloride hexahydrate in 0.1M 

Tris-hydrochloride (pH 8.5) 

เข็มขนาดเลก็ 

9 30% (w/v) PEG 4,000, 0.2M Magnesium chloride 

hexahydrate in 0.1M Tris-hydrochloride (pH 8.5) 

เข็มขนาดเลก็ 

10 30% (w/v) PEG 4,000, 0.2M Ammonium acetate 

in 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6) 

ตะกอน 

 18 20% (w/v) PEG 8,000 in 0.2M Magnesium 

acetate tetrahydrate in 0.1M Sodium cacodylate 

trihydrate (pH 6.5) 

เข็มขนาดเลก็ a 

 20 25% (w/v) PEG 4,000, 0.2M Ammonium 

sulphate in 0.1M sodium acetate trihydrate (pH 

4.6) 

ตะกอน a 

 28 30% (w/v) PEG 8,000, 0.2M Sodium acetate 

trihydrate in 0.1M Sodium cacodylate trihydrate 

(pH 6.5) 

ตะกอน 

 30 30% (w/v) PEG 8,000, 0.2M Ammonium 

sulphate  

ตะกอน 

Crystal Screen HR2-112 
(Hampton Research) 

31 30% (w/v) PEG 4,000, 0.2M Ammonium 

sulphate  

ตะกอน 

37 8% (w/v) PEG 4,000 in 0.1M Sodium acetate 

trihydrate (pH 4.6) 

เข็มขนาดเลก็ 

46 18% (w/v) PEG 8,000, 0.2M Calcium acetate 

hydrate in 0.1M sodium cacodylate trihydrate (pH 

6.5) 

เข็มขนาดเลก็ a 

 13 30% (w/v) Polyethylene glycol monomethyl ether 

2,000, 0.2M Ammonium sulphate in 0.1M 

Sodium acetate trihydrate (pH 4.6) 

เข็มขนาดเลก็ 

a สารละลายตรวจสอบที�นาํไปปรับสภาวะต่อดว้ย Hanging drop vapor diffusion method ทาํใหไ้ดผ้ลึกรูปร่างเข็ม
และเพลท 
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จากการปรับสภาวะในสารละลายตรวจสอบที� 40 (เริ�มจากตารางที� 3.18) พบว่าเกิดผลึกเล็กติน ของ

เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 ลกัษณะแบบแผน่หรือเพลท (plate) ในสภาวะของสารละลาย 5% (v/v) 

2-Propanol, 20% (w/v) PEG 4,000 in 0.1M Sodium citrate tribasic dehydrate (pH 5.6) ที� อุณ หภูมิ  18 องศา

เซลเซียส นาน 1 และ 2 เดือน (รูปที�  3.50A และ 3.50B) ตามลําดับ แต่ผลึกที�ได้จากสภาวะดังกล่าวยงัไม่

เหมาะสมในการนาํไปวิเคราะห์ต่อดว้ยเทคนิคการเลี�ยวเบนรังสีเอกซ์ (X-Ray diffraction) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.50 ผลึกโปรตีนเล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 ในสภาวะ �% (v/v) �-

Propanol, 20% (w/v) Polyethylene glycol (PEG) �,��� in �.�M Sodium citrate tribasic 

dehydrate (pH �.�)  ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน � เดือน (A) และ � เดือน (B) 

 

 
 

ตารางที� 3.20 การปรับสภาวะในสารละลายตรวจสอบที� 40 (เริ�มจากตารางที� 3.18) ของการปลูกผลึก

เล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 
 

2-Propanol concentration 

(mg/ml) 

Concentration of PEG 4,000 (w/v) 

6% 12% 16% 18% 20% 26% 

  5 5% 5% 5% 5% 5% 5% 

15 15% 15% 15% 15% 15% 15% 

20 20% 20% 20% 20% 20% 20% 

25 25% 25% 25% 25% 25% 25% 

(A) (B) 
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ตารางที� 3.21 การปรับสภาวะในสารละลายตรวจสอบที� 13 (เริ�มจากตารางที� 3.18) ของการปลูกผลึก

เล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 
 

Solution/ pH Concentration of PME 2,000 (w/v) 

14% 18% 22% 26% 30% 34% 

0.1M Acetate, pH 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6 

0.1M Citrate, pH 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 

0.1M Citrate, pH 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 
0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid 

(MES), pH 6.0 
6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 

 

จากการปรับสภาวะในสารละลายตรวจสอบที� 13 (เริ�มจากตารางที� 3.18) พบวา่เกิดผลึกเล็กตินของเห็ด

ฟาง Volvariella volvacea MC131 ลักษณะ phase separation ในสภาวะของสารละลาย 18% (w/v) PME 2,000, 

0.2M Ammonium sulphate, 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน 

(รูปที�  3.51A) และในสภาวะของสารละลาย 26% (w/v) Polyethylene glycol monomethyl ether (PME) 2,000, 

0.2M Ammonium sulphate, 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน 

(รูปที�  3.51B)  แต่ผลึกที�ได้จากสภาวะดังกล่าวไม่ทนใน Cryosolution mother liquor ทาํให้ไม่สามารถนําไป

วิเคราะห์ต่อดว้ยเทคนิคการเลี�ยวเบนรังสีเอกซ์ (X-Ray diffraction) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.51 ผลึกโปรตีนเล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 ในสภาวะ 18% (w/v) 

Polyethylene glycol monomethyl ether (PME) 2,000, 0.2M Ammonium sulphate, 

0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน 

(A) และ 26% (w/v) PME 2,000, 0.2M Ammonium sulphate, 0.1M Sodium acetate 

trihydrate (pH 4.6) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน (B) 

(A) (B) 



112 

 

ตารางที� 3.22 การปรับสภาวะในสารละลายตรวจสอบที� 22 (เริ�มจากตารางที� 3.18) ของการปลูกผลึก

เล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131  
 

Solution/ pH Concentration of PEG 20,000 (w/v) 

4% 8% 12% 16% 20% 24% 

0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid 

(MES), pH 5.5 

5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 

0.1M MES, pH 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 

0.1M MES, pH 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 

0.1M MOPS, pH 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 

 

จากการปรับสภาวะในสารละลายตรวจสอบที� 22 (เริ�มจากตารางที� 3.18) พบวา่เกิดผลึก        

เล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 ลกัษณะแบบเข็ม (รูปที� 3.52A) ในสภาวะของ

สารละลาย 20% (w/v) Polyethylene glycol 20,000 in 0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) 

monohydrate (pH 6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และในสภาวะของสารละลาย 16% (w/v) 

PEG 20,000 in 0.1M MES monohydrate (pH 6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห์ เกิดผลึก

เล็กตินของเห็ดฟาง MC131 ลกัษณะแบบแผน่หรือเพลท (รูปที� 3.52B) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 3.52 ผลึกโปรตีนเล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 ในสภาวะ 20% (w/v) 

Polyethylene glycol 20,000 in 0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) 

(pH 6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที (A) และ 16% (w/v) Polyethylene 

glycol 20,000 in 0.1M MES monohydrate (pH 6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 

2 สัปดาห์ (B)  
 

(A) (B) 
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ข. การปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึกของสารเล็กตินบริสุทธิ�จากเห็ดแครง 

Schizophyllum commune MC322 เพื�อเปรียบเทียบกบัเห็ดชนิดอื�น 

จากการศึกษาเปรียบเทียบผลการทดสอบตกผลึกเบื�องตน้ ไดน้าํสารละลาย 11 ชนิด 

(ตารางที� 3.19) ที�มีแนวโนม้การเกิดผลึกของโปรตีนเล็กตินมาปรับสภาวะการเกิดผลึกดว้ยเทคนิค 

Hanging drop vapor diffusion โดยบ่มสารละลายโปรตีนเล็กตินกบัสารละลายที�ใชท้ดสอบที�อุณหภูมิ 18 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ ทาํใหไ้ดผ้ลึกลกัษณะเข็มและเพลทขึ�นที�สารละลายตรวจสอบหมายเลข 

18, 20 และ 46 (ตารางที� 3.19) จึงไดป้รับสภาวะสารละลายหมายเลข 18 ในส่วนความเขม้ขน้ของ 

Polyethylene glycol (PEG) 4,000, PEG 8,000  ความเขม้ขน้ของโปรตีนเล็กตินเป็น 2 และ 5 มิลลิกรัมต่อ

ไมโครลิตร อุณหภูมิที�ใชบ้่มเป็น 4 และ 18 องศาเซลเซียส  

นอกจากการปรับสภาวะจากสารละลายหมายเลข 18 ไดท้ดลองดว้ยเทคนิค Microseeding โดยบ่ม

โปรตีนสองความเขม้ขน้คือ 2 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที�ความเขม้ขน้ของ Seed stock ที�ความเจือจาง 

1:100, 1:1,000, 1:10,000 และ 1:100,000 ในสภาวะสารละลายเหมือนกนั พบวา่ทั�งสองวธีิไม่สามารถให้

ผลึกเดี�ยวของเล็กตินได ้ 

สภาวะที�ให้ผลึกเล็กตินที�มีคุณภาพดีที�สุดคือ การบ่มโปรตีนความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

เป็นเวลา 2 วนั (รูปที� 3.53A) ดว้ยสารละลายซึ�งไดป้รับสภาวะจากสารละลายหมายเลข 9 (ตารางที� 3.19) 

ไดส่้วนประกอบสุดทา้ยคือ 18% (w/v) Polyethylene glycol 4,000, 0.2M Ammonium acetate in 0.1M 

Sodium citrate tribasic dehydrate (pH 5.6)  และภายใน 2 สัปดาห์ (รูปที� 3.53B) ดว้ยสารละลายซึ�งไดป้รับ

สภาวะจากสารละลายหมายเลข 46 ไดอ้งคป์ระกอบสุดทา้ยคือ 14% (w/v) Polyethylene glycol 8,000, 

0.2M Calcium acetate in 0.1M Sodium cacodylate trihydrate (pH 6.5) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 3.53 ผลึกโปรตีนเล็กตินของเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 จากสารละลาย 18% 

(w/v) Polyethylene glycol (PEG) 4,000, 0.2M Ammonium acetate in 0.1M Sodium 

citrate tribasic dehydrate, pH 5.6 (A); 14% (w/v) Polyethylene glycol 8,000, 0.2M 

Calcium acetate in 0.1M Sodium cacodylate trihydrate, pH 6.5 (B) 
 

(A) (B) 
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3.5.9.3 การทดสอบคุณภาพผลึกของเล็กติน 

 ทดสอบคุณภาพผลึกของเล็กตินโดยเทคนิคการเลี�ยวเบนรังสีเอกซ์ (X-Ray diffraction) 

ดว้ย Microstar™ rotating-anode X-ray generator และ Mar165 charge-coupled device (CCD) Detector ที�

ติดตั�ง ณ MX end station สถาบนัวิจยัแสงซินโครตรอน (องคก์ารมหาชน) จงัหวดันครราชสีมา เมื�อรังสี

เอกซ์ที�มีความเขม้สูงไปกระทบผลึกของเล็กตินจะใหข้อ้มูลในเชิงของแบบแผนการกระจายรังสีเอกซ์ นาํ

ขอ้มูลการกระเจิงของรังสีเอกซ์ที�ไดจ้ากผลึกเดี�ยวเล็กตินที�ใหค้วามละเอียดระดบั 2 องัสตรอม (Å) หรือ

ดีกวา่ มาคาํนวณดว้ยโปรแกรม เช่น MOSFLM หรือ Crystal-Clear/d*TREK เพื�อวิเคราะห์หากลุ่ม

สมมาตร และปริมาตรของ Unit cell ของผลึกเล็กติน 

ผลึกเล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 ที�ไดเ้ลือกไปวเิคราะห์ต่อดว้ยเทคนิค X-ray 

diffraction คือ ผลึกเล็กตินในสภาวะ 20% (w/v) Polyethylene glycol (PEG) 20,000 in 0.1M 2-(N-

Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) monohydrate (pH 6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 2 

เดือน (รูปที� 3.54A และ B) 

จากการนาํผลึกโปรตีนเล็กตินดงักล่าวไปทดสอบคุณภาพผลึกของเล็กตินโดยเทคนิคการเลี�ยวเบน

รังสีเอกซ์ (X-Ray diffraction) ด้วย Microstar™ rotating-anode X-ray generator และ Mar165 charge-coupled 

device (CCD) Detector พบว่าผลึกโปรตีนเล็กตินของเห็ดฟาง MC131 มีการเลี� ยวเบนรังสีเอกซ์ (X-Ray 

diffraction) ที� 3 Å (รูปที� 3.55)  ผลึกโปรตีนเล็กตินอยู่ในรูป Monoclinic ซึ� งมีการจดัเรียงตวัของโมเลกุล

อยูใ่นกลุ่ม P2 โดย Unit cell ของผลึกมีขนาด ดา้น a = 68.65 Å, ดา้น b = 80.03 Å, และดา้น c = 105.98 Å, 

และมีมุม α = 90.0o, β = 106.4o, and γ = 90.0o 

ดว้ยขอ้จาํกดัของเวลาและงบประมาณ จึงยงัมิไดด้าํเนินการศึกษาสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง 

Schizophyllum commune MC322 แต่สามารถเปรียบเทียบขอ้มูลจากที�คณะผูว้ิจยัไดศ้ึกษาสารเล็กตินบริสุทธิ�

ที�แยกไดจ้ากเห็ดแครง Schizophyllum commune ML078 ซึ� งเป็นสารไกลโคโปรตีน มีนํ�าหนกัโมเลกุล 31.5 

kDa มีความจาํเพาะต่อนํ� าตาล Galactose มีความเสถียรต่อความร้อนที�อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 

นาที และเสถียรต่อ pH 3-10 ตลอดระยะเวลา 18 ชั�วโมงที�ทดสอบ ผลึกเล็กตินที�ไดใ้ห้แบบแผนการกระจาย

รังสีเอกซ์ที�มีการแจกแจงรายละเอียด 3.8 Å เป็นประโยชน์ต่อการศึกษาโครงสร้างของสารในเชิงลึก 
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รูปที� 3.54 ผลึกโปรตีนเล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 ในสภาวะ 20% (w/v) 

Polyethylene glycol 20,000 in 0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) (pH 

6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 2 เดือน (A) และผลึกโปรตีนเล็กตินของเห็ดฟาง 

MC131 ที�เลือกไปวเิคราะห์ต่อดว้ยเทคนิคการเลี�ยวเบนรังสีเอกซ์ (B)  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที� 3.55 แบบแผนการเลี�ยวเบนรังสีเอ๊กซ์ (X-ray diffraction pattern) ของผลึกโปรตีนเล็กตินของ

เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131  
 

(A) (B) 
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บทที� 4 

บทสรุป 

4.1  สรุปผลการวิจัย 

การดาํเนินงานของโครงการวิจยั “การศึกษาลกัษณะเฉพาะของเล็กตินที�มีฤทธิ� ทางชีวภาพจากเห็ดที�

รับประทานได”้ ไดผ้ลดงันี�  

4.1.1  การคดัเลือกเห็ดที�ผลติสารเลก็ตินและเกบ็รวบรวมดอกเห็ดที�ยังมคีวามสด 

คดัเลือกเห็ดรับประทานไดเ้พื�อทดสอบผลการผลิตสารเล็กตินจากขอ้มูลตวัอย่างเห็ดที�ไดศ้ึกษาใน

เบื�องตน้แล้วจาํนวน 330 ตวัอย่าง (specimen) ของโครงการวิจยัเรื� อง เล็กตินของเชื�อรา (สุรีลกัษณ์ รอดทอง, 

2551)  เลือกเห็ดรับประทานไดจ้าก 9 วงศ์ (Family) คือ Amanitaceae, Boletaceae, Cantharellaceae, Clavariaceae, 

Pleurotaceae, Pluteaceae, Russulaceae, Schizophyllaceae และ Tricholomataceae  เพื�อการศึกษาของโครงการวิจยั

นี�   จากนั�นได้เก็บรวบรวม Fruiting body ของเห็ดที�เลือกจากแหล่งที�ได้มีการสํารวจ สามารถรวบรวบ Fruiting 

body ของเห็ดไดจ้าํนวน 132 ตวัอยา่ง ในสกุล Amanita, Boletus, Boletellus, Gyroporus, Heimiella, Phylloporus, 

Strobilomyces, Tylopilus, Xerocomus, Cantharellus, Lentinus, Volvariella, Scytinopogon, Lactarius, Russula, 

Schizophyllum และ Termitomyces นาํมาคดักรองให้ไดเ้ห็ดอยา่งนอ้ยสองชนิดเพื�อการศึกษาลกัษณะเฉพาะของ

สารเล็กตินเพื�อการใช้ประโยชน์  นําดอกเห็ดสดที�เก็บรวบรวมไดม้าอบแห้งในตูอ้บความร้อนที�อุณหภูมิ �� 

องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ �-�� ชั�วโมง ทาํให้ไดต้วัอยา่งเห็ดมีความชื�นประมาณ 4-10% ขึ�นกบัความชื�น

เริ�มตน้และขนาดของตวัอยา่งเห็ด ตามวิธีการที�ผูว้ิจยัไดพ้ฒันาขึ�นเพื�อการเตรียมตวัอยา่งเห็ดที�ยงัคงรักษาสมบติั

ของสารเล็กตินและไม่มีเมือกจากโครงสร้างของดอกเห็ดสดออกมาปนเปื� อนในขั�นตอนการสกดัสารเล็กติน 

4.1.2  การสกดั/แยกสารเลก็ตินในลกัษณะสารสกดัหยาบและทดสอบสมบัตทิางชีวภาพบาง

ประการเพื�อคดัเลือกสารมาทําบริสุทธิ� 

จากการสกดั/แยกเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในลกัษณะสารสกดัหยาบ (Crude extract) และ

ทดสอบหาเล็กตินที�สะสมในโครงสร้างของเห็ดนั�น เมื�อตรวจสอบแบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบนั�น

ด้วย Sodium dodecul sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) พบว่ามีความแตกต่างกัน ตาม

แบบของแถบของโปรตีนที�มีนํ� าหนักโมเลกุลโดยเฉลี�ยอยู่ในช่วงประมาณ 15 ถึง 95 กิโลดาลตนั (kDa) โดย

ส่วนใหญ่อยูใ่นช่วง 25-40 kDa  จากนั�นไดศ้ึกษาสมบติัทางชีวภาพและคุณลกัษณะของสารสกดัหยาบเล็กติน  

เพื�อให้ทราบถึงความสําคญัในการนําไปใช้ประโยชน์ของเล็กตินและอนุพันธ์ของเล็กตินที�พบ และเพื�อ

คดัเลือกคดัเลือกสารสกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ดมาทาํบริสุทธิ�  โดยทดสอบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์

เม็ดเลือดแดง (Hemagglutination) ของสัตว์ของสารสกัดหยาบเล็กติน ซึ� งจากตัวอย่างเห็ดที�ค ัดเลือกและ

รวบรวมได้มีปฏิกิริยาการจับกลุ่มที�ให้ค่า Titer สูงสุดกับเซลล์เม็ดเลือดแดงของกระต่ายและได้ค่า Titer 
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แตกต่างกนัแมว้่าจะเป็นเห็ดชนิดเดียวกนัแต่รวบรวมไดจ้ากต่างแหล่งกนั สารสกดัหยาบของเล็กตินที�ให้ค่า 

Titer สูงสุดได้จากเห็ดฟางที�รวบรวมจากต่างพื�นที�พบการสะสมสารเล็กตินในปริมาณแตกต่างกนัทั�งที�ส่วน

หมวก กา้น และดอกเห็ดทั�งหมด ตามค่าความเจือจางสูงสุดของสารเล็กตินที�ทาํให้เกิดการเกาะกลุ่มเซลล์เม็ด

เลือดแดงของกระต่ายโดยเฉลี�ยเท่ากบั �,���, �,��� และ 4,096 ตามลาํดบั (ความเจือจางเริ�มตน้ของสารสกัด

หยาบเท่ากบั 1:10) 

เมื�อทดสอบฤทธิ� ของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดรับประทานไดท้ี�เลือกจาํนวน 59 ตวัอยา่ง ใน

การยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียและเชื�อราที�ทดสอบกบัแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus ATCC 

11778, Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Staphylococcus aureus ATCC 29213 แบคทีเรียแกรมลบ 

Escherichia coli ATCC 25922 และเชื�อรา Aspergillus niger ATCC 6275, Candida albican ATCC 

10231, Penicillium funiculosum ATCC 36839, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9896 และ 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824 ดว้ยวธีิ Disk-Diffusion Technique นั�น พบวา่สารเล็กตินจาก

ดอกเห็ดฟาง Volvariella volvacea ใหผ้ลการยบัย ั�งจุลินทรีย ์ (แบคทีเรียและเชื�อรา) โดยรวมดีกวา่สารจาก

เห็ดชนิดอื�นที�นาํมาทดสอบ  การออกฤทธิ� ยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียของสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ด

ที�คดัเลือกมาทดสอบ แตกต่างกนัตามชนิดและสายพนัธ์ุของเห็ด  พบเพียงสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ด

ฟางที�มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรีย โดย Volvariella volvacea MC131 และ MC133 สามารถ

ยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli ATCC 25922 ที�ความเขม้ขน้ 3.36 และ 3.57 

ไมโครกรัมต่อ 20 ไมโครลิตร ตามลาํดบั (สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ด MC131 มีความกวา้งของ

เส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งเท่ากบัสารมาตรฐาน ในขณะที� MC133 มีความกวา้งของ

เส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณยบัย ั�งมากกวา่ 1.04550 เท่า เมื�อเทียบกบั Streptomycin ที�ใชเ้ป็น Positive 

control) และมีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus subtilis ATCC 6633 และ 

Staphylococcus aureus ATCC 29213   ยงัมีสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดฟาง MC134, MC330 และ 

MC352 ที�มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ Bacillus subtilis ATCC 6633  และสารสกดัหยาบเล็กตินจาก

เห็ดฟาง MC134, MC145 และ MC352 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ Staphylococcus aureus ATCC 

29213 เช่นเดียวกนั 

กรณีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา  สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดระโงกขาว Amanita sp. 

MC188, เห็ดผึ�ง Gyroporus sp. MC359, เห็ดฟาง MC168, Lactarius sp. MC165 และ เห็ดหนวด 

Scytinopogon sp. MC157 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae ATCC 18824  สาร

เล็กตินจากเห็ด Tyropilus sp. MC161 และ MC360, Phylloporus sp. MC229, Gyropurus sp. MC359, 

Boletus sp. MC361 และ Volvariella volvacea MC145 และ MC168 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ 

Aspergillus niger ATCC 6275  ในขณะที�สารเล็กตินจากเห็ด Leccinum sp. MC187, Russula sp. MC164 

และ Volvariella volvacea MC168 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของ Penicillium funiculosum ATCC 

36839  ส่วนสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC168 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญ
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ของ Candida albican ATCC และสารเล็กตินจากเห็ดหนวด Scytinopogon sp. MC157 มีฤทธิ� ในการยบัย ั�ง

การเจริญของ Saccharomyces cerevisiae ATCC 9896 และ ATCC 18824 

เมื�อทดสอบความเป็นพิษของสารเล็กตินจากเห็ดที�รับประทานไดท้ี�คดัเลือก ต่อเซลลม์ะเร็งเยื�อบุ

ช่องปาก (Human epidermoid carcinoma, KB) และมะเร็งปากมดลูก (Human cervical carcinoma, HeLa) 

และเซลลป์กติ คือ เซลล์ไตของลิง (African green monkey kidney epithelial cell line, Vero) ดว้ยวธีิ MTT 

Colorimetric assay บนัทึกค่า IC50 (50% Inhibition concentration) ซึ� งเป็นค่าความเขม้ขน้ของสารที�ใช้

ทดสอบที�สามารถฆ่าเซลล์มะเร็งไดค้รึ� งหนึ�งเมื�อเทียบกบักลุ่มควบคุม ค่า IC50 มาตรฐานของสารสกดั

หยาบที�สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนเซลลม์ะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และค่า IC50 มาตรฐานของสารบริสุทธิ� ที�สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนเซลลม์ะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือ

เท่ากบั 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่มีเพียงสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดบางชนิดที�ให้ผลบวก คือ เห็ด

ฟาง Volvariella volvacea MC133 ที�ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความเป็นพิษกบั

เซลล์มะเร็งของคนชนิดเซลลม์ะเร็งปากมดลูก เซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปาก และเซลลไ์ตของลิง (Vero cell 

line) ตามลาํดบั  สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดผึ�ง Xerocomus sp. MC210 แสดงความเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลล์จากไตของลิงที�ค่า IC50 เท่ากบั 16.40±2.05 และ 20.27±0.25 

ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามลาํดบั  ส่วนสารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ไม่

แสดงความเป็นพิษต่อเซลลจ์ากไตของลิง แต่มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลลม์ะเร็ง

ปากมดลูกที�ค่า IC50 เท่ากบั 54.783±1.980 และ 59.11±2.48 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามลาํดบั 

ดา้นความเสถียรต่อความร้อนของสารสกดัหยาบเล็กติน (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ของเห็ด

รับประทานไดท้ี�คดัเลือกที�อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง และที�อุณหภูมิ ��, ��, 

60, 70, ��, 90 และ ��� องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยตรวจสอบกิจกรรมของสารเล็กตินที�ยงั

เหลืออยูด่ว้ยปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่าย เปรียบเทียบกบัสารสกดัเล็กตินที�

ไม่ให้ความร้อน (มีกิจกรรมการจบักลุ่ม ���%) พบวา่สารสกดัหยาบเล็กตินของเห็ดที�คดัเลือกทุกตวัอยา่ง

มีความเสถียรที�อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส ตลอด 24 ชั�วโมง ที�ทดสอบ  สารสกดัหยาบเล็กตินจาก

เห็ดระโงกขาว Amanita sp. MC188 มีความเสถียรที�อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที  ในขณะ

ที�สารเล็กตินของเห็ดฟาง Volvariella volvacea ที�คดัเลือกจาํนวน 6 ตวัอยา่ง (MC131 ถึง MC134, MC138 

และ MC139) ที�เก็บรวบรวมจากต่างพื�นที�กนั มี 4 ตวัอยา่ง (MC131, MC133, MC134 และ MC138) มี

ความเสถียรที�อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที และ 2 ตวัอยา่ง (MC132 และ MC139) มีความ

เสถียรที�อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที  และสารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดแครง 

Schizophyllum commune MC322 มีความเสถียรที�อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา �� นาที  

ส่วนความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารสกดัหยาบเล็กตินที�ทดสอบในช่วง pH 2-12 

ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดระโงกขาว Amanita sp. MC188 มีความเสถียรที� 

pH 7-11 เป็นเวลา 18 ชั�วโมงที�ทดสอบ ในขณะที�สารสกดัเล็กตินจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea จาํนวน 

6 ตวัอยา่ง ตวัอยา่ง (MC131 ถึง MC134, MC138 และ MC139) ที�เก็บรวบรวมจากต่างพื�นที�กนัจาํนวน 3 
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ตวัอยา่ง (MC131, MC132 และ MC139) มีความเสถียรที� pH 2-12  จาํนวน 1 ตวัอยา่ง (MC133) มีความ

เสถียรที� pH 4-12  สารเล็กติน 1 ตวัอยา่ง (MC134) มีความเสถียรที� pH 6-9  และสารเล็กตินจากเห็ดอีก 1 

ตวัอยา่ง (MC139) มีความเสถียรที� pH 7 เมื�อเก็บที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง  สาํหรับ

สารเล็กตินของเห็ดแครง Schizophyllus commune MC322 มีความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง ที� 6-10 ที�

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งน้อย 18 ชั�วโมง 

4.1.3 การทําบริสุทธิ�สารเลก็ตินจากเห็ดรับประทานได้ 

 จากผลการตรวจหาสารเล็กตินที�ผลิตจากเห็ดรับประทานไดด้ว้ยปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเซลล์

เม็ดเลือดแดงของสัตวแ์ละการทดสอบสมบัติทางชีวภาพด้านความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญของ

จุลินทรียแ์ละความสามารถยบัย ั�งเซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลล์มะเร็งปากมดลูกของคน เลือกได้

ตัวอย่างเห็ดฟาง Vovariella vovacea MC133 และเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 มาทําบริสุทธิ� สาร     

เล็กติน เพื�อศึกษาสมบติัทางชีวภาพ กายภาพ และทางเคมีของสารเล็กตินที�พบ ทดสอบควบคู่กบัเห็ดแครง 

Schizophyllum commune MC322 ซึ� งคณะผูว้ิจ ัยมีผลสําเร็จด้านวิธีการทําบริสุทธิ� สารในเบื�องต้น และ

เริ�มทาํบริสุทธิ� สารเล็กตินโดยอาศยัผลงานวิจยัพื�นฐานและจากเอกสารอา้งอิงดว้ยวิธี Chromatography โดย

ทดลองใช ้Ion exchange chromatography และ Affinity chromatography 

จากผลงานวิจยัพื�นฐานของคณะผูว้ิจยัพบวา่เห็ดฟาง Volvariella volvacea ที�พบในพื�นที�ธรรมชาติ

ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยมีฤทธิ� ในการยบัย ั�ง/ทาํลายเซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปากและ

เซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ดี แต่ด้วยข้อจาํกดัที�ไม่สามารถรวบรวมตัวอย่างเห็ด (Specimen) ที�เจริญตาม

ธรรมชาติได้มากเพียงพอต่อการสกดัและทาํบริสุทธิ� สารเล็กติน  จึงไดใ้ช้ตวัอยา่งเห็ดจากที�มีจาํหน่ายใน

ตลาดทอ้งถิ�นในต่างพื�นที�ของภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 

จากการตกตะกอนโปรตีนเล็กตินดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตความเขม้ขน้ 50-90% ที�อุณหภูมิ � 

องศาเซลเซียส 16-18 ชั�วโมง พบวา่เห็ดฟาง MC133 และเห็ดระโงก MC188 ตกตะกอนดว้ย 70-90 และ 

50% Ammonium sulphate ตามลาํดบั และแยกเกลือออกดว้ย Dialysis ใช ้ Cellulose acetate dialysis-

tubing membrane ที�มี Molecular weight cut-off (NMWC) ที� �� kDa  เห็ดฟาง Volvariella volvacea 

MC133 หลงัจากตกตะกอนดว้ย 70% Ammonium sulphate และทาํบริสุทธิ� ดว้ยวธีิ Ion exchange 

chromatography ชนิด Anion exchange chromatography ดว้ย DEAE-Sepharose column ในคอลมัน์ 

(1.5×11 เซนติเมตร) ดว้ยสารละลาย 10mM Tris-HCl (pH 7.3)  เมื�อชะสารละลายโปรตีนเล็กตินดว้ย 

10mM Tris-HCl (pH 7.3) ที�มีความเขม้ขน้ของ Sodium chloride ตั�งแต่ 0-1M  สามารถทาํบริสุทธิ� สาร    

เล็กตินจากเห็ด Volvariella volvacea MC133 ไดดี้ สารโปรตีนถูกชะออกมาที�ความเขม้ขน้ของ Sodium 

chloride เท่ากบั 0.5M  สารเล็กตินที�แยกบริสุทธิ� มีขนาดมวลโมเลกุลในสภาพเสียธรรมชาติของสารเล็กติน

ดว้ย 15% SDS-PAGE พบวา่สารละลายโปรตีนเล็กตินที�ไดม้ีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 25 kDa  และเมื�อ

ทดลองตกตะกอนสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Volvariella volvacea MC133 ซํ� าดว้ย 90% Ammonium 

sulphate กาํจดัเกลือ Ammonium sulphate ดว้ย Dialysis bag (Molecular weight cut-off 10 kDa) ที� � องศา
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เซลเซียส เตรียมสารละลายโปรตีนเล็กตินให้อยูใ่น 10mM Tris-HCl (pH 7.3) ก่อนนาํไปทาํบริสุทธิ� ดว้ย 

DEAE-Sepharose resin ขนาด 1.5×5 เซนติเมตร  Equilibrate คอลมัน์ดว้ยสารละลาย 10mM Tris-HCl (pH 

�.�) และลา้งโปรตีนที�ไม่จบักบัคอลมัน์ดว้ยสารละลาย 10mM Tris-HCl (pH 7.3) (3 bed volumes)  ชะ

โปรตีนออกโดยใชส้ารละลาย 10mM Tris-HCl (pH 7.3) ที�มีความเขม้ขน้ของ Sodium chloride (NaCl) 

ตั�งแต่ 0-0.5M (Stepwise concentration gradient) ใช ้2 bed volumes อตัราการไหล 0.4  มิลลิลิตรต่อนาที 

พบสารโปรตีนเล็กตินจากเห็ดฟาง MC133 เมื�อชะโปรตีนออกมาที�ความเขม้ขน้ของเกลือ 0.2M NaCl  

ขนาดมวลโมเลกุลของสารเล็กตินที�ทาํบริสุทธิ� ไดจ้ากเห็ดฟาง MC133 จาก Gel filtration chromatography 

ดว้ย Superdex 75 column และ SDS-PAGE มีแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวที�มีขนาดมวลโมเลกุล 25 kDa  

เป็น Monomeric lecin 

ส่วนการทาํบริสุทธิ� สารเล็กตินจากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ดว้ยวิธี Ion exchange 

chromatography ชนิด Anion exchange chromatography ดว้ย DEAE-Sepharose column  จากการ

ตกตะกอนโปรตีนเล็กตินจากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 ดว้ย 50% Ammonium sulphate เมื�อนาํมา

แยกบริสุทธิ� สารเล็กตินโดยใช ้Anion exchange chromatography ดว้ย DEAE-Sepharose column ชะแบบ 

Stepwise concentration gradient พบสารโปรตีนเล็กตินที� 0.2M NaCl  สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก 

MC188 มีขนาดโมเลกุลประมาณ 30 kDa 

กรณีการทาํบริสุทธิ� สารเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 โดยวิธี Affinity 

chromatography ดว้ย Mucin-Sepharose 4B column จากผลงานวจิยัพื�นฐานสามารถทาํบริสุทธิ� สารละลาย

โปรตีนเล็กตินจากเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 โดยตกตะกอนดว้ย 70% Ammonium 

sulphate แลว้แยกบริสุทธิ� สารเล็กตินโดยใช ้Affinity chromatography ดว้ยคอลมัน์ Mucin-Sepharose 4B  

ชะสารละลายโปรตีนเล็กตินออกจากคอลมัน์ดว้ยสารละลาย 1,3 Diaminopropane (DAP) ความเขม้ขน้ที�

เหมาะสมที� 20mM ที�มีกิจกรรมการจบักลุ่มของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของกระต่ายอยูใ่นช่วงค่าความเจือจาง

ระหวา่ง 1:8 ถึง 1:64 และสารโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� มีขนาดประมาณ 29 และ 32 kDa  วิธีการทาํบริสุทธิ� ที�

ใชนี้�ทาํให้ไดผ้ลผลิต (Yield) 49.15 มิลลิกรัม จากโปรตีนในสารสกดัหยาบ 3,390 มิลลิกรัม  

4.1.4  การศึกษาสมบัติทางชีวภาพและคุณลกัษณะของเลก็ตินบริสุทธิ�ที�คดัเลือก 

ศึกษาฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียและเชื�อรา ความเป็นพิษของสารเล็กตินบริสุทธิ�

กบัเซลล์มะเร็งบางชนิดของคน และความเสถียรต่อความร้อนและความเป็นกรด-ด่าง เพื�อเป็นแนวทางใน

การนาํไปใช้ประโยชน์ของเล็กตินและอนุพนัธ์ของเล็กตินที�พบ ไดผ้ลโดยสรุปเป็นลาํดบัดงันี�  ฤทธิ� ของ

สารบริสุทธิ� ของเล็กตินจากเห็ด 3 ตวัอย่าง (เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC 133, เห็ดระโงก Amanita 

sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322) ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียและเชื�อ

ราด้วยวิธีการเช่นเดียวกบัการทดสอบสารสกดัหยาบเล็กตินนั�น สารบริสุทธิ� ของเล็กตินจากเห็ดทั�ง 3 

ตวัอย่าง ไม่มีฤทธิ� ยบัย ั�งจุลินทรีย์ทดสอบชนิดใดเลย ในขณะที�สารสกัดหยาบเล็กตินให้ผลการยบัย ั�ง

จุลินทรียบ์างสายพนัธ์ุดงัระบุขา้งตน้ 
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เมื�อทดสอบความเป็นพิษของสารเล็กตินจากเห็ดที�รับประทานไดท้ี�เลือกนั�นต่อเซลล์มะเร็งปาก

มดลูก (HeLa) และเซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปาก (KB) และเซลล์ไตของลิง (Vero) ซึ� งเป็นเซลล์ปกติ ดว้ยวิธีการ

เช่นเดียวกับการทดสอบสารสกัดหยาบเล็กตินนั� น สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea 

MC133 แสดงความเป็นพิษมากต่อเซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปาก เซลล์มะเร็งปากมดลูก และเซลล์ปกติจากไตของ

ลิงที�ค่า IC50 เท่ากับ 0.562, 0.626, และ 0.225 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามลําดับ  ในขณะที�สารเล็กติน   

บริสุทธิ� จากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 มีฤทธิ� ในการ

ยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของเซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลล์ปกติจากไตของลิงที�ค่า IC50 เท่ากบั 16.08 และ 

72.97, และ 81.46 และ 52.29 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามลาํดบั 

สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง MC322 ไม่มีฤทธิ� ทาํลาย/ยบัย ั�งเซลล์มะเร็งปากมดลูก แต่สาร   

เล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก MC188 มีฤทธิ� ที�ค่า IC50 เท่ากบั 29.005 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ผลจาก

การทดสอบขั�นตอนนี� เป็นขอ้มูลสําคญัในการเลือกใชป้ระโยชน์สารเล็กตินจากเห็ดรับประทานได ้

ดา้นความเสถียรต่อความร้อนและความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารเล็กตินบริสุทธิ�  ที�ทดสอบโดยใช้

สารเล็กตินบริสุทธิ�  (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และให้ความร้อนเป็นเวลานาน 30 นาที ที�อุณหภูมิ 40, 50, 60, 70, 

80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส และที�อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง พบวา่สารเล็กติน    

บริสุทธิ� ทั�งจากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133, เห็ดระโงกขาว Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง 

Schizophyllum commune MC322 มีความเสถียรต่อความร้อนที�อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีที�

ทดสอบ สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 เมื�อสัมผสัความร้อนที�อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ยงัคงเหลือสมบติัของสารเล็กตินราว 50% และสามารถเก็บสารเล็กตินบริสุทธิ� จาก

เห็ดทั�ง 3 ชนิด ไวท้ี�อุณหภูมิ 4-30 องศาเซลเซียส ไดน้าน 24 ชั�วโมง โดยไม่สูญเสียสมบติัการจบักลุ่มกบัเซลล์

เม็ดเลือดแดงที�จาํเพาะ จากการศึกษาความเสถียรต่อความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารเล็กตินบริสุทธิ� ของ

เห็ดที�รับประทานไดท้ี�คดัเลือก 3 ชนิดขา้งตน้ ที� pH 2-12 โดยตรวจหาสารเล็กตินที�เหลือดว้ยปฏิกิริยาการ

จบักลุ่มของเซลล์เมด็เลือดแดงของกระต่าย พบวา่สารเล็กตินบริสุทธิ� ของเห็ดฟาง Volvariella volvacea 

MC133  เห็ดระโงกขาว Amanita sp. MC188  และเห็ดแครง Schizophyllus commune MC322 มีความ

เสถียรต่อความเป็นกรด-ด่างที� pH 7.0-9.0, 10.0-11.0, และ 7.0 ตามลาํดบั ตลอดระยะเวลา 18 ชั�วโมงที�

ทดสอบ 

สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 และเห็ดแครง Schizophyllum 

commune MC322  มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 25 kDa และ 32 และ 29 kDa มีค่า Isoelectric point (pI) 

5.4 และ 5.6-6.6 

สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง Volvariella volvacea MC133 และเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 

จดัเป็น Glycoprotein ที�ไม่แสดงความจาํเพาะต่อนํ�าตาลชนิดใดเลยจาก 32 ชนิด ที�ใชใ้นการทดสอบ 

ในขณะที�สารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 เป็นสารประเภท 

Glycoprotein เช่นกนัแต่มีความจาํเพาะต่อนํ�าตาล N-Acetyl-D-galactosamine (GalNAc), L-Arabinose, D-

Galactose, Lactose, Lactitol, Melibiose, Methyl-α-D-galactopyranoside, Methyl-β-D-galactopyranoside, 
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4-Nitrophynyl-α-D-galactopyranoside, 4-Nitrophynyl-β-D-galactopyranoside, Raffinose, Rhamnose และ 

Ribose 

เมื�อศึกษาโครงสร้างปฐมภูมิของเล็กตินจากเห็ดรับประทานได ้ โดยเลือกเห็ดฟาง Volvariella 

volvacea MC133 ที�มีโปรตีนเล็กตินขนาด 25 kDa เมื�อยอ่ยดว้ยเอนไซมท์ริปซินไดส้าย Tryptic peptides ที�

มีลาํดบักรดอะมิโนมีความเหมือน 88-100% กบัโปรตีน Volvatoxin A� precursor ที�มีขนาด 24.2 kDa ของ 

Volvariella volvacea (AAQ92757.1) ตามฐานขอ้มูล GenBank (U.S.A.) 

4.1.5  การทดสอบกรรมวิธีการปลูกผลึกเล็กติน 

จากการทดสอบหาสภาวะเบื�องตน้ที�เหมาะสมต่อการเกิดผลึกดว้ย Commercial screening kit 

(Crystal Screen HR2-110 และ Crystal Screen HR2-112; Hampton Research) ดว้ยวิธี Microbatch under 

oil  โดยตกผลึกสารโปรตีนเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดฟาง MC133 ดว้ยวธีิ Hanging drop พบวา่ยงัไม่มี

ผลสําเร็จในการกระตุน้การเกิดผลึกเล็กติน จากสภาวะการบ่มเล็กตินความเขม้ขน้ 2.6 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ในสภาวะสารละลาย 20% (w/v) Polyethylene glycol (PEG) 

4,000, 5% (v/v) 2-Propanol in 0.1M Sodium citrate tribasic dihydrate (pH 5.6); สารละลาย 18 (w/v) 

Polyethylene glycol monomethyl ether (PME) 2,000, 0.2M Ammonium sulphate, 0.1M Sodium acetate 

trihydrate (pH 4.6); และสารละลาย 16% PEG 20,000, 0.1M MES (pH 6.5)  เมื�อทดสอบการตกผลึก

โปรตีน MC133 ซํ� าโดยบ่มเล็กตินที�ไดม้าจากการทาํบริสุทธิ� โดยวิธี Ion exchange chromatography 

(DEAE-sepharose) ความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ในหลายสภาวะ

สารละลายของ Crystal Screen HR2-110 และ HR2-112 (Hampton Research) จาํนวน 98 ชนิด บ่มเป็น

เวลาสองเดือนยงัไม่ปรากฏผลการเกิดผลึกใดๆ  จึงศึกษาการตกผลึกเบื�องตน้ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จาก

เห็ดฟาง Volvariella volvacea MC131 เพื�อเปรียบเทียบกบั MC133 ดว้ยวธีิการเดียวกนั พบวา่การบ่มเล็กติ

นความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 และ 3 วนั เกิดผลึก

ลกัษณะเข็มและเพลทขึ�นในสภาวะสารละลายตรวจสอบ 6 ชนิด ดงันี�  (1) 30% (w/v) Polyethylene glycol 

(PEG) 4,000, 0.2M Ammonium acetate in 1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6); (2) 30% (w/v) PEG 

8,000, 0.2M Sodium acetate trihydrate in 0.1M Sodium cacodylate trihydrate (pH 6.5); (3) 20% (v/v) 2-

Propanol, 20%( w/v) PEG 4,000 in 0.1M Sodium citrate tribasic dehydrate (pH 5.6); (4) 20% (w/v) 

PEG 8,000 and 0.05M Potassium phosphate monobasic; (5) 30% (w/v) Polyethylene glycol 

monomethyl ether 2,000, 0.2M Ammonium sulphate in 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6); และ 

(6) 12% (w/v) PEG 20,000 in 0.1M 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) monohydrate (pH 6.5) 

ส่วนการทดสอบการตกผลึกเบื�องตน้ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 

โดยวิธี Microbatch ดว้ยสารละลายตรวจสอบชนิด Crystal Screen HR2-110 และ HR2-112 (Hampton 

Research) จาํนวน 98 ชนิด เช่นกนั พบวา่การบ่มเล็กตินความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที�อุณหภูมิ 

18 องศาเซลเซียส ไดส้ภาวะสารละลายตรวจสอบ 5 ชนิด ดงันี�  (1) 30% (w/v) Polyethylene glycol (PEG) 
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4,000, 0.1M Tris-hydrochloride pH 8.5 in 0.2M Magnesium chloride hexahydrate; (2) 0.8M Potassium 

sodium tratrate tetrahydrate, 0.1M 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) 

sodium pH 7.5; (3) 10% (v/v) 2-Propanol, 20% (w/v) PEG 4,000 in 0.1M HEPES sodium pH 7.5; (4) 

1.6 M Magnesium sulphate heptahydrate in 0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) 

monohydrate pH 6.5 และ (5) 10% (w/v) PEG 8,000, 8% (v/v) ethylene glycol in 0.1M HEPES pH 7.5 ที�

ใหผ้ลึกของโปรตีนเล็กตินหลงัจากการบ่มนาน 2 เดือน  

การศึกษาครั� งนี� ไดท้ดลองตกผลึกเบื�องตน้ของสารเล็กตินบริสุทธิ� จากเห็ดแครง Schizophyllum 

commune MC322 เพื�อเปรียบเทียบ ดว้ยวิธี Microbatch ดว้ยสารละลายตรวจสอบชนิด Crystal Screen 

HR2-110 และ HR2-112 (Hampton Research) จาํนวน 98 ชนิด พบวา่การบ่มเล็กตินความเขม้ขน้ 15 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ไดส้ภาวะสารละลายตรวจสอบ 19 ชนิดที�น่าสนใจ  เมื�อ

ทดสอบต่อ พบสารละลายตรวจสอบ 11 ชนิด ทาํให้เกิดลกัษณะที�น่าจะเป็นผลึกของโปรตีนเล็กติน จากนั�นเมื�อ

ปรับสภาวะการเกิดผลึกดว้ยเทคนิค Hanging drop vapor diffusion กบัสารละลายทั�ง 11 ชนิด หลงัจากบม่

สารละลายโปรตีนกบัสารละลายทดสอบ 1 สัปดาห์  พบผลึกลกัษณะเขม็และผลึกลกัษณะแบบแผน่หรือเพลท 

(plate) ขึ�นที�สารละลายตรวจสอบ 2 สภาวะที�ควรปรับปรุงเพื�อให้ไดผ้ลึกของโปรตีนเล็กติน 

เมื�อปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึกทั�งความเขม้ขน้ของโปรตีน (1-5 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร) 

ความเขม้ขน้และ pH ของสารละลายที�ใช ้ และอุณหภูมิ เพื�อให้ไดผ้ลึกที�มีคุณภาพดียิ�งขึ�น โดยใชก้าร

ปลูกผลึกดว้ยวธีิ Hanging drop vapour diffusion ไดเ้ลือกปรับปรุงสภาวะของการเกิดผลึกเล็กตินของเห็ด

ฟาง Volvariella volvacea MC131 พบ 3 สภาวะ ที�เห็นแนวโนม้การเกิดผลึกจากการใชส้ารละลายโปรตีน

เล็กตินความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร ลกัษณะแรกเป็นผลึกลกัษณะแบบแผน่หรือเพลท (plate) 

ในสภาวะของสารละลาย 5% (v/v) 2-Propanol, 20% (w/v) PEG 4,000 in 0.1M Sodium citrate tribasic 

dehydrate (pH 5.6) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1-2 เดือน แต่ผลึกที�ไดจ้ากสภาวะดงักล่าวยงัไม่

เหมาะสมที�จะวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคการเลี�ยวเบนรังสีเอกซ์ (X-Ray diffraction) 

สภาวะที� 2 พบการเกิดผลึกเล็กตินของเห็ดฟาง MC131 ลกัษณะ phase separation ในสภาวะของ

สารละลาย 18% (w/v) PME 2,000, 0.2M Ammonium sulphate, 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6) 

ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน และในสภาวะของสารละลาย 26% (w/v) PME 2,000, 0.2M 

Ammonium sulphate, 0.1M Sodium acetate trihydrate (pH 4.6) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1 

เดือน แต่ผลึกที�ไดจ้ากสภาวะดงักล่าวไม่ทนใน Cryosolution mother liquor ทาํใหไ้ม่สามารถนาํไป

วิเคราะห์ต่อดว้ยเทคนิค X-Ray diffraction 

สภาวะสุดทา้ยที�ศึกษาในโครงการนี�พบวา่เกิดผลึกเล็กตินของเห็ดฟาง MC131 ลกัษณะแบบเข็ม

ในสภาวะของสารละลาย 20% (w/v) Polyethylene glycol 20,000 ใน 0.1M MES monohydrate (pH 6.5) ที�

อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และในสภาวะของสารละลาย 16% (w/v) PEG 20,000 ใน 0.1M 

MES monohydrate (pH 6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห์ เกิดผลึกเล็กตินของเห็ดฟาง 

MC131 ลกัษณะแบบแผน่หรือเพลท (plate)  กรณีผลึกเล็กตินของเห็ดฟาง MC131 ในสภาวะ 20% (w/v) 
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Polyethylene glycol (PEG) 20,000 in 0.1M 2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid (MES) monohydrate 

(pH 6.5) ที�อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เมื�อบ่มนาน 2 เดือน ทาํให้ไดผ้ลึกที�สามารถวิเคราะห์ต่อดว้ยเทคนิค 

X-ray diffraction ดว้ย Microstar™ rotating-anode X-ray generator และ Mar165 charge-coupled device 

(CCD) Detector  ผลึกโปรตีนเล็กตินของเห็ดฟาง MC131 มีการเลี�ยวเบนรังสีเอกซ์ที� 3 องัสตรอม (3 Å) 

ซึ� งผลึกโปรตีนเล็กตินดงักล่าวอยูใ่นรูป monoclinic มีการจดัเรียงตวัของโมเลกุลอยูใ่นกลุ่ม P2 โดย unit 

cell ของผลึกมีขนาด ดา้น a = 68.65 Å, ดา้น b = 80.03 Å, และดา้น c = 105.98 Å, และมีมุม α = 90.0o, β 

= 106.4o, and γ = 90.0o  เป็นประโยชน์ต่อการศึกษาสารเล็กตินและโครงสร้างของสารในเชิงลึกต่อไป 

กรณีเห็ดระโงก Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllum commune MC322 ยงัไม่มี

ผลสําเร็จที�ไดผ้ลึกโปรตีนเล็กตินที�มีคุณภาพดีเพียงพอที�จะวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค X-ray diffraction 

กล่าวโดยสรุป สารสกดัเล็กตินจากเห็ดรับประทานไดท้ี�คดัเลือกเพื�อศึกษา 3 ชนิด คือ เห็ดฟาง 

Volvariella volvacea MC133  เห็ดระโงก Amanita sp. MC188 และเห็ดแครง Schizophyllum commune 

MC322 (ตวัอยา่งเปรียบเทียบ) เป็นสารไกลโคโปรตีนที�มีความจาํเพาะคลา้ยแอนติบอดีที�สามารถเกิดการจบั

กลุ่มของเซลล์แต่เป็นสารที�ไดจ้ากแหล่งผลิตที�ไม่เกี�ยวขอ้งกบัภูมิคุม้กนั สารเล็กตินบริสุทธิ� ที�แยกไดจ้ากเห็ด

ฟาง Volvariella volvacea หลายสายพนัธ์ุ สะสมสารเล็กตินในปริมาณแตกต่างกนัทั�งที�แยกส่วนหมวก 

ส่วนกา้น และรวมทุกส่วนของดอกเห็ด  และมีฤทธิ� ตา้นเซลลม์ะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลลม์ะเร็งปากมดลูก

ของคนที�เพาะเลี�ยงในหลอดทดลอง และยบัย ั�งการเจริญของราและแบคทีเรียทดสอบหลายชนิด พร้อมทั�งได้

วิจยัทาํบริสุทธิ� สาร ศึกษาสมบติัและโครงสร้างทางเคมีและสามมิติของสารเล็กตินเหล่านี� เพื�อนาํไปสู่การ

พฒันาสารสกดัเล็กตินจากเห็ดรับประทานไดเ้พื�อประโยชน์ทางอาหารและการแพทย ์ จากการทาํบริสุทธิ�

สาร ศึกษาสมบติัและโครงสร้างทางเคมีและสามมิติของสารเล็กติน สามารถปลูกผลึกของสารเล็กติน    

บริสุทธิ� ที�ผลิตจากเห็ดฟางเฉพาะสายพนัธ์ุ และไดแ้บบแผนการกระจายรังสีเอกซ์ของผลึกเล็กตินบริสุทธิ� จาก

เห็ดสายพนัธ์ุนั�นดว้ยลาํแสงซินโครตรอน 

4.2 ข้อเสนอแนะ 

โครงการวิจยันี�มีผลสําเร็จตามวตัถุประสงคท์ี�เป็นพื�นฐานสําคญัของการใช้ประโยชน์สารเล็กติน

จากเห็ดรับประทานไดใ้นเขตร้อนที�พบไดง่้ายในประเทศไทย อยา่งไรก็ตามควรมีการศึกษาต่อในเชิงลึก

ในส่วนที�เกี�ยวขอ้งในประเด็นดงัต่อไปนี�  

1) การพฒันากรรมวิธีการปลูกผลึกของเล็กตินต่อเนื�อง เนื�องจากโครงการนี� มีขอ้จาํกดัทั�งระยะเวลา

และงบประมาณ เพื�อให้สามารถไดข้อ้มูลของโครงสร้างของสารเพื�อการใชป้ระโยชนส์ารเล็กตินอยา่งแทจ้ริง  

2) การศึกษาพนัธุกรรมของเห็ดรับประทานไดท้ี�สะสมสารเล็กตินที�มีประโยชน์ เนื�องจากมีความต่าง

ของสายพนัธ์ุและศกัยภาพในการสร้างสารเล็กติน รวมถึงความแตกต่างของพื�นที�พบ/เพาะเลี� ยงเห็ดที�สร้าง     

เล็กตินเหล่านี�  

3) การพฒันากรรมวิธีเพิ�มผลผลิตเห็ดรับประทานไดท้ี�เพาะเลี�ยงไดย้าก สายพนัธ์ุที�สะสมสารเล็กตินที�

มีประโยชน์ 
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4) กรรมวิธีการเตรียมอาหารของมนุษยจ์ากเห็ดรับประทานไดท้ี�มีศกัยภาพสูงในการสร้างสารเล็กติน

ที�มีฤทธิ� ยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียท์ดสอบที�เป็นตวัแทนของจุลินทรียท์ี�ให้โทษต่อมนุษยแ์ละ/หรือเป็นพิษ

กบัเซลล์มะเร็งของคน ซึ� งหลายชนิดเป็นที�นิยมบริโภคกนัแพร่หลายเนื�องจากมีคุณค่าทางอาหารและรสชาติดี 

จากการศึกษาของโครงการเล็กตินจากเห็ดรับประทานได้ที�พบเจริญตามธรรมชาติและเพาะเลี� ยงไดโ้ดยทั�วไป

อย่างน้อย 3 ชนิด คือ เห็ดฟาง (Volvariella volvacea) หลายสายพนัธุ์  เห็ดระโงก (Amanita sp.) และเห็ดแครง 

(Schizophyllum commune) หลายสายพนัธ์ุ  มีฤทธิ� ตา้นเซลล์มะเร็งเยื�อบุช่องปากและเซลล์มะเร็งปากมดลูกของ

คนที�เพาะเลี� ยงในหลอดทดลอง และยบัย ั�งการเจริญของราและแบคทีเรียทดสอบหลายสายพนัธ์ุได ้ ยงัพบว่า

สารสกดัหยาบเล็กตินจากเห็ดขา้งตน้ ยงัคงมีความเสถียรหากกระบวนการปรุงอาหารใชค้วามร้อนที�ไม่เกิน 60 

องศาเซลเซียส ภายในเวลา 30 นาที และความเสถียรจะน้อยลงที�อุณหภูมิสูง นอกจากนี� ยงัพบวา่มีความเสถียร

ต่อค่า pH โดยเฉลี�ย 2-12 ตลอดระยะเวลาที�ทดสอบนานถึง 18 ชั�วโมง จึงมีความสามารถทนกรดในกระเพาะ

อาหาร ประกอบกบัสารเล็กตินในเห็ดทั�งสองชนิดเป็นโมเลกุลโปรตีนขนาดเล็ก มีนํ� าหนกัโมเลกุลประมาณ 30 

กิโลดาลตนั (kDa) จึงมีแนวโน้มในการถูกดูดซึมและร่างกายนาํไปใช้ประโยชน์ได ้พร้อมทั�งไดผ้ลการศึกษา

สารเล็กตินบริสุทธิ�  ที�เป็นขอ้มูลสู่การพฒันาสารสกดัเล็กตินจากเห็ดรับประทานไดเ้พื�อประโยชน์ทางอาหาร

และการแพทย ์
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก  สารละลายและนํ�ายาเคม ี

1. Ammonium acetate (10mM, pH 4.5) 

Ammonium acetate 770 กรัม 

ละลาย Ammonium acetate ในนํ�ากลั�น 800 มิลลิลิตร  ปรับ pH ให้ไดต้ามตอ้งการดว้ย Glacial acetic 

acid ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น และกรองดว้ยเยื�อกรอง (0.45 µm) เพื�อ

ทาํให้สารละลายปลอดเชื�อ 

2. Ammonium hydroxide (10%) 

Ammonium hydroxide 10.00 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น   

3. Bradford reagent 

Coomassie brilliant blue G-250  10.00 มิลลิกรัม 

Ethanol (95%) 5.00 มิลลิลิตร 

Phosphoric acid (85%, w/v) 10.00 มิลลิลิตร 

ละลาย Coomassie brilliant blue G-��� 100 มิลลิกรัม ใน ��.�% Ethanol �.7 มิลลิลิตร คนจนกระทั�ง

สียอ้มละลายหมด แลว้จึงเติม 85% Phosphoric acid 8.5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น ��� มิลลิลิตร 

ดว้ยนํ�ากลั�น กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 เก็บใส่ขวดสีชาไวใ้นที� � องศาเซลเซียส 

4. Calcium chloride (CaCl2, 1M) 

Calcium chloride (CaCl2•6H2O) 54.00 กรัม 

ละลาย CaCl2•6H2O 54.0 กรัม ในนํ�ากลั�น  ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 200 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น 

และกรองดว้ยเยื�อกรอง (0.22 ไมโครเมตร) เพื�อทาํให้สารละลายปลอดเชื�อ เก็บสารละลายที�อุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส 

5. DAP (1,3-Diaminopropane; 20mM) 

DAP (1,3-Diaminopropane) 1.48 กรัม 

ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น   

6. Glycine/ HCl (0.1M, pH 2.0) 

Glycine (Molecular weight 75.07) 1.50 กรัม 

ชั�ง Glycine ละลายในนํ�ากลั�น 150 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 2.0 ดว้ยสารละลาย HCl  ปรับ

ปริมาตรดว้ยนํ�ากลั�นเป็น 200 มิลลิลิตร และกรองดว้ยเยื�อกรอง (0.22 ไมโครเมตร) เพื�อทาํให้

สารละลายปลอดเชื�อ 
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7. Glycine/ NaOH (0.1M, pH 9.0) 

Glycine (Molecular weight 75.07) 1.50 กรัม 

ชั�ง Glycine ละลายในนํ�ากลั�น 150 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 9.0 ดว้ยสารละลาย NaOH เขม้ขน้ 

ปรับปริมาตรดว้ยนํ�ากลั�นใหเ้ท่ากบั 200 มิลลิลิตร และกรองดว้ยเยื�อกรอง (0.22 ไมโครเมตร) เพื�อทาํ

ให้สารละลายปลอดเชื�อ เก็บที�อุณหภูมิห้อง  

8. Lactophenol 

Lactic acid 20.00 มิลลิลิตร 

Phenol crystal 20.00 กรัม 

Glycerol 40.00 มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น 20.00 มิลลิลิตร 

เก็บในขวด (อาจเติม 0.05 กรัมของ Cotton blue หรือ Methylene blue) 

9. McFarland scale 0.5 

Sulphuric acid, 0.18M 99.5 มิลลิลิตร 

Barium chloride, 0.048M 0.5 มิลลิลิตร 

10. Magnesium chloride (MgCl3, 1M) 

Magnesium (III) chloride (MgCl3•6H2O) 203.30 กรัม 

ละลาย MgCl3•6H2O 203.30 กรัม ในนํ�ากลั�นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 

1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ�งความดนัไอที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 นาที 

11. Melzer’s reagent 

Iodine 1.50 กรัม 

Potassium iodide 5.00 กรัม 

Chloral hydrate 100.00 กรัม 

นํ�ากลั�น 100.00 มิลลิลิตร 

12. Sodium hydroxide (NaOH, 1M) 

Sodium hydroxide (NaOH, Molecular weight ��.�) 4.00 กรัม 

ละลาย NaOH 4 กรัม ในนํ�ากลั�นปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

13. Periodic Acid Schiff (PAS) สําหรับยอ้ม Polyacrylamide gel 

13.1 Fixation/destaining solution 

Acetic acid 10.00 มิลลิลิตร 
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Methanol 35.00 มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น  55.00 มิลลิลิตร 

13.2 Meta-bisulfite solution 

ละลาย Sodium meta-bisulfite (Na2S2O5) 0.2 กรัม ใน 5% (v/v) Acetic acid (เตรียมก่อนใช)้ 100 

มิลลิลิตร 

14. Phosphate buffer saline (PBS) สาํหรับสกดัเล็กติน (Lectin extraction) 

Sodium chloride (NaCl)  8.00 กรัม 

Potassium chloride (KCl) 0.20  กรัม 

Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 1.15  กรัม 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 0.20  กรัม 

Sodium bisulphite (NaHSO3, 0.02M) 22.80  กรัม 

 ละลายส่วนผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนัโดยให้ความร้อน ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 7.4 ดว้ยสารละลาย HCl ปรับ

ปริมาตรดว้ยนํ�ากลั�นให้เท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร 

15. Phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) สําหรับการสกดัในการวเิคราะห์ Antimicrobial assay และ

การทาํใหเ้ล็กตินบริสุทธิ�  

Sodium chloride (NaCl) 8.00 กรัม 

Potassium chloride (KCl) 0.20 กรัม 

Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 1.15 กรัม 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 0.20 กรัม 

Benzamidine (1mM) 0.15 กรัม 

2-Mercaptoethanol (0.1%) 2.00 มิลลิลิตร 

Poly(vinylpyrrolidone) (PVPP, 1.5%) 7.50 กรัม 

Sodium azide (NaN3) 0.20 กรัม 

ปรับ pH เท่ากบั 7.4 ดว้ย HCl และปรับปริมาตรดว้ยนํ�ากลั�นใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร  

16. Phosphate buffer saline (PBS) 

เตรียมจาก 0.2M Sodium-phosphate buffer ซึ� งไดจ้ากการผสมสารละลาย A และ B  ตาม pH ที�

ตอ้งการ 

สารละลาย A: 0.2M Monobasic sodium phosphate (NaH2PO4•12H2O  31.20 กรัม ในนํ� ากลั�น 

1,000 มิลลิลิตร) 

สารละลาย B: 0.2M Dibasic sodium phosphate (Na2HPO4•7H2O หรือ Na2HPO4•12H2O  53.65 กรัม 

หรือ 71.70 กรัม ตามลาํดบั ในนํ�ากลั�น 1,000 มิลลิลิตร) 
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A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) pH A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) pH 

93.5 6.5 5.7 45.0 55.0 6.9 

92.0 8.0 5.8 39.0 61.0 7.0 

90.0 10.0 5.9 33.0 67.0 7.1 

87.7 12.3 6.0 28.0 72.0 7.2 

85.0 15.0 6.1 23.0 77.0 7.3 

81.5 18.5 6.2 19.0 81.0 7.4 

77.5 22.5 6.3 16.0 84.0 7.5 

73.5 26.5 6.4 13.0 87.0 7.6 

68.5 31.5 6.5 10.0 90.0 7.7 

62.5 37.5 6.6 8.5 91.5 7.8 

56.5 43.5 6.7 7.0 93.0 7.9 

51.0 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0 

ปรับความเขม้ขน้ตามตอ้งการ กรณีเตรียมเพื�อการสกดัสารเล็กตินจากโครงสร้างของเชื�อรา ให้

เติมโซเดียมคลอไรด ์ (NaCl) 8 กรัมต่อลิตร และเติม Sodium bisulphate ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้

สุดทา้ย 0.02M 

17. Resolving gel SDS-PAGE (17.5%) 

Tris-HCl (1.5M, pH 8.8) 3.75 มิลลิลิตร 

N,N'-Methylene bisacrylamide (1%) 1.12 มิลลิลิตร 

Sodium dodecyl sulphate (20%) 0.15 มิลลิลิตร 

Acrylamide (30%) 8.75 มิลลิลิตร 

Ammonium peroxodisulphate (APS, 10%) 0.10 มิลลิลิตร 

N,N,N',N' Tetramethylethane-1,2-diamine (TEMED) 0.01 มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น  1.14 มิลลิลิตร 

18. Running buffer สาํหรับ Mucin-Sepharose 4B affinity chromatography column 

Tris (2M stock solution Tris-Base, pH 8) 5.00 มิลลิลิตร 

Calcium chloride (CaCl2) 0.15 กรัม 

Magnesium chloride (MgCl2, 1mM) 1.00 มิลลิลิตร 

Sodium azide (NaN3) 0.20 กรัม 

ปรับ pH เท่ากบั 7.4  และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น 
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19. Running buffer สาํหรับ SDS-PAGE 

Glycine 14.40 กรัม 

Tris-Base 3.03 กรัม 

Sodium dodecyl sulphate (SDS) 0.50 กรัม 

ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น 

20. Running buffer สาํหรับ Ion-exchange chromatography (DEAE-Sepharose) 

Tris (10mM, prepared from 2M stock solution Tris-HCl, pH 8) 5.00 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนั ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 7.4 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริค (HCl) ปรับ

ปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น 

21. SDS-gel loading buffer 

Tris-HCl (1M, pH 6.8)  4.00 มิลลิลิตร 

Sodium dodecyl sulphate (SDS) 1.00 กรัม 

2-Mercaptoethanol 0.50 มิลลิลิตร 

Bromophenol blue (0.1%) 1.00 กรัม 

Glycerol 10.00 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 50 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น 

22. Stacking gel SDS-PAGE (5%) 

Tris-HCl (1M, pH 6.8) 3.75 มิลลิลิตร 

Bis-acrylamide (1%) 3.90 มิลลิลิตร 

Deionized water 4.00 มิลลิลิตร 

Sodium dodecyl sulphate (SDS) (20%) 0.15 มิลลิลิตร 

Acrylamide (30%) 2.50 มิลลิลิตร 

Bromophenol blue (0.1%) 0.60 มิลลิลิตร 

Ammonium persulphate (10%) 100.00 ไมโครลิตร 

N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 20.00 ไมโครลิตร 

23. Sodium acetate buffer (0.2M, pH 4.0) 

เตรียมจาก 0.2M Sodium acetate buffer ซึ� งไดจ้ากการผสมสารละลาย A และ B  ตาม pH ที�ตอ้งการ 

สารละลาย A: 0.2M Sodium acetate trihydrate (CH3COONa. •3H2O, 27.22 กรัม ในนํ�ากลั�น 1 ลิตร) 

สารละลาย B: 0.2M Acetic acid 
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A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) pH ที� 18 องศาเซลเซียส 

10.0 90.0 3.7 

12.0 88.0 3.8 

18.0 82.0 4.0 

26.5 73.5 4.2 

37.0 63.0 4.4 

49.0 51.0 4.6 

59.0 41.0 4.8 

70.0 30.0 5.0 

79.0 21.0 5.2 

86.0 14.0 5.4 

91.0 9.0 5.6 

24. Staining/Destaining solution 

24.1 Staining solution ที�มี Coomassie brilliant blue 

Coomassie brilliant blue R-250 2.00 กรัม 

Methanol 450.00 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid 100.00 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น 

24.2 Destaining solution สาํหรับ Coomassie stain 

Methanol 450.00 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid 100.00 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น   

24.3 Destaining solution สาํหรับ Protein blotting 

Methanol 50.00 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 500 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น   

25. Tricine SDS-PAGE (สาํหรับ small protein and peptide separation) 

25.1 Acrylamide solution (48%) 

Acrylamide  240.00 กรัม 

N,N'-Methylene bisacrylamide 7.00 กรัม 

ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น   
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25.2 Gel buffer (3M Tris-HCl, pH 8.45, SDS 0.3%) 

Tris-HCl  181.00 กรัม 

Sodium dodecyl sulphate (SDS) 1.50 กรัม 

ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น 

25.3 Glycerol solution (50%) 

Glycerol  250.00 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น   

25.4 Resolving gel SDS-PAGE (12%) 

Acrylamide solution 7.20 มิลลิลิตร 

Gel buffer 10.00 มิลลิลิตร 

Glycerol solution (50%) 6.70 มิลลิลิตร 

Ammonium peroxodisulphate (APS, 10%) 0.10 มิลลิลิตร 

N,N,N',N'-Tetramethylethane-1,2-diamine (TEMED) 0.01 มิลลิลิตร 

นํ�ากลั�น 4.10 มิลลิลิตร 

25.5 Running buffer สาํหรับ Tricine SDS-PAGE 

Tris-Base (100mM) 6.06 กรัม 

Tricine  8.96 กรัม 

Sodium dodecyl sulphate 0.50 กรัม 

ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 500 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น 

25.6 Stacking gel (4%) 

Acrylamide solution 1.00 มิลลิลิตร 

Gel buffer 4.00 มิลลิลิตร 

Bromophenol blue  600.00 ไมโครลิตร 

Ammonium peroxodisulphate (APS, 10%) 100.00 ไมโครลิตร 

N,N,N',N'-Tetramethylethane-1,2-diamine (TEMED) 20.00 ไมโครลิตร 

นํ�ากลั�น 6.35 ไมโครลิตร 

26. Tris-HCl (1M, pH 6.8) 

Tris-Hydrochloride (Tris-HCl)  

(Molecular weight 157.56) 

121.14 กรัม 

ละลายส่วนผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนั  เติม Concentrated HCl (37.2% หรือ 12.1M) เพื�อปรับ pH ให้

เท่ากบั 6.8 ปรับปริมาตรให้เท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ�งความดนัไอที�
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อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

27. Tris-HCl (1M, pH 7.0) 

Tris-Base (Molecular weight 121.14) 121.14 กรัม 

เติม Concentrated HCl (37.2% หรือ 12.1M) เพื�อปรับ pH เท่ากบั 7.0 และปรับปริมาตรเป็น 1,000 

มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ�งความดนัไอที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

28. Tris-HCl (1M, pH 7.3) 

Tris-Base (Molecular weight 121.14) 121.14 กรัม 

เติม Concentrated HCl (37.2% หรือ 12.1M) ประมาณ 70 มิลลิลิตร เพื�อปรับ pH เท่ากบั 7.3 และปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ� งความดนัไอที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

29. Tris-HCl (10mM, pH 7.3) 

เตรียมจาก 1M Tris-HCl, pH 7.3   

30. Tris-HCl (1M, pH 8.0) 

Tris-Base (Molecular weight 121.14) 121.14 กรัม 

เติม Concentrated HCl (37.2% หรือ 12.1M) ประมาณ 42 มิลลิลิตร เพื�อปรับ pH เท่ากบั 8.0 และปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํ�ากลั�น ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ� งความดนัไอที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

31. Tris-HCl (10mM, pH 8.0) 

เตรียมจาก 1M Tris-HCl, pH 8.0   

32. Tris-HCl (50mM, pH 8.0) 

เตรียมจาก 1M Tris-HCl, pH 8.0   
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ภาคผนวก ข  อาหารเลี�ยงจลุนิทรีย์ 

1. Malt extract broth สําหรับเลี�ยงเชื�อราที�เป็นเชื�อทดสอบสารเล็กติน 

Malt extract 30.00 กรัม 

Peptone 5.00 กรัม 

ปรับ pH 5.4 ± 0.2 ที�อุณหภูมิห้อง 

ละลายส่วนประกอบในนํ�ากลั�น หรือ De-ionized water 1,000 มิลลิลิตร ใหค้วามร้อนจนละลาย 

สมบูรณ์ ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ�งความดนัไอที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. Malt extract agar สาํหรับเลี�ยงเชื�อราที�เป็นเชื�อทดสอบสารเล็กติน  

Malt extract 30.00 กรัม 

Peptone 5.00 กรัม 

Agar 15.00 กรัม 

ปรับ pH 5.4 ± 0.2 ที�อุณหภูมิห้อง 

ละลายส่วนประกอบในนํ�ากลั�น หรือ De-ionized water 1,000 มิลลิลิตร ใหค้วามร้อนจนละลาย 

สมบูรณ์ ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ�งความดนัไอที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3. Mueller-Hinton agar สําหรับเลี�ยงแบคทีเรียที�เป็นเชื�อทดสอบสารเล็กติน 

Beef extract, dehydrated infusion form 30.00 กรัม 

Casien hydrolysate 17.50 กรัม 

Soluble starch 1.50 กรัม 

Agar 15.00 กรัม 

ปรับ pH 7.3 ± 0.2 ที�อุณหภูมิห้อง 

ละลายส่วนประกอบในนํ�ากลั�น หรือ De-ionized water 1,000 มิลลิลิตร ให้ความร้อนจนละลาย

สมบูรณ์ ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ�งความดนัไอที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

4. Nutrient broth (NB) สําหรับเลี�ยงแบคทีเรียที�เป็นเชื�อทดสอบสารเล็กติน 

Beef extract  3.00 กรัม 

Peptone 5.00 กรัม 

ละลายส่วนประกอบในนํ�ากลั�น ปรับ pH สุดทา้ยเท่ากบั 7.4 ± 0.2 ดว้ย HCl แลว้นึ�งฆ่าเชื�อที� 121 

องศาเซลเซียส (15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว) เป็นเวลา 15 นาที  

5. Nutrient agar (NA) สาํหรับเลี�ยงแบคทีเรียที�เป็นเชื�อทดสอบสารเล็กติน 

Beef extract 1.00 กรัม 

Yeast extract 2.00 กรัม 

Peptone 5.00 กรัม 
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Sodium chloride 5.00 กรัม 

Agar 15.00 กรัม 

ปรับ pH 7.4 ± 0.2 ที�อุณหภูมิห้อง 

ละลายส่วนประกอบในนํ�ากลั�น หรือ De-ionized water 1,000 มิลลิลิตร ให้ความร้อนจนละลาย

สมบูรณ์ ฆ่าเชื�อในหมอ้นึ�งความดนัไอที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

 

ภาคผนวก ค  ตารางผนวก 
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ตารางผนวกที� 1 การตกตะกอนสารละลายโปรตีนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium sulphate precipitation) 
 

 Solid ammonium sulphate (g) to be added to 1 liter of solution to desired final ammonium sulphate percent saturation 

% 10 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 90 100 

In
iti

al
 am

m
on

iu
m

 su
lp

ha
te

 p
er

ce
nt

 sa
tu

ra
tio

n 

0 56 114 144 176 209 243 277 313 351 390 430 472 516 561 662 767 

10  57 86 118 150 183 216 251 288 326 365 406 449 494 592 694 

20   29 59 91 123 155 189 225 262 300 340 382 424 520 619 

25    30 61 93 125 158 193 230 267 307 348 390 485 583 

30     30 62 94 127 162 198 235 273 314 356 449 546 

35      31 63 94 129 164 200 238 278 319 411 506 

40       31 63 97 132 168 205 245 285 375 469 

45        32 65 99 134 171 210 250 339 431 

50         33 66 101 137 176 214 302 392 

55          33 67 103 141 179 264 353 

60           34 69 105 143 227 314 

65            34 70 107 190 272 

70             35 72 153 237 

75              36 115 198 

80               77 157 

90                79 
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ภาคผนวก ง  รูปผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปผนวกที� 1 ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Amanitaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

 SUT109 Amanita hemibapha subsp. javanica Corner&Bas. 
(เห็ดระโงกเหลือง) สะแกราช  นคราชสีมา 

SUT178 Amanita hemibapha subsp. 
javanica Corner&Bas. (เห็ดระโงกเหลือง) 
ประทาย  นครราชสีมา 

atae 

MC353 Amanita sp. (เห็ดระโงกเหลือง) วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

 

SUT086 Ananita caesaria (Fr.) Schweinitz  (เห็ดระโงกเหลืองแดง)  ครบุรี นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 1 (ต่อ) ตวัอย่างเห็ดรับประทานได้ในวงศ์ Amanitaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

SUT149 Amanita sp. พิษณุโลก  

MC355 Ananita sp.  (เห็ดระโงกแดง)  วงันํ� าเขียว นครราชสีมา 

MC181 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  เมือง นครราชสีมา 

MC188 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว) วงันํ�าเขียว นครราชสีมา  
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รูปผนวกที� 1 (ต่อ) ตวัอย่างเห็ดรับประทานได้ในวงศ์ Amanitaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC354 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  วงันํ�าเขียว  นครราชสีมา 

ML024 Amanita sp. ภูหลวง นครราชสีมา ML023 Amanita sp.  ภูหลวง นครราชสีมา 

 

SUT137 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นํ�าพอง ขอนแก่น 

SUT004 Amanita sp. (เห็ดระโงกขาว)  นางรอง บุรีรัมย ์

MC237 Amanita sp. (เห็ดขา้วสาร) หนองพระองค ์บุรีรัมย ์

Spore 
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รูปผนวกที� 1 (ต่อ) ตวัอย่างเห็ดรับประทานได้ในวงศ์ Amanitaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

รูปผนวกที� 2 ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Boletaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting body 

และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC201 Amanita sp. (เห็ดกะทิ) นางรอง บุรีรัมย ์

Spore 

MC186 Amanita sp. (เห็ดกะทิ) นางรอง บุรีรัมย ์MC209 Amanita vaginate var. varginate (Bull. Ex 
Fr.) Vitt. (เห็ดไส้เดือน) ภูหลวง นครราชสีมา 

 

MC161 Tylopilus sp. (เห็ดผึ�ง)  นางรอง บุรีรัมย ์

MC177 Boletus edulis  (เห็ดตบัเต่า)  เมือง  นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 2 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Boletaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC179 Boletus sp. (เห็ดผึ�งหวาน) ประทาย  นครราชสีมา 

MC243 Heimiella sp.  นางรอง บุรีรัมย ์

MC187 Leccinum sp. (เห็ดผึ�ง)  วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

ML135 Heimiella sp. นางรอง บุรีรัมย ์
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รูปผนวกที� 2 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Boletaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC194 Boletellus emodensis (Berk.) Singer (เห็ดผึ�ง) นางรอง บุรีรัมย ์

MC204 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง) นางรอง บุรีรัมย ์

MC203 Boletellus sp. (เห็ดผึ�ง) นางรอง บุรีรัมย ์

Spore 

MC338 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  ภูพาน  สกลนคร 

Spore 
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รูปผนวกที� 2 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Boletaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC205 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  นางรอง บุรีรัมย ์

MC212 Xerocomus sp. (เห็ดผึ�ง)  นางรอง บุรีรัมย ์

Spore 

MC207 Xerocomus sp. (เห็ดผึ�ง) ปักธงชยั นครราชสีมา 

MC244 Xerocomus sp. (เห็ดผึ�ง)  นางรอง บุรีรัมย ์

Spore 

Spore MC210 Xerocomus sp. (เห็ดผึ�ง) ปักธงชยั นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 2 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Boletaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC325 Boletus aurporus (เห็ดผึ�ง)  สกลนคร MC324 Pulverboletus sp. (เห็ดผึ�ง)  โชคชยั 
นครราชสีมา 

MC236 Leccinum subglabripes (เห็ดผึ�งหวาน)  นางรอง บุรีรัมย ์

MC229 Phylloporus sp.  (เห็ดผึ�ง) บุรีรัมย ์ Spore 

MC232 Boletus sp. (เห็ดผึ�งไข)  ประทาย นครราชสีมา 

Spore 
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รูปผนวกที� 2 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Boletaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC203 Boletellus sp. นางรอง บุรีรัมย ์

MC359 Gyroporus sp. (เห็ดผึ�ง)  นางรอง บุรีรัมย ์ MC360 Tylopilus sp. (เห็ดผึ�ง)  นางรอง บุรีรัมย ์

MC239 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง)  
ประทาย นครราชสีมา 

Spore 

MC335 Boletellus sp. (เห็ดผึ�ง) ภูพาน สกลนคร 

Spore 

MC336 Boletus obscureumbrinus Hongo (เห็ดผึ�ง) ภูพาน สกลนคร 

Spore 
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รูปผนวกที� 2 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Boletaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

ML026 Boletus sp. (เห็ดผึ�ง) ภูหลวง นครราชสีมา 

ML028 Xerocomus sp. (เห็ดผึ�ง) ภูหลวง นครราชสีมา 

MC337 Boletus lactissimus Hongo (เห็ดผึ�งส้ม)  ภูพาน สกลนคร 

Spore 

ML029 Tylopilus sp.  ภูหลวง นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 2 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Boletaceae ที�พบการสะสมสารเลก็ตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

รูปผนวกที� 3 ตวัอยา่งเชื�อราในกลุ่มเห็ดวงศ ์Cantharellaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC183 Cantharellus odoratus (เห็ดขมิ�นหอม)  วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

ML034 Strobilomyces floccopus (เห็ดผึ�ง)  ภูหลวง นครราชสีมา 

ML032 Gyroporus sp. (เห็ดผึ�ง)  ภูหลวง นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 3 (ต่อ) ตวัอยา่งเชื�อราในกลุ่มเห็ดวงศ ์Cantharellaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

ML017 Cantharellus sp. (เห็ดมนัปู)  เมือง นครราชสีมา 

ML015 Cantharellus minor Peck. (เห็ดมนัปูเล็ก)  เมือง นครราชสีมา 

ML016 Cantharellus cibarius Fr. (เห็ดมนัปูใหญ่)  เมือง นครราชสีมา 

MC233 Cantharellus xathopus (Persoon) Duby พนมรุ้ง บุรีรัมย ์

 Spore 
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รูปผนวกที� 3 (ต่อ) ตวัอยา่งเชื�อราในกลุ่มเห็ดวงศ ์Cantharellaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

รูปผนวกที� 4 ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Pleurotaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC150 Lentinus sp. (เห็ดขอนขาว)  วารินชาํราบ  อุบลราชธานี 

ML070 Cantharellus minor Peck. (เห็ดมนัปูเล็ก)  เมือง นครราชสีมา 

ML069 Cantharellus sp. (เห็ดมนัปู)  เมือง นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 4 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Pleurotaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

รูปผนวกที� 5 ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Pluteaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting body 

และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

ST230 Lentinus sp. (เห็ดขอน)   

MC164 Lentinus sp. (เห็ดขอน)   

MC131 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)   พิมาย  นครราชสีมา 

MC132 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  หนองบุญนาก  นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 5 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Pluteaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC133 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) เมือง  สุรินทร์ 

MC134 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) นางรอง บุรีรัมย ์

MC138 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) ชุมแพ ขอนแก่น 

MC139 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) เมือง กาฬสินธุ์ 
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รูปผนวกที� 5 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Pluteaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC140 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) หนองกี� บุรีรัมย ์

MC144 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) เมือง ชยัภูมิ 

MC167 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) เมือง สกลนคร 
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รูปผนวกที� 5 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Pluteaceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน Fruiting 

body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC168 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) วารินชาํราบ อุบลราชธานี 

MC145 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง) เมือง มหาสารคาม 

ST228 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  บุรีรัมย ์

ST227 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  บุรีรัมย ์

ST129 Vovariella volvacea (เห็ดฟาง)  นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 6 ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Russulaceae ที�นาํ Fruiting body มาสกดัเพื�อ

ตรวจหาสารเล็กติน และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 

MC154 Russula sp. พนมรุ้ง บุรีรัมย ์ 

MC184 Russula sp. (เห็ดแดง) วงันํ�าเขียว  นครราชสีมา MC189 Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล)  
นครราชสีมา 

MC196 Russula sp. (เห็ดแดง) นครราชสีมา Spore 

MC329 Russula sp.  เมือง สกลนคร 
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รูปผนวกที� 6 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Russulaceae ที�นาํ Fruiting body มาสกดัเพื�อ

ตรวจหาสารเล็กติน และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 

MC165 Lactarius sp. (เห็ดหาด)  นางรอง บุรีรัมย ์

MC195 Russula sp. (เห็ดตะไคล) นครราชสีมา 

MC185 Russula anthracina (เห็ดถ่าน) วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

MC199 Russula anthracina  (เห็ดถ่าน)  โชคชยั นครราชสีมา 

Spore 
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รูปผนวกที� 6 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Russulaceae ที�นาํ Fruiting body มาสกดัเพื�อ

ตรวจหาสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC208 Russula sp. (เห็ดนํ�าแป้ง) วงันํ�าเขียว นครราชสีมา Spore 

MC213 Russula sp. (เห็ดหน้ามอม) วงันํ�าเขียว นครราชสีมา 

Spore MC230 Russula virescens Fr. (เห็ดตะไคล) นางรอง บุรีรัมย ์

MC231 Russula sp. (เห็ดตะไคล) นางรอง บุรีรัมย ์ Spore 
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รูปผนวกที� 6 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Russulaceae ที�นาํ Fruiting body มาสกดัเพื�อ

ตรวจหาสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปผนวกที� 7 ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Tricholomaraceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

MC191 Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  บุรีรัมย ์

MC190 Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน)  นครราชสีมา 

MC240 Russula sp. (เห็ดตะไคล) ลาํปลายมาศ บุรีรัมย ์

Spore 

MC235 Russula sp. (เห็ดตะไคล) 
นางรอง บุรีรัมย ์ Spore 
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รูปผนวกที� 7 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Tricholomaraceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

ML083 Termitomyces clypeatus Heim (เห็ดโคน) นครราชสีมา ML084 Termitomyces clypeatus Heim 
(เห็ดโคน) นครราชสีมา 

ML067 Termitomyces striatus  (เห็ดโคน) นครราชสีมา 

ML066 Termitomyces sp. (เห็ดโคน) นครราชสีมา 

MC206 Termitomyces sp. (เห็ดโคน)  บุรีรัมย ์

MC200 Termitomyces sp.  (เห็ดโคน) 
บุรีรัมย ์

Spore 



164 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปผนวกที� 7 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Tricholomaraceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

ML088 Termitomyces sp. (เห็ดโคน) นครราชสีมา 

ML089 Termitomyces sp. (เห็ดโคน) นครราชสีมา 

ML086 Termitomyces aurantiacus R. Heim (เห็ดโคน) นครราชสีมา 

ML085 Termitomyces aurantiacus R. Heim (เห็ดโคน)  นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 7 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Tricholomaraceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 

ML131 Termitomyces sp. (เห็ดโคน) นครราชสีมา 

ML130 Termitomyces sp. (เห็ดโคน) นครราชสีมา 

ML119 Termitomyces sp. (เห็ดโคน) บุรีรัมย ์
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รูปผนวกที� 7 (ต่อ) ตวัอยา่งเห็ดรับประทานไดใ้นวงศ ์Tricholomaraceae ที�พบการสะสมสารเล็กตินใน 

Fruiting body และเลือกมาสกดัสารเล็กตินเพื�อการคดัเลือกสาร 
 

SUT186 Termitomyces sp. (เห็ดโคน) นครราชสีมา 

ML145 Termitomyces sp. (เห็ดโคน) 
นครราชสีมา 

ML144 Termitomyces aurantiacus R. Heim (เห็ดโคน)  นครราชสีมา 
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รูปผนวกที� 8 แบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ ์ 

Boletaceae และ Cantharellaceae ที�ตรวจวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE (12.5% gel) 

Lanes: M, LMW standards (GE Healthcare); 1-15, สารสกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ด 

Boletaceae รหสั MC128, MC129, MC130, MC161, MC207, MC210, MC229, 

MC232, MC236, MC161, MC360, MC207, MC210 และ MC229; 16-18, สารสกดั

หยาบของเล็กตินจากเห็ด Cantharellaceae รหสั MC233, MC183 และ MC332 

ตามลาํดบั 

           MC128   MC129  MC130  MC161   MC207  MC210  MC229  MC232   MC236 
M           1          2           3           4          5          6         7           8          9 

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

97.0 
kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

 M          10         11          12          13        14         15        16         17        18 
          MC130  MC161  MC360  MC207  MC210  MC229  MC233  MC183  MC332 

Cantharellaceae Boletaceae 
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รูปผนวกที� 9 แบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ ์  
Amanitaceae, Cantharellace และ Pleurotaceae ตรวจวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE (12.5% 
gel) Lanes: 1, LMW standards (GE Healthcare); 2-9, สารสกดัหยาบของเล็กตินจาก
เห็ด MC178, MC188, MC237, MC201, MC183, MC233, MC233 และ MC150 
ตามลาํดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปผนวกที� 10 แบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ์  
Amanitaceae, Schizophyllaceae และ Ramariaceae ตรวจวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE 
(12.5% gel) Lanes: 1, LMW standards (GE Healthcare); 2-10, สารสกดัหยาบของ
เล็กตินจากเห็ด  MC178, MC188, MC353, MC354, MC355, MC201, MC237, 
MC322 และ MC157 ตามลาํดบั 

 

M     MC178   MC188   MC237  MC201  MC159   MC183   MC233   MC150 

Amanitaceae Cantharellaceae Pleurotaceae  

     1           2             3             4            5             6             7             8            9   

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

 M      MC178    MC188   MC353  MC354   MC355   MC201   MC237   MC322   MC157 

Amanitaceae Schizophyllaceae Ramariaceae

 1              2             3             4             5             6             7            8            9             10    

97.0 
kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 
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รูปผนวกที� 11 แบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ์    
Amanitaceae, Ramariaceae และ Cantharellaceae ตรวจวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE 
(12.5% gel) Lanes: 1, LMW standards (GE Healthcare); 2-10, สารสกดัหยาบของ
เล็กตินจากเห็ด  MC178,  MC188, MC353, MC354, MC355, MC201, MC237, 
MC157 และ MC159 ตามลาํดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปผนวกที� 12 แบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ์   
Russulaceae และ Ramariaceae ตรวจวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE (12.5% gel) Lanes: 
1, LMW standards (GE Healthcare); 2-9, สารสกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ด MC189, 
MC230, MC240, MC308, MC199, MC156, MC165 และ MC157 ตามลาํดบั 

 

Amanitaceae Cantharellaceae Ramariaceae  

 M      MC178    MC188  MC353   MC354  MC355  MC201  MC237  MC157   MC159  
1                2            3            4            5           6           7          8              9              10 

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

M        MC189   MC230    MC240    MC308  MC199   MC156    MC165   MC15� 

Russulaceae Ramariaceae 

1               2             3              4               5            6              7             8             9 

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 



170 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปผนวกที� 13 แบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ์   
Schizophyllaceae, Ramariaceae และ Russulaceae ตรวจวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE 
(12.5% gel) 
Lanes: 1, LMW standards (GE Healthcare); 2-10, สารสกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ด 
MC322, MC157, MC165, MC156, MC199, MC308, MC189, MC230 และ MC240 
ตามลาํดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปผนวกที� 14 แบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ์  
Russulaceae และ Tricholomataceae ตรวจวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE (12.5% gel) 
Lanes: 1, LMW standards (GE Healthcare); 2-10, สารสกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ด  
MC322, MC157, MC165, MC156, MC199, MC308, MC189, MC230 และ MC240 
ตามลาํดบั 

M    MC329   MC331  MC230 MC240 MC308 MC357  MC358  MC199  MC190 

Russulaceae Tricholomataceae 

 �             �             �             �            �          �            �             �           �           10 

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

  �          �            �             �            �           �           �            �           �           ��   

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 

Ramariaceae 

 M      MC322  MC157   MC165  MC156  MC199  MC308  MC189  MC230   MC240 

Schizophyllace Russulaceae 
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รูปผนวกที� 15 แบบแผนของโปรตีนในสารสกดัหยาบของเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดในวงศ์   

Pluteaceae ตรวจวิเคราะห์ดว้ย  SDS-PAGE (12.5% gel)  

Lanes: 1, LMW standards (GE Healthcare); 2-10, สารสกดัหยาบของเล็กตินจากเห็ด 

MC131, MC132, MC133, MC134, MC138, MC139, MC140, MC144 และ  MC145 

ตามลาํดบั 
 

M        MC131   MC132    MC133  MC134  MC138  MC139  MC140  MC144  MC145  

�              �            �            �           �          �          �             �            �           10   

97.0 

kDa 

��.0 

��.0 

��.0 

�0.1 

14.4 
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รูปผนวกที� 16 ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus 

ATCC 11778 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้ บ่มที�

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง  ใช ้Streptomycin (10 ไมโครกรัมต่อ 20 

ไมโครลิตร) เป็นสารมาตรฐานใหผ้ลบวก (Positive control) 

MC139 

MC138 

MC134 
MC139 

MC138 

MC134 

MC145 

MC144 

MC140 MC145 

MC144 

MC140 MC187 

MC159 

MC146 

MC187 

MC159 

MC146 

MC127 

MC164 

MC162 
MC127 

MC164 

MC162 

MC130 

MC129 

MC128 
MC130 

MC129 

MC128 

MC133 

MC132 

MC131 
MC133 

MC132 

MC131 
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รูปผนวกที� 17 ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus subtilis 

ATCC 6633 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้ บ่มที�

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง  ใช ้Streptomycin (10 ไมโครกรัมต่อ 20 

ไมโครลิตร) เป็นสารมาตรฐานใหผ้ลบวก (Positive control) 

MC139 

MC138 

MC133 
MC139 

MC138 

MC133 

MC237 

MC323 

MC201 MC237 

MC323 

MC201 

MC180 

MC188 

MC232 

MC180 

MC188 

MC232 

MC207 

MC210 

MC229 MC207 

MC210 

MC229 

MC230 

MC324 

MC189 MC230 

MC324 

MC189 

MC132 

MC131 

MC140 
MC132 

MC131 

MC140 
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รูปผนวกที� 17 

(ต่อ) 

ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus subtilis 

ATCC 6633 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้ บ่มที�

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง  ใช ้Streptomycin (10 ไมโครกรัมต่อ 20

ไมโครลิตร) เป็นสารมาตรฐานใหผ้ลบวก (Positive control) 

MC352 

MC332 

MC331 

MC332 

MC352 

MC331 

MC358 

MC357 

MC356 MC358 

MC357 

MC356 MC361 

MC360 

MC359 
MC361 

MC360 

MC359 

MC331 

MC330 

MC329 MC331 

MC330 

MC329 

MC354 

MC353 

MC352 MC354 

MC353 

MC352 

MC330 

MC327 

MC329 

MC330 

MC327 

MC329 
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รูปผนวกที� 18 ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus 

aureus ATCC 29213 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง  ใช ้Streptomycin (10 ไมโครกรัมต่อ 

20cไมโครลิตร) เป็นสารมาตรฐานให้ผลบวก (Positive control) 

MC129 

MC322 MC129 

MC322 

MC144 
MC145 

MC144 
MC145 

MC150 

MC150 

MC156 

MC156 

MC131 

MC131 

MC132 

MC132 

MC139 MC138 

MC139 
MC138 

MC133 MC134 

MC133 MC134 
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รูปผนวกที� 18 

(ต่อ) 

ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus 

aureus ATCC 29213 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง  ใช ้Streptomycin (10 ไมโครกรัมต่อ 

20 ไมโครลิตร) เป็นสารมาตรฐานให้ผลบวก (Positive control) 

MC161 

MC161 

MC162 
MC162 

MC168 MC167 

MC168 MC167 

MC132P 

MC134P 

MC157 MC132P 

MC134P 

MC157 

MC131P 

MC133P 

MC322P MC131P 

MC133P 

MC322P 

MC133P 

MC132P 

MC131P MC133P 

MC132P 

MC131P 

MC188P 

MC188C 

MC178 MC188P 

MC188C 

MC178 
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รูปผนวกที� 19 ตวัอย่างผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia 

coli ATCC 25922 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง  ใช ้Streptomycin (10 ไมโครกรัม 

20 ต่อไมโครลิตร) เป็นสารมาตรฐานให้ผลบวก (Positive control) 

MC145 MC144 

MC145 MC144 

MC322 

MC129 

MC129 

MC322 

MC156 

MC150 

MC150 

MC156 

MC131 

MC132 MC131 

MC132 

MC134 MC133 

MC134 MC133 

MC139 
MC138 

MC139 
MC138 
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รูปผนวกที� 20 ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา (ยสีต)์ Saccharomyces 

cerevisiae ATCC 18824 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ด

รับประทานได ้บ่มที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั�วโมง ใช ้Nystatin (100 

Units) เป็นสารมาตรฐานให้ผลบวก (Positive control) 

MC131P 

MC133P 

MC322P MC131P 

MC133P 

MC322P 

MC188C 

MC188P 

MC178 MC188C 

MC188P 

MC178 

MC132P 

MC134P 

MC230 MC132P 

MC134P 

MC230 

MC188C 

MC188P 

MC178 MC188C 

MC188P 

MC178 

MC322P 

MC133P 

MC131P MC322P 

MC133P 

MC131P 
MC132P 

MC134P MC132P 

MC134P 
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รูปผนวกที� 21 ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา (ยสีต)์ Candida albicans 

ATCC 1023  ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้บ่ม

ที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั�วโมง ใช ้ Nystatin (100 Units) เป็นสาร

มาตรฐานให้ผลบวก (Positive control) 

MC138 

MC138 

MC134 

MC134 

MC139 

MC139 

MC140 

MC140 

MC145 

MC145 

MC144 

MC144 

MC128 

MC128 

MC130 

MC130 

MC322 

MC322 

MC131 

MC131 

MC133 

MC133 

MC132 

MC132 
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รูปผนวกที� 21 

(ต่อ) 

ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา (ยสีต)์ Candida albicans 

ATCC 1023  ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้บ่ม

ที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั�วโมง  ใช ้ Nystatin (100 Units) เป็นสาร

มาตรฐานใหผ้ลบวก (Positive control) 

MC150 

MC150 

MC157 

MC157 

MC167 

MC167 

MC168 

MC168 

MC169 

MC169 

MC170 

MC170 

MC322P 

MC133P 

MC131P 
MC322P 

MC133P 

MC131P 

MC233 

MC134P 

MC132P MC233 

MC134P 

MC132P 

MC188P 

MC188C 

MC178 

MC188P 

MC188C 

MC178 
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รูปผนวกที� 22 ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา (ยสีต)์ Saccharomyces 

cerevisiae ATCC 9896  ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ด

รับประทานได ้ บ่มที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั�วโมง  ใช ้ Nystatin 

(100 Units) เป็นสารมาตรฐานใหผ้ลบวก (Positive control) 

MC138 

MC138 

MC134 

MC134 

MC139 

MC139 

MC140 

MC140 

MC145 

MC145 

MC144 

MC144 

MC130 

MC130 

MC128 

MC128 

MC133 

MC133 

MC132 

MC132 

MC150 

MC150 

MC157 

MC157 
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รูปผนวกที� 23 ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา (รา) Aspergillus niger 

ATCC 6275 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้ บ่มที�

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั�วโมง  ใช ้ Nystatin (100 Units) เป็นสาร

มาตรฐานให้ผลบวก (Positive control) 

MC139 

MC139 

MC140 

MC140 

MC145 

MC145 

MC144 

MC144 

MC168 

MC168 

MC167 

MC167 

MC131 

MC131 

MC131P 

MC131P 

MC132 

MC132 

MC133 

MC133 

MC134 

MC134 

MC138 

MC138 
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รูปผนวกที� 23 

(ต่อ) 

ตวัอยา่งผลการทดสอบฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อรา (รา) Aspergillus niger 

ATCC 6275 ของสารสกดัหยาบเล็กตินจาก Fruiting body ของเห็ดรับประทานได ้ บ่มที�

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั�วโมง  ใช ้ Nystatin (100 Units) เป็นสาร

มาตรฐานให้ผลบวก (Positive control) 

MC229 

MC229 

MC236 
MC236 

MC237 

MC237 MC199 

MC199 

MC201 MC201 

MC210 

MC210 

MC179 

MC183 

MC180 

MC183 

MC179 

MC180 

MC157 

MC157 

MC322 

MC322 

MC162 

MC162 

MC164 MC164 

MC165 

MC165 

MC171 

MC175 

MC172 

MC175 

MC171 

MC172 
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