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          การวจิัยเร่ืองฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียท่ีดื้อยา ใน
คร้ังนี้ไดรับทุนอุดหนนุการวิจัยจากมหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปงบประมาณ 2551-2553 ทําให
งานวิจยัในคร้ังนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี และขอขอบคุณ คุณไปรดา เชยประทับ  คุณนงลักษณ อยูแท
กูล ท่ีชวยเหลือในการทํางานวิจยัคร้ังนี้  และคุณโยธิน  ตีไธสง ท่ีชวยทั้งการทําวิจยัและวิเคราะห
ผลงานวิจัยในคร้ังนี้ดวยความทุมเท คุณอาทิตย  แพงมา ท่ีชวยใหความสะดวกและใหคําปรึกษาในเร่ือง
การทํา SDS-PAGE คุณอนุชิต เรืองวิทยานนท ท่ีชวยอํานวยความสะดวกและใหคําปรึกษาการใชกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน ศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี ท่ีอนุเคราะหท้ังอุปกรณและสถานท่ีในการทําวจิัยจนประสบผลสําเร็จ        
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บทคัดยอภาษาไทย 

 
ในปจจุบันนี้ อุบัติการณดื้อยาแบบหลายชนิดของเช้ือแบคทีเรียกอโรคและฉวยโอกาสมีมากข้ึน

เร่ือยๆ ทําใหเพิ่มความเส่ียงตอชีวิตของผูปวยและบุคลากรทางการแพทยในโรงพยาบาลท่ีจะมีโอกาสติดเช้ือ 
งานวิจัยท่ีจะหาสารตานแบคทีเรียใหมๆ ท่ีทําใหยาตานเชื้อแบคทีเรียชนิดบีตาแลคแทมเหลานั้นนํากลับมา
ใชไดเหมือนเดิมจึงเปนเปาหมายท่ีสําคัญและความตองการอยางเรงดวน ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษา
คร้ังนี้ เพ่ือทําการทดสอบฤทธ์ิในการตานเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุด เม่ือใชแบบเดี่ยวๆ
และรวมกับยาตานเช้ือแบคทีเรียชนิดบีตาแลคแทม ผลของมังคุดแกถูกนํามาสกัดและพิสูจนเอกลักษณ การ
ใชเคร่ืองสกัดแบบซอกเลท ทําใหไดสารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน สารสกัดยอยที่ 3 และแอลฟา-แมงโก
สติน จากนั้นไดนําสารหลักไปพิสูจนเอกลักษณโดยเอนเอมอาร พบวาไดแกสารแอลฟา-แมงโกสติน เม่ือ
เทียบกับเอกสารอางอิง คายับยั้งต่ําสุดของสารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน สารสกัดยอยท่ี 3 แอลฟา-แมงโก
สติน และออกซาซิลลิน ตอเชื้อสแตปฟโลคอคคัส ซาโพรไฟติคัส ท่ีดื้อออกซาซิลิล (โออารเอสเอส) มีคา 
50, 31, 8 และ 128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ อยางไรก็ตาม คายับยั้งตํ่าสุดของสารสกัดเหลานี้เม่ือ
ใชเดี่ยวๆหรือผสมกับออกซาซิลลิน พบวา เช้ืออี โคไลและอี โคลเอเซท่ีดื้อตอเซพตาซิดีม มีคาดื้อตอสาร
เหลานี้ในทุกกลุมของสารที่ทดลอง ดังนั้นผลการทดสอบบงช้ีวา สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้ มีความ
แรงในการตานเชื้อโออารเอสเอสเหนือกวาออกซาซิลลินเดี่ยวๆ ผลการทําเชคเคอบอรดบงช้ีวา คาเอฟไอซี
อินเดก ของสารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน สารสกัดยอยท่ี 3 และแอลฟา-แมงโกสตินเม่ือผสมกับออกซา
ซิลลิน ในการตานเช้ือโออารเอสเอส มีผลเสริมฤทธ์ิกันท่ีคา 0.25, 0.138, และ 0.375 ตามลําดับ กราฟยับยั้ง
การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เม่ือไดรับสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้ผสมกับออกซาซิลลิน พบวาการ
เจริญของเช้ือนี้ท่ี 6-24 ช่ัวโมงลดลงอยางมาก ผลจากการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน พบวา 
สารสกัดเหลานี้ รวมถึงแอลฟา-แมงโกสติน เม่ือผสมกับออกซาซิลลิน ท่ีคาตํ่ากวาคาการยับยั้งตํ่าสุดตอเช้ือนี้ 
พบวา ทําใหเซลลจํานวนมากขนาดเล็กกวาเซลลกลุมควบคุม รูปรางเซลลบิดเบ้ียวและเยื่อหุมเซลลไดรับ
ความเสียหายในเซลลจํานวนมาก นอกจากนั้นแลว การทดสอบการซึมผานของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกและ
ช้ันใน พบวา ไมวาจะใชสารสกัดจากพืชนี้เดี่ยวๆหรือผสมกับออกซาซิลลิน ท่ีคาตํ่ากวาคาการยับยั้งตํ่าสุดตอ
เช้ือนี้ ทําใหเพิ่มการซึมผานของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกและช้ันใน นอกจากนั้นแลว การทดสอบเอสดีเอส-เพจ 
พบวา สารผสมเหลานี้เม่ือใชเดี่ยวหรือผสมกับออกซาซิลลิน ทําใหแบนของโปรตีนท่ีหนักกวาหายไป 
ในขณะท่ีพบแบนท่ีเบากวาเขมข้ึน เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม    
    จากผลการศึกษานี้ สามารถสรุปไดวา ออกซาซิลลิน มีฤทธ์ิตานเช้ือโออารเอสเอสนอยมาก ในขณะ
ท่ีสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้ มีความแรงสูงกวายาเม่ือใชเดี่ยวๆนี้มาก ยิ่งไปกวานั้นสวนผสมของ
สารสกัดเหานี้ โดยเฉพาะแอลฟา-แมงโกสตินและออกซาซิลลิน แสดงฤทธ์ิเสริมกันในการตานเชื้อนี้อยาง
ชัดเจน ดังนั้น การคนพบนี้ เปนเคร่ืองพิสูจนวา สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้ ออกฤทธ์ิเสริมกับออก
ซาซิลลินเพื่อใหออกซาซิลลินสามารถนํากลับมาใชใหมกับเช้ือท่ีดื้อตอยาตัวนี้แลว        
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     กลาวโดยสรุป การเสริมฤทธ์ิท่ีเกิดข้ึน อาจมาจากสองกลไกของสารผสมเหลานี้ กลไกแรก มาจาก
การยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนท่ีสัมพันธกับเปปทิโดไกลแคนและเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย  กลไกท่ีสอง
มาจากการเพิ่มการซึมผานของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกและช้ันใน สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดเหลานี้มีความ
ปลอดภัยสูงสําหรับการรักษา ดวยเหตุนี้ อาจสามารถพัฒนาสารเหลานี้ โดยนํามาผสมกับออกซาซิลลินใน
การตานเช้ือโออารเอสเอส ซ่ึงในปจจุบันดื้อตอยาในกลุมเพนนิซิลลินแทบทุกตัว การทดสอบนี้กระทําใน
หลอดทดลอง ยังคงตองทดสอบในสัตวทดลองและในมนุษยตอไป ถาเปนไปได ระดับสารในเลือดและ
เนื้อเยื่อตองสามารถอยูในระดับท่ีเสริมฤทธ์ิกันได      
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ 
 

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

 

 

 

 

 

 

 

 



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

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

 
 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย  
 การเกิดข้ึนของการดื้อยาหลายขนานในแบคทีเรียกอโรคไดเพิ่มมากข้ึน ดังนั้นการคนหายาปฏิชีวนะ
และหาวิธีการใหมๆ ในการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียดื้อยาเหลานี้มีความจําเปนอยางเรงดวน ในปท่ีผานมา
อุบัติการณของการดื้อยาหลายขนานในแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียฉวยโอกาสไดมีรายงานวาเพิ่มข้ึน
อยางมาก (Jones et al., 2004) แบคทีเรียดื้อยาหลายขนานเหลานั้นไดสรางปญหาทางดานคลินิกอยางมาก
โดยเฉพาะในผูปวยท่ีมีภูมิตานทานตํ่า เช้ือแบคทีเรียดื้อยาหลายขนานท่ีสําคัญท่ีสุดในระดับโลกไดแก
แบคทีเรียแกรมบวก (เช้ือ Staphylococcus aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin, เช้ือ enterococci ท่ีดื้อตอยา 
vancomycin) และแบคทีเรียแกรมลบ (แบคทีเรียในวงศ Enterobacteriaceae ท่ีสรางพลาสมิดท่ีผลิตเอ็นไซม
บีตาแลคทาเมสชนิดขยาย (plasmid mediated extended spectrum β-lactamase (ESβL)) และอ่ืน ๆ เชน 
Pseudomonas aeruginosa, เช้ือวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) (Medeiros, 1997; Sajduda et al., 
1998) ประมาณรอยละ 90-95 ของเช้ือ Staphylococcus aureus ท่ัวโลกมีการดื้อตอยา penicillin (Casal et al., 
2005)  และสวนใหญพบในประเทศแถบเอเชียรอยละ 70-80  มีการติดเช้ือสายพันธุเดียวกันท่ีดื้อตอยา 
methicillin (Chambers, 2001) การดื้อยาของเช้ือกลุม Staphylococcal ขยายไปถึงยาปฏิชีวนะในกลุมบีตา    
แลคแทมอ่ืนๆ  เชน ยา methicillin ยา oxacillin  และยา flucloxacillin ซ่ึงเกิดข้ึนไมนานหลังจากท่ีไดนํายา
ปฏิชีวนะตัวแรกในกลุมนี้มาใชรักษาและมีอุบัติการณการติดเช้ือ S. aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin 
(methicillin-resistant S. aureus ; MRSA) ในทางคลินิกสูงข้ึนอยางตอเนื่อง (Bush, 2004)  เช้ือกลุม 
staphylococci  มีแนวโนมสูงท่ีจะสะสมยีนดื้อยาปฏิชีวนะและเชื้อ MRSA สวนใหญในขณะนี้ไดขยายการ
ดื้อยาไปยังยาปฏิชีวนะขนานอ่ืนๆ (Firth, 2003) อีกท้ังรายงานเกี่ยวกับการติดเช้ือในกลุม Enterococci ท่ีดื้อ
ตอยา vancomycin  (vancomycin- resistant Enterococci ; VRE) และติดเช้ือ MRSA ในโรงพยาบาลมีการ
เพิ่มข้ึนท่ัวโลกในปลาสุดท่ีผานมา (Emori and Gaynes, 1993; Leclercq and Courvalin, 1997; Moellering, 
1998; Murry, 1997)  และมีรายงานท่ีสําคัญจํานวนมากท่ีไดดําเนินการเพื่อควบคุมการติดเช้ือท่ีมีสาเหตุมา
จากเช้ือ VRE (Garner, 1996; Montecalvo et al., 1999; Nourse et al., 2000; Slaughter et al., 1996)  และเช้ือ 
MRSA (Cookson, 1995; Cox et al., 1995; Kotilainen et al., 2001; Voss et al., 1994) เช้ือ Escherichia coli 
ท่ีดื้อตอยา ceftazidime (Ceftazidime-resistant E. coli; CREsC) เช้ือ Enterobacter cloacae ท่ีดื้อตอยา 
ceftazidime (ceftazidime –resistant E. cloacae; CREnC) รวมไปถึงเช้ือ S. aureus ท่ีดื้อตอยาปฎิชีวนะกลุม
บีตาแลคแทม และเช้ือ MRSA  เปนปญหารายแรงสําหรับผูปวยท่ีพักรักษาตัวในโรงพยาบาลและผูใหการ
ดูแล (Liu et al., 2000; Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012; Mulligan et al., 1993)  
 เช้ือ MRSA เปนจุลชีพที่พบบอยท่ีสุดของการติดเช้ือระบบทางเดินปสสาวะ แผลผาตัด ระบบ
ทางเดินหายใจ และระบบทางเดินอาหารรวมท้ังเช้ือ Escherichia coli และเช้ือในกลุม  Enterobacter spp. 
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 ยาตานเช้ือแบคทีเรียจากพืชเปนแหลงท่ีนาสนใจของการรักษาใหมๆ เชน ขาถูกสกัดสารออกฤทธ์ิท่ี
มีช่ือ galangin ออกฤธ์ิเสริมกับยา penicillin ในการยับยั้งเช้ือ MRSA  (Eumkeb et al., 2010)  พืชหลายชนิด
ไดรับความสนใจในฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีศักยภาพท่ีสามารถนํามาประยุกตใชทางดานการรักษา  มังคุด 
(Garcinia mangostana Linn.) (GML) อยูในวงศ Guttiferae ซ่ึงเปนตนไมในเขตรอนท่ีเขียวชอุมตลอดป 
มังคุดมีตนกําเนิดอยูในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต  อินเดีย พมา ฟลิปปนส มาเลเซีย  ศรีลังกาและ
ไทย (Morton, 1987)  มังคุด (รูป 1.1A) เปนท่ีรูจักกันท่ัวไปในประเทศไทยวาเปน “ราชินีของผลไม”' ซ่ึงมัน
เปนท่ีนิยมมากเนื่องจากมีรสชาติอรอย ท้ังนี้เปลือกของมันคุดหนา 6-10 มิลลิเมตร สีมวงเขมหรือสีแดง (รูป
ท่ี 1.1B) ซ่ึงไดถูกนํามาใชเปนยาแผนโบราณในเอเชียตะวันออกเฉียงใตในการรักษาอาการทองรวง การ
อักเสบและรักษาแผล (Farnsworth and Bunyapraphatsara, 1992; Peres et al., 2000; Suksamrarn et al., 
2006)  ผลมังคุดเปนแหลงท่ีอุดมไปดวยสาร phenolic compound  เชน สาร Xanthones  สาร condensed 
tannin และ anthocyanins (Akao et al., 2008; Fu et al., 2007; Jung et al., 2006; Mahabusarakam et al., 
1987) 
 อนุพันธของ xanthone เปนสารเมแทบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ีสําคัญท่ีมีอยูในผล
ของ G. mangostana  (Ji et al., 2007; Mahabusarakam et al., 1987)  ซ่ึงมีฤทธ์ิในการตานเช้ือแบคทีเรีย 
(Sakagami et al., 2005; Suksamrarn et al., 2003)  ตานเช้ือรา (Gopalakrishnan et al., 1997) ตานการอักเสบ 
(Nakatani et al., 2004) ตานอนุมูลอิสระ (Jung et al., 2006; Yu et al., 2007) ตานปรสิต(Mahabusarakam et 
al., 2006)  และเปนพิษตอเซลลมะเร็ง (Matsumoto et al., 2005; Suksamrarn et al., 2006)  
  อนุพันธของ xanthone ท่ีเปนสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหลักจากเปลือกมังคุด ไดแก α- และγ-
mangostin (รูป1.1C) (Chairungsrilerd et al., 1996a; b; Chairungsrilerd et al., 1996c; Jinsart et al., 1992; 
Matsumoto et al., 2005; Suksamrarn et al., 2006) การออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ α-mangostin ไดรับการ
ยืนยันวามีฤทธ์ิในการแยงจับกับ histamine H1 receptor  antagonist  (Chairungsrilerd et al., 1996a; Iikubo 
et al., 2002) มีฤทธ์ิตานแบคทีเรียท่ีสามารถตานเช้ือ Helicobacter pylori  มีฤทธ์ิตานการอักเสบ ยับยั้งความ
เสียหายจากสภาวะความเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) (Iikubo et al., 2002)  มีฤทธ์ิในการตานเช้ือ 
MRSA (Chomnawang et al., 2009; Iinuma et al., 1996)  มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระเล็กนอย (Chairungsrilerd et 
al., 1996a) และยับยั้งการสราง alveolar duct ในหนู และยับยั้งสารกอมะเร็งท่ีชักนําใหเกิด crypt foci ท่ี
ผิดปกติในแบบจําลองการเกิดมะเร็งในลําไสระยะส้ัน (Jung et al., 2006; Nabandith et al., 2004) สําหรับ
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รูป 1.1  The Garcinia mangostana Linn tree (A), the appearance of mangosteen fruit (B), and the chemical 
structures of xanthones included in the  pericarps (C). ท่ีมา : Akao et al. (2008)  
  
 โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมาเปนโรงพยาบาลท่ีใหญท่ีสุดในจังหวัดนครราชสีมา ตั้งอยูในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ซ่ึงพบปญหาของเช้ือแบคทีเรียดื้อยาอยูในระดับสูงในหลาย ๆ สวน
ของโรงพยาบาลแหงนี้และโรงพยาบาลอ่ืน ๆ ในประเทศไทยและท่ัวโลก (Jungthirpanich et al., 2000; 
Kusum and Dejsirilert, 2003; Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012)  
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 อยางไรก็ตามยังไมมีงานท่ีไดศึกษาผลของสารสกัดจากมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาบางสายพันธ เชน 
เช้ือ Staphylococcus saprophyticus (S. saprophyticus) เช้ือ Enterobacter cloacae (E. cloacae) และเช้ือ 
Escherichia coli (E. coli) วัตถุประสงคของงานวิจัยช้ินนี้คือการตรวจสอบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากสาร
สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตานเช้ือแบคทีเรียดื้อยาเมื่อใชเดี่ยวๆและใชรวมกับยาปฏิชีวนะกลุม        บีตา-
แลคแทม ดังน้ันการพัฒนายาตานเช้ือแบคทีเรียกลุมใหมอาจจะไดรับการพัฒนา 
   
วัตถุประสงคของการวิจัย  

1. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของสารสกัด 
จากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาเม่ือใชเดี่ยวๆ 

2. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของสารสกัด 
จากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาเม่ือใชรวมกับยาตานเช้ือแบคทีเรีย 

3. เพื่อศึกษากลไกการออกฤทธ์ิเบ้ืองตนของ α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆของ 
สารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาเม่ือใชเดี่ยวๆและรวมกับยาปฏิชีวนะโดยการตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission electronmicroscopy 
:TEM) ศึกษาการซึมผานเยื่อหุมช้ันนอกและช้ันในของเซลลแบคทีเรีย และวิธี electrophoresis  

 
ขอบเขตของการวิจัย 

1.  ผลมังคุด (Garcinia mangostana L. ) ท่ีซ้ือมาจากตลาดทองถ่ินในนครราชสีมา ประเทศไทย 
เปลือกของผลมังคุดจะถูกนํามาสกัดและแยกสาร α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ดวย
วิธีการท่ีมีการปรับเปล่ียนจากเอกสารอางอิงเล็กนอย  

2.  เช้ือ Staphylococcus saprophyticus (S. saprophyticus) เช้ือ Enterobacter cloacae (E. cloacae) 
และเช้ือ Escherichia coli (E. coli) ซ่ึงท้ังหมดเปนเช้ือท่ีไดแยกจากคลินิก โดยไดรับมาจาก
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุขของประเทศไทย และ American Type Culture Collection 
(ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา 

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

ปฏิชีวนะดวยวิธี checkerboard assay ท่ีมีคา MIC ต่ําสุดจะถูกเลือกนํามาศึกษาตอไป เชน การนับจํานวน
เซลลท่ีมีชีวิต (viable count) กลองจุลทรรศนแบบสองผาน การซึมผานของเยื่อหุมชั้นนอกและช้ันใน และ 
electrophoresis 
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ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 
1. ไดรับขอมูลทางวิทยาศาสตรเพิ่มเติมเกี่ยวกับการเสริมฤทธ์ิในการตานจุลชีพของสารผสม

ระหวางยา oxacillin และα-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุด
และยาปฏิชีวนะในการตานแบคทีเรียดื้อยา 

2.  ทราบความรูใหมๆจากการศึกษาตอเพิ่มเติม เชน กลไกการออกฤทธ์ิของα-mangostin หรือสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ ของสารกัดจากเปลือกผลมังคุดตานแบคทีเรียดื้อยาในสัตวและมนุษย 

3. ผลจากการศึกษาคร้ังนี้อาจจะเปนประโยชนสําหรับการพัฒนายาสูตรผสมขนานใหมเพื่อตานเช้ือ
แบคทีเรียดื้อยา 
 4. ผลของการศึกษาจะเปนประโยชนกับแพทยและผูปวยโดยการนํายาสูตรผสมขนานใหมไปใช
รักษาการติดเช้ือแบคทีเรียดื้อยาท่ีเปนอันตราย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 6 

บทที่ 2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
 

เอกสารและผลงานท่ีเก่ียวของ 
 มังคุด (Garcinia mangostana Linn.) (GML) อยูในวงศ Guttiferae  ผลไมชนิดนี้มักจะรับประทาน
เปนของหวาน อีกท้ังยังสามารถแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ เชน น้ํามังคุด แยม เยลล่ี และนํ้าตาล เมล็ดของ
มันสามารถรับประทานไดหลังจากการตมหรือยาง อยางไรก็ตามเปลือกมังคุดมีสารออกฤทธ์ิและมีฤทธ์ิ
ทางดานเภสัชวิทยาที่หลากหลาย   

สารออกฤทธ์ิทางชีววิทยาท่ีไดมีรายงานในมังคุด ไดแก α- mangostin ซ่ึงเปนสารกลุม xanthone 
ชนิดแรกท่ีสกัดไดจากผลมังคุด (Schmid, 1855) นอกจากนั้นยังพบอนุพันธของ xanthone อ่ืนๆ เชน สาร β-
mangostin สาร γ-mangostin สาร gartanin สาร garcinone E สาร1,5-dihydroxy-2-(3-methylbut-2-enyl)-3-
methoxy  สาร 1,7-dihydroxy-2-(3-methylbut-2-enyl)-3-methoxyxanthone สาร mangostinone (รูป 1.1C) (Asai et al., 
1995)  และสาร garcinone B (Suksamrarn et al., 2003) เปลือกมังคุดไดถูกนํามาใชเปนยาตานการอักเสบ ยา
ฝาดสมาน และใชในการรักษาโรคทองรวง อีกท้ังยังมีรายงานวาสาร α-mangostin สาร γ-mangostin และสาร 
mangostanol มีฤทธ์ิในการยับยั้ง cAMP phosphodiesterase (Chairungsrilerd et al., 1996a; b; Chairungsrilerd et al., 
1996c)  นอกจากนั้นสารสกัดจากเปลือกมังคุดไดถูกนํามาใชในทางแพทยแผนโบราณในประเทศไทยสําหรับรักษา 
บาดแผล ทองรวง และการติดเช้ือท่ีผิวหนัง (Nakatani et al., 2002)  มังคุดยังไดถูกนํามาใชกันอยางกวางขวางใน
เอเชียตะวันออกเฉียงใตในการรักษาการอักเสบ ทองรวง และแผล (Harbborne and Baxter, 1993; Lu et al., 1998)    

สําหรับความสําคัญและการใช α-mangostin ในปจจุบันประชากรในหลายๆ ประเทศไดมีการนํา
เปลือกของมังคุด (Garcinia mangostana) มาใชในแพทยพื้นบานเพื่อรักษาการปวดทอง ทองรวง โรคบิด 
แผลติดเช้ือและแผลเร้ือรัง (Chopra et al., 1956; Pedraza-Chaverri et al., 2008) นอกจากน้ียังไดมีราย
คุณสมบัติตางๆ ของ α-mangostin ไดแก α-mangostin สามารถลดออกซิเดช่ันของไขมันไมดีในเลือด (low 
density lipoprotein: LDL) ท่ีถูกชักนําโดย copper และ peroxyl radical (Williams et al., 1995) อีกท้ังยัง
พบวา α-mangostin ปองกันการลดลงการใช α-tocphenol ท่ีถูกชักนําโดย LDL oxidation (Mahabusarakam 
et al., 2000) เชนเดียวกันกับ Jung et al. (2006) ไดแสดงใหเห็นวา xanthone ชนิดตางๆ ท่ีไดสกัดจากเปลือก
ของมังคุดหนึ่งในน้ันคือ α-mangostin  ซ่ึงสามารถกําจัด peroxynitrite anion นอกจากนั้น xanthones ท่ีได
แยกจากเปลือกผล เปลือกหุมเมล็ดและเมล็ดของมังคุด เชน α- และ β-mangostin และ garcinone B มีฤทธ์ิ
ในการยับยั้งเช้ือวัณโรค (Mycobacterium tuberculosis) (Suksamrarn et al., 2003) ในขณะเดียวกัน Lin et al. 
(1996) พบวาอนุพันธของ xanthone มีฤทธ์ิตานเซลลมะเร็งในมนุษยและสารบางชนิดในกลุม xanthone มี
ฤทธ์ิในในการตานการอักเสบอยางมาก นอกจากนี้ Iinuma et al, (1996) ไดแสดงใหเห็นวาสารสกัดจากผล
ของมังคุดมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus ดังนั้นฤทธ์ิในการตานเช้ือท่ีรุนแรงในหลอด
ทดลองของอนุพันธของ xanthone สามารถตาน S. aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin (MRSA) และไวตอยา 
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 ปจจุบันวิธีท่ัวไปที่ไดมีการพัฒนาเพื่อท่ีจะไดสารออกฤทธ์ิจากมังคุดใหบริสุทธ์ิโดยท่ัวไปจะใช ซิลิ
กาเจล คอลัมนโครมาโตกราฟ  Chairungsrilerd et al. (1996a; b); Chairungsrilerd et al. (1996c) ไดสกัด
จากเปลือกสดของมังคุดดวย n-butanol และทําใหสารสกัดดังกลาวบริสุทธ์ิโดยใชซิลิกาเจล คอลัมนโดยการ 
elute ดวย CH2Cl2  CH2Cl2-MeOH (9:1)  CH2Cl2-MeOH (4:1) และ CH2Cl2-MeOH (1:1) ตามลําดับfraction 
ท่ีคอนขางมีข้ัวนอยจะใหสารท่ีเรียกวาสาร α-mangostin สาร γ-mangostin และสาร gartanin เปนตน ซ่ึงได
มีการระบุเอกลักษณของสารในมังคุดดวย  mass spectrometry, infrared spectrometry,  1H และ 13C NMR 
สเปกตรัม สําหรับการทําให fraction ท่ีมีข้ัวบริสุทธ์ิสามารถทําไดโดยใช reverse phase HPLC โดยใช 
MeOH เปนตัว elute ซ่ึงจะใหสาร mangostanol  นอกจากนี้ Govindachari et al. (1971) ไดใช ซิลิกา เจล 
คอลัมน เพื่อทําใหสารออกฤทธ์ิจากสวนตางๆของมังคุดบริสุทธ์ิดวยการ elute ดวยสารชนิดตางๆ  
ตัวอยางเชนผลไมสุกบางสวนจะถูกแยกดวย ซิลิกา เจล โครมาโตกราฟ และ elute ดวย benzene คร้ังแรก 
elute โดยใช 200 มล.จะไมไดสารอะไร ตอไปเพิ่มปริมาณเปน 250 มล. จะได β-mangostin และใช 300 มล. 
จะไดสาร mangostin เชนเดียวกับการศึกษาของ Sakagami et al. (2005) ไดสกัดและแยกสาร α- และ β- 
mangostin จากเปลือกลําตนของมังคุดซ่ึงจะถูกทําใหแหง บดเปนผง และสกัดดวย hexane, methylene 
chloride และ methanol  ตามลําดับ จากนั้นนําไปแยกโดยใช ซิลิกา เจล คอลัมน โครมาโตกราฟโดยใช 
hexane, methylene chloride และ methanol เปนตัวทําละลาย  สารสกัดดวย hexane และสารสกัดดวย 
methylene chloride จะไดสารประกอบท่ีสําคัญ 2 ชนิด คือ α- และ β- mangostin ซ่ึงจะมีสีเหลือง 
ขณะเดียวกัน Chi et al. (2002) ไดอธิบายวิธีการแยกสารจากเปลือกมังคุดโดยการทําใหแหงท่ี 60 � C ในเตา
อบเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และ 3 กิโลกรัมของเปลือกแหงถูกนํามาสกัดดวยเอทานอล (25 ลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 50 
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โครงสรางหลักท่ีสําคัญของแบคทีเรีย ไดแก 1) เยื่อหุมเซลลช้ันใน (cytoplasmic or inner 
membrane) เปนสวนประกอบท่ีพบท้ังในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบที่ประกอบดวยโปรตีน ไขมัน 
ฟอสโฟลิพิด  และคารโบไฮเดรต (รูป 2.1) ซ่ึงทําหนาท่ีเปน osmotic barrier และสังเคราะหผนังเซลลรวมไป
ถึงเปนท่ีฝงตัวของโครโมโซม หนาท่ีท่ีสําคัญอ่ืน เชน เปนเยื่อเลือกผานยอมใหสารบางชนิดผานเขาออก
เทานั้น การทํางานของไซโตโครม  ชวยในการขนสงสาร และสรางแรงในการขับเคล่ือนท่ีของโปรตรอน 
(proton motive force)  2) Periplasm เปนชองวางเย่ือหุมชั้นนอกและเยื่อหุมช้ันในของแบคทีเรียแกรมลบ 
และผนังเซลลอยูในสวนนี้ periplasm ประกอบดวยเอ็นไซมท่ีสลายโมเลกุลขนาดใหญ ทําลายยาปฏิชีวนะ 
และโปรตีนท่ีชวยในการขนสงสารเขาออกเซลล 3) ผนังเซลลมีโครงสรางคลายใยแมงมุมซ่ึงบางคร้ังเรียกวา 
murein sacculus ท่ีประกอบไปดวย peptidoglycan, teichoic acid และ lipoteichoic acid หนาท่ีของผนังเซลล
นั้นจะชวยใหเซลลคงรูปและชวยควบคุมแรงดันออสโมติกใหคงท่ี สําหรับการเปรียบเทียบความหนาของ
ผนังเซลลระหวางแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบพบวาแบคทีเรียแกรมบวกมีผนังเซลล  (ช้ัน 
peptidoglucan) หนากวาแบคทีเรียแกรมบวก (รูป 2.2)  4) เยื่อหุมเซลลช้ันนอกซ่ึงจะมีเฉพาะในแบคทีเรีย  
แกรมลบเทานั้น ในเยื่อหุมช้ันนอกจะมี porins และโปรตีนท่ีคุณสมบัติคลาย porins ซ่ึงจะทําหนาท่ียอมให
บางโมเลกุลหรือจํากัดบางโมเลกุลในการผานเขา-ออก ผนังเซลลและ periplasm  ท้ังนี้องคประกอบท่ีสําคัญ
ตอทางคลินิกมากของเยื่อหุมเซลลช้ันนอกท่ีมีโมเลกุลคลายกับฟอสโฟลิพิดท่ีเรียกวา lipopolysaccharide 
(LPS) (Walker, 1999)  
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             รูป 2.1  Structure of bacterial cell. 
              ท่ีมา : http://www. microbeworld.org/img/aboutmicro/bacteria/bactdiag.gif. 
 

 

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

การวิจัยคร้ังนี้ไดทดสอบประสิทธิภาพของ α-mangostin หรือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของ
สารสกัดจากเปลือกมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาซ่ึงแบคทีเรียท่ีศึกษาในครั้งนี้ประกอบดวย เช้ือ S. saprophyticus  
เช้ือ E. cloacae และเช้ือ E. coli   
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 เช้ือ S. saprophyticus เปนแบคทีเรียในวงศ Staphylococcaceae และจัดเปน coagulase-negative 
Staphylococcus ซ่ึงเปนสาเหตุของการติดเช้ือท่ีระบบทางเดินปสสาวะซ่ึงเช้ือไดดื้อตอยาปฏิชีวนะ 
novobiocin เช้ือแบคทีเรียสายพันธุนี้มีความสามารถในการยึดเกาะกับเยื่อบุทางเดินปสสาวะซ่ึงทําใหเกิด 
hemagglutination ไดโดยตรง สําหรับ adhesion ของเช้ือ  S. saprophyticus จะมีโครงสราง lactosamine  เช้ือ
ชนิดนี้จะสรางเอ็นไซมท่ีสามารถทํางานไดนอกเซลลท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตไดท้ังแบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบ การติดเช้ือชนิดนี้พบไดนอยในผูท่ีสุขภาพดีแตจะพบไดบอยในสัตวและซากสัตว อยางไร
ก็ตามเช้ือ S. saprophyticus  เปนสาเหตุการติดเช้ือระบบทางเดินปสสาวะรอยละ 10-20  มักพบในเพศหญิง
อายุระหวาง 17-27 ป ซ่ึงเปนสาเหตุอันดับสองของการติดเช้ือระบบทางเดินปสสาวะ ขณะเดียวเช้ือชนิดนี้
อาจจะอาศัยอยูในระบบทางเดินปสสาวะและกระเพาะปสสาวะ สําหรับอาการของการติดเช้ือแบคทีเรียชนิด
นี้ท่ีพบจะมีอาการรูสึกปวดแสบขณะขับปสสาวะ ปสสาวะบอยกวาปกติ   มีปสสาวะหลงเหลือหลังจาก
ปสสาวะเสร็จ กระเพาะปสสาวะออนแรง รูสึกทองปองรวมกับปวดลึกคลายมีดโกนบาดบริเวณทอง
สวนลางรอบๆ บริเวณกระเพาะปสสาวะและรังไข และรูสึกปวดลายมีดโกนบาดในขณะมีเพศสัมพันธ 
(Shimeld and Rodgers, 1999) นอกจากน้ีการติดเช้ือ S. saprophyticus โดยทั่วไปสามารถรักษาดวยยา
ปฏิชีวนะท่ีใชรักษาผูปวยท่ีมีการติดเช้ือของระบบทางเดินปสสาวะยังใชไดผล ยกเวน nalidixic acid สําหรับ
ยา quinolones โดยท่ัวไปจะถูกนํามาใชรักษาการติดเช้ือท่ีระบบทางเดินปสสาวะที่มีสาเหตุมาจากเช้ือ S. 
saprophyticus (Shimeld and Rodgers, 1999) และพบวาดื้อตอยาปฏิชีวนะกลุม penicillins เชน ยา oxacillin 
(Maharat Nakhonratchasima hospital, 2012)  
 เช้ือ E. cloacae  เปนแบคทีเรียแกรมลบที่อยูในวงศ Enterobacteriaceae แบคทีเรียชนิดนี้สามารถ
เจริญไดท้ังท่ีมีและไมมีออกซิเจนและใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
สําหรับการเจริญเติบโตของเช้ือ  E. cloacae  คือ 30-37 องศาเซลเซียส เช้ือชนิดนี้กระจายอยูท่ัวไปตาม
ธรรมชาติและสามารถพบไดในดิน ผลิตภัณฑนม น้ํา และส่ิงปฏิกูล และอาจจะมีอยูในลําไสของมนุษยและ
สัตวไดเชนเดียวกันโดยปกติเช้ือชนิดนี้จะไมกอโรคในคนท่ีมีสุขภาพดีแตเปนสาเหตุท่ีสําคัญของการติดเช้ือ
ในผูปวยท่ีมีภูมิคุมกันบกพรอง หรือผูปวยท่ีรางกายออนแอ เช้ือ E. cloacae เปนเช้ือฉวยโอกาสที่เปนสาเหตุ
ของการติดเช้ือบริเวณแผลไฟไหม แผลติดเช้ือและการติดเช้ือของระบบทางเดินปสสาวะ และบางคร้ังอาจ
ทําใหเกิดติดเช้ือในกระแสเลือดและเยื่อหุมสมองอักเสบ สําหรับการดื้อยาปฏิชีวนะน้ันพบวาดื้อตอยา 
ampicillin และยากลุม cephalosprorins รุนท่ีหนึ่ง  แตอยางไรก็ตามยากลุม cephalosprorins รุนท่ีสองและรุน
ท่ีสามารถยังสามารถใชรักษาการติดเช้ือ E. cloacae ไดผล (Shimeld and Rodgers, 1999) 

เช้ือ E. coli เปนแบคทีเรียแกรมลบอยูในวงศ Enterobacteriaceae แบคทีเรียชนิดนี้สามารถเจริญได
ท้ังท่ีมีและไมมีออกซิเจนและใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญคือ 
37 องศาเซลเซียส เช้ือ E. coli เปนแบคทีเรียประจําถ่ินของลําไสสวนลางของสัตวอุนโดยปกติเช้ือชนิดจะเขา
อาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารของเด็กทารกภายใน 40 ช่ัวโมงหลังคลอดซ่ึงจะมาพรอมกับอาหารหรือน้ํา
หรือมาพรอมกับคนท่ีสัมผัสกับเด็กโดยจะไปเกาะท่ีเยื่อเมือกของผนังลําไสใหญโดยปกติแลวเช้ือ E. coli จะ
ไมกอโรคแตถาไดรับปจจัยตางๆ ท่ีทําใหเช้ือชนิดนี้กอโรคจะทําใหเกิดลําไสอักเสบ การติดเชื้อทางเดิน
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การศึกษาคร้ังนี้ทดสอบประสิทธิภาพของ α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ  
ของสารสกัดจากเปลือกมังคุดตอแบคทีเรียดื้อยาเม่ือใชเดี่ยวๆ และใชรวมกับยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทม 
เชน ยา oxcillin และยา ceftazidime  เนื่องจากยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมเปนยาตานจุลชีพท่ีมีประโยชน
และถูกนํามาใชบอยซ่ึงกลไกการออกฤทธ์ิของยาในกลุมนี้จะยับยั้งการสังเคราะห peptidoglycan ซ่ึงเปน
องคประกอบของผนังเซลล (Laurence et al., 2006) โครงสรางพื้นฐานของยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทม
ประกอบดวย 5-membered thiazolidine ring เช่ือมติดกับ β-lactam ring (รูป 2.3) ชนิดตางๆ ของยาปฏิชีวนะ
กลุมนี้จะถูกกําหนดโดย side chain (R-group) (Tenover, 2006)  
 
 
 
 
 
 
 

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

 
 ยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมประกอบไปดวย 4 กลุมยอย ไดแก ยากลุม penicillin ยากลุม 
cephalosporins ยากลุม carbapenems และยากลุม monobactams สําหรับการศึกษาคร้ังนี้ไดใชยา oxacillin 
และยา ceftazidime ซ่ึงจัดอยูในกลุม penicillins และกลุม cephalosporins ตามลําดับ 
 ยากลุม penicillin เปนยาปฏิชีวนะท่ีมีประสิทธิภาพครอบคลุมมากท่ีสุดและมีความเปนพิษนอยท่ีสุด
ชนิดหนึ่ง อาการไมพึงประสงคท่ีสําคัญท่ีเกิดจากการใชยากลุม penicillins คือ hypersensitivity ยาตางๆ ท่ีถูก
จัดในกลุมนี้จะมีความแตกตางกันท่ี side chain ท่ีไดเกาะกับ 6-aminopenicillanic acid residue อยางไรก็ตาม
ลักษณะของ side chain ท่ีแตกตางกันจะสงผลตอความสามารถในการออกฤทธ์ิของยาท่ีครอบคลุมเช้ือตางๆ 
ความคงทนตอกรดในกระเพาะอาหาร และความไวตอการถูกทําลายจากเอ็นไซมท่ีแบคทีเรียสรางข้ึน (beta-
lactamase)  รูป 2.4 แสดงกลุมของยาท่ีสงผลตอการสังเคราะหผนังเซลล (Harvey et al., 2009)  ยา oxacillin 
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รูป 2.4 Summary of antimicrobial agents that inhibit cell wall synthesis (Harvey et al., 2009) 
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               คุณสมบัติท่ัวไปของยา oxacillin 
 
                             
 
 
 
          

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

                          รูป 2.5  chemical structure and general properties of oxacillin 
 ยากลุม cephalosporins มีคุณสมบัติคลายกับยากลุม penicillins แตมีความคงทนตอเอ็นไซมบีตา   
แลคแทมเมสไดหลายชนิดมากกวา และออกฤทธ์ิครอบคลุมมากกวากลุม penicillins อยางไรก็ตามเช้ือ E. 
coli และสายพันธ Klebsiella จะมีการแสดงออกของเอ็นไซม extended spectrum β-lactamases ท่ีสามารถ
ทําลายยากลุม cephalosporins  ซ่ึงกําลังกลายเปนปญหาในปจจุบัน นอกจากนี้ยากลุม cephalosporins ไม
สามารถออกฤทธ์ิตานเช้ือ enterococci และ L. monocytogenes (Katzung, 2006)  ยา ceftazidime ถูกจัดอยูใน
ยากลุม cephalosporins รุนท่ี 3 ซ่ึงเปนยาก่ึงสังเคราะหท่ีออกฤทธ์ิกวาง ยาชนิดนี้ใหโดยการฉีด ยา 
Ceftazidime จะมีฤทธ์ิในการฆาเช้ือแบคทีเรีย (bactericidal activity) โดยการยับยั้งเอ็นไซมท่ีมีหนาท่ีในการ
สังเคราะหผนังเซลลซ่ึงครอบคลุมแบคทีเรียแกรมลบรวมไปถึงสายพันธท่ีดื้อตอยา gentamicin และกลุม 
aminoglycosides ชนิดอ่ืนๆ นอกจากน้ันยา ceftazidime สามารถตานแบคทีเรียแกรมบวก ยาชนิดนี้มีความ
คงทนตอเอ็นไซม β-lactamase เปนอยางมากซ่ึงเอ็นไซมดังกลาวถูกสรางข้ึนโดยแบคทีเรียแกรมลบและ   
แกรมบวกทําใหสามารถออกฤทธ์ิตานแบคทีเรียหลายสายพันธ ท่ีดื้อตอยา  ampicillin และยากลุม 
cephalosporins อ่ืนๆ ขณะเดียวกันยา ceftazidime สามารถตานเช้ือ Pseudomonas และเช้ือในวงศ 
Enterobacteriaceae ซ่ึงการออกฤทธ์ิของยาชนิดนี้ในการตานเช้ือ Pseudomonas เปนคุณลักษณะของยา 
ceftazidime ท่ีแตกตางจากยากลุม cephalosporins ชนิดอ่ืนๆ ยา ceftazidime มีฤทธ์ิในการฆาแบคทีเรียโดย
การยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลโดยการจับกับ penicillin-binding proteins (PBPs) (Brunton et al., 2010) 
สําหรับโครงสรางทางเคมีและคุณสมบัติท่ัวไปของยา ceftazidime แสดงในรูป 2.6 
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Molecular formular: C22H22H N6O7S2
  

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

                รูป 2.6  chemical structure and general properties of ceftazidime 
 
 แมวาท่ีผนังเซลลของแบคทีเรียทุกชนิดประกอบดวย penicillin-binding proteins (PBPs) แตอยางไร
ก็ตามยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมไมสามารถฆาหรือยับยั้งแบคทีเรียไดทุดชนิดเพระแบคทีเรียมีกลไกท่ี
หลากหลายท่ีทําใหดื้อตอยาเหลานั้นซ่ึงอาจจะเกิดจากปจจัยภายในเซลลของจุลชีพเพราะมีโครงสราง PBPs 
ท่ีเปนเปาหมายของยาเหลานั้นแตกตางกัน นอกจากน้ันสายพันธท่ีไวตอยาปฏิชีวนะอาจจะทําใหเกิดการด้ือ
ยาจากการพัฒนาของ PBPs ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงซ่ึงจะทําใหการจับกับยาปฏิชีวนะลดลง  การเปล่ียนแปลง
ของ PBPs รวมกับการจับกับยาปฏิชีวนะลดลงจะไดรับยีน PBP ระหวางชนิดของแบคทีเรียท่ีแตกตางกัน 
ขณะท่ี 4 ใน 5 ของ PBPs ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงของเช้ือ Streptococcus pneumoniae จะมีการจับกับยา
ปฏิชีวนะลดลงซ่ึงเปนผลของการรวมกันของยีนระหวางสายพันธ (Brunton et al., 2010)  
 แบคทีเรียมีการปองกันตนเองจากภายในตัวเองตอยาปฏิชีวนะโดยหนาท่ีหรือโครงสรางทางชีวเคมี
ท่ีอาจทําใหไมตอบสนองตอการออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะ ขณะเดียวกันแบคทีเรียสามารถด้ือตอยา 1 ใน 2 
ทาง การดื้อยาข้ันแรกเกิดข้ึนโดยการกลายพันธตามธรรมชาติซ่ึงเหตุการณนี้เกิดข้ึนนอยและการดื้อยาอาจจะ
ถูกถายทอดไปยังลูกหลาน อยางไรก็ตามแบคทีเรียสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ ดังนั้นลูกหลานของแบคทีเรียท่ี
ดื้อยาจะไดรับการถายทอดยีนดื้อยา สําหรับการดื้อยาข้ันท่ีสองจะตองถายทอดสารพันธุกรรมระหวาง
แบคทีเรียชนิดเดียวกันหรือตางชนิดกันผานกระบวนการ transduction, transformation และ conjugation 
(ตาราง 2.1) เนื่องจากแบคทีเรียมีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศซ่ึงมันจะมีการแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมโดย
การสราง conjugation bridge จากแบคทีเรียชนิดเดียวกันหรือตางชนิดกัน (รูป 2.7) สําหรับสารพันธุกรรมจะ
อยูในพลาสมิด หรือ transporans และอาจมีการถายทอดยีนท่ีทําใหดื้อตอยาหลายขนานหรือยีนท่ีทําใหดื้อ

 

 

 

 

 

 

 

 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9e/Ceftazidime.svg�
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
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ตาราง 2.1  การถายทอด genetic material ของแบคทีเรีย 

   การถายทอด genetic material ของแบคทีเรีย 
Transduction ไวรัสเปนตวัพา genetic material จากแบคทีเรียตัวหนึ่งไปยัง

แบคทีเรียอีกตวัหนึ่ง 

แบคทีเรียไดรับ genetic material  จากการกินแบคทีเรียท่ีตาย

แลว 

Transformation 

Conjugation                     

(most common) 

แบคทีเรียแลกเปล่ียนและถายทอด genetic material ผานทาง 

plasmid   

ท่ีมา : Roe (2008) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป  2.7  Bacterial conjugation. (Roe, 2008) 

 เ ม่ือยาปฏิชีวนะเขาสู เซลลแบคทีเรีย  ยาจะตองไปจับเปาหมายท่ีมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ี
เฉพาะเจาะจงซึ่งจะไปรบกวนกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลแบคทีเรีย อยางไรก็ตามการเปล่ียนแปลง
ทางดานพันธุกรรมของแบคทีเรียสามารถตอสูกับยาปฏิชีวนะไดหลากหลายรูปแบบ (รูป 2.8) ยีนเหลานั้น
อาจจะสรางเอ็นไซมท่ีทําลายยาหรือปรับเปล่ียนคุณสมบัติทางเคมีของยาทําใหยาไมสามารถออกฤทธ์ิได 
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รูป 2.8  Mechanisms of antibiotic resistance (Roe, 2008).  

 การดื้อยาของแบคทีเรียอาจเกิดข้ึนผานกลไกตางๆ 9 กลไก ดังนี้ 1) แบคทีเรียมีการเอ็นไซมชนิด
ตางๆ ข้ึนมาทําลายยา เชน เอ็นไซม β-lactamases ซ่ึงเอ็นไซมชนิดนี้เปนสาเหตุหลักของการดื้อยาของ
แบคทีเรียตอยากลุม penicillins และยากลุม cephalosporins  การตรวจสอบเอ็นไซมดังกลาวทําไดโดย
การศึกษาลําดับยีนหรือการเรียงสายโปรตีน (Livermore and Brown, 2001) 2) การดัดแปลงไรโบโซมโดย
การเติมหมูเมทิลเพื่อใหยาปฏิชีวนะไมสามารถจับกับไรโบโซมได (Tenover, 2006) 3) การดัดแปลงโปรตีน 
เชน ยาปฏิชีวนะท่ีมีเปาหมายท่ี DNA gyrase การกลายพันธุของ DNA แบคทีเรียอาจจะทําใหการทํางานของ 
gyrase เปล่ียนไปและทําใหแบคทีเรียไมจําเพาะตอยาปฏิชีวนะ นอกจากนี้ Penicillin-binding protein 
(PBPs) ท่ีเกิดข้ึนในผนังเซลลของแบคทีเรียและมีบทบาทสําคัญในการสังเคราะห peptidoglycan โดยปกติ 
PBPs จะจับกับยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมไดเปนอยางดีแตในเช้ือ MRSA การจับกับยาปฏิชีวนะจะลดลง
สงผลใหเกิดการดื้อตอยาปฏิชีวนะซ่ึงเช้ือ MRSA จะมียีน mecA ท่ีเกี่ยวของกับการจับของ PBP หรือท่ีเรียกวา 
PBP2a (Tenover, 2006) 4) Metabolic resistance เชน ยากลุม sulfonamides จะออกฤทธ์ิขัดขวางเอ็นไซมท่ีมี
หนาท่ีในการสรางกรดโฟลิก การด้ือยาในกลุมนี้เกิดข้ึนไดโดยเปล่ียนแปลงเอ็นไซมดวยตัวมันเองเพื่อ
ปองกันการจับของยา sulfonamide ทําใหยาไมสามารถออกฤทธ์ิได (Tenover, 2006) 5) แบคทีเรียมีการสราง
ปมเพ่ือเอายาปฏิชีวนะออกนอกเซลล (Efflux pumps) ซ่ึงเปนกลไกท่ีสําคัญอยางมากในการดื้อยาของ
แบคทีเรียเพราะวาปมจะจดจําสารตางๆ ไดหลากหลาย ขณะเดียวกันพบกลไกเหลานี้ในแบคทีเรียกอโรคท่ี
สําคัญ และกลไกนี้จะเกิดข้ึนรวมกับกลไกการดื้อยาอ่ืนไดเชนกัน (Moreira et al., 2004) ตัวอยางเชน เช้ือ
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รูป 2.9   Bacteria transfer genetic material  (http://www.wiley.com/college/)  
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แหลงท่ีมาของขอมูล  
1. พืชท่ีศึกษา 

ผลมังคุด (Garcinia mangostana L.) ซ้ือมาจากตลาดทองถ่ินในจังหวัดนครราชสีมา ประเทศ 
ไทย ตัวอยางพืชท่ีใชศึกษาในคร้ังนี้ไดรับการพิสูจนเอกลักษณโดยไดรับการรับรองจากหอพันธุไม  กรม
อุทยานสัตวปาและพันธุพืช กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย เปลือกของผลมังคุดท่ีเจริญเติบโตเต็มท่ีไดถูก
สกัดเพ่ือเอาสาร α-mangostin หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ วิธีการสกัดและการระบุเอกลักษณของ
สารไดอธิบายไวในบทนี้. 

2. แบคทีเรียท่ีศึกษา 
แบคทีเรียท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้ประกอบดวย เช้ือ Staphylococcus saprophyticus DMST  

27055 (S. saprophyticus) เช้ือ Enterobacter cloacae DMST 21394 (E. cloacae) เช้ือ Escherichia coli 
DMST 19629 เช้ือ Staphylococcus aureus ATCC 29213 (S. aureus) และเช้ือ Escherichia coli ATCC 
25922 (E. coli) เช้ือดังกลาวเปนเช้ือท่ีแยกจากทางคลินิก การศึกษาคร้ังนี้ไดรับเช้ือดังกลาวมาจาก 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย และ American Type Culture Collection 
(ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา  สําหรับการเตรียมและเก็บรักษา stock culture ซ่ึงเตรียมโดยการเล้ียง
แบคทีเรียดังกลาวในหลอดท่ีมีอาหาร nutrient agar และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําไป
เก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียทุกตัวจะเตรียมและตอเช้ือใหม ทุกๆ 3-4 สัปดาห 
(Eumkeb, 1999) 

3. ยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทมท่ีศึกษา 
ยา oxacillin และ ยา ceftazidime ไดรับมาจาก Sigma, Bristol-Myers 

4. อาหารสําหรับเพาะเล้ียงเชื้อ 
อาหารที่ใชในการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในการศึกษาคร้ังนี้ประกอบดวย Nutrient agar,  

Mueller-Hington broth และ Mueller-Hington agar ซ่ึงอาหารดังกลาวไดส่ังซ้ือมาจากบริษัท Oxiod 
นอกจากนี้สารเคมีท่ีถูกนํามาใชเปนตัวมาตรฐาน เชน α-mangostin ไดส่ังซ้ือมาจากบริษัท Indofine 
chemical company (The flavonoid Company, ประเทศสหรัฐอเมริกา)  สูตรโดยประมาณของอาหารเล้ียงเช้ือ
แตละชนิดมีดังนี้  

4.1 Nutrient agar  
การศึกษาคร้ังนี้ไดใช HiMedia® nutrient agar เพื่อใชเตรียม stock culture และใช 

เพาะเล้ียงเซลลแบคทีเรียเพื่อนําจํานวนเซลล สําหรับสูตรของ Nutrient agar มีดังนี้ 
                 กรัม/ลิตร 

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

4.2 Mueller-Hinton broth (MHB) 
การศึกษาคร้ังนี้ไดใช Difco® Mueller-Hintin broth เพื่อใชในการทดสอบความไวของยา 

ปฏิชีวนะซ่ึงมีสวนผสม ดังน้ี  
         กรัม/ลิตร 

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

 Mueller-Hinton ไดถูกปรับประจุบวกท่ีมีความเขมขนของไอออนท่ีมีประจุบวกสอง (divalent 
cations) ไดแก Ca2+ 20 มิลลิกรัม/ลิตร และ Mg2+ 10 มิลลิกรัม/ลิตร 

4.3 Mueller-Hinton agar 
การศึกษาคร้ังนี้ไดใช Difco® Mueller-Hintin agar เพื่อใชในการทดสอบความไวของยา 

ปฏิชีวนะซ่ึงมีสวนผสม ดังน้ี  
         กรัม/ลิตร 

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

5. สารเคมี 
สารเคมีท้ังท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้สวนใหญเปนสารท่ีมีคุณภาพระดับการใชในหองปฏิบัติการ 
(lab grade) 

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

      ซิลิกา เจล 
  Merck silica gel 60 Art. 7734 (70-230 mesh ASTM) ถูกนํามาใชเปนตัวดูดซับ 

สําหรับคอลัมนโครมาโตกราฟปกติ 
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   Merck silica gel 60 G Art. 7731 และ 60 GF254 Art. 7730 ถูกนํามาใชเปนตัวดดูซับ
สําหรับ preparative TLC. 
   Merck TLC aluminum sheet, silica gel 60 F254 precoated ขนาด 20 ซม. x 20 
ซม. และความหนา 0.2 มม. ถูกนํามาใชในการระบุเอกลักษณของ fractions 

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

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

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

                     UV-Cabinet II                     Camag   
            NMR Spectrometer INOVA 300                 Varian 

  Soxhlet apparatus             Buchi 
  Mixer (Model 5000)                    Buchi 

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

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

      ไปเปตต (1, 5, 10 ไมโครลิตร)  
      กระบอกตวง  (10, 20 ไมโครลิตร)   
      จานเพาะเช้ือ และหลอดทดลอง  
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วิธีการเก็บรวบรวมขอมูล 
1. การสกัดสารจากเปลือกมังคุด 

                 เปลือกของมังคุดถูกทําใหแหงโดยใชเตาอบและทําใหเปนผงโดยใชเคร่ืองปนหลังจากนัน้นําไป 
สกัดโดยใชเคร่ือง Soxhlet extractor โดยใช Hexane, acetone, dichloromethane และ ethanol เปนตัวทํา
ละลาย (1 กก. ของผงเปลือกมังคุดแหง/ตัวทําละลาย 3000 มล. ตอการสกัด 1 คร้ัง ) อุณหภูมิท่ีใชใน
กระบวนการสกัดถูกต้ังไวท่ี 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง  สารสกัดท่ีไดถูกทําใหเขมขนข้ึนโดยใช
เคร่ืองกล่ันระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) จะทําใหไดสารสีน้ําตาลเหนียวขนกึ่งแข็งสําหรับเอทา
นอล (262 กรัม) และอะซีโตน (130 กรัม) และผงสีเหลืองสําหรับ n-hexane (84 กรัม) และ dichloromethane 
(106 กรัม) สารสกัดหยาบที่ไดถูกนําไปแยกสารออกฤทธ์ิโดยใชคอลัมน โครมาโตกราฟ และโครมาโต กรา
ฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography: TLC)  

2. การแยกสารออกฤทธ์ิจากเปลือกมังคุด   
ข้ันตอนสําหรับการแยกสารออกฤทธ์ิจากเปลือกมังคุดโดยอางอิงและปรับเปล่ียนเล็กนอยตาม 

ข้ันตอนของ Chairungsrilerd et al. (1996a); 1996b;1996c), Sakagami et al. (2005) และ Chi et al. (2002)   
สารสกัดหยาบจาก dichloromethane ถูกนําไปแยกตอโดยซิลิกา เจล คอลัมน โครมาโตกราฟ จะไดท้ังหมด 
11 fractions  โดย elute ดวย acetate:hexane ตามอัตราสวนดังนี้ 10:90, 20:80, 30:70,  35:65, 40:60, 45:55, 
50:50, 60:40, 70:30, 80:20 และ 100:0 ตามลําดับ  โดยเก็บ 1000 มิลลิลิตรของแตละ fractions และทําให
เขมขนข้ึนหลังจากนั้นนําไปแยกโดยใชโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (ขนาด 2x5 ซม.2 และใช 
acetate:hexane ในอัตราสวน 1:1 เปนสารละลายตัวนําพา )   สําหรับ fraction 3 ถูกยืนยันโดยใช HPLC และ
ทําใหบริสุทธ์ิตอดวย โครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Hexane:acetone ในอัตราสวน 2:1) จะทําใหไดสารออก
ฤทธ์ิหลักซ่ึงมีผลึกสีเหลือง   สารท่ีไดนี้ ทําใหบริสุทธ์ิโดยใชโครมาโตกราฟแบบแผนบางดวย 
dichloromethane:hexane ในอัตราสวน 50:50 โดยทําภายใตแสงยูวี และนําไปยืนยันทางโครงสรางตอดวย 
NMR ท่ีศูนยเคร่ืองมือวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ขณะเดียวกันนําไป
เปรียบเทียบโครงสรางกับการศึกษาท่ีไดมีรายงานกอนหนานี้ 

3. การเตรียมสารและเตรียมเชื้อท่ีทดสอบ 
การเตรียมสารละลายของยาปฏิชีวนะท่ีนํามาทดสอบโดยการละลายยา oxacillin และยา  

ceftazidime ในน้ําท่ีผานการฆาเช้ือ (sterile water) (1 มก./มล.)    
       สารละลาย (10% dimethylsulfoxide ในน้ํา) ของสารสกัดหยาบ และ/หรือ α-mangostin หรือ
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ (สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2, สารสกัด fraction 3 และα-mangostin) จาก
เปลือกมังคุดเดี่ยวๆ หรือผสมกับยาปฏิชีวนะท่ีนํามาศึกษาไดเตรียมดวยวิธี doubling dilution ดวยน้ําท่ีผาน
การฆาเช้ือเพ่ือปรับความเขมขนใหไดตามท่ีตองการ  
     นําแบคทีเรียท่ีศึกษาไปเพาะเล้ียงในอาหาร nutrient broth 100 มล. เปนเวลา 18 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นําเซลลท่ีเพาะเล้ียงแลวไปปนเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที และนําสวนท่ี
ตกตะกอน (pellets) มาลางดวยน้ําเกลือ หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกคร้ังและ suspend เซลลอีกคร้ังดวย
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4. Bacterial suspension standard curve 
    ในการทํา bacterial suspension standard curve มีข้ันตอน ดังนี้ 
     แบคทีเรียแตละชนิดถูกเพาะเล้ียงในอาหาร Mueller-hinton broth  100 มล. นําเซลลแบคทีเรียท่ี 

เพาะเล้ียงไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง นําเซลลแบคทีเรียไปปนเหวี่ยงท่ี 4,000 
รอบ/นาที และนําสวนท่ีตกตะกอนไปลางสองคร้ัง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกคร้ังท่ี 4,000 รอบ/นาที 
เปนเวลา 10 นาที  ทําใหเซลลแขวนลอยโดยใช 0.9 % NaCl 50 มล. และทําใหเซลลเบคทีเรียเจือจางแลว
นําไปวัดคา O.D. โดยใชเคร่ือง  spectrophotometer ในชวงการดูดกลืนแสง (Absorbance) อยูระหวาง  0.05-
0.25 ท่ีความยาวคล่ืน 500 นาโนเมตร การนับปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตของแตละชวงการดูดกลืนแสงโดยใช 
Overdried agar plate counting method และทดสอบซํ้า 3 คร้ัง (Eumkeb, 1999; Richards et al., 1993) 
 

5. การหาคาความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (MICs) 
Broth dilution method ถูกนํามาใชเม่ือตองการทดสอบแบคทีเรียจํานวนไมมาก หรือเม่ือ 

ตองการหาคา MIC ท่ีแมนยํา การทําใหความเขมขนของยาปฏิชีวนะลดลงคร่ึงหนึ่ง (two-fold dilution) ถูก
นํามาใชเพ่ือเตรียมปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมและปริมาณเช้ือท่ีเหมาะสม (โดยท่ัวไป 100,000 
เซลลแบคทีเรีย) ใสลงไปในแตละหลอด หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง สําหรับจุดสุดทายท่ีนํามาพิจารณาเปน MICs ของยานั้นคือจุดท่ีไมเห็นความขุน สําหรับหลอดท่ีไมมี
เช้ือ กลาวคือ มีเฉพาะอาหารเล้ียงเชื้อรวมกับยาปฏิชีวนะและมีเฉพาะอาหารเล้ียงเช้ืออยางเดียวถูกนํามาใช
เปนหลอดควบคุมท่ีปลอดเชื้อ ขณะเดี่ยวกันหลอดท่ีมีเช้ือแบคทีเรียแตไมมียาปฏิชีวนะถูกนํามาใชเปนตัว
บงช้ีการมีชีวิตของเช้ือแบคทีเรียในกรณีท่ีการอานจุดที่ไมมีความขุนผิดพลาด (Greenwood, 2000) 
        การหาคา MICs โดยใชวิธี agar dilution นั้นเร่ิมโดยการเข่ียเช้ือจาก stock culture แลวเพาะเล้ียง
ไปยัง Mueller Hinton broth และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากน้ันเตรียม 
bacterial suspension โดยปรับความหนาแนนของเซลลดวยน้ําเกลือ (0.9 % NaCl) ใหไดประมาณ 1 x 108 
CFU/mL  โดยใชการคาการดูดกลืนแสงเปรียบเทียบกับ bacterial suspension standard curve  หลังจากนั้นนํา
ช้ือท่ีไดปรับความเขมแลว 0.1 มล. ของเช้ือแตละสายพันธุท่ีทดสอบใสลงไปในท้ัง 3 หลอดท่ีมี 0.90 มล. 
ของอาหารเล้ียงเช้ือ (Mueller-Hinton broth) รวมกับยาปฏิชีวนะท่ีไดปรับความขนเพื่อใหไดปริมาณเช้ือ 1 x 
107 CFU/mL  หลอดท่ีมีอาหารแตไมมียาปฏิชีวนะถูกนํามาใชเปนหลอดควบคุมของแบคทีเรียท่ีทดสอบ นํา
เช้ือท่ีไดเพาะเล้ียงปริมาณ 2 ไมโครลิตรหยดลงบนผิวของวุนโดยใช replicator ท่ีมีขนาด 3 มม(mm) pins 
ดังนั้นความเขมขนสุดทายของเชื้อบนวุนจะมีประมาณ 104 CFU/จุด หลังจากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 
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6. Checkerboard determination 
การใชยาตานจุลชีพรวมกันมากกวา 1 ชนิดไดถูกเลือกมาใชดวยเหตุผลหลายประการ เชน ลด 

ความเปนพิษของยาโดยลดขนาดยาของยาตานจุลชีพลง 2 ตัวหรือมากกวาและมีการเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ออกฤทธ์ิแตไมกอใหเกิดพิษ หรือลดการพัฒนาการดื้อตอยา 1 ตัว (Swan and Manivannan, 2002) การใชวิธี 
checkerboard เปนวิธีท่ีคอนขางงายในการทําและใชเวลาทดสอบเพียงแค 24 ช่ัวโมงเทานั้น  การเจือจางยา
ตานจุลชีพอาจจะใชเขมขนท่ีทดสอบต่ํากวาระดับท่ีไมสามารถทําใหเกิดการเสริมฤทธ์ิ (Eumkeb, 1999; 
Lorian, 1999) 
       วิธี checkerboard ในการใชยาปฏิชีวนะรวมกันไดทําตามวิธีของ Sabath (1967) และมีการ
ปรับเปล่ียนเล็กนอย (Eumkeb, 1999) ยาตานจุลชีพ “A”  และยาตานจุลชีพ “B” ถูกทําใหเจือจางลง ½ ของ 
MICs ของมัน วิธี checkerboard ไดทําโดยใช agar dilution method ซ่ึงกลาวดังตอไปนี้ 
   แบคทีเรียท่ีนํามาทดสอบถูกเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ปรับ bacterial suspension ดวยน้ําเกลือ (0.9 % NaCl) ใหไดประมาณ 1 x 108 CFU/mL  
โดยใชการคาการดูดกลืนแสงเปรียบเทียบกับ bacterial suspension standard curve  หลังจากนั้นนําช้ือท่ีได
ปรับความเขมแลว 0.1 มล. ของเช้ือแตละสายพันธุท่ีทดสอบใสลงไปในท้ัง 3 หลอดท่ีมี 0.90 มล. ของอาหาร
เล้ียงเช้ือ (Mueller-Hinton broth) และรวมกับยาปฏิชีวนะท่ีไดปรับความขนเพื่อใหไดปริมาณเช้ือประมาณ 1 
x 107 CFU/mL  หลอดท่ีไมมียาปฏิชีวนะถูกนํามาใชเปนหลอดควบคุมของแบคทีเรียท่ีทดสอบ นําเช้ือท่ีได
เพาะเล้ียงปริมาณ 2 ไมโครลิตรหยดลงบนผิวของวุนโดยใช replicator ท่ีมีขนาด 3 มม(mm) pins ดังนั้น
ความเขมขนสุดทายของเช้ือบนวุนจะมีประมาณ 104 CFU/จุด หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 16-24 ช่ัวโมง โดยทําซํ้า 3 คร้ัง  หาคา MICs ของการใชยาตานแบคทีเรียแตละตัวและ
สรางกราฟ isobolograms สําหรับการคํานวณหาดัชนี FIC สําหรับการรวมกันของตานแบคทีเรียแตละตัว
สามารถคํานวณไดตามสมการดังตอไปนี้  
 FIC  =         Conc.of A in MIC of A+B   +   Conc.of B in MIC of A+B 

                               MIC of A alone                          MIC of B alone    

 FIC (A+B)  ≤ 0.5   เสริมฤทธ์ิกัน 
FIC (A+B)  > 0.5-4.0  ไมมีปฏิกิริยาระหวางยา 
FIC (A+B)  > 4.0   ตานฤทธ์ิกัน 

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

7. Killing curve determinations 
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การนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตเพื่อทําเปน killing curve ไดทําตามวิธีท่ีไดอธิบายไวกอนหนานี้  
(Richards et al., 1993) และมีการดัดแปลงเล็กนอย (Eumkeb, 1999) โดยใชอาหารเล้ียงเช้ือปริมาณ 100 มล. 
จากนั้นใหเช้ือแบคทีเรียดื้อยาปริมาณ 5 x 106 CFU/mL สัมผัสกับยาตานแบคทีเรียท้ังใชเดี่ยวๆ และใช
รวมกับยาปฏิชีวนะที่ความเขมขน ¼ ของ MICs ของสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2, fraction 3, และα-
mangostin (สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด) อุณภูมิท่ีใชในการบมเช้ือคือ 37 องศา
เซลเซียส  หลังจากท่ีสัมผัสสารเปนเวลา 0, 0.5, 1, 2, 4,6  และ 24 ช่ัวโมง ตอมานําเช้ือท่ีสัมผัสยาปฏิชีวนะแต
ละชวงเวลาไปเล้ียงบนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหาร Mueller-Hinton agar จํานวน 4 จานตอหน่ึงชวงเวลาและ
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนับจํานวนเซลลท่ีเจริญเติบโต คาท่ี
ต่ําสุดท่ีสามารถนับไดคือ 103 CFU/mL  เซลลและความเขมขนของตัวทําละลายท่ีใกลเคียงกันถูกนํามาใช
เปน positive control (Iain et al. 2000) 
 

8. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission electronmicroscopy; TEM) 
การเตรียมเซลล 
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะ สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α- 

mangostin ตอโครงสรางเซลลของเช้ือ oxacillin-resistant S. saprophyticus โดยไดทําตามข้ันตอนดังตอไปนี้ 
       เช้ือ S. saprophyticus ในอาหาร Mueller-Hinton broth ถูกนําไปบมเปนเวลา 18 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําเช้ือท่ีบม 2.0 มล.ไปเพาะเล้ียงในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มล. ท่ี
บรรจุอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller Hinton broth 98 มล. แลวนําไปวางในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ัน (water 
bath shaking) ท่ีอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง นําเซลลไป
ปนเหวี่ยงท่ี 4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที แลวลางเซลล 2 คร้ังดวย 0.9% NaCl หลังจากนั้นนําเช้ือท่ีมี
ความเขมขน 5 x 107 CFU/mL ปริมาณ 10 มล. ใน 0.9 % NaCl ไปเพาะเล้ียงในขวดรูปชมพูซ่ึงแตละขวดจะ
มีอาหารเล้ียงเช้ือ Mueller-hinton broth และยาตานแบคทีเรียรวมกัน 90 มล. โดยความเขมของยาตาน
แบคทีเรียท่ีใชคือ ¼   MICs ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3, α-mangostin และยาปฏิชีวนะจะทําให
ไดความเขมขนสุดทายของเซลลแบคทีเรียประมาณ 5 x 106 CFU/mL สําหรับขวดท่ีมีเช้ือ S. saprophyticus 
ใน Mueller-hinton broth 90 มล. โดยไมมียาตานแบคทีเรียถูกนํามาใชเปนตัวควบคุม สําหรับขวดท่ี
เพาะเล้ียงรวมกันระหวางสารออกฤทธ์ิจากเปลือกมังคุดสกัดรวมกับยาปฏิชีวนะและขวดควบคุมถูกนาํไปบม
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ันท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที เปนเวลา 4 
ช่ัวโมง (Richards and Xing, 1994; Richards et al., 1993)   
 เช้ือ S. saprophyticus ท่ีไดเพาะเล้ียงถูกนําไปปนเหวี่ยงท่ี 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและเทสวน supernate ท้ิง หลังจากนั้นตรึง (fix) สวนท่ีเปน pellets ดวย 
glutaraldehyde 8% v/v ใน phosphate buffer 0.1 M (pH 7.2) เปนเวลา 1 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
และนําไปตรึงตอใน glutaraldehyde 4% v/v ใน phosphate buffer 0.1 M (pH 7.2) เปนเวลา 4 ช่ัวโมงท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากลางใน buffer แลว suspend แบคทีเรียใน osmium tetroxide (OsO4) 
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9. การซึมผานของเยื่อหุมเซลลชั้นนอกและเยื่อหุมไซโตพลาสมิก 

9.1 การซึมผานของเยื่อหุมเซลลชั้นนอก (Outer membrane permeability) 
การทดสอบฤทธ์ิในการตานแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (สารสกัดหยาบ CH2Cl2,  

fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชเดี่ยวและใชรวมกับยาปฏิชีวนะตอการทํางานของเยื่อหุมเซลลช้ันนอก
ในการควบคุมการซึมผานของสารซ่ึงข้ันตอนในการทดสอบมีดังตอไปนี้ 

       นําเซลลแบคทีเรียไปเพาะเล้ียงในอาหาร MHB 100 มล. ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
18 ช่ัวโมง แลวนําเช้ือท่ีไดเพาะเล้ียง 10 มล. ไปใสในขวดรูปชมพูท่ีมีอาหาร MHB 90 มล. หลังจากนั้นนําไป
ใสในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ันท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที เปน
เวลา 4 ช่ัวโมง นําเช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบ (5 x 106 CFU/mL ) ปริมาณ 10 มล. ใสลงไปในขวดรูปชมพูซ่ึงแต
ละหลอดประกอบดวย 90 มล. ของอาหาร MHB รวมกับ สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 หรือ α-
mangostin หรือเม่ือใชรวมกับยาปฏิชีวนะที่ความเขมขน ¼  MICs ของแตละตัวจะไดความเขมขนสุดทาย
ประมาณ 5 x 105 CFU/mL ขวดควบคุมจะมีเฉพาะอาหาร MHB 90 มล. โดยไมมียาปฏิชีวนะ นําขวดท้ังหมด
ไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ัน (Eumkeb, 1999; 
Richards et al., 1993) หลังจากนั้นเก็บเซลลโดยการปนเหวี่ยงท่ี  4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ตามดวย
ลางเซลล 2 คร้ังใน 0.9% NaCl 10 มล. แลว resuspend ใน sodium phosphate buffer และปรับใหไดชวง
ดูดกลืนแสง 0.1-0.2 ท่ี 500 นาโนเมตร เติม Triton X-100 (TTX-100) ท่ีความเขมขนสุดทาย 300 
ไมโครกรัม/มล. ลงไปในแตละหลอด สําหรับหลอดท่ีไมไดเติม TTX-100 ใชเปนหลอดควบคุม (Eumkeb, 
1999)  
         9.2 การซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิก (Cytoplasmic membrane permeability) 
               การซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกถูกทดสอบการวัดความสามารถของสารสกัดท่ีมีตอ CM
ทําใหเห็นการทํางานของเอ็นไซม β-galactosidase ในแบคทีเรียโดยใช ortho-nitrophenylgalactoside 
(ONPG) เปน substrate สําหรับข้ันตอนในการเตรียมตัวอยางถูกเตรียมเชนเดียวกับการทดสอบการซึมผาน
เยื่อหุมช้ันนอก หลังจากนั้นนําเซลลท่ีไดเพาะเล้ียง 0.5 มล. ยายจากแตละขวดท่ีเวลา 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 
ช่ัวโมง ตัวอยางดังกลาวจะถูกทําใหเจือจางเปน 1.0 มล. ดวย buffer สําหรับการทํางานของเอ็นไซมถูกวัด
โดยใช ONPG (Marri, 1996; Miller, 1972; Shimeld and Rodgers, 1999) ซ่ึงมีข้ันตอนดังนี้ 
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       ความหนาแนนของเซลลท่ีไดถูกเจือจางใน buffer ถูกวัดโดยการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร 
และใส ONPG (4 มก./มล.) ปริมาณ 0.2 มล. ลงไปในแตละหลอดและเขยาสักครู หลังจากนั้นนําแตละหลอด
ไปใสในอางน้ําควบคุมคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สําหรับเวลาในการเกิดปฏิกิริยาถูกวัดโดย
ใชนาฬิกาจับเวลาและหยุดการเกิดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลาย 1 M Na2CO3 ปริมาณ 0.5 มล. หลังจากท่ีมี
สีเหลืองเกิดข้ึน การดูดกลืนแสงของแตละหลอดถูกวัดท่ี 420 นาโนเมตร ขณะเดียวกันใช Toluene 50 
ไมโครลิตร/มล.  เปนตัวควบคุม (Eumkeb, 1999) 
 

10.  Electrophoresis 
10.1 การสกัดโปรตีนท่ีสัมพันธกับ peptidoglycan ของเยื่อหุมเซลลแบคทีเรีย 
        การทดสอบฤทธ์ิในการตานแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (สารสกัดหยาบ  

CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชเดี่ยวและใชรวมกับยาปฏิชีวนะตอเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย
และโปรตีนท่ีสัมพันธกับ peptidoglycan (Bacterial membrane and peptidoglycan associated protein; 
BMPG) ซ่ึงมีข้ันตอนในการทดสอบดังนี้ 
                เพาะเล้ียงเช้ือ S. saprophyticus ในอาหาร MHB 100 มล. และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเชื้อปริมาณ 8.0 มล. ไปเพาะเล้ียงตอในขวดรูปชมพูท่ีมีอาหาร 
MHB 192 มล. แลวในไปวางในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบส่ันท่ีมีอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที เปนเวลา 4 
ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นนําเช้ือท่ีทดสอบ (5 x 106 CFU/mL) ปริมาณ 100 มล. ไป
เพาะเล้ียงตอในขวดรูปชมพูท่ีมีอาหาร MHB และความเขมขน ¼  MICs ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, 
fraction 3, α-mangostin หรือ ยาปฏิชีวนะรวมกัน 100 มล. สําหรับขวดท่ีมีอาหาร MHB 100 มล. โดยไมมี
ยาตานแบคทีเรียถูกนํามาใชเปนตัวควบคุม หลังจากนั้นนําแตละขวดไปใสในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบ
ส่ันท่ีมีอัตราการแกวง 100 คร้ัง/นาที เปนเวลา 4 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดถูกนํามาทดสอบเม่ือใชเดี่ยวๆ หรือใชรวมกับยาปฏิชีวนะท่ี ¼ MIC ใน
การตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีไดแยกจากคลินิก (Eumkeb, 1999; Richards and Xing, 1994; Richards et 
al., 1993) 
   เก็บเซลลแบคทีเรียท่ีไดเพาะเล้ียงดังกลาว 20 มล. และนําไปปนเหวี่ยง (6,000 g เปนเวลา 
15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) และลางเซลล 2 คร้ังดวย N-2-hydroxyethyl piperazine-N-
ethanesulphonic acid (HEPES) buffer (10 mM, pH 6.8) จากน้ัน resuspend เซลลแบคทีเรียดวยน้ํากล่ัน 10 
มล. และทําใหเซลลแตกโดยการ sonication (3 x 60s with 30s cooling period between each burst) ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เซลลทีไมแตกจะถูกเอาออกโดยการปนเหวี่ยงท่ี 5,000 g เปนเวลา 5 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและเอาสวนท่ีตกตะกอน (pellet) ท้ิง 
  นําเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียและ peptidoglycan ออกมาโดยการปนเหวี่ยงท่ี 40,000 g เปนเวลา 
60 นาที แลวลางเซลล 2 คร้ังดวยน้ํากล่ันท่ีกอปรดวย phenyl methyl sulphonyl fluoride (PMSF) 2 มก./มล.  
จากน้ันนํา BMPG ท่ีน้ําหนักเทากันท่ีสกัดไดจากจาก S. saprophyticus ไป resuspend ในนํากล่ันท่ีมี PMSF 
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  Bovine serum albumin (จาก Sigma) ถูกนํามาใชเปนโปรตีนมาตรฐาน สําหรับโปรตีนท่ี
สกัดไดจะถูกเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส และทําใหเจือจางอีกคร้ังใน buffer กอนท่ีจะมาแยก
โปรตีนดวย SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  โปรตีนท่ีสกัดไดจะถูกเก็บไวนานกวา 
2 เดือนภายใตสภาวะดังกลาว (Eumkeb, 1999) 
 
        10.2 SDS-PAGE 
                SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ถูกนํามาใชในระบบเจลที่มี 
stacking gel 4 % และมี separating gel 15%   สําหรับ BMPG ท่ีสกัดไดจะถูกผสมกับ sample buffer ท่ีมี 
Tris-HCL buffer 0.125 M,  pH 6.8, 0.04 MNa2EDTA (Sigma), 4% (w/v) SDS,  10% (w/v) β-
mercaptoethanol 20% (v/v) glycerol and 0.1% (w/ v) bromophenol blue (Sigma) และตมใหเดือดเปนเวลา 
5 นาที ขณะเดียวกันการทํา Electrophoresis จะทําท่ี 8 mA/เจล สําหรับ stacking gel และ 15 mA/เจล สําหรับ 
separating gel เพื่อเพิ่มความคมชัดบริเวณ subtyping areas ท่ีสําคัญของเจล หลังจากทํา electrophoresis จะ
ยอม separating gel ดวย Coomassie Brilliant Blue เปนเวลา 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหองและผสมใหเขากันเบาๆ  
หลังจากนั้นเร่ิมตนการถอดสีท่ียอม (destaining) ดวย  ethanol 45% และสารละลาย  acetic acid 10% (v/v) 
ตามดวยการถอดสีสุดทายดวย สารละลาย  acetic acid 7%  สําหรับโปรตีนมาตรฐานท่ีถูกนํามาใชเปน 
molecular mass makers ไดแก myoglobin (17,200), carbonic anhydrase (30,000), ovalbumin (42,700), 
albumin (66,250) and ovotransferrin (76,000-78,000) (Eumkeb, 1999) 
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บทที่  3 
ผลการวิจัย 

3.1 คุณสมบัติของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและผลผลิตจากสารสกัดจากเปลือกมังคุด  (Garcinia 
mangostana Linn.)  

เคร่ืองสกัด Soxhlet extractor ถูกเลือกมาใชเพื่อท่ีจะสกัดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากเปลือก 
ของG. mangostana Linn  สําหรับเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน อะซีโตน และเอทานอล ถูกนํามาใชเปนสารสกัด
เนื่องจากมีความปลอดภัยและความสามารถในการละลายสารที่อิสระ นอกจากน้ียังมีประสิทธิภาพที่ดีของ
ตัวทําละลายดังกลาวในการทําลายผนังเซลลของพืช่ึงจําใหไดสารท่ีอยูภายในเซลลจํานวนมาก ความบริสุทธ์ิ
ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ถูกวิเคราะหโดยใช HPLC และระบุโครงสรางของ
สารโดยใช NMR spectra และเปรียบเทียบกับการศึกษาท่ีผานมา 
      3.1.1 การระบุเอกลักษณของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีอยูในสารสกัดจากเปลือกมังคุดโดยใช 
HPLC   

 

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

รูป 3.1  HPLC chromatograms of standard α- mangostin obtained from Indofine chemical (A), Fr3 extract 
(B), CH2Cl2 crude extract (C)  and α-mangostin extract (D) 
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             การใช HPLC รวมกับ gradient elution ไดถูกนํามาใชเพื่อระบุชนิดของสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด สารผสมกรดฟอรมิก 0.2 % ใน acetonitrile จะใหการแยกดวยโครมา
โตกราฟเหมาะสมท่ีสุดในการแยก α-mangostin และสารอ่ืนๆ ในสารสกัด (รูป 3.1) ความยาวคล่ืนท่ี 240 
นาโนเมตรถูกนํามาใชในการวัดท้ังหมดเนื่องจากเปนชวงท่ีสามารถดูดกลืนไดมากท่ีสุด สําหรับ HPLC โคร
มาโตแกรมของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ท่ีไดสกัดแสดงรูปแบบท่ีคลายกันกับ 
peak หลักของ α-mangostin ท่ี retention time 5.333 นาที (รูป 3.1 A) 5.289 นาที (รูป 3.1 B)  5.267 นาที 
(รูป 3.1 C) และ 5.258 นาที (รูป 3.1 D)  ตามลําดับ เอกลักษณของ peak ของ α-mangostin ในโครมาโต    
แกรมไดยืนยันดวย α-mangostin มาตรฐานท่ีไดรับมาจาก Indofine chemical company (รูป 3.1 A) 
  การใช HPLC สามารถถูกนํามาใชในการหาปริมาณของ α-mangostin ในสารสกัดจาก
มังคุด (Yodhnu et al., 2009) นอกจากนั้น HPLC ยังสามารถพิสูจนความแมนยํา ความเฉพาะเจาะจง ความไว
และความถูกตองในการทดสอบหาปริมาณของสารสกัดและผลิตภัณฑจากเปลือกมังคุด (Pothitirat, 2008)  

การทําใหเห็นโครงสรางท่ีชัดเจนของ α-mangostin โดยใช NMR           3.1.2 
      สาร α-mangostin มีลักษณะเปนผงสีเหลืองถูกจัดอยูในกลุม xanthone โครงสราง
ประกอบดวยพันธะคู 2 อันซ่ึงไวตอการเติมไฮโดรเจน มี 1  methoxyl group และ 3 hydroxyl group ซ่ึงได
แสดงในรูป 3.2 ตาราง 3.1 และ 3.2 แสดงขอมูล 1H NMR และ 13C NMR ของ α-mangostin ท่ีไดสกัด
เปรียบเทียบกับการศึกษาท่ีผานมา (Ee et al., 2006) 
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รูป 3.2  Structure of α-mangostin from NMR chromatogram reported by Ee et al. (2006) 
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ตาราง 3.1  The 300 MHz 1H NMR (acetone-d6) spectral data of α-mangostin 
Chemical Shift 

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

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

 

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

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

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

ผลการศึกษา bacterial suspension viable count standard curve สําหรับเช้ือ Staphylococcus  
saprophyticus DMST 27055 ท่ีดื้อตอยา oxacillin (oxacillin-resistant S. saprophyticus; ORSS) เช้ือ 
Escherichia coli DMST 19629 ท่ีดื้อตอยา ceftazidime (ceftazidime-resistant E. coli; CREC)  เช้ือ 
Enterobacter cloacae DMST 21394 ท่ีดื้อตอยา ceftazidime (ceftazidime-resistant E. cloacae; CREnC) เช้ือ 
Staphylococcus aureus ATTC 29213 ท่ีไวตอยา oxacillin (oxacillin-susceptible Staphylococcus aureus; 
OSSA)  และเช้ือ Escherichia coli ATCC 25922 ท่ีไวตอยา ceftazidime (CSEC) ไดแสดงในรูป 3.5 ถึง รูป 
3.9  
 รูป 3.5 ถึงรูป 3.9 ช้ีใหเห็นวาเช้ือ ORSS, CREC, CREnC, OSSA และ CSEC ท่ีความเขมขน
ประมาณ 1 x 108 CFU/mL มีคาการดูดกลืนแสงดังนี้  0.19, 0.15, 0.14, 0.12 และ 0.10 ตามลําดับ วิธีดังกลาว
นี้ไดทําเพื่อนับจํานวนเซลลแบคทีเรียท่ีแนนอน 
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Absorption of bacterial suspension viable count 
standard curve of S. saprophyticus DMST 27055 

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

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

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

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

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

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

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

 

Susceptibility (MIC) Bioactive 
compounds 
(μg/mL) 

S. 
saprophyticus  
DMST  
27055 

S. aureus 
ATCC 29213  
(sensitive 
strain) 

E. coli   
DMST 
19629 

E. coli  ATCC  
25922 
(sensitive 
strain) 

E. cloacae    
DMST 
21394 

E. coli  ATCC 
25922 
(sensitive 
strain) 

Crude extract 
(CH2Cl2)   

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

 Fr3            31 7 >10,000 >10,000 >10,000 >10,000 
α-mangostin  8 4 >1,024 >1,024 >1,024 >1,024 
Ceftazidime   - - >1,024 8 >1,024 8 
Oxacillin       128 2 - - - - 
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 ผลดังกลาวไดแสดงใหเห็นวาคา MIC ของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด
และยาปฏิชีวนะท่ีนํามาทดสอบในการตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก 
เช้ือ E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime  เช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา ceftazidime  เช้ือ S. aureus ท่ีไวตอยา 
oxacillin และ เชื้อ E. coli ท่ีไวตอยา ceftazidime ซ่ึงทดสอบโดยวิธี Agar dilution  

ยา Oxacillin เดียวๆ มีฤทธ์ิเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก 
และเช้ือ S. aureus ท่ีไวตอยา oxacillin (OSSA) ท่ีแยกทางคลินิกโดยมีคา  MICs เทากับ 128 และ 2 �g/mL 
ตามลําดับ  สําหรับ MIC ของยา oxacillin ตานเช้ือ OSSA แสดงใหเห็นวาเช้ือยังไวตอยาดังกลาว (Clinical 
Laboratory Standards Institute, 2013)  ยา ceftazidime เดี่ยวๆ มีฤทธ์ิตานเช้ือ E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime 
เช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา ceftazidime และเช้ือ เช้ือ E. coli ท่ีไวตอยา ceftazidime ท่ีไดแยกทางคลินิกพบวา
มีคา MICs >1024, >1024 และ 8 �g/mL ตามลําดับ ในทํานองเดียวกัน MIC ของยา ceftazidime ตานเช้ือ 
CSEC พิสูจนแลววาเช้ือยังไวตอยาดังกลาว (Clinical Laboratory Standards Institute, 2013) 

คา MIC ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และα- mangostin ตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อ
ตอยา oxacillin (ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก คือ 50, 31 และ 8 �g/mL ตามลําดับ ในขณะท่ีคา MIC ของสาร
สกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และα- mangostin ตานเช้ือ E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime  ท่ีไดแยกทาง
คลินิกมีคาอยูท่ี  >10,000, >10,000 และ >1,024 �g/mL ตามลําดับ (ซ่ึงมีคาเทากับ MICs ตอเช้ือ E. cloacae 
ท่ีดื้อตอยา ceftazidime และ E. coli ท่ีไวตอยา ceftazidime)  

ผลท่ีไดดังกลาวบงช้ีใหเห็นวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (α- 
mangostin) มีฤทธ์ิตานเช้ือ ORSS สูงกวายา oxacillin เดี่ยวๆ  แมวายา ceftazidime และสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดไมไดยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบท่ีนํามาทดสอบ ซ่ึง
ผลดังกลาวไมสอดคลองกับจากการศึกษาของ Iikubo et al. (2002) ท่ีพบวาสารสกัดนี้มีฤทธ์ิตานแบคทีเรีย
ตานเช้ือ  Helicobacter pylori ซ่ึงเช้ือดังกลาวเปนแบคทีเรียแกรมลบ  อยางไรก็ตามผลท่ีไดเหลานั้น
สอดคลองกับผลการศึกษาของ Iinuma et al. (1996) และChomnawang et al. (2009) ท่ีพบวาสารสกัด
ดังกลาวสามารถยับยั้งเช้ือ MRSA, Staphylococcus epidermidis และ Propionibacterium strains. 

โดยท่ัวไปแบคทีเรียแกรมลบดื้อยาซ่ึงพบมากในยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแลคแทม ซ่ึงเหตุผลนั้นนาจะ
เปนผลมาจากความแตกตางทางโครงสรางของผนังเซลลระหวางแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ
โดยท่ีแบคทีเรียแกรมลบมีโครงสรางหลายช้ันและมีความซับซอน เยื่อหุมช้ันนอกทําหนาท่ีปองกันสารตางๆ
จากส่ิงแวดลอมรวมท้ังยาปฏิชีวนะ (Eumkeb and Richards, 2004)  
3.4 Checkerboard determination 
เหตุผลท่ีสนับสนุนการใชยาตานจุลชีพรวมกันเพื่อท่ีจะลดการดื้อยา ลดความเปนพิษท่ีสัมพันธกับขนาดยา 
และลดการติดเช้ือแบคทีเรียหลายชนิด (Lorian, 1999) ท่ีผานมานักวิจัยไดรายงานการออกฤทธ์ิตาน
แบคทีเรียจากพืชและใชรวมกันกับยาปฏิชีวนะสามารถตานท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (Darwish 
et al., 2002; Liu et al., 2000) สําหรับเช้ือ S. saprophyticus DMST 27055 ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS) ท่ีได
แยกทางคลินิกไดเลือกมาทดสอบในการศึกษาน้ี โดยสารสกัดหยาบ fraction 3 และ α- mangostin ถูกผสม
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ตาราง 3.4  Summary the FICs for checkerboard assay of  β-lactams used alone and in combination with 
bioactive compounds from the pericarp of GML extract against the drug resistant bacteria 

Test bacteria Combination of 
agents 

MIC 
(μg/ml) 

MIC (A+B) FIC index 
value 

0FIC  index  
 

Oxacillin  
Crude extract  

128 
50 

16 
6.25 

0.25 synergism 

Oxacillin                
Fr3 

128 
31 

16 
3.875 

0.138 synergism 

S. 
saprophyticus 
DMST  
27055 

Oxacillin  
α-mangostin 

128 
8 

16 
2 

0.375 synergism 

Ceftazidime 
Crude extract  

>1,024 
>10,000 

>1,024 
>10,000 

>2 no interaction or 
antagonism 

Ceftazidime  
Fr3 

>1,024 
>10,000 

>1,024 
>10,000 

>2 no interaction or 
antagonism 

E. coli 
DMST 19629 

Ceftazidime  
α-mangostin 

>1,024 
>1,024 

>1,024 
>1,024 

>2 no interaction or 
antagonism 

Ceftazidime 
Crude extract 

>1,024 
>10,000 

>1,024 
>10,000 

>2 no interaction or 
antagonism 

Ceftazidime  
Fr3 

>1,024 
>10,000 

>1,024 
>10,000 

>2 no interaction or 
antagonism 

E. cloacae 
DMST 21394 

Ceftazidime α-
mangostin 

>1,024 
>1,024 

>1,024 
>1,024 

>2 no interaction or 
antagonism 

 
ผลการทดสอบ checkerboard ไดแสดงในตารางท่ี 3.4  ซ่ึงการออกฤทธ์ิเสริมกันระหวางสารออก

ฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดและยาปฏิชีวนะท่ีนํามาทดสอบเพ่ือตานเช้ือ S. saprophyticus 
ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS)  เช้ือ E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime และ เช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา ceftazidime 
สําหรับคา FIC (Fractional inhibitory concentration) ของการรวมกันของยาแตละชนิดจะถูกคํานวณตามที่
ไดอธิบายไวในบทที่ 2 
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oxacillin (μg/ml)

01124 8 16 32 64 128

cr
ud

e 
ex
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ct
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m
l)

50.00

25.00

12.5012.5012.5012.50

6.256.256.25

0.00

 
 
   รูป 3.10  Isobologram constructed from checkerboard MIC data showing antibacterial combination of 
oxacillin plus CH2Cl2 crude extract against clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus DMST 
27055 

oxacillin (μg/ml)

01124 8 16 32 64 128

Fr
3 

( μ
g/

m
l)

31.000

15.500

7.7507.7507.7507.750

3.8753.8753.875

0.000

 
รูป 3.11  Isobologram constructed from checkerboard MIC data showing antibacterial combination of 
oxacillin plus Fr3 extract against  clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus DMST 27055 
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oxacillin (μg/ml)

01124 8 16 32 64 128

α-
m

an
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8

44444

22

1

0

 
 

รูป 3.12  Isobologram constructed from checkerboard MIC data showing antibacterial 
combination of oxacillin plus α-mangostin  against clinical isolates of oxacillin-resistant S. 
saprophyticus DMST 27055 
  รูป 3.10 ถึงรูป 3.12 ไดแสดงใหเห็นการออกฤทธ์ิเสริมกันระหวางสารผสมของสารสกัดจากเปลือก
มังคุดและยา oxacillin ตานเช้ือ S. saprophyticus DMST 27055 ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS)  ท่ีไดแยกทาง
คลินิก (FIC ≤ 0.5) (Johnson et al., 2004; Odds, 2003) คา MICs ของสารสกัดหยาบ fraction 3 และ α-
mangostin เม่ือผสมกับยา oxacillin ลดจาก 50, 31 และ 8 �g/mL เปน 6.25 (1/8 MIC), 3.875 (1/8 MIC) และ 
2 �g/mL (1/4) ตามลําดับ สําหรับยา oxacillin ลดจาก 128 �g/mL  เปน 16 �g/mL  
 การทดสอบดวยวิธี checkerboard ไดแสดง FICs index ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ 
α-mangostin ผสมกับยา oxacillins พบการออกฤทธ์ิเสริมกันท่ี 0.25, 0.138 และ 0.375 ตามลําดับ ในการ
ตานเช้ือ ORSS โดยปกติผลดังกลาวช้ีใหเห็นถึงการเสริมฤทธ์ิอยูในระดับสูงเม่ือคาตํ่ากวา 0.5 ซ่ึงเปนคาท่ี
ไดรับการยอมรับกันอยางกวางขวางวาสามารถบงบอกถึงการเสริมฤทธ์ิระหวางยาตานแบคทีเรีย 2 ตัว 
(Johnson et al., 2004; Odds, 2003)  ผลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับผลการศึกษาท่ีผานมาท่ีพบการ
เสริมฤทธ์ิระหวาง α-mangostin ผสมกับยา gentamicin (GM) ตานเช้ือ Enterococci ท่ีดื้อตอยา vancomycin 
(VRE) และ α-mangostin ผสมกับ vancomycin hydrochloride (VCM) ตานเช้ือ MRSA (Sakagami et al., 
2005) นอกจากนั้นผลการศึกษาท่ีไดยังสอดคลองกับ Eumkeb et al. (2010) ท่ีพบวาสารผสม ceftazidime 5 
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3.5 Killing curve determinations 

Killing curve ของแบคทีเรียท่ีเปนผลมาจากสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin  
เม่ือใชเดี่ยวๆ และผสมกับยา oxacillins ตานเช้ือ S. saprophyticus DMST 27055 ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS)  
ท่ีไดแยกทางคลินิก ผลการศึกษาไดแสดงในรูป 3.13  พบวากลุมควบคุมไมมีการลดจํานวนของแบคทีเรียลง 
อีกท้ังยังแสดงใหเห็นวาสารผสมระหวางสารสกัดหยาบ CH2Cl2 (3.125 �g/mL) รวมกับยา oxacillin (8 
�g/mL), fraction 3 (1.94 �g/mL) รวมกับยา oxacillin (8 �g/mL) และ α-mangostin (1 �g/mL) รวมกับยา 
oxacillin (8 �g/mL)  ทําใหจํานวนเชื้อ ORSS   ลดลงจาก 5 x 105 CFU/mL เปน  103 CFU/mL ภายใน 6 
ช่ัวโมงจนกระท่ัง 24 ช่ัวโมง (Eumkeb et al., 2010) 
 ผลท่ีไดดังกลาวจะเปนหลักฐานยืนยันวาสารออกฤทธ์ิทางชีภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (สาร
สกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชรวมกับยา oxacillin  ทําใหเกิดการเสริมฤทธ์ิตาน 
เช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก อยางไรก็ตามผลที่ไดจาก killing curve 
สามารถใชยืนยันผลจาก checkerboard assay ท่ีบอกการเสริมฤทธ์ิระหวางสารสกัดจากเปลือกมังคุดและยา
ปฏิชีวนะ 
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control
oxacillin (32)
α-mangostin (1.2)
Fr3 (2.5)

crude extract (6.25)
oxacillin (8)+ α-mangostin (1)
oxacillin (8)+Fr3 (2)

oxacillin (8)+crude extract (3)

 
รูป  3.13  The effect of  oxacillin combined with bioactive compounds from the  pericarp of GML extract 
on the  clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  DMST 27055.  The values plotted are the 
means of 3 observations, and the vertical bars indicate the standard errors of the  means   
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3.6 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM) 
    การศึกษาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาสารผสมระหวางยา oxacillin  

และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดทําให ultrastructure ของเช้ือ S. saprophyticus ท่ี
ดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิกเกิดความเสียหาย (รูป 3.14-3.21)   
 

 
(a) 

 

 
(b) 

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

รูป 3.14  แสดงลักษณะเซลลใน log phase ปกติของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin 
(ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก ผลปรากฏวาสามารถแยกผนงัเซลลและเยื่อหุมไซโตพลาสมิกไดชัดเจน 
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(a) 

 
(b) 

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

รูป 3.15 แสดงผลของยา oxacillin 32 μg/mL ตอเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยก
ทางคลินิกซ่ึงผลพบวายา oxacillin ไมมีฤทธ์ิตานเช้ือ ORSS  และขนาดของเซลลแบคทีเรียท่ีไดรับยามีขนาด
ลดลงเล็กนอย 
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(a) 

 
(b) 

รูป 3.16  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b), crude extract (6.25 μg/mL). x4,000,  bar = 1 μm (a); x29,000,  
bar = 200 nm (b) 
 
 รูป 3.16  แสดง micrograph  ของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ใน 
log phase หลังจากท่ีเช้ือไดรับสารสกัดหยาบจากเปลือกมังคุด 6.25 �g/mL พบวาขนาดของเซลลคอนขาง
เล็กกวาเซลลปกติและเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียดังกลาวไดรับความเสียหาย 
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(a) 

 
(b) 

 
รูป 3.17  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant  S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b),  Fr3 (2.50 μg/mL). x5,000,  bar = 1 μm (a); x15,000, bar = 500 
nm (b) 
 
 
 รูป 3.17  แสดง micrograph  ของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ใน 
log phase หลังจากไดรับ fraction 3 ของสารสกัดจากเปลือกมังคุดปริมาณ 2.50 �g/mL เซลลแบคทีเรียท่ี
ไดรับสารดังกลาวมีขนาดเล็กลงอยางเห็นไดชัดเม่ือเทียบกับเซลลควบคุม นอกจากนั้นเยื่อหุมเซลลและ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลไดรับความเสียหายเชนกัน 
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(a) 

 
(b) 

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

 
รูป3.18 แสดง micrograph  ของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ใน 

log phase หลังจากไดรับ α-mangostin ปริมาณ 1.2 �g/mL ปรากฏวาเซลลแบคทีเรียดังกลาวสวนใหญมี
ขนาดเล็กลงกวาเซลลควบคุมอยางมากและมีรูปรางของเซลลเปลี่ยนแปลงไปรวมไปถึงเยื่อหุมเซลลไดรับ
ความเสียหาย 
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(a) 

 
(b) 

 
รูป 3.19  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b),  oxacillin (8 μg/mL) plus  crude extract (3.125 μg/mL). x4,000,   
 bar = 1 μm (a); x9,900, bar = 500 nm (b) 
 
 รูป 3.19 แสดงผลของสารผสมระหวางยา oxacillin 8 �g/mL และสารสกัดหยาบจากเปลือกมังคุด 
3.125 �g/mL ตอเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดือ้ตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ผลปรากฏวาเซลลดังกลาว
สวนใหญมีขนาดคอนขางเล็กกวาเซลลควบคุม รูปรางของบางเซลลท่ีไดรับสารผสมมีการบิดเบี้ยวและเยื่อ
หุมเซลลไดรับความเสียหาย 
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(a) 

 
(b) 

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

รูป 3.20 แสดงผลของสารผสมระหวางยา oxacillin 8 �g/mL และสารสกัด fraction 3 จากเปลือก
มังคุด 1.938 �g/mL ตอเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินกิ ผลท่ีไดพบวาเซลล
แบคทีเรียท่ีไดรับสารดังกลาวสวนใหญมีลักษณะรูปรางบิดเบ้ียวและเยือ่หุมเซลลถูกทําลาย 
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(a) 

 
(b) 

รูป 3.21  Ultrathin sections of log phase of clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus  grown 
for 4 h in Mueller–Hinton broth: (a), (b), oxacillin (8 μg/mL) plus  α-mangostin (1 μg/mL). x5,000, bar 
= 1 μm  (a); x29,000, bar = 200 nm (b) 
 
 รูป 3.21  แสดงผลของสารผสมระหวางยา oxacillin 8 �g/mL และ α-mangostin จากสารสกัดจาก
เปลือกมังคุด 1 �g/mL ตอเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ขนาดของเซลล
ดังกลาวหลังไดรับสารผสมพบวามีขนาดเล็กกวาเซลลควบคุมอยางชัดเจน นอกจากนี้รูปรางของเซลลและ
เยื่อหุมเซลลไดรับความเสียหายอยางเห็นไดชัด 
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    ผลท่ีไดจากการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Eumkeb et al. (2010) ท่ีพบวากลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนไดแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาสารผสมระหวาง galangin และยา ceftazidime ทําให
ultrastructure ของเช้ือ MRSA ไดรับความเสียหาย นอกจากนี้ผลดังกลาวยังสอดคลองกับการศึกษาของ 
Oonmetta-aree et al. (2006) ท่ีไดแสดงผลจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานอยางชัดเจนวาสาร
สกัดจากขา (galangal) ทําใหเยื่อหุมเซลลช้ันนอกและช้ันในของเช้ือ S. aureus ไดรับความเสียหาย  จากผลที่
ไดดังกลาวสามารถสรุปไดวายา oxacillin มีฤทธ์ิเพียงเล็กนอยในการตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา 
oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก ขณะท่ีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีประสิทธิภาพ
สูงกวายา oxacillin ในการตานเช้ือ ORSS  ยิ่งไปกวานั้นสารผสมระหวางยา oxacillin และสารสกัดจาก
เปลือกมังคุดไดแสดงการออกฤทธ์ิเสริมกันอยางมากในการตานเช้ือ ORSS ซ่ึงไดแสดงในรูป 3.21 
 
3.7 การซึมผานเยื่อหุมเซลลชั้นนอก (Outer membrane permeability) 
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รูป  3.22  Permeabilization of clinical isolates of oxacillin-resistant   S. saprophyticus  by bioactive 
compounds from the pericarp of GML extract alone and in combination with oxacillin and lysis caused by  
 subsequent treatment with 300 μg/ml TTX-100. The bars represent the standard deviations of 3 replicates  
 
  รูป 3.22  แสดงการซึมผานเยื่อหุมเซลลช้ันนอกของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีได
แยกทางคลินิกหลังไดรับยา oxacillin, สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ท่ีความเขมขน 
32 μg/mL, 6.25 μg/mL, 2.50 μg/mL และ 1.2 μg/mL ตามลําดับ เม่ือใชเดี่ยวๆ และใชรวมกันระหวางยา 
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ผลจากการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด (สารสกัด
หยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) และยา oxacillin สงผลใหเกิดการเปล่ียนการซึมผานเยื่อหุม
ช้ันนอกของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin ท่ีไดแยกทางคลินิก เม่ือใชเดี่ยวๆ และใชรวมกันตาม
ความเขมขนท่ีกลาวไวขางตน  สําหรับ Triton X-100 ถูกนํามาใชเปน permeabilizing probe  ซ่ึงผลที่ไดจาก
การศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับการศึกษาท่ีผานมาซ่ึงพบวา D,L-1-Acetoxychavicol acetate ทําใหเยื่อหุม
ช้ันนอกของ S. aureus เสียหาย (Oonmetta-aree et al., 2006) นอกจากน้ันสารผสมระหวางสารสกัดจากขา 
กับยา amoxicillin และระหวาง luteolin กับ amoxicillin หรือระหวาง apigenin กับ ceftazidime ทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงการซึมผานเยื่อหุมช้ันนอกของเช้ือ E. coli ท่ีดื้อยา amoxicillin หรือเช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา 
ceftazidime ตามลําดับ (Eumkeb and Chukrathok, 2013; Eumkeb et al., 2012a; Eumkeb et al., 2012b) ผล
ดังกลาวช้ีใหเห็นวาการเปล่ียนแปลงการซึมผานเยื่อหุมชั้นนอกของเช้ือ ORSS เกิดจากท้ังสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดเม่ือใชเดี่ยวๆ หรือใชรวมกับยา oxacillin ซ่ึงกลไกนี้เปนหนึ่งกลไกที่
สําคัญจากหลายๆ กลไกการออกฤทธ์ิซ่ึงนําไปสูการตายของเซลล 

 
3.8 การซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิก (Cytoplasmic membrane (CM) permeability) 

การออกฤทธ์ิของ oxacillin และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดเม่ือใชเดี่ยวๆ 
หรือใชรวมกันตอการซึมผานของเยื่อไซโตพลาสมิกของเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS) 
ท่ีไดแยกทางคลินิกไดทดสอบโดยใช cytoplasmic enzyme β-galactosidase   ผลการศึกษาพบวาไมมีการ
เพิ่มการทํางานของเอ็นไซม β-galactosidase ภายใน 0-3 ช่ัวโมงหลังไดรับสารตานแบคทีเรียเหลานั้นเดี่ยวๆ 
หรือรวมกัน ขณะท่ีพบการทํางานของเอ็นไซม β-galactosidase ในชวง 4-5 ช่ัวโมง ผลดังกลาวช้ีใหเห็นวา
สารตานแบคทีเรียท่ีนํามาศึกษานาจะสามารถเพิ่มการซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือ ORSS หลังจาก
ไดรับสาร4 ช่ัวโมง ในทํานองเดียวกันผลท่ีไดในการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับผลการศึกษาที่ผานมาท่ี D,L-
1-Acetoxychavicol acetate สงผลใหเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือ S. aureus ไดรับความเสียหายและทําให
เกิดฉีกขาดของเยื่อหุมไซโตพลาสมิกทําใหมีการปลอยสวนประกอบตางๆ ของเซลลรวมไปถึงกรดนิวคลีอิก
ซ่ึงสามารถวัดไดท่ี 260 นาโนเมตร (Oonmetta-aree et al., 2006) เชนเดียวกับสารผสมระหวาง luteolin กับ 
amoxicillin หรือ apigenin กับ ceftazidime ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงการซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของ
เช้ือ E. coli ท่ีดื้อยา amoxicillin หรือเช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยา ceftazidime ตามลําดับ(Eumkeb and 
Chukrathok, 2013; Eumkeb et al., 2012b) ผลท่ีไดดังกลาวสามารถอธิบายไดวาเยื่อหุมไซโต พลาสมิกมี
คุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผานอยางมาก จะยอมใหโมเลกุลท่ีเฉพาะเจาะจงและชวยขับของเสียออกนอกเซลล 
โครงสรางท่ัวไปของเยื่อหุมชีวภาพเปน phospholipid bilayer โปรตีนหลักของเยื่อหุมเซลลโดยปกติแลวจะ
มีสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) อยูท่ีผิวดานนอกเพื่อใหสัมพันธกับสายกรดไขมันแบบไมมีข้ัว (non-polar 
amino acid chain) ของเยื่อหุมเซลล (Brock, 1997; Tropp, 1997) 
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  3.9  Electrophoresis 
ผลการทดสอบ SDS-PAGE ไดแสดงในรูป 3.23 
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Figure 4.23  SDS-PAGE showing the bacterial membrane and peptidoglycan associated protein (BMPG) 
of  clinical isolates of oxacillin-resistant S. saprophyticus DMST 27055 grown in the absence of drug 
(contron; lane 1), oxacillin 32 μg/mL (lane 2), α-mangostin 1.2 μg/mL (lane 3),  Fr3 2.50 μg/mL (lane 
4), crude extract 6.25 μg/mL (lane 5),  oxacillin 8 μg/mL plus α-mangostin 1 μg/mL (lane 6), oxacillin 
8 μg/mL  plus Fr3 1.94 μg/mL (lane 7), oxacillin 8 μg/mL plus crude  extract 3.125 μg/mL (lane 8), 
BSA; standard Bovine serum and std; molecular weight marker proteins (kDa) 
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  รูป 4.23 แสดงผลของ SDS-PAGE ซ่ึงไดแสดง BMPG ของ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin 
(ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก ท่ีไดเล้ียงในอาหารที่ไมมียา (ควบคุม ; เลน 1) และมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ของสารสกัดจากเปลือกมังคุดและยาปฏิชีวนะ ; ยา oxacillin เดี่ยวๆ 32 �g/mL (เลน 2), α-mangostin เดี่ยวๆ 
1.2  �g/mL (เลน 3) , fraction 3 เดี่ยวๆ  2.50 �g/mL (เลน 4), สารสกัดหยาบ เดี่ยวๆ 6.25 �g/mL (เลน 5), ยา
oxacillin 8 �g/mL ผสมกับ α-mangostin  1 �g/mL (เลน 6),  ยา oxacillin 8 �g/mL ผสมกับ fraction3 1.94 
�g/mL (เลน 7) และ ยา oxacillin 8 �g/mL ผสมกับสารสกัดหยาบ 3.125 �g/mL (เลน 8) สําหรับ Bovine 
serum albumin ถูกนําใชเปนโปรตีนมาตรฐาน และ  kDa เปนหนวยนํ้าหนักโมเลกุลของ marker protein 
 แถบ (bands)โปรตีนท่ีสัมพันธกับ BMPG ของเช้ือ ORSS หลังจากรักษาดวยสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดไดแสดงในรูป 3.23 ซ่ึงช้ีใหเห็นวาแถบของโปรตีนขาดหายท่ีนําหนัก
โมกุล 75, 100 และ 250 kDa ในเลนท่ี 2 ถึง 8 ของเซลลท่ีไดรับสาร เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (เลน 1)  
ในทางตรงขามแถบโปรตีนของเซลลท่ีไดรับสารตานแบคทีเรียมีความเขมมากวากวากลุมควบคุมท่ีน้ําหนัก
โมเลกุล 25 kDa  ท้ังนี้ผลท่ีไดดังกลาวสนับสนุนสมมุติฐานที่วาโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงของเซลลท่ี
ไดรับสารตานแบคทีเรียจะถูกยับยั้งการสังเคราะหหรือเกิดการฉีกขาดจึงทําใหพบโปรตีนท่ีมีน้ําหนัก
โมเลกุลเบา ดังนั้นสารสกัดจากเปลือกมังคุดสามารถรบกวนการสังเคราะหโปรตีนท่ีสัมพันธกับ BMPG  
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บทที่ 4 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

 
การวิเคราะหและอภิปรายผลการวิจัย 
           การเกิดข้ึนการด้ือยาหลายขนานของแบคทีเรียกอโรคไดมีจํานวนเพ่ิมมากข้ึน ดังนั้นการคนหายา
ปฏิชีวนะใหมๆ และวิธีการใหมๆ ในการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียดังกลาวจึงมีความจําเปนอยางเรงดวน 
การดื้อยาของเช้ือกลุม Staphylococcal ไดดื้อยาปฏิชีวนะกลุม β-lactam หลายขนาน เชน ยา methicillin ยา
oxacillin และยา flucloxacillin ซ่ึงพบหลังจากท่ีเร่ิมนํายาในกลุมนี้มาใชไมนานและอุบัติการณของเช้ือ S. 
aureus ท่ีดื้อตอยา methicillin (MRSA) ไดเพิ่มมากข้ึนอยางตอเนื่อง (Bush, 2004) แหลงท่ีนาสนใจของการ
หายารักษาตัวใหม คือ ยาตานแบคทีเรียท่ีมาจากพืช เชน ขาซ่ึงไดถูกสกัดเอาสารออกฤทธ์ิท่ีช่ือวา galangin 
ซ่ึงมีการเสริมฤทธ์ิกับยา penicillin ในการยับยั้งเช้ือ MRSA  (Eumkeb et al., 2010)  สาร α-และγ-mangostin 
เปนสารกลุม xanthone และเปนสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหลักท่ีพบในเปลือกผลมังคุด สําหรับการออกฤทธ์ิ
ของ α-mangostin ไดมีการยืนยันวาสารดังกลาวมีฤทธ์ิตานจุลชีพตานเช้ือ MRSA และ Helicobacter pylori  
(Chomnawang et al., 2009; Iikubo et al., 2002; Iinuma et al., 1996) อยางไรก็ตามยังไมมีงานวิจัยใดศึกษา
การออกฤทธ์ิตานแบคทีเรียของสารสกัดจากเปลือกมังคุดตานแบคทีเรียดื้อยา เชน เช้ือStaphylococcus 
saprophyticus (S. saprophyticus) เช้ือ Enterobacter cloacae (E. cloacae) และเช้ือ Escherichia coli (E. coli) 
การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อการตรวจสอบการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด 
(สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชเดี่ยวๆ และใชรวมกับยาปฏิชีวนะกลุมบีตาแล
คแทมตานเช้ือแบคทีเรียดื้อยาเหลานั้น 
 ผลมังคุดท่ีเติบโตเต็มท่ี (Garcinia mangostna L.) ไดเก็บมาจากจังหวัดนครราชสีมา แลวนํามาสกัด
และการตรวจสอบเอกลักษณ สําหรับสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ถูกสกัดดวย
เคร่ือง Soxhlet  ขณะเดียวกัน HPLC chromatograms ของสารสกัดดังกลาวไดแสดงรูปแบบท่ีคลายกันและมี 
peak หลักของ α-mangostin  ท่ี retention time ประมาณ 5.33 นาที จากน้ันตรวจสอบเพื่อยืนยันสาร α-
mangostin  โดยใช NMR เปรียบเทียบกับการศึกษาที่ผาน นอกจากนั้นยังไดศึกษา bacterial suspension 
standard curve เพื่อนับจํานวนท่ีแทจริงของแบคทีเรีย  คา MIC ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3, α-
mangostin และ oxacillin ตานเช้ือ S. saprophyticus ท่ีดื้อตอยา oxacillin (ORSS) ท่ีไดแยกทางคลินิก มีคา 50, 
31, 8 และ 128 �g/mL ตามลําดับ แมวาคา MIC ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3, α-mangostin และยา 
ceftazidime ตานเช้ือท้ังสอง E. coli ท่ีดื้อตอยา ceftazidime และ เช้ือ E. cloacae ท่ีดื้อตอยาceftazidime มีคา
เทากันคือ > 10,000,> 10,000,> 1,024 และ> 1024 �g/mL ตามลําดับ ดังนั้นผลท่ีไดดังกลาวช้ีใหเห็นวาสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีประสิทธิภาพในการตานเช้ือ ORSS สูงกวายา oxacillin 
เดี่ยวๆ อีกท้ังยังช้ีใหเห็นวาเช้ือ E. coli และเช้ือ E. cloacae มีการดื้อตอยา ceftazidime และสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดสูง ผลการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับผลของ Iinuma et al. (1996) และ
Chomnawang et al. (2009) ท่ีพบวาสารสกัดดังกลาวสามารถยับยั้งเช้ือ MRSA, Staphylococcus epidermidis 
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 ผลของ checkerboard ไดแสดงใหเห็นวาคา MICs ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-
mangostin เม่ือผสมกับยา oxacillin ลดจาก 50, 31 และ 8 �g/mL เปน 6.25 (1/8 MIC), 3.875 (1/8 MIC) และ 
2 �g/mL (1/4) ตามลําดับ สําหรับยา oxacillin ลดจาก 128 �g/mL  เปน 16 �g/mL ในการตานเช้ือ ORSS 
ขณะท่ี FIC index ของสารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin ผสมกับยา oxacillin ตานเช้ือ 
ORSS มีคา 0.25, 0.138 และ 0.375 ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวามีการเสริมฤทธ์ิกัน อยางไรก็ตามผลที่ได
ดังกลาวสอดคลองกับผลการศึกษาท่ีผานมาท่ีพบการเสริมฤทธ์ิระหวาง α-mangostin ผสมกับยา gentamicin 
(GM) ตานเชื้อ Enterococci ท่ีดื้อตอยา vancomycin (VRE) และ α-mangostin ผสมกับ vancomycin 
hydrochloride (VCM) ตานเช้ือ MRSA (Sakagami et al., 2005)  ผลท่ีไดดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพสกัดจากเปลือกมังคุดไมเพียงแตมีฤทธ์ิตานเช้ือ ORSS แตยังมีความสามารถทําใหแบคทีเรียดื้อยา
กลายเปนไวตอยาปฏิชีวนะ (Eumkeb et al., 2010) 
 Killing curve ไดพิสูจนใหเห็นวาสารผสมระหวางสารสกัดหยาบ CH2Cl2 (3.125 �g/mL) กับยา 
oxacillin (8 �g/mL), fraction 3 (1.94 �g/mL) รวมกับยา oxacillin (8 �g/mL) และ α-mangostin (1 �g/mL) 
รวมกับยา oxacillin (8 �g/mL)  ทําใหจํานวนเชื้อ ORSS   ลดลงจาก 5 x 105 CFU/mL เปน  103 CFU/mL 
ภายใน 6 ช่ัวโมงจนกระท่ัง 24 ช่ัวโมง  ผลท่ีไดดังกลาวสามารถอนุมานไดวาสารผสมระหวางสารกัดจาก
เปลือกมังคุดกับยา oxacillin มีการออกฤทธ์ิเสริมกันตานเช้ือท่ีศึกษา อยางไรก็ตามผลที่ไดจาก killing curve 
สามารถใชยืนยันผลจาก checkerboard assay ท่ีบอกการเสริมฤทธ์ิระหวางสารสกัดจากเปลือกมังคุดและยา
ปฏิชีวนะ 
 นอกจากนั้นผลจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานไดแสดงใหเห็นการออกฤทธิ์ของสาร
ผสมระหวางยา oxacillin กับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุด เชน α-mangostin ท่ี 
sub-MIC ตอเช้ือ ORSS แสดงใหเห็นขนาดของเซลลเล็กกวาเซลลควบคุมอยางชัดเจน  อีกท้ังยังพบวาเซลลมี
รูปรางบิดเบ้ียวและเยื่อหุมเซลลไดรับความเสียหาย ผลท่ีไดนี้สอดคลองกับการศึกษาของ Eumkeb et al. 
(2010) ท่ีแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาสารผสมระหวาง galangin และยา ceftazidime ทําใหเกิดความเสียหาย
ตอ ultrastructure ของเซลล MRSA  ผลท่ีไดนี้สนับสนุนสมมุติฐานท่ีวาท้ังสารสกัดจากเปลือกมังคุดเดี่ยวๆ 
หรือผสมกับยา oxacillin อาจจะมีฤทธ์ิยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลซ่ึงนําไปสูรูปรางของเซลลผิดปกติและ
เยื่อหุมเซลลเสียหาย 
 ผลจากการทดสอบการซึมผานเยื่อหุมช้ันนอกแสดงใหเห็นวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัด
จากเปลือกมังคุด (สารสกัดหยาบ CH2Cl2, fraction 3 และ α-mangostin) เม่ือใชเดี่ยวๆหรือใชรวมกับยา 
oxacillin สงผลใหเกิดการซึมผานเยื่อหุมช้ันนอกของเช้ือ ORSS เพิ่มข้ึนชาๆ ผลท่ีไดดังกลาวสอดคลองกับ
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 ในทางเดียวกันผลการศึกษาการซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกพบวาไมมีการเพ่ิมการทํางานของ
เอ็นไซม β-galactosidase ภายใน 0-3 ช่ัวโมงหลังไดรับสารตานแบคทีเรียเหลานั้นเดี่ยวๆ หรือรวมกัน 
ขณะท่ีพบการทํางานของเอ็นไซม β-galactosidase ในชวง 4-5 ช่ัวโมง ผลดังกลาวช้ีใหเห็นวาสารตาน
แบคทีเรียท่ีนํามาศึกษาสามารถเพ่ิมการซึมผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือ ORSS หลังจากไดรับสาร4 
ช่ัวโมง ซึงผลท่ีไดดังกลาวสอดคลองกับผลการศึกษาที่ผานมาท่ี D,L-1-Acetoxychavicol acetate สงผลให
เยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือ S. aureus ไดรับความเสียหายและทําใหเกิดฉีกขาดของเยื่อหุมไซโตพลาสมิก 
(Oonmetta-aree et al., 2006) ผลท่ีไดดังกลาวสามารถอธิบายไดวาเยื่อหุมไซโต พลาสมิกมีคุณสมบัติเปนเยื่อ
เลือกผานอยางมากจะยอมใหโมเลกุลท่ีเฉพาะเจาะจงและชวยขับของเสียออกนอกเซลล โครงสรางท่ัวไป
ของเยื่อหุมชีวภาพเปน phospholipid bilayer ซึงจะทําใหสารสกัดจากเปลือกมังคุดท่ีศึกษาเม่ือใชเดี่ยวๆ หรือ
ใชรวมกับยา oxacillin จะใชเวลานานในการทะลุผานเยื่อหุมไซโตพลาสมิกของเช้ือแบคทีเรียท่ีดื้อยานี้ 
 นอกจากนั้นผลจากการทดสอบดวย SDS-PAGE พบวามีการขาดหายของแถบของโปรตีนท่ีนําหนัก
โมกุล 75, 100 และ 250 kDa ในเลนท่ี 2 ถึง 8 ของเซลลท่ีไดรับสารสกัดจากเปลือกมังคุดเดี่ยวๆ หรือผสมกับ
ยา oxacillin ท่ีความเขมขน sub-MIC เปรียบเทียบกับเซลลควบคุม (เลน 1)  ขณะท่ีแถบโปรตีน BMPG ของ
เซลลท่ีไดรับสารตานแบคทีเรียพบแถบเขมมากวากวาเซลลควบคุมท่ีน้ําหนักโมเลกุล 25 kDa  ท้ังนี้ผลท่ีได
ดังกลาวสนับสนุนสมมุติฐานที่วาโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูงของเซลลท่ีไดรับสารตานแบคทีเรียจะถูก
ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนน้ําหนักโมเลกุลสูงหรือเกิดการฉีกขาดจึงทําใหพบโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล
เบา ดังนั้นสารสกัดจากเปลือกมังคุดสามารถรบกวนการสังเคราะหโปรตีนท่ีสัมพันธกับ BMPG  
 ผลท่ีไดดังกลาวสามารถสรุปไดวายา oxacillin มีฤทธ์ิในการตานเช้ือ ORSS เพียงเล็กนอย ขณะท่ี
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีฤทธ์ิคอนขางสูงกวายา oxacillin เดี่ยวๆ ในการตาน
เช้ือ ORSS ยิ่งไปกวานั้นสารผสมระหวางยา oxacillin และสารสกัดจากเปลือกมังคุดโดยเฉพาะอยางยิ่ง α-
mangostin ซ่ึงมีฤทธ์ิเสริมกันอยางมากในการตานเช้ือ ORSS ดังนั้นผลจากการศึกษาคร้ังนี้สามารถเปน
หลักฐานยืนยันไดวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากเปลือกมังคุดมีการเสริมฤทธ์ิกับยา oxacillin 
ในการตานเช้ือ ORSS 
 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ  
           การออกฤทธ์ิของสารผสมระหวางสารสกัดจากเปลือกมังคุดกับยา oxacillin อาจมีกลไกการออก
ฤทธ์ิเกี่ยวของกับ 2 กลไก 1) ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนท่ีสัมพันธกับ BMPG 2) เพิ่มการซึมผานของเยื่อหุม
ช้ันนอกและเยื่อหุมไซโตพลาสมิก สําหรับสารสกัดจากเปลือกมังคุด เชน α-mangostin  มีความปลอดภัย
เพียงพอสําหรับการนําไปใชรักษา ดังนั้นสารสกัดดังกลาวควรที่จะไดรับการพัฒนาเสริมกับยา oxacillin เพื่อ
ตานเชื้อ ORSS ซ่ึงในปจจุบันเช้ือดังกลาวดื้อตอยากลุม penicillin เกือบทุกตัว อยางไรก็ตามผลท่ีไดจาก
การศึกษาในหลอดทดลองคร้ังนี้จะตองไดรับการทดสอบยืนยันในสัตวทดลองหรือในมนุษย 
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