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กิตติกรรมประกาศ 

 การวิจัยครั้งน้ีได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช) และ 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  ประจําปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 และ พ.ศ. 2561 ผู้ วิจัยขอขอบคุณ
สถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน) ที่ให้ความอนุเคราะห์ในการทําการทดลองและวิเคราะห์ผลการ
ทดลองในส่ วน เทคนิค  X-ray fluorescence (XRF) และ  X-ray absorption spectroscopy (XAS) ณ 
BL5.2: SUT-NANOTEC-SLRI Beamline  
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บทคัดย่อ 

 โปรตีนเลกตินชนิดหนึ่งซึ่งมีคุณสมบัติในการกระตุ้นให้มีการเกาะกลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดงของ
กระต่ายสามารถทําให้บริสุทธ์ิได้จากนํ้ายางของต้น Euphorbia antiquorum L. โปรตีนน้ีมีช่ือว่า EantH 
และจัดอยู่ในกลุ่มเลกตินที่มีความจําเพาะต่อน้ําตาลกาแลกโทส EantH มีความคงตัวในช่วง pH 5-9 และ
อุณหภูมิ 5-65 องศาเซลเซียส เลกตินน้ีสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก คือ 
Staphylococcus aureus and S. epidermidis ที่ความเข้มข้นของโปรตีนตํ่าสุด (MIC) เท่ากับ 2000 
μg/ml และแบคทีเรียแกรมลบ Samonella typhimurium ความเข้มข้นของโปรตีนตํ่าสุด (MIC) เท่ากับ 
1000 μg/ml EantH สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือ Propionibacterium acnes และ Streptococcus 
agalactiae ด้วย MIC เท่ากับ 125 μg/ml และ 250 μg/ml ตามลําดับ และสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียทั้งสอง
ได้ที่ความเข้มข้นตํ่าสุดของโปรตีน (MMC) เท่ากับ 1000 μg/ml และ 2000 μg/ml ตามลําดับ จากผลการ
ทดลอง Scanning electron microscopy พบว่าผนังเซลล์ของแบคทีเรียที่สามารถก่อสิวได้ คือ P. acnes 
และแบคทีเรียที่ก่อโรคในระบบทางเดินอาหารได้ คือ S. typhimurium มีการเปล่ียนแปลงอย่างมากภายหลัง
ที่ได้รับ EantH และเป็นสาเหตุให้แบคทีเรียหยุดการเจริญเติบโตและตายได้ นอกจากน้ีพบว่าคุณสมบัติในการ
มีฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรียของโปรตีนสามารถถูกยับย้ังได้ด้วยนํ้าตาล D-galactose ซึ่งเป็นการสนับสนุนว่า
โปรตีนน้ีสามารถต้านเชื้อแบคทีเรียได้โดยเข้าจับกับนํ้าตาลนี้บนผนังเซลล์ของแบคทีเรียและทําให้รูปร่างของ
เซลล์แบคทีเรียเปลี่ยนแปลงอย่างมากจนไม่สามารถเจริญเติบโตหรือมีชีวิตต่อไปได้  
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  Abstract 

  A lectin with rabbit hemagglutination activity (HA) was purified from the crude latex 
of Euphorbia antiquorum L. The purified protein was designated EantH, and is classified as a 
galactose-specific thermostable lectin. The HA of EantH was stable at pH values of 5-9 and 

temperature 5-65 C. The lectin had bacteriostatic action on the Gram-positive bacteria 
Staphylococcus aureus and S. epidermidis, with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 
2000 μg/ml and on a Gram-negative bacterium Samonella typhimurium, with a MIC of 1000 
μg/ml. EantH inhibited the growth of Propionibacterium acnes and Streptococcus agalactiae 
with MIC of 125 μg/ml and 250 μg/ml, respectively. EantH killed P. acnes and S. agalactiae 
with a minimum microbicidal concentration (MMC) of 1000 μg/ml and 2000 μg/ml, 
respectively. Scanning electron microscopy indicated that binding of EantH to the 
carbohydrates in the cell walls of P. acnes and S. typhimurium drastically altered the 
bacterial cells, and led to inhibition of growth and/or cell death. The antimicrobial activity of 
EantH could be neutralized by D-galactose, indicating that its bactericidal action involves 
binding to galactose in the cell wall.  
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บทท่ี  1 
บทนํา  

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหาของการวิจัย 

สิว เป็นโรคอักเสบเรื้อรังท่ีขุมขนและต่อมไขมัน พบได้บ่อยท่ีบริเวณใบหน้าและส่วนบนของลําตัว สิวท่ี
เป็นตามธรรมชาติ (acne vulgaris) เกิดข้ึนในระยะวัยรุ่น สิวเป็นความผิดปกติของ pilosebaceous units ซ่ึง
ประกอบด้วยต่อมไขมัน (sebaceous gland), เส้นขน (hair) และ infundibulum ซ่ึงเป็นเซลล์บุล้อมรอบเส้น
ขนและเปิดออกสู่ผิวส่วนนอก สิวเป็นสาเหตุท่ีทําให้ผู้ป่วยมาพบแพทย์เป็นอันดับ 2 ของผู้ป่วยโรคผิวหนัง
ท้ังหมดและมีจํานวนผู้ป่วยมากข้ึนในแต่ละปี (ประวิตร, 2551) สิวเกิดจากปัจจัยต่าง ๆ ได้หลายปัจจัย เช่น 
ผนังท่อต่อมไขมันแบ่งตัวมากกว่าปกติและไม่หลุดลอกออก ต่อมไขมันหลั่งไขมันมากกว่าปกติ ปฏิกิริยาการ
อักเสบ และมี เชื้ อแบคทีเรียอาศัยอยู่บริ เวณต่อมไขมัน แบคทีเรีย ท่ี มักเป็นสาเหตุของสิว  เช่น 
Propionibacterium acnes (P. acnes), Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) แ ล ะ 
Staphylococcus aureus (S. aureus) ซ่ึงเชื้อเหล่านี้มีกลไกท่ีทําให้เกิดสิวโดยการหลั่งเอนไซม์ต่าง ๆ เช่น 
lipase, phosphatase, hyaluronidase และ protease และสารท่ีไม่ใช่เอนไซม์ ซ่ึงสารเหล่านี้ก่อให้เกิดการ
ระคายเคือง กระตุ้นให้เม็ดเลือดขาวมารวมกันมากข้ึนและเกิดการอักเสบตามมา การรักษาสิวชนิดไม่รุนแรงจะ
เลือกใช้ยาปฏิชีวนะสําหรับทาภายนอก เช่น Clindamycin solution 1% และ Erythromycin solution 2-
4%  แต่ในปัจจุบันพบว่าเชื้อท่ีเป็นสาเหตุขอสิวโดยเฉพาะอย่างยิ่ง P. acne มักด้ือต่อยา (Ross et al., 2002) 
ดังนั้นในปัจจุบันเพ่ือลดปัญหาการด้ือยาของเชื้อจึงมักใช้ยา Clindamycin และ Erythromycin ทาร่วมกับ 
Benzoyl peroxide แต่ Benzoyl peroxide มีผลข้างเคียงคือ อาจทําให้เกิด allergic contact dermatitis 
(Gollnick et al., 2003)a, การระคายเคืองผิวหนัง ทําให้ผิวแห้งลอก  (Gollnick et al., 2003)b  อาจเกิดรอย
ด่างชั่วคราวในบริเวณท่ีทายาและยายังกัดสีเสื้อผ้าทําให้เกิดเป็นรอยด่างได้ (Gollnick et al., 2003)a 
นอกจากนี้ยังมียาทาชนิดอ่ืน ๆ เช่น Azelaic acid ซ่ึงเป็นตัวยาออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อ P. acne แต่อาจมีอาการ
ระคายเคือง แสบ แดงหรือหน้าลอก (Krautheim and Gollnick, 2004) จากการศึกษาเบื้องต้นของผู้วิจัย
พบว่าน้ํายางของต้น Euphorbia cf. antiquorum (E. cf. antiquorum) มีเอนไซม์ protease และ ตัวยับยั้ง
เอนไซม์ protease (protease inhibitor) อยู่หลายชนิด มีรายงานว่าท้ังเอนไซม์ proteases และ proteases 
inhibitors สามารถมีฤทธิ์ยับยั้งและฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ เช่น protease inhibitor จากน้ํายางของต้นยางของ
ต้น Hevea brasiliensis (Kanokwiroon et al., 2008) และ protease จากน้ํายางของต้น Artocarpus 

heterophyllus (Siritapetawee et al., 2012) ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงได้ศึกษาผลของโปรตีนสกัดจากน้ํายาง
ของต้น E. cf. antiquorum ในการยับยั้งและฆ่าเชื้อแบคทีเรียท่ีมักก่อให้เกิดสิว โดยพืชชนิดนี้อยู่ในกลุ่มของ
ต้นสลัดไดและจัดเป็นสมุนไพรไทยท่ีใช้รักษาโรคผิวหนัง เช่น หูด (สารานุกรมไทยสําหรับเยาวชน ฯ เล่มท่ี 24) 
และสารสกัดโปรตีนท่ีได้อาจสามารถพัฒนาเป็นองค์ประกอบของตัวยาท่ีใช้รักษาสิวท่ีมีผลข้างเคียงน้อยกว่ายา
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ท่ีใช้ในปัจจุบัน และงานวิจัยนี้ยังเป็นการส่งเสริมให้มีการปลูกและอนุรักษ์พืชสมุนไพรไทยเพ่ือใช้เป็นยารักษา
โรค  

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 เพ่ือแยกโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งหรือฆ่าเชื้อแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดสิว (antibacteria) จาก crude 
latex ของน้ํายางต้น E. cf. antiquorum 
 1.2.2 เพ่ือศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ เช่น protease, protease inhibitor, 
secondary structure เป็นต้น 
 1.2.3 เพ่ือศึกษาความคงทนของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ต่อสภาพแวดล้อมท้ังทางกายภาพและเคมีต่าง ๆ เช่น ท่ี
อุณหภูมิ, pH ต่าง ๆ และ ในสภาวะท่ีมีไอออนของโลหะชนิดต่าง ๆ  
     1.2.4 เพ่ือศึกษาการออกฤทธิ์ของโปรตีนต่อเชื้อแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดสิว  
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยครั้งนี้ประกอบด้วยการเตรียมน้ํายางจากต้นของ E. cf. antiquorum ทําการแยกโปรตีนจาก
น้ํายางของ E. cf. antiquorum ด้วยเทคนิค column chromatography นําโปรตีนท่ีแยกได้ในแต่ละส่วนมา
ศึกษาคุณสมบัติในการยับยั้งการการเจริญและฆ่าเชื้อแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดสิว คือ P. acnes,       S. 

epidermidis และ S. aureus ด้วยวิธี broth dilution และ agar plate method นําโปรตีนท่ีออกฤทธิ์   มา
ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี เช่น molecular weight, ค่า PI วิเคราะห์คุณสมบัติในการเป็นไกลโคโปรตีนของ
โปรตีนท่ีออกฤทธิ์ ศึกษาความคงทนของโปรตีนในสภาวะต่าง ๆ เช่น ต่ออุณหภูมิ, pH ต่าง ๆ       ศึกษาการ
ออกฤทธิ์ของโปรตีนต่อผนังเซลล์หรือรูปร่างของแบคทีเรียด้วยเทคนิค scanning electron microscope  
(SEM) หรือ Atomic force microscopy (AFM)  
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1.4 กรอบแนวคิดของการวิจัย  

 

 
 
 

1.5 ประโยชน์ท่ีได้รับจากการวิจัย 

1.5.1 ได้สารสกัดธรรมชาติ คือ โปรตีนจากน้ํายางของต้น E. cf. antiquorum ท่ีมีคุณสมบัติต้านเชื้อ
แบคทีเรียก่อสิวและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ท่ีมีชีวิต 
 1.5.2 ได้ข้อมูลเบื้องต้นของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียท้ังทางชีวเคมี และชีวภาพ เพ่ือเป็นข้อมูล
ในการออกแบบผลิตภัณฑ์ยาได้ในการศึกษาครั้งต่อไป เช่น การศึกษาโครงสร้างสามมิติของโปรตีน และการเข้า
จับของโปรตีนต่อโมเลกุลท่ีจําเพาะของเซลล์แบคทีเรียก่อโรค เป็นต้น 
 1.5.3 ในอนาคตสามารถใช้โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ดังกล่าว เพ่ือศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียสายพันธุ์ท่ีก่อโรคในมนุษย์
และด้ือต่อยาปฏิชีวนะจากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจในโรงพยาบาล 
 1.5.4 มีแนวโน้มท่ีสามารถนําโปรตีนท่ีสกัดได้ดังกล่าวเพ่ือใช้ประโยชน์ในเชิงพาณิชย์ได้ เช่น ในการเป็น
ส่วนประกอบของยารักษาสิว  
 1.5.5 ได้ผลงานวิจัยท่ีสามารถเผยแพร่ประโยชน์ของสารสกัดจากธรรมชาติจากพืชท่ีพบได้ในประเทศไทย
ในการประชุมระดับนานาชาติ หรือตีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติ 
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บทท่ี  2  

เอกสารและผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 สิวและยาทารักษาสิว 

2.1.1 สิว 
สิวเป็นโรคอักเสบเรื้อรังท่ีขุมขน-ต่อมไขมัน พบได้บ่อยโดยเฉพาะท่ีบริเวณใบหน้าและส่วนบนของ

ลําตัว สิวเกิดข้ึนเนื่องจากการเพ่ิมการผลิต sebum ของต่อมไขมันร่วมกับการเพ่ิมจํานวนอย่างผิดปกติของ 
keratin ภายใน pilosebaceous unit การรวมตัวกันของเซลล์ผิวชั้น stratum corneum ซ่ึงอยู่บริเวณรูเปิด
ของท่อไขมัน ทําให้เกิดการอุดตันแน่น จนโป่งเป็นตุ่มนูนท่ีเรียกว่า microcomedones ถ้าปล่อยท้ิงไว้จะมี
ขนาดใหญ่ข้ึน เพ่ิมมากข้ึนและอัดแน่น ก่อให้เกิดสภาพเป็นสิวหัวปิด (closed comedones หรือ white 
head) ถ้าสภาพนี้ยังคงดําเนินต่อไปจะเกิดการดันและแตกของปลายเปิดของท่อต่อมไขมันสู่ผิวหนังส่วนนอก 
กลายเป็นสิวหัวเปิด (opened comedones) เซลล์เยื่อบุภายในท่อเม่ือถูกแสงจะทําให้สาร melanin มีสีคล้ํา
ลง เห็นเป็นสิวหัวดํา (blackhead) และพบเชื้อแบคทีเรีย P. acnes ได้ตามปกติภายในต่อมไขมัน โดยจะสร้าง
เอนไซม์ lipase ไปทําลาย triglycerides ในไขผิวหนังเกิดเป็นกรดไขมัน นอกจากนี้ P. acnes ยังหลั่งเอนไซม์ 
protease, hyaluronidase และ low molecular weight chemotactic factor ซ่ึงทําให้ต่อมระคายเคือง
และเกิดกระบวนการอักเสบข้ึน หากเกิดการอุดแน่นของท่อต่อมไขมันผนังของ pilosebaceous unit แตก
ออก ปล่อยกรดไขมันสู่เนื้อเยื่อรอบๆ ทําให้บวมและมีเซลล์เม็ดเลือดขาวสะสม เกิดเป็นสิวอักเสบ เป็นตุ่มแดง 
(papules), ตุ่มหนอง (pustules), สิวหัวช้าง (nodulocystic acne) และ cyst หรือฝี (absecess) การติดเชื้อ
ระหว่างท่ียังเป็นสิวหัวปิดอยู่ และผนังของ comedones แตกลงสู่ชั้นหนังกําพร้าด้านล่างและหนังแท้เกิดเป็น
กระเปาะนูนใหญ่ท่ีเรียกว่า สิวหัวช้าง และหากสิวมีการอักเสบรุนแรงมากข้ึน เช่น มีการบีบเค้นสิว สิวท่ีอักเสบ
จะเกิดเป็นหนองข้ึน  

พยาธิกําเนิดของสิว มีสาเหตุสําคัญร่วมกัน 4 สาเหตุหลัก  คือ 
1. ต่อมไขมันสร้าง sebum เพ่ิมข้ึน การท่ีระดับของ sebum สูงข้ึนกว่าปกติ อาจเนื่องจากมีการสร้างฮอร์โมน 
androgen เพ่ิมข้ึน ซ่ึงมีการหลั่งเพ่ิมข้ึนในระยะวัยรุ่นกระตุ้นต่อมไขมันให้มีการสร้างไขมันเพ่ิมข้ึน, ต่อมไขมัน
มีความไวต่อการกระตุ้นเพ่ิมข้ึนโดยระดับปกติของฮอร์โมนในเลือดโดยอาศัยการออกฤทธิ์ของเอนไซม์                  
5 -alpha-reductase ซ่ึ ง เ ป ลี่ ย น  testosterone ไ ป เ ป็ น ส า ร ท่ี มี ฤ ท ธิ์ ม า ก ก ว่ า  คื อ  5 -alpha-
dihydrotestosterone ภายในเซลล์ของต่อมไขมัน หรืออาจเป็นความสามารถของ receptor ภายในเซลล์ท่ี
จะจับฮอร์โมน 
2. มีความผิดปกติในการสร้างเคราตินภายในท่อขุมขน-ต่อมไขมัน (pilosebaceous follicle) ภายในท่อขุม
ขน-ต่อมไขมันของผู้ท่ีเป็นสิวมีการสร้างสาร keratin เพ่ิมข้ึนและอัดกันแน่นเกิดเป็นสิวหัวขาว (comedones 
ชนิดปิด) และสิวหัวดํา (comedones ชนิดเปิด)  
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3. เชื้อจุลินทรีย์ซ่ึงอาศัยอยู่ท่ีผิวหนังและภายในท่อขุมขนเป็นสาเหตุของการเกิดสิว เชื้อจุลินทรีย์ท่ีตรวจพบได้
ส่วนใหญ่มีดังนี้ 

3.1 Propionibacterium acnes เป็น anaerobic pleomorphic diphtheroid 
ซ่ึงมีส่วนเก่ียวข้องกับพยาธิกําเนิดของสิว 2 ประการ คือ 

     3.1.1 เชื้อ P. acnes ก่อการอักเสบในท่อต่อมไขมันโดยการหลั่งเอนไซม์ lipase และสารท่ีมี
น้ําหนักโมเลกุลตํ่า ซ่ึงมีคุณสมบัติกระตุ้นการรวมตัวกันของเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil เอนไซม์ lipase มี
คุณสมบัติย่อยไขมันกลายเป็นกรดไขมันอิสระ กรดไขมันอิสระและสารท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่านี้สามารถซึมผ่าน
ท่อต่อมไขมันไปสู่หนังกําพร้าใกล้เคียงได้แล้วจะร่วมกับแอนติบอดีและคอมพลีเมนต์จากน้ําเหลือง ทําให้
เกิดปฏิกิริยาแล้วมีเอนไซม์ hydrolytic เกิดข้ึนใหม่ ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลสูง สามารถกระตุ้นเม็ดเลือดขาวท้ัง
ชนิด neutrophil และ macrophage ได้โดยตรง โดยไม่ต้องมีแอนติบอดี หรือคอมพลีเมนต์ เอนไซม์ท่ีเกิดข้ึน
ใหม่นี้จะย่อยkeratin และเส้นขน  
 3.1.2 เชื้อ P. acnes ผลิตเอนไซม์ lipase ซ่ึงสามารถสลาย triglycerides ในไขผิวหนัง ให้เป็น
กรดไขมันอิสระ เช่น linoleic acid ซ่ึงมีฤทธิ์ระคายก่อให้เกิด comedones และการอักเสบ เชื้อ P. acnes 
เป็นแบคทีเรียท่ีไม่ใช้ออกซิเจน ดังนั้นจึงชอบอยู่ในท่ีท่ีมีความดันออกซิเจนตํ่า คือ ส่วนลึกของต่อมไขมัน ซ่ึง
เป็นท่ีอยู่รวมของแบคทีเรียบนผิวหนัง ในสิวหัวขาวจะพบ P. acnes ประมาณร้อยละ 77 ในสิวหัวดําพบร้อย
ละ 72 ในคนเป็นสิวจะพบแอนติบอดีต่อ P. acnes สูงกว่าปกติ และเป็นส่วนหนึ่งท่ีทําให้มีการอักเสบเกิดข้ึน 
อย่างไรก็ตาม จํานวน P. acnes บนผิวหนังไม่สัมพันธ์กับความรุนแรงของสิว แต่จํานวนของ P. acnes ในท่อ
ต่อมไขมันจะเก่ียวข้องโดยตรงกับความรุนแรงของสิวโดยการหลั่งสารชีวเคมีท่ีทําให้เกิดการอักเสบ (เรณู โคตร
จรัส, 2544) กลไกท่ีทําให้เกิดสิวโดย P. acnes เนื่องมาจากการหลั่งเอนไซม์ชนิดต่าง ๆ ได้แก่ lipase, 
phosphatase, lecithinase, deoxyribonuclease, hyaluronidase, protease, neuraminidase และสาร
ท่ีไม่ใช่เอนไซม์ ซ่ึงเป็นสารแอนติเจนหรือสารเคมีท่ีกระตุ้นเม็ดเลือดขาวให้มารวมตัวกันมากข้ึน 
 3.2 Staphylococcus epidermid  และ S. aureus แบคทีเรียท้ังสองเป็นแบคทีเรียท่ีมีรูปร่างทรง
กลมติดสีแกรมบวก เป็นต้นเหตุท่ีพบบ่อยท่ีสุดของการติดเชื้อแบคทีเรียในคนโดยเฉพาะ S. aureus และทําให้
เกิดโรคได้เกือบทุกระบบของร่างกาย ส่วนใหญ่มักเก่ียวกับทางผิวหนัง ได้แก่ ฝี หนอง สิว รวมถึงการติดเชื้อท่ี
แผลหลังการผ่าตัด S. aureus สร้างสารพิษและเอนไซม์ได้หลายชนิด ซ่ึงสารเหล่านี้จะช่วยให้แบคทีเรีย
สามารถต่อสู้กับกลไกต่างๆ ท่ีร่างกายใช้ในการกําจัดจุลชีพ ทําให้เชื้อสามารถแบ่งตัวเจริญเติบโตและก่อให้เกิด
พยาธิสภาพแก่ร่างกายของมนุษย์ได้ 
4. การเกิดปฏิกิริยาการอักเสบ เป็นผลของ mediator ต่างๆ ซ่ึงเกิดจากเชื้อ P. acnes ท่ีอยู่ภายใน ขุมขน
กระจาย ผ่านช่อง (gap) ท่ีผนังของขุมขนออกมาทําให้เกิดปฏิกิริยาอักเสบข้ึน  

สาเหตุและลําดับการเกิดสิวชนิดต่าง ๆ แสดงในรูปท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ 
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ท่ีมา: http://www.drsaroj.co.th/an2.htm 

รูปท่ี 1 แสดงสาเหตุการเกิดสิว 

 

 
 
ท่ีมา: http://dermonu.lnwshop.com/ 

รูปท่ี 2 แสดงลําดับการเกิดสิวชนิดต่าง ๆ  

2.1.2 ยาทารักษาสิว (ประวิตร, 2549) 

กรณีท่ีเป็นสิวน้อยอาจใช้แค่ยาทารักษาสิว ดังนี้ 
 2.1.2.1 เบนซอยล์ เพอร์ออกไซด์ (benzoyl peroxide) 
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        เป็นยารักษาสิวท่ีได้ผลดีตัวหนึ่ง ฤทธิ์ของยาตัวนี้ทําให้หัวสิวหลุดออกได้เร็วข้ึน ร่วมไปกับการ
ฆ่าเชื้อแบคทีเรียท่ีทําให้สิวอักเสบ และป้องกันไม่ให้เกิดไขมันอุดตัน ยิ่งตัวยาเบนซอยล์ เพอร์ออกไซด์ (บีพี) มี
ความเข้มข้นสูงเพียงใด ก็ยิ่งทําให้ผิวหนังแห้งและลอกมากข้ึนเพียงนั้น ผู้ป่วยบางรายทาบีพีบ่อยเกินไป หน้าจะ
แห้ง ระคายเคืองมาก ในกรณีนี้จําเป็นต้องหยุดทายา แล้วกลับมาพบแพทย์เพ่ือรับการรักษาการระคายเคือง
และอักเสบของใบหน้าต่อไป แรกทีเดียวอาจทายา (ต้องทายาก่อนล้างหน้าตอนเย็น) ท้ิงไว้ท่ัวหน้า 2-3 นาที 
แล้วล้างออกด้วยน้ําเปล่า ถ้าไม่มีการระคายเคืองและอักเสบอาจค่อยๆ เพ่ิมเวลาและความเข้มข้นข้ึนได้ 

2.1.2.2 กรดวิตามินเอ (retinoic acid) 
Tretinoin กรดวิตามินเอในรูปยาทาช่วยขจัดปัญหาสิวอุดตันได้ โดยท่ีกรดวิตามินเอ จะซึมผ่าน

ลงไปสู่รูขุมขน ทําให้เซลล์ผิวหนังในรูขุมขนหลวมตัว สิวอุดตันจึงหลุดออกมาง่ายข้ึน นอกจากนั้น กรดวิตามิน
เอทําให้เซลล์ผิวหนังแบ่งตัวเร็วข้ึน สิ่งท่ีค่ังค้างอุดตันจึงหลุดลอกออกมาเร็ว ยาจะออกฤทธิ์ต่อเม่ือทาไปแล้ว 3-
6 สัปดาห์ ปกติแล้วไม่ใช้กรดวิตามินเอชนิดทากับสิวอักเสบ เพราะจะทําให้สิวอักเสบเลวลง ควรใช้กรดวิตามิน
เอชนิดทากับสิวอุดตันหรือคอมมีโดนเท่านั้น การทายาตัวนี้ให้ทาเพียงบางๆ วันละครั้งก่อนนอน ไม่ต้องล้าง
หน้าก่อนทา เพราะยิ่งทําให้หน้าแห้งและระคายเคืองง่ายข้ึน นอกจากนั้น ในตอนเช้าควรทายากันแดดท่ัวหน้า
ด้วย เพราะแสงแดดยิ่งทําให้ฤทธิ์การระคายเคืองของกรดวิตามินต่อผิวหนังสูงข้ึน และต้องใช้ภายใต้การดูแล
ของแพทย์เท่านั้น Isotretinoin มักอยู่ในรูปเจล 0.05% ได้ผลใกล้เคียงกับ Tretinoin และบีพี ทําให้แห้งลอก
เป็นขุยได้ แต่น้อยกว่า Tretinoin ยาทารักษาสิวกลุ่ม retinoids คือ adapalene ในบางรายท่ีใช้ยากลุ่มกรด
วิตามินเอ (retinoic acid) แล้วมีปัญหาผิวแห้งระคายเคืองมาก แพทย์อาจเปลี่ยนมาให้ยากลุ่ม Retinoids 
แทน ควรทายาก่อนนอน อาจทาครีมให้ความชุ่มชื้นตามในบริเวณท่ีผิวแห้งและรอบดวงตา  และควรใช้ยากัน
แดดร่วมด้วย 

2.1.2.3 ยาทารักษาสิวกรด 
Azelaic นอกจากช่วยให้สิวอุดตันหลุดลอกแล้ว ยังมีฤทธิ์ฆ่าเชื้อโรคท่ีผิวหนัง โดยท่ัวไปยาทา 

Azelaic  acid จะไม่ค่อยทําให้ผิวระคายเคืองและไม่ค่อยก่อให้เกิดผิวไวต่อแสง 

2.1.2.4 ยาปฏิชีวนะชนิดทา 
เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียชื่อ P. acnes ทําให้เกิดสิวอักเสบข้ึนได้ ยาปฏิชีวนะท่ีใช้ทาท่ัวไป ได้แก่ 

Clindamycin, Erythromycin และ Tetracycline ข้อควรระวังก็คือ ยาพวกนี้เม่ือใช้ไปนานๆ ก็ถูกดูดซึมเข้า
สู่ร่างกายและให้ผลแทรกซ้อนได้เหมือนยากิน การใช้ยาปฏิชีวนะชนิดทาจึงจําเป็นต้องอยู่ภายใต้การดูแลของ
แพทย์ผิวหนัง 
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2.2 สลัดได (Euphorbia antiquorum Linn.) 

ชื่อวิทยาศาสตร์: Euphorbia antiquorum Linn. 
ชื่ออ่ืนๆ: กะลําพัก (นครราชสีมา) เคียะผา (เหนือ) เค่ียะเลี่ยม หงอนงู (แม่ฮ่องสอน) ทูดุเกละ (กะเหรี่ยง-
แม่ฮ่องสอน) 
ชื่ออังกฤษ: Malayan Spurge Tree, Milkbush. 

 

 
 
รูปท่ี 3 ต้นและดอกสลัดได (สารานุกรมไทยสําหรับเยาวชน ฯ เล่มท่ี 24)   
 
ลักษณะ: ไม้ต้น ลําต้นเป็นสามเหลี่ยมสีเขียว ตรง สูงประมาณ 2-5 เมตร ลําต้นมักแตกออกเป็นสามยอด    
ตรงสันของลําต้นมีหนามเป็นกระจุกๆ ละ 2 เรียง ลงมาตลอดลําต้น-ลําต้นมียางสีขาวเหมือนนํ้านม ใบเด่ียว
ขนาดเล็ก เรียงสลับรูปไข่กลับ ร่วงง่ายจึงดูคล้ายไม่มีใบ ดอกจะออกหน้าหนาวออกเป็นตุ่มๆ สี เหลือง 1-3 
ดอก สลับกับหนามตรงส่วนปลายก่ิง ดอกตัวผู้และดอกตัวเมีย อยู่คนละดอก อยู่ในช่อเดียวกันไม่มีกลีบดอก 
ผลเป็นสามพู แตกได้ ต้นท่ีแก่จัด ลําต้นจะมีแก่นแข็ง แข็งข้างใน เม่ืออายุประมาณ 10 ปีข้ึนไป ต้นจะตายลง 
แต่แก่นแข็งๆ ยังอยู่ มีลักษณะเหมือนไม้แห้งๆ สีนํ้าตาล มีกลิ่นหอม และรสขม เรียกว่า “กะลําพัก” ใช้ทํา 
ยาแก้ไข้ได้ดี 
ส่วนท่ีใช้: แก่นท่ีตายลง และยาง 
สารสําคัญ: นํ้ายางสีขาวมีสาร caoutchouc 4-7% มีสารพวก tetracyclic diterpene ได้แก่ phorbol และ 
ester เช่น 12-deoxyphorbaI, 13-tiglate 20-acetate, ingenol และ ester เช่น 16-hydroxyingenol 3, 
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5,6, 20-tetraacetate นอกจากนั้นพบ tricyclic diterpene ได้แก่ tinyatoxin, huratoxin และ resin พบ 

ß-amyrin, cycloartenol, euphol, α euphorol (Akihisa et al., 2002) 
ประโยชน์ทางยา:  

1. ยางใช้กันหูด (ระวังอย่าให้ยางถูกเนื้อดีๆ จะทําให้เนื้อดีเน่าหลุดไปด้วย) ในยางมีสารซ่ึงมีฤทธิ์เป็น
ยาถ่ายอย่างแรง สาร phorbal ท่ีพบในนํ้ายางเป็นสารท่ีมีฤทธิ์ทําให้เกิดการระคายเคืองและเป็นตัวร่วมเร่งทํา
ให้เกิดมะเร็ง (Co-carcinogenic activity) และเป็นตัวช่วยรักษามะเร็งในเม็ดเลือดได้ด้วย 

2.กระลําพักสลัดไดมีกลิ่นหอม รสขมร้อน ใช้ขับลม แก้ไข้ 
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บทท่ี  3  
ระเบียบวิธีวิจัย ผลการทดลอง และวิจารณ์ผลการทดลอง 

3.1 น้ํายาและสารเคมี 

 Low-molecular weight markers for SDS-PAGE, polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes, 
SP SepharoseTM Fast Flow (FF) columns (1.5 cm x 3 cm), phenyl FF (high sub) columns (1.5 cm 
x 3 cm) และ HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR columns ซ้ือจาก GE Healthcare (Uppsala, Sweden) 
น้ํ า ย า  Bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit, glycoprotein carbohydrate estimation kit, 
supplemented brucella broth แล ะ  agar for anaerobes ซื้ อ จ า ก  Thermo Fisher Scientific (MA, 
USA). Standard proteins for gel filtration, Amicon Ultra centrifugal filter units (MWCO 10 kDa) 
และ  Mueller-Hinton broth and agar ซ้ื อจาก  Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
และ สารเคมีอ่ืน ๆ สั่งซ้ือจาก Acros Organics (Geel, Belgium).  

3.2 การจําแนกชนิดของต้นไม้ 

 จําแนกโดยใช้ลักษณะของหนาม ดอก และลําต้น ตามเกณฑ์ของ Flora of Thailand Volume 8 
part 1 (Esser, 2005) ซ่ึงสามารถจําแนกได้ว่าต้นไม้ท่ีใช้ในงานวิจัยเป็นชนิด Euphorbia antiquorum Linn 
(E. antiquorum L.) ซ่ึงในการเขียนเก่ียวกับงานวิจัยเรื่องนี้จะใช้ชื่อต้นไม้ชนิดนี้ว่า E. antiquorum แทน E. 
cf. antiquorum 

3.3 น้ํายาง 

 น้ํายางจะเก็บจากต้นของ E. antiquorum เม่ือเก็บเสร็จแล้วจะนําน้ํายางมาเก็บไว้ท่ี -20 °C จนกว่า
จะนํามาใช้  

3.4 Screening และ specification ชนิดของธาตุ (trace elements) ในน้ํายางสด 

 ชนิด trace elements ท่ีเป็นองค์ประกอบในน้ํายางสดของ E. antiquorum ทําการศึกษาโดยใช้
เ ทคนิ ค  X-ray fluorescence (XRF) แ ล ะ  X-ray absorption spectroscopy (XAS) ณ  BL5 . 2 :  SUT-
NANOTEC-SLRI Beamline, Synchrotron Light Research Institute (SLRI) ประเทศไทย 
 ผลการทดลองพบว่า น้ํายางสดของพืชประกอบด้วยธาตุ Ca2+ and Zn2+ เป็นหลัก (แสดงในรูปท่ี 4)  

ผลการทดลอง XAS พบว่า Ca K-edge XANES spectra ของน้ํายางสดประกอบด้วยสารประกอบท่ีใกล้เคียง
ระหว่าง calcium oxalate monohydrate (C2O4.Ca.H2O) (รูปท่ี 5) ซ่ึงโดยท่ัวไปสารประกอบนี้สามารถพบ
ได้ในพืชหลายชนิด (Rodrigues และคณะ, 2009) นอกจากนี้ Zn K-edge XANES spectrum ของน้ํายางพืช
มีความใกล้เคียงกับ zinc sulfate (ZnSO4) และ/หรือ zinc nitrate (Zn(NO3)2 (รูปท่ี 6) การท่ีจะระบุว่า
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สารประกอบของธาตุ Zn2+ and Ca2+ ในน้ํายางของพืชมักทําได้ยากเนื่องจากว่าธาตุท้ังสองสามารถจับได้กับ
สารอินทรีย์และอนินทรีย์ท่ีอยู่ในพืชได้หลายชนิด (Sarret และคณะ, 2006) 
 
 

  

รูปท่ี 4 X-ray fluorescence spectra ของโลหะ (metals) และ trace elemets ท่ีพบได้ในน้ํายางสดของต้น 
E. antiquorum. Calcium (Ca) and zinc (Zn)  
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รูปท่ี 5 แสดง Ca K-edge XANES spectra จากน้ํายางของต้น E. antiquorum และ สารประกอบมาตรฐาน 
(standard compounds) standard compounds ประกอบด้วย calcium acetate monohydrate 
(Ca(CH3COO)2.H2O), calcium oxalate monohydrate (C2O4.Ca.H2O), calcium chloride anhydrous 
(CaCl2), calcium carbonate (CaCO3) และ calcium oxide (CaO). 
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รูปท่ี 6 แสดง Zn K-edge XANES spectra จากน้ํายางของต้น E. antiquorum และ สารประกอบมาตรฐาน 
(standard compounds) standard compounds ประกอบด้วย zinc chloride (ZnCl2), zinc nitrate 
(Zn(NO3)2, zinc sulfate (ZnSO4), zinc oxide (ZnO) และ zinc foil (Zn foil) 
 

3.5 การทําโปรตีนให้บริสุทธิ์ และหาขนาดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์  

   น้ํายางท่ีเก็บได้จากต้นของ E. antiquorum น้ํามาปั่นแยกและ purify ด้วย cation exchange 
chromatography (HiTrap SPFF) โดยใช้  linear gradient salt elution ด้วย NaCl ความเข้มข้น 0-0.5 M 
ใน 25 mM sodium acetate buffer pH 4.5 หลังจากนั้นนําส่วนโปรตีนท่ีสกัดในความเข้มข้น NaCl เท่ากับ 
0.2 M ไป purify ต่อด้วย hydrophobic column chromatography (HiTrap Phenyl FF (high sub) โดย
ใช้ linear gradient salt elution ท่ีมีความเข้มข้นของ (NH4)2SO4  ในช่วง 2-0 M ใน buffer 25 mM PBS 
pH 7.0 โดยโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพถูก purify ออกมาท่ีความเข้มข้นของ (NH4)2SO4  เท่ากับ 0.3-0.2 
M และโปรตีนท่ีได้เม่ือแยกด้วย 12.5% gel SDS-PAGE electrophoresis (Laemmli, 1970) พบว่า fraction 
ของโปรตีนท่ีได้ประกอบด้วยแถบโปรตีน (protein bands) ในรูป dimeric form ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล (MW) 
73 kDa และ monomeric form ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 33 kDa (ดังแสดงในรูปท่ี 7) โปรตีนดังกล่าว
นํามาหาขนาดน้ําหนักโมเลกุลด้วยวิธีมาตรฐาน คือ size exclusion column chromatography หรือ gel 
filtration column chromatography (HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR column) ด้ ว ย  flow rate 
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0.5 ml/min ใช้ 0.1 M PBS pH 7.2 เป็น mobile phase เม่ือเทียบกับกราฟสารมาตรฐาน พบว่าโปรตีนนี้มี
ขนาดโมเลกุลประมาณ 75 kDa (รูปท่ี 8) 
 

 

 

 
รูปท่ี 7 แสดงแถบโปรตีนของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ก่อน (A) และหลัง (B) purify โปรตีนด้วยเทคนิค column 
chromatography ในรูป A และ B ตัวอย่างแต่ละ well จะผสมกับ SDS-PAGE sample buffer ในสภาวะท่ี
ไม่มี (lanes 2 และ 3) และมี reducing agent (5% 2-mercaptoethanol) (lanes 4 และ 5) ตัวอย่างสําหรับ 
lanes ท่ี 2 และ 4   ไม่ได้ต้มตัวอย่างก่อนแยกแถบโปรตีนด้วย SDS-PAGE ส่วนตัวอย่างสําหรับ lanes ท่ี 3 

และ 5 จะถูกต้มท่ี 95 °C 5 นาที ก่อนแยกแถบโปรตีนด้วย SDS-PAGE โปรตีนมาตรฐานท่ีใช้เปรียบเทียบ
ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนแสดงใน lane ท่ี 1   
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รูปท่ี 8 Elution profile ของโปรตีนออกฤทธิ์ในรูป dimeric form เม่ือหาขนาดโมเลกุลด้วย gel filtration 
(Sephacryl S-200) column chromatography ในกรอบสี่เหลี่ยม แสดงกราฟมาตรฐานระหว่าง ขนาด
โมเลกุลของโปรตีน และ relative elution volume ของโปรตีนมาตรฐาน (Ve/V0) 

3.6 การหาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน และ การหาชนิดของโปรตีน  

   ลําดับของกรดอะมิโน (21 residues) ของโปรตีนจากปลาย N-terminal ของโปรตีนวิเคราะห์โดย 
automated Edman degradation method และ วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนโดยการหาชนิดของโปรตีนท่ีมี
ลําดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกับโปรตีนท่ีออกฤทธิ์จาก BLAST database ทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน
ด้วย ClustalW program ลําดับของกรดอะมิโน 21 residues แรกแสดงในรูปท่ี 9 และจากการทํา homology 
sequence search พบว่าโปรตีนท่ีออกฤทธิ์มีลําดับกรดอะมิโนใกล้เคียงกับ galactose-inhibitable lectin 
จากต้น E. marginata ดังนั้นคุณสมบัติในการเป็น galactose-specific lectin ของโปรตีนท่ีสกัดได้จากน้ํายาง
ของ E. antiquorum จึงทําการวิเคราะห์ต่อไป 
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รูปท่ี 9 การเปรียบเทียบลําดับของกรดอะมิโนจากปลาย N-terminal ของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์จากน้ํายาของต้น 
E. antiquorum กับโปรตีน galactose-inhibitable lectin จากต้น E. marginata ซ่ึง alignment ด้วย 
ClustalW program ลําดับของกรดอะมิโนท่ีมีลําดับเหมือนกัน (identity) ระหว่างโปรตีนท้ังสองแสดงด้วย

เครื่องหมาย (∗) หรือ มีความคล้ายคลึงกันมาก หรือน้อย แสดงด้วยสัญลักษณ์ (:) หรือ (.) ตามลําดับ ซ่ึงแสดง
ถึงความเหมือนหรือคล้ายคลึงประมาณ 52.38%, 14.29% และ 9.52% ตามลําดับ 

 

3.7 คุณสมบัติการเป็นโปรตีน lectin ของโปรตีนออกฤทธิ์ 

   คุณสมบัติในการเป็นโปรตีน lectin ทดสอบได้โดยนําโปรตีนท่ีออกฤทธิ์มาทดสอบการเกาะกลุ่มของ
เม็ดเลือดแดงของกระต่าย โดยใช้โปรตีนท่ีเจือจางเป็นความเข้มข้นต่าง ๆ  ด้วย 0.1 M PBS pH 7.2 (50 µl) ผสม
กับเม็ดเลือดแดงของกระต่าย (red blood cell, RBC) ความเข้มข้น 2% (v/v) (50 µl) ใน U-microwell plate 

และ incubate ท่ี 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
 ค่า 1 hemagglutination unit (HAU) มีค่าส่วนกลับของ dilution สูงสุด (Titer) ของสารสกัดท่ี
สามารถทําให้เม็ดเลือดแดงของกระต่ายเกาะกลุ่มกันได้  
   ค่า specific hemagglutination (SHA) คือ อัตราส่วนระหว่าง HAU และ ความเข้มข้นของโปรตีน 
(mg/ml) ดังนั้นหน่วยของ SHA คือ HAU/mg 
   จากการทดลองพบว่าโปรตีนท่ีสกัดได้มีความสามารถในการเกาะกลุ่มเม็ดเลือดแดงของกระต่ายได้ 
และนํามาใช้ในการหาความบริสุทธิ์ของโปรตีนท่ีสกัดได้ด้วยเทคนิค column chromatography ดังแสดงใน
ตารางท่ี 1 จากตารางท่ี 1 พบว่าโปรตีนมีความบริสุทธิ์มากข้ึน 22.1 เท่าจาก crude proteins และมีค่า yield 
เท่ากับ 22.6% (w/w) 
   เนื่องจากโปรตีนท่ีออกฤทธิ์สามารถ purify ได้จากน้ํายางของต้น E. antiquorum และสามารถ
ก่อให้เกิดการเกาะกลุ่มเม็ดเลือดแดงได้ จึงเรียกโปรตีนนี้ว่า “EantH” 
   งานวิจัยนี้ได้รับการรับรองให้ใช้สัตว์ในการวิจัยได้ตามเอกสารรับรองเลขท่ี 9/2017 ท่ีออกโดย
คณะกรรมการกํากับดูแลการใช้สัตว์เพ่ือการศึกษาวิจัย ของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
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ตารางที่ 1 การทําโปรตีน EantH จากน้ํายางของต้น E. antiquorum ให้บริสุทธิ์  
 

Purification step 
 

Volume 
(ml) 

Total  
Protein 
(mg) 

HAU /0.05 ml 
Total 
HAU 

Specific HA  
(SHA)  

 (HAU/mg) 

Purification 
factor a 
(fold) 

 

Protein Yield b 

(%, w/w) 
 

Crude latex 4 22.08 256 20480 927.54 1 100 
Two types of 
column 
chromatography 5 5 1024 102400 20480 22.1 22.6 

 
a Purification factor คือ อัตราส่วน (ratio) ระหว่าง SHA ที่ได้จากแต่ละ purification step และ SHA เริ่มต้น (initial SHA)   
b Yield (%, w/w) หาได้จากนําความเข้มข้นของโปรตีนที่ได้ในขั้นตอน purification step หารด้วยจํานวนความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมดจาก crude latex คูณด้วย 100 
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3.8 การหาน้ําตาลท่ีจําเพาะของโปรตีนท่ีออกฤทธิ์ (Sugar specificity of potential protein) 

   เนื่องจากโปรตีน EantH เป็น plant lectin ซ่ึงตามคุณสมบัติของ lectin สามารถท่ีจะจับกับน้ําตาลท่ี
อยู่บนผิวของเซลล์ต่าง ๆ ได้ และกระตุ้นให้เซลล์เกิดการเกาะกลุ่มได้ และคุณสมบัตินี้จะหายไปเม่ือใช้น้ําตาลท่ี
จําเพาะเข้าไปจับกับ lectin แทนท่ีน้ําตาลบนผิวเซลล์ ดังนั้นการทดลองนี้จึงได้ใช้น้ําตาลชนิดต่าง ๆ ในการ
ยับยั้งการเกาะกลุ่มกันของเม็ดเลือดแดงของกระต่ายเนื่องจาก EantH โดยใช้โปรตีน 0.1 mg/ml ผสมกับ

น้ําตาลแต่ละชนิด (ดังตารางท่ี 2) ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ (0-100 mM) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ท่ี 37 °C แล้วจึง
นําไปทดสอบการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดงของกระต่ายดังวิธีท่ี 3.7 
   ผลการทดลองพบว่า EantH มีความจําเพาะต่อน้ําตาล D-galactose มากกว่าน้ําตาล N-acetyl-D-
galactosamine และ D-acetymuramic acid จึงสรุป ได้ว่า EantH เป็น D-galactose-sepecific lectin ซ่ึง
สอดคล้องกับผลการทดลอง N-terminal sequence alignment และ homology sequence search (ดัง
แสดงในรูปท่ี 9)  
 
ตารางท่ี 2 ความจําเพาะของน้ําตาลของโปรตีนท่ีออกฤทธิ ์  
 

Sugars Concentration a (mM) 

N-acetyl-D-glucosamine  

N-acetylmuramic acid  
N-Acetyl-D-galactosamine 
D-arabinose  
D-cellobiose  
D-fructose  
L-fucose  
D-galactose  
D-glucosamine 
D-glucose 
D-maltose  
D-mannose  
D-xylose  
D-saccharose  

NI 
100 
100 
NI 
NI 
NI 
NI 
50 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 
NI 

 

a ความเข้มข้นตํ่าสุดของน้ําตาลท่ีสามารถยับยั้ง hemagglutination activity ของ EantH ได้ 
NI คือ ไม่พบการยับยั้ง hemagglutination activity ของ EantH ฃ 
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 คุณสมบัติการเป็น D-galactose-specific lectin ของ EantH มีความคล้ายคลึงกับ lectin ท่ีพบได้ใน
น้ํายางของพืชในวงศ์ Euphorbiaceae (Dias และคณะ, 2015) 

3.9 ความคงทน (stability) ของโปรตีนออกฤทธิ์ต่อ pH และ อุณหภูมิ (temperature) ต่าง ๆ 

   ความคงทนของ EantH ต่อ pH และอุณหภูมิต่าง ๆ ทําได้โดยบ่ม protein (0.1 mg/ml) ในช่วง pH 

3-12 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และท่ีช่วงอุณหภูมิ 5-95 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และนําโปรตีนไปทําการวัด
ความสามารถในการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดงตามวิธีในข้อ 3.7 แต่ทําการเจือจางโปรตีนด้วย 0.15 M NaCl 
แทน 0.1 M PBS pH 7.2 
   ผลการทดลองพบว่า EantH มีความคงทนต่อการเปลี่ยนแปลง pH ในช่วง 5-9 และ ช่วงอุณหภูมิ 5-

65 °C ดังแสดงในรูปท่ี 10 และ 11 ตามลําดับ ซ่ึงความคงทนต่อ pH ในช่วงไม่เกิน pH 10 ของ EantH มี
ความใกล้เคียงกับโปรตีน lectins ท่ีพบได้ในพืชในวงศ์ Euphorbiaceae เช่น E. calcina L., E. dalberi และ 

E. sp (Nsimba‐Lubaki และคณะ, 1986) แต่  EantH มีความต่างกว่ า  lectin ของพืช อ่ืน  ๆ ในวง ศ์  

Euphorbiaceae ท่ีมักทนอุณหภูมิได้ไม่เกิน 60 °C (Santana และคณะ, 2014) 
 

 

รูปท่ี 10 ความคงทนต่อช่วง pH ต่าง ๆ ของ EantH ประเมินโดยใช ้hemagglutination assay ค่า titers ท่ี
ให้ hemagglutination แบบสมบูรณ์ คิดเป็นค่า hemagglutination activity เท่ากับ 100% 

 

 



20 
 

 

รูปท่ี 11 ความคงทนต่อช่วง อุณหภูมิ ต่าง ๆ ของ EantH ประเมินโดยใช ้hemagglutination assay ค่า titers 
ท่ีให้ hemagglutination แบบสมบูรณ์ คิดเป็นค่า hemagglutination activity เท่ากับ 100% 

 

3.10 ผลของไอออน (ion) ของโลหะ และ EDTA ต่อการทํางานของโปรตีนออกฤทธิ์ 

   จากการทดลอง XRF และ XAS พบว่าธาตุท่ีพบได้ในน้ํายางสดของ E. antiquorum คือ Ca2+ และ 
Zn2+ ดังนั้นผลของไอออนของธาตุท้ังสองรวมท้ัง EDTA ต่อการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดงกระต่ายของ EantH 
จึงได้ทําการทดสอบ โดยการบ่มโปรตีน (0.1 mg/ml) ใน EDTA, ZnCl2 และ CaCl2 ในความเข้มข้น 0-100 

mM เป็นเวลา 16 ชั่วโมงท่ี 4 °C และนํามาทดสอบการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดงของกระต่ายตามวิธีท่ี 3.7 
   ผลการทดลองพบว่าการกระตุ้นการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดงของกระต่ายด้วย EantH ไม่ถูกยับยั้ง
ด้วยไอออนของ Ca2+ และ Zn2+ และ EDTA ซ่ึงเป็นลักษณะของ galactose/lactose-specific lectin เช่น 
Eutirucallin จาก E. tirucalli latex (Santana และคณะ, 2014) 

3.11 ศึกษาคุณสมบัติในการต้านแบคทีเรียก่อสิว และจุลชีพอ่ืน ๆ 

3.11.1 สายพันธ์ของเช้ือจุลชีพ (Microbial strains) 
  คุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียท่ีก่อสิวของ EantH ทดสอบโดยใช้เชื้อ Propionibacterium 

acnes DMST 14976 ซ่ึงเป็น Gram-positive anaerobic bacteria และ เชื้อ Staphylococcus aureus 
ATCC 25923, และ clinically isolated strains ของเชื้อ Staphylococcus epidermidis TUH93 ซ่ึงเป็น 
Gram-positive bacteria และเพ่ือให้ทราบถึงการออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและจุลชีพอ่ืน ๆ จึงได้ทําการ
ทดสอบเพ่ิมเติมโดยใช้แบคทีเรียและยีสต์ ดังนี้  
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Gram-positive bacteria: Streptococcus agalactiae (Group B) DMST 17129  
Gram-negative bacteria: Escherichia coli ATCC 25922 และ Salmonella typhimurium ATCC 

13311   
 Yeasts: Candida albicans ATCC 10231 and Candida parapsilosis ATCC 22019  

3.11.2 การศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ังและฆ่าเช้ือ Propionibacterium acnes  

เชื้อ P. acnes standard strain ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Brucella broth supplemented 
with hemin (5 ug/ml), Vitamin K (1 ug/ml) and sheep blood (5%) ในสภาวะไม่มีอากาศ ท่ีอุณหภูมิ 

37 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วเจือจางเชื้อด้วย brucella broth ให้ได้เชื้อประมาณ 104  cells/ml และใส่
เชื้อลงในสารสกัดท่ีเจือจางเป็นความเข้มข้นต่าง ๆ ใน 96-microwell plate แล้วนําไปเพาะเลี้ยงภายใต้

สภาวะท่ีไม่มีอากาศโดยเก็บ ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนํามาให้สังเกตหลุมสุดท้ายท่ีไม่มี
จุลินทรีย์เจริญหรืออาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดไม่ขุ่น อ่านปริมาณของสารทดสอบของหลอดนี้เป็นค่าความเข้มข้น
ตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ หรือ Minimal inhibitory concentration (MIC) บันทึกหน่วยเป็น
ความเข้มข้นของสารโปรตีนสกัด 

จากการหาค่าความเข้มข้นตํ่าท่ีสุดท่ีทําให้เชื้อไม่เจริญในอาหารเหลวนั้น สามารถนํามาหาค่าความ
เข้มข้นตํ่าสุดท่ีสามารถฆ่าได้เชื้อ Minimal bactericidal concentration (MBC) ได้ โดยนําหลุมท่ีทําการ
ทดสอบจากการหาค่า MIC ท่ีไม่มีความขุ่นทุกหลอดไป spread plate บนอาหาร anaerobic agar plate 

แล้วเก็บในสภาวะท่ีไม่มีอากาศโดยเก็บ. ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 2 วัน ความเข้มข้นตํ่าสุดท่ีเชื้อไม่มีการ
เจริญบนอาหารแข็ง ถือว่าความเข้มข้นนั้นเป็นความเข้มข้นตํ่าสุดท่ีสามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรีย (minimum 
bactericidal concentration (MBC)) ได้ 

3.11.3 การศึกษาประสิทธิภาพในการยับย้ังและฆ่าเช้ือ S. epidermidis, S. aureus และ เช้ือจุลินทรีย์
อ่ืน ๆ 

สารสกัดท่ีได้จะนํามาทดสอบการมีฤทธิ์ยับยั้งหรือฆ่าเชื้อแบคทีเรีย S. epidermidis, S. aureus และ
เชื้อจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ด้วยวิธี broth dilution ใน 96-microwell plate การออกฤทธิ์ของสารสกัดในการยับยั้ง
หรือฆ่าเชื้อแบคทีเรียโดยวิธีนี้สามารถทําได้โดยการเลี้ยงเชื้อให้มีปริมาณ 104 cells/ml และใส่เชื้อลงในสาร
สกัดท่ีเจือจางเป็นความเข้มข้นต่าง ๆ  เสร็จแล้วนําไปเลี้ยงท่ี 35 - 37 °C เป็นเวลา 16 – 18 ชั่วโมง แล้วนํามา
ให้สังเกตหลุมสุดท้ายท่ีไม่มีจุลินทรีย์เจริญหรืออาหารเลี้ยงเช้ือในไม่ขุ่น อ่านปริมาณของสารทดสอบของหลอด
นี้เป็นค่าความเข้มข้นตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ หรือ Minimal inhibitory concentration 
(MIC) บันทึกหน่วยเป็นความเข้มข้นของสารโปรตีนสกัด 
 จากการหาค่าความเข้มข้นตํ่าท่ีสุดท่ีทําให้เชื้อไม่เจริญในอาหารเหลวนั้น สามารถนํามาหาค่าความ
เข้มข้นตํ่าสุดท่ีสามารถฆ่าได้เชื้อ Minimal bactericidal concentration (MBC) ได้ โดยนํา media จากหลุม
ท่ีทําการทดสอบจากการหาค่า MIC ท่ีไม่มีความขุ่นทุกหลอดไป spread plate บนอาหาร trypticase soy 



22 
 

agar ถ้าความเข้มข้นของสารสกัดท่ีสามารถฆ่าเชื้อได้ก็จะไม่พบการเจริญของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ แต่ถ้าเชื้อ
ไม่ตายก็จะพบการเจริญของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 ความสามารถในการยับยั้งหรือฆ่าเชื้อจุลชีพต่าง ๆ แสดงในตารางท่ี 3 ซ่ึง EantH สามารถยับยั้งหรือ
ฆ่าเชื้อได้ดีในแบคทีเรียท่ีผนังเซลล์ประกอบไปด้วย galactose เช่น S. agalactiae และ P. acnes และเป็น
แบคทีเรีย Gram-positive ส่วนแบคทีเรีย Gram-negative สามารถยับยั้ง S. typhimurium ได้ แต่ยับยั้ง E. 

coli ไม่ได้แม้ว่าจะมี galactose บนผนังเซลล์  เนื่องจากผนังเซลล์ของแบคทีเรีย Gram-negative มี
องค์ประกอบของ lipids จํานวนมากและซับซ้อนกว่าแบคทีเรียกลุ่ม Gram-positive จึงทําให้โปรตีนเข้าไปจับ
กับน้ําตาลบนผนังเซลล์ได้ยาก (Navarre และ Schneewind, 1999; Delcour, 2009) และ EantH สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียท่ีผนังเซลล์มี N-acetylmuramic acid ซ่ึงเป็นองค์ประกอบในชั้นของ 
peptidoglycan ของผนังเซลล์ของแบคทีเรียโดยไม่ฆ่าเชื้อ เช่น S. epidermidis และ S. aureus (Navarre 
และ Schneewind, 1999) EantH ไม่สามารถยับยั้งหรือฆ่าเชื้อในกลุ่ม yeasts ได้เนื่องจากผนังเซลล์ของยีสต์
มักประกอบด้วย N-acetyl-D-glucosamine (Muszewska และคณะ, 2017) ซ่ึง EantH ไม่สามารถจับได้ 
และเนื่องจากเม่ือทําการทดลองหักล้างฤทธิ์ของ EantH ในการเข้าจับกับ galactose ท่ีอยู่ท่ีผนังเซลล์ของเชื้อ
จุลชีพ โดยการบ่มโปรตีนกับ D-galactose ก่อนทําการทดสอบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย แล้วเม่ือนํามาทดสอบ
การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย พบว่าความสามารถในการยับยั้งการเจริญและฆ่าเชื้อได้ลดลงกว่าก่อนบ่มกับ D-
galactose (ดังแสดงในตารางท่ี 3) จึงสามารถสรุปได้ว่า EantH สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตหรือฆ่าเชื้อ
แบคทีเรียผ่านการจับกับ galactose ของผนังเซลล์ของเชื้อเป็นหลัก และการทดลองท่ีสนับสนุนถึงการยับยั้ง
เชื้อของสารสกัดท่ีผนังเซลล์ของแบคทีเรีย คือ การศึกษาการเปลี่ยนแปลงผนังเซลล์ของแบคทีเรียเปรียบเทียบ
ก่อนและหลังบ่มกับ EantH ด้วยเทคนิค scanning electron microscopy (SEM) ซ่ึงพบว่า EantH ท่ีสามารถ
ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและฆ่าเชื้อ P. acnes ได้นั้น สามารถทําให้เชื้อมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างจากเซลล์ปกติ
อย่างมาก และเกาะกลุ่มกัน ผนังเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงไปอย่างเห็นได้ชัดเจนดังแสดงในรูปท่ี 12 
ส่วนรูปร่างและผนังเซลล์ของเชื้อ S. typhimurium ท่ีสามารถถูกยับยั้งการเจริญโดยไม่ฆ่าด้วย EantH มีการ
เปลี่ยนแปลงไปจากปกติแต่น้อยกว่า P. acnes (ดังแสดงในรูปท่ี 13) 
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ตารางท่ี 3 Minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum microbicidal concentration 
(MMC) ของ EantH 
 

 
Microorganism 

Concentration of EantH (µg/ml) 

Without 
D-Galactose 

With D-Galactose 

MIC a MMC b MIC a MMC b 

Gram-positive bacteria: 
Staphylococcus aureus   
Staphylococcus epidermidis TUH93 
Streptococcus agalactiae DMST 17129 c 
Gram-positive anaerobic bacteria: 
Propionibacterium acnes DMST 14976 c 
Gram-negative bacteria: 
Escherichia coli  c 
Salmonella typhimurium ATCC 13311  c 
Fungus: 
Candida albicans ATCC 10231 
Candida parapsilosis ATCC 22019 

 
2000 
2000 
250 

 
125 

 
> 4000 
1000 

 
> 4000 
> 4000 

 
> 4000 
> 4000 
2000 

 
1000 

 
> 4000 
> 4000 

 
> 4000 
> 4000 

 
2000 
2000 
2000 

 
1000 

 
> 4000 
> 4000 

 
> 4000 
> 4000 

 
> 4000 
> 4000 
> 4000 

 
> 4000 

 
> 4000 
> 4000 

 
> 4000 
> 4000 

 
a MIC คือ minimum inhibitory concentration ของ EantH ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพ 
b MMC คือ minimum concentration ของ EantH ท่ีสามารถฆ่าเชื้อจุลชีพได้ 99.9%  
c แบคทีเรียท่ีมีรายงานว่าผนังเซลล์มี galactose เป็นองค์ประกอบ 
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รูปท่ี 12 Scanning electron microscopy ของเซลล์ของเชื้อ P. acnes ท้ังก่อน (untreated) (รูป A) หรือ

หลังบ่ม (treated) (รูป B และ C) ด้วย EantH ภายใต้ anaerobic conditions ณ อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง จะเห็นว่าโครงสร้าง (ultrastructure) ของผนังเซลล์ของแบคทีเรียในสภาวะท่ีไม่มีโปรตีน EantH จะ
เรียบ และรูปร่างสมบูรณ์ (รูปท่ี A) แต่ในทางตรงกันข้างรูปร่างของแบคทีเรียเม่ือมี EantH จะเปลี่ยนแปลงไป
จากปกติอย่างมาก โดยมีรูปร่างเหี่ยว (shrinking) และมีลักษณะของตุ่มเล็ก ๆ บนผนังเซลล์ (blebbing) (รูปท่ี 
B) นอกจากนี้เซลล์ยังมีขนาดเล็กลงและเกาะกลุ่มกันมาก (รูปท่ี C)  
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รูปท่ี 13 Scanning electron microscopy ของเซลล์ของเชื้อ S. typhimurium ท้ังก่อน (untreated) (รูป 

A) หรือหลังบ่ม (treated) (รูป B) ด้วย EantH ณ อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะเห็นว่าโครงสร้าง 
(ultrastructure) ของผนังเซลล์ของแบคทีเรียในสภาวะท่ีไม่มีโปรตีน EantH จะเรียบ และรูปร่างสมบูรณ์ (รูป
ท่ี A) แต่ในทางตรงกันข้างรูปร่างของแบคทีเรียเม่ือมี EantH จะเปลี่ยนแปลงไปจากปกติ โดยมีรูปร่างเหี่ยว 
(shrinking) และมีลักษณะของตุ่มเล็ก ๆ  บนผนังเซลล์ (blebbing) (รูปท่ี B) เซลล์แบคทีเรียท่ีมีการเปลี่ยนแปลง
เพียงเล็กน้อยจากปกติภายหลังจากการบ่มด้วย EantH แสดงด้วยลูกศร 
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บทท่ี  4 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
 งานวิจัยครั้งนี้สามารถสกัดโปรตีน EantH ท่ีเป็นโปรตีนชนิด D-galactose-specific lectin จากน้ํา
ยางของต้น E. antiquorum ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญและฆ่าเชื้อแบคทีเรียท่ีก่อสิว P. aces และยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียท่ีก่อสิวโดยไม่ฆ่าเชื้อ คือ S. epidermidis และ S. aureus นอกจากนี้ EantH ยังสามารถ
ยับยั้งและฆ่าเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ได้ คือ S. typhimurium ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีก่อโรคในระบบทางเดิน
อาหาร เป็นต้น การยับยั้งหรือฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ของ EantH เกิดโดยโปรตีนสามารถจับกับน้ําตาลท่ีอยู่บน
ผนังเซลล์ชนิด galactose เป็นหลักร่วมกับ N-acetylmuramic acid ท่ีเป็นองค์ประกอบของ peptidoglycan 
ท่ีอยู่บนผนังเซลล์ของเชื้อ แล้วส่งผลให้เชื้อมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างไปจากเดิมอย่างมาก มีการเกาะกลุ่มกัน 
ขนาดเล็กลง เหี่ยว และตายได้ 
 งานวิจัยนี้สามารถต่อยอดได้โดยนําโปรตีนสกัดไปทดสอบกับเชื้อ เชื้อก่อโรคอ่ืน ๆ และเชื้อรา
นอกเหนือจาก yeasts ท่ีผนังเซลล์มี galactose เป็นองค์ประกอบ เช่น เชื้อราในกลุ่ม Aspergillus และ 
Bacillus เป็นต้น รวมท้ังผลของโปรตีนต่อเซลล์มะเร็งและการใช้วินิจฉัยโรคมะเร็ง 
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