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บทคัดยอ 

 การคดัเลอืกและการศกึษาประสิทธิภาพของแบคทเีรียที่คัดแยกมาจากมูลทารกในงานวิจัย

นี้มีวัตถุประสงคหลักเพือ่นําไปประยุกตใชเปนโปรไบโอตกิแบคทเีรียในการปองกนั และหรอื

บําบัดรักษาโรคมะเร็งลําไส จากการคัดแยกแบคทเีรยีจากมูลทารกที่มีสขุภาพดี มอีายอุยูในชวง 1 – 

14 วัน จํานวน 17 ตัวอยาง พบวาสามารถรวบรวมแบคทีเรียแกรมบวกที่มีลักษณะรูปรางเปนทั้ง

แบบทอนหรอืแบบกลมไดจํานวน 81 ไอโซเลต เมือ่นําแบคทเีรยีทั้งหมดไปทดสอบคุณสมบัติใน

การเปนโปรไบโอติกแบคทีเรีย อาทเิชน การยับย้ังการเจรญิของเชือ้กอโรค 8 ชนดิ การไมยอยสลาย

เม็ดเลือดแดง และการทนตอสภาวะแวดลอมในระบบทางเดินอาหารทีเ่ปนกรดและเกลอืน้ําดี ผล

การทดสอบพบวามีแบคทเีรียเพยีง 15 ไอโซเลต เทานั้นทีม่ีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่ดี จาก

การนําโปรไบโอติกแบคทเีรียเหลานี้ ไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็งลําไส โดยวิธีการแบบ MTT และ Trypan blue exclusion พบวามีโปรไบโอตกิแบคทเีรีย

เพียง 4 สายพันธุ ที่สามารถยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสไดดีประมาณ 17 – 35 เปอรเซน็ต 

และเมือ่นํา โปรไบโอตกิแบคทเีรียที่มีประสิทธิภาพที่ดีเหลานี้ มาจัดจําแนกชนดิของสายพันธุโดย

การเปรียบเทียบลําดับ 16S rRNA ผลจากการตรวจสอบสายพันธุและทําการต้ังชื่อโปรไบโอตกิ

แบคทเีรยีเหลานี้วาเปนสายพันธุ Pediococcus pentosaceus FP3, Lactobacillus salivarius FP35, 
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Lactobacillus salivarius FP25 และ Enterococcus faecium FP51 การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของ

โปรไบโอติกแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสนั้น พบวาโปรไบโอติกแบคทเีรีย

ทั้ง 4 สายพันธุ สามารถเขายึดเกาะกับเซลลมะเร็งลําไสและผลิตหรอืหลั่งกรดไขมันสายสั้นในกลุม 

acetic, propionic และ butyric โดยไปกระตุนทําใหเซลลมะเร็งลําไสตาย 

 โปรไบโอติกแบคทีเรียที่คดัเลอืกไดจากการทดลองในครั้งนี้ คาดหวังวาจะสามารถนําไป

ประยุกตใชในการปองกันและหรือบําบัดรักษาโรคมะเร็งลาํไสไดเปนอยางด ี

 

Abstract 

 The aims of this study were to evaluate the activities of lactic acid probiotic bacteria 

isolated from infant feces in order to protection and/or biotherapy of colon cancer. Feces samples 

were summarized from healthy infant of 1- 14 d. Eighties–one isolates of Gram-positive rod or 

cocci bacteria were obtained. Of only 15 isolates had bacterial probiotic criteria including 

activities against 8 foodborne pathogens, no blood haemolysis, and tolerances in the human 

gastrointestinal tract such as pH 2.5 and 0.3% bile salt. There are only 4 isolates from these 

probiotic bacteria that had an antiproliferation of colon cancer cells by using MTT and Trypan 

blue exclusion assay as the rates of 17 – 35%. Comparison of 16S rRNA sequences of these 4 

bacterial probiotic isolates showed that they are genera of Pediococcus pentosaceus FP3, 

Lactobacillus salivarius FP35, Lactobacillus salivarius FP25 and Enterococcus faecium FP51. 

The modes of action of these potential probiotic on antiproliferation of colon cancer cells are 

direct adhere to colon cancer cells and produce short chain fatty acids including acetic acid, 

propionic acid and butyric acid that inducing death of the colon cancer cells.  

 This study suggested that these probiotic bacteria could be used for protection and/or 

biotherapy of colon cancer. 
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คํานํา 

การเปลี่ยนแปลงวิถกีารดํารงชีวิตของมนษุยเรานั้น มกัจะมีการเปลี่ยนแปลงตามสภาวะ

ของเศรษฐกิจหรือสังคมอยูเสมอๆ เชนเดียวกับการบริโภคอาหารที่มกัจะเห็นการรับประทาน

อาหารแบบเรงดวนเพื่อความสะดวกหรือประหยัดเวลาในการทํากิจกรรมอื่น แตอยางไรกต็าม

กลุมของอาหารเหลานี้มกัขาดหลกัโภชนาการทีเ่หมาะสมตอรางกายของผูบรโิภค การท่ีมนุษยเรา

บริโภคอาหารประเภทนีอ้ยูอยางตอเนือ่งเรื่อยมาจะสงผลใหเกดิโรค หรือมคีวามผดิปกตติอ

รางกายเกิดขึน้หลายชนิด โรคมะเร็งลําไส (colon cancer) เปนหนึ่งในกลุมของโรคที่มสีาเหตุหลกั 

ๆ จากการบริโภคอาหารทีข่าดหลักโภชนาการดังกลาว Bingham (1999) รายงานถึงภาวะเสี่ยงของ

โรคมะเร็งลําไสทีเ่กิดจากการรับประทานอาหารประเภทไขมันหรอือาหารที่มเีนื้อแดงมาก ซึ่ง

สอดคลองกับ Guarner and Malagelada (2003) ที่พบวาการรับประทานอาหารไขมนัหรอืเนื้อแดง

โดยไมรับประทานผักหรือผลไมนั้น จะสงผลใหแบคทเีรยีในลําไสสรางสาร N. nitroso และ 

heterocyclic aromatic amines ซึ่งเปนสารกอมะเร็งขึ้นมา อัตราการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งนั้นมสีูง

มากขึ้นทกุๆ ป ในปจจุบันก็เปนสาเหตุที่ทําใหมีการเสียชีวิตมากทีสุ่ดซึ่งสูงกวาอุบัตเิหตุ ใน

ขณะเดียวกนัมะเร็งลาํไสดังกลาวก็ทําใหผูปวยเสียชีวิตในอนัดับตนๆ ของโรคมะเร็งทั้งหมด 

นอกจากนีแ้ลวจะพบวาทรัพยากรที่นํามาใชในการบําบัดหรือรักษาโรคมะเร็งนั้นนับมีปริมาณ

จํานวนมากอาทเิชน ยาหรือสารเคมี ซึ่งสวนใหญกน็ําเขามาจากตางประเทศ ทําใหในแตละป

ประเทศของเราจะตองเสยีเงินจํานวนมากในการจัดหาทรัพยากรเหลานี้ รวมถึงรฐับาลจะตองจัด

ทรัพยากรอื่นมาดแูลคนปวยเพิ่มเติม เปนตน  

 โปรไบโอติก (probiotic) หมายถึงอาหารเสริมทีเ่ปนจุลนิทรียที่ยังมีชีวิต เมื่อรับประทาน

เขาไปในรางกายแลวจะชวยใหรางกายผูบริโภคมสีุขภาพทีด่ีขึ้น นอกจากนั้นอาจจะชวยปองกัน

หรือรักษาโรคตางๆ ที่เกดิขึ้นได (Salminen et al., 1998) ในปจจุบันนักวิจัยไดศึกษาและคัดเลอืก

เชือ้โปรไบโอติกแบคทเีรียเพือ่ประยกุตในอุตสาหกรรมอาหาร ไมวาจะเปนหัวเชื้อหมักใน

ผลิตภณัฑนมอาทเิชน นมเปร้ียว โยเกิรต เปนตน ทั้งนี้เพือ่เปนการเพิ่มอรรถประโยชนใหกับ

ผูบริโภคอาหารดังกลาวมากที่สดุ การประยุกตใชโปรไบโอตกิในการปองกัน หรอืรกัษา

โรคมะเร็งลําไสนั้นก็อยูในความสนใจของนกัวิจัย ถึงแมบทบาทของโปรไบโอตกิแบคทเีรียใน

การปองกนัหรือรักษามะเร็งลําไสจะมีการศึกษาในตางประเทศ แตอยางไรก็ตามวิธีการในการ

คัดเลอืก เพือ่ใหไดเชื้อโปรไบโอตกิชนิดใหมที่มีคุณสมบัติยับยั้งมะเร็งลําไสนั้นยังไมมีวิธกีารท่ี

เดนชดั สวนในประเทศไทยเรานั้น การศกึษาเกี่ยวกับเรื่องดังกลาวมีนอยมากทั้งท่ีเรือ่งนี้มี

ประโยชนตอประชาชนอยางสูง ดวยเหตผุลดังกลาว ผูวจัิยพยายามศึกษาและคดัเลอืกโปรไบโอ

ติกแบคทเีรียที่มีประสิทธภิาพในการยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส โดยดัดแปลงเทคนคิการเพาะเลี้ยง
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เซลลมะเร็งลําไสรวมกับเชือ้โปรไบโอติกทีค่ัดเลอืกไดในหองปฏิบตัิการ ทั้งนี้หากผลการวิจัย

เปนไปตามความคาดหวัง ผูวิจัยสามารถนําเชือ้โปรไบโอตกิไปประยกุตใชใหกับประชาชนในการ

ปองกนัและรักษาโรคมะเร็งลําไส ทั้งนีเ้พือ่เปนการลดการนําเขายาที่มีราคาแพงจากตางประเทศ 

และสามารถทําใหประชาชนมสีขุภาพแข็งแรงดีขึน้กวาปกติไดเปนอยางด ี

 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

 1. เพื่อคัดเลือกและศึกษาคณุสมบตัิของโปรไบโอติกแบคทีเรยีที่มีประสิทธภิาพจากมูล

ทารก 

 2. เพือ่ศึกษาประสิทธิภาพของโปรไบโอตกิแบคทเีรียกรดแลคติกตอการยับย้ังการเจริญ

ของเซลลมะเร็งลําไส 

 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

การคดัเลอืกโปรไบโอตกิแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ เพือ่การประยกุตใชในการปองกัน

และรักษาโรคมะเร็งลําไสในงานวิจัยเรื่องนี้ จะสามารถพัฒนาจากระดับรากฐานของประเทศใน

ดานสาธารณสขุ และความอยูดมีีสุขของประชาชน เนื่องจากคนไทยปวยเปนโรคมะเร็งลําไสกัน

มากขึ้น โดยที่มะเร็งลําไสนี้เปนสาเหตกุารตายในอันดับตนๆ ของคนไทย ทั้งนีก้็มีสาเหตอุัน

เนือ่งมาจากคนไทยมสีุขลักษณะในการรับประทานอาหารที่ไมถูกตอง ปจจุบันการรกัษา

โรคมะเร็งลําไสสามารถรกัษาไดโดยการผาตัด รังสีรักษา และเคมีบําบัด แตเนื่องจากการใชวิธีการ

เหลานี้รักษา จะทําใหมีคาใชจายสูง ดังนัน้วิธีการใชโปรไบโอตกิแบคทีเรียจึงเปนทางเลอืกหนึ่ง

เพือ่ใชในปองกันและบําบัดโรคที่มีราคาถกูและปลอดภัยตอผูบริโภค พรอมกันนั้นหากเรานําโปร

ไบโอตกิที่คดัเลอืกไดเหลานี้ไปประยกุตใชในผลติภัณฑอาหาร หรือพัฒนาในเชิงพาณชิย อาทิ

เชน นมเปรี้ยว นมหมัก โยเกิรต และเนยแข็ง ก็จะเปนการสงเสริมใหประชาชนทั่วไปไดรับ

ประทานผลติภัณฑทีด่ีในราคาทีย่อมเยา และที่สําคัญสามารถปองกนัโรคมะเร็งลําไสไดอกีทาง

หนึ่งดวย 
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การตรวจเอกสาร 

มะเร็งลําไส (colon cancer) เปนโรคที่พบมากและเปนสาเหตุของการเสยีชีวิตที่เพิ่มมาก

ขึ้นในปจจุบันของประชากรแถบยุโรป โดยเปนมะเร็งที่พบมากเปนอันดับ 3 ในผูชายที่พบรอง

จาก มะเร็งอัณฑะ และปอด ในขณะที่พบเปนมากอันดบัที่ 2 รองจากมะเร็งเตานมในผูหญิง 

(McCann et al., 2007) เชนเดียวกันกับประชากรในประเทศไทยของเราที่พยายามเลียนแบบการ

บริโภคอาหารตามชาวตะวันตกมากขึ้นทกุวัน ก็พบอัตราเสี่ยงจากโรคมะเร็งลําไสมากขึน้ทุกๆ ป

ตามไปดวย การเกิดโรคมะเร็งลําไสหรือการพัฒนาการของมะเร็งลําไสนั้นพบวามีหลายขั้นตอน 

แตจะมีจุดเริ่มตนตรงที่มกีารเปลี่ยนแปลงของยีน oncogenes และ tumor suppressor genes ซึ่งจะ

นําไปสูการเริ่มตนเปนมะเร็งในทีสุ่ด (Fearon and Vogelstein, 1990) กระบวนการปองกันหรอื

รักษานั้น นักวิจัยพยายามศึกษาวิจัยหาวิธีการในการปองกนัและรักษามะเร็งลําไสอยางกวางขวาง

วิธีการใหมๆ ที่หลกีเลี่ยงการใชสารเคมซีึ่งมีเหตุจากผลขางเคยีงหรือสารเคมีสะสมในรางกาย

ดังนั้นสมุนไพรหรอืสารจากผลิตภณัฑธรรมชาติจึงเปนทางเลอืกอันดับตนๆ ในการศกึษาวามีผล

ตอการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสอยางไรบาง ดังเชนผลิตภณัฑจากองุนผสมกับถั่ว

(Losso et al., 2004) ผลิตภัณฑชือ่ resveratrol สารสกัดจากองุนและไวน (Schneider et al., 2000) 

ผลิตภณัฑจากแอปเปล (McCann et al., 2007) ผลติภัณฑจากถั่ว (Bawadi et al., 2005) หรือ

สมุนไพร (Russo et al., 2005) เปนตน 

โปรไบโอติกแบคทีเรีย และหรอืผลิตภณัฑจากจุลินทรียโปรไบโอติกที่มีประโยชนและ

ไดการประยุกตใชอยางกวางขวางนั้นก็มกีารศกึษาผลตอเซลลมะเร็งลําไสเชนเดียวกนั เนื่องจาก

โปรไบโอติกนั้น หากเราบริโภคแลวก็จะอยูในระบบทางเดินอาหารซึ่งเปนแหลงทีเ่กดิมะเร็งลําไส

นั้นเอง และทีส่ําคัญโปรไบโอตกิ เหลานี้ไมมีพิษเชนเดียวกันกับสมุนไพร จากการศึกษาของ 

Salminen et al. (1998); Zabala et al. (2001) ไดรายงานถึงผลของ แลคติกแอคซิคแบคทเีรียวามี

ความสามารถในการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสได นอกจากนั้น โปรไบโอติกแบคทเีรีย

Bacillus polyfermenticus SCD ก็สามารถยับย้ังเซลลมะเรง็ลําไสเชนเดียวกัน (Lee et al., 2007)

ถึงแมจะมีรายงานวาโปรไบโอติกแบคทเีรียสามารถยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสได แตก็มี

นอยชนิดมาก เชนพบเฉพาะ HN1 และ HA8 เทานั้นที่ทําลายเซลลมะเร็งลําไสไดเมือ่เปรียบเทียบ

กับจํานวนเชือ้ที่ทดสอบจํานวน 20 ไอโซเลท (Zabala et al., 2001) และนอกจากนั้นกลไกของ

โปรไบโอติกที่มีผลตอโรคมะเร็งลําไสนั้นก็ยังไมชัดเจน แตสามารถสรุปถึงกลไกในการยับยั้ง

มะเร็งลําไสในเบือ้งตนไดดังนี้ การเปลี่ยนแปลงขบวนการเมตาบอลิซึมของจุลนิทรียในลําไส การ

เปลีย่นแปลงขบวนการสรีระหรือเคมีในลําไส การจับหรือทําลายสารกอมะเร็งในลําไส และการ
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ผลิตสารตอตานการสรางสารกอมะเร็ง (Hirayama and Rafter, 2000; Wollowski et al., 2001; 

Rafter, 2003; 2004) เปนตน 

ดวยขอดีหลายประการของโปรไบโอตกิแบคทเีรียในการปองกนัและหรือรักษโรคมะเร็ง

ลําไส ดังนั้นนักวิจัยจึงพยายามศกึษาผลของโปรไบโอติกและหรอืกลไกในการยับยั้งการเจริญของ

เซลลหรอืโรคมะเร็งลําไสกันตอไปอยางแนวแน ทั้งนีเ้พือ่นําผลที่ไดมาปองกนัและหรอืรกัษา

โรคมะเร็งลําไสใหกับประชาชนในประเทศไทยของพวกเราในขั้นตอนสุดทาย 
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อุปกรณและวิธีการวิจัย 

 

1. วัสดุและอุปกรณ 

1.1. ตัวอยางอุจจาระเด็กทารก 

1.1.1. ตัวอยางอุจจาระเด็กทารกที่มีอายุอยูระหวาง 1-14 วัน จากโรงพยาบาลแมและเด็ก จังหวัด

เชียงใหม จํานวน 17 ตัวอยาง 

 

1.2. เซลลตนตอของเซลลมะเร็งลําไส 

2.1.1. เซลล Caco-2 (CLS, Germany) 

 

1.3. แบคทีเรียกอโรคที่นํามาใชเปนเชื้อทดสอบ 

1.3.1. Escherichia coli TISTR 780 

      1.3.2. Salmonella typhimurium TISTR 292 

1.3.3. Staphylococcus aureus TISTR 118 

1.3.4. Salmonella enteritidis DMST 15676 

1.3.5. Bacillus cereus TISTR 121 

1.3.6. Listeria monocytogenes DMST 1783 

1.3.7. Vibrio cholera DMST 2873 

1.3.8. Helicobacter pyroli DMST 20165 

 

1.4. อาหารที่ใชสาํหรับเพาะเลี้ยงเซลล 

1.4.1. อาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM; GibcoTM) 

 

1.5. อาหารที่ใชสาํหรับการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทเีรีย 

1.5.1. อาหารแข็งสูตร De Man, Rogaso and Sharpe (MRS) (Criterion, USA) 

1.5.2. อาหารเหลวสตูร De Man, Rogaso and Sharpe  (Criterion, USA) 
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1.5.3. อาหารแข็งสูตร Brain heart infusion (BHI)  (Scharlau, Spain) 

1.5.4. อาหารกึ่งเหลวสูตร Brain heart infusion   (Scharlau, Spain) 

1.5.5. อาหารเหลวสตูร Brain heart infusion   (Scharlau, Spain) 

 

1.6. สารเคมี 

1.6.1. Sodium chloride (NaCl)     (Merk, Germany) 

1.6.2. Sodium bicarbonate (NaHCO3)    (Merk, Germany) 

1.6.3. Ethylene Diamine Tetra Acetic acid (EDTA)  (Ajax Finechem, Austraria) 

1.6.4. Emulsion oil      (Merk, Germany) 

1.6.5. Bile salt      (Sigma, USA) 

1.6.6. Trypan blue      (Sigma-Aldrich, USA) 

1.6.7. Trysin EDTA      (Hyclone, USA) 

1.6.8. Absolute ethanol     (Merk, Germany) 

1.6.9. Glycerol      (Merk, Germany) 

      1.6.10. Hydrochloric acid     (Merk, Germany) 

      1.6.11. Hydrogen peroxide (H2O2)    (Merk, Germany) 

      1.6.12. Sodium hydroxide     (Merk, Germany) 

      1.6.13. Fetal calf serum     (Hyclone, USA) 

     1. 6.14. Non-essential amino acid    (Hyclone, USA) 

      1.6.15. Triton-X 100      (Merk, Germany) 

      1.6.16. ยาปฏชิีวนะ penicillin-streptomycin (10,000 IU/ml and 10,000 µg/ml) (Hyclone, USA) 

      1.6.17. ชุดยอมแกรม (gram’strain set)   (Bio-Medical Laboratory, Thailand) 

      1.6.18. ชุดสกัด DNA สําเร็จรูป    (Mobio DNA extraction kit) 

      1.6.19. Master mix      (Promega, USA) 

 - 27F (forward primer) 5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′ 

 - 520R (reverse primer) 5′-ACCGCGGCKGCTGGC-3′ 
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       1.6.20. ชุดทํา PCR product ใหบริสุทธิ์  (TaKaRa SUPREC™-PCR, Japan) 

      1.6.21. Loading dye     (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) 

      1.6.22. O’ GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder  (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) 

      1.6.23. เอนไซม RNase     (Nippon Gene, Japan) 

      1.6.24. Absolute ethanol     (Merck, Germany) 

      1.6.25. ผงวุนอะกาโรส 

 

1.7. เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1.7.1. สเปกโตรโฟโตรมเิตอร 

1.7.2. เครือ่งปนเหว่ียง 

1.7.3. เครือ่งเขยา 

1.7.4. เครือ่งพซีอีาร (PCR Sprint Thermal Cycler, ยี่หอ Thermal hybrid รุน Sprint) 

1.7.5. เครือ่งชั่งไฟฟา 2 ตําแหนง (Digital Balance, ย่ีหอ OHAUS) 

1.7.6. ตูบม (Oven, ยี่หอ Menmert, Germany) 

1.7.7. ตูบม (Standard Lab Oven, ยี่หอ, Binder GMBH รุน ED240(E2), USA) 

1.7.8. ตูบมคารบอนไดออกไซด (CO2 Incubator, ยี่หอ Forma Scientific, รุน 3111, USA) 

1.7.9. ตูอบเครือ่งแกว (Standard Lab Oven, ยี่หอ Binder GMBH รุน ED115 (E2), USA) 

1.7.10. ตูอบเคร่ืองแกว (High Performance Lab Oven, ย่ีหอ Binder GMBH รุน ED240 (E2),  

USA) 

 1.7.11. ตูเขี่ยเชื้อ (Horizontal type larminar flow, ย่ีหอ Triwork 2000  รุน CLEAN H2-3,  

      ประเทศไทย) 

 1.7.12. ตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส (Chest-type Ult Freezer, ยี่หอ Sanyo รุน MDF-592, Japan) 

 1.7.13. ตูฆาเชือ้ความดันไอ (Autoclave, ย่ีหอ Hirayama รุน HVE-50, Japan) 

 1.7.14. กลองจุลทรรศนเลนสประกอบ (Compound Microscope, ยี่หอ Olympus รุน UM 500 

 1.7.15. กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (Inverted Microscope, Olympus, ULWCD 0.30) 

 1.7.16. พีเอชมิเตอร (pH/Ion/Conductivity, ย่ีหอ WTW รุน PP50) 
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1.7.17. อางน้ําควบคุมอณุหภูมิ (Water bath/Unsteirred digital bath, ยี่หอ Julabo Labortechink 

GMBH    รุน TW12) 

 1.7.18. ถังไนโตรเจนเหลว (TAYLOR-WHARTON, XT-20, USA) 

  1.7.19. ไมโครปเปต ปรับปริมาตรไดขนาด 0-20, 20-200 และ 100-1,000 มิลลลิิตร 

  1.7.20. Nylon syringe filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร (Sartorius, Germany) 

 1.7.21. หวงถายเชื้อ (loop) 

   1.7.22. ตะเกียงแอลกอฮอล 

   1.2.23. Cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.6 เซนตเิมตร 

   1.7.24. ฮีโมไซโตรมเิตอร (Haemocytometer) 

 

1.8. ภาชนะเพาะเลี้ยงเซลลและภาชนะอืน่ 

1.8.1. ขวดเลี้ยงเซลล ขนาด 50 มิลลลิิตร 

  1.8.2. ถาดหลุม 24 หลุม 

  1.8.3. ถาดหลุม 96 หลุม 

  1.8.4. จานเพาะเลี้ยงเชือ้ (petri dish) 

  1.8.5. หลอดทดลอง ขนาด 16 x 150 มิลลลิิตร 

  1.8.6. ขวดรูปชมพู ขนาด 125 มิลลลิิตร 

  1.8.7. บีกเกอรขนาด 100, 500 และ 1,000 มิลลลิิตร 

  1.8.8. ปเปตขนาด 1, 5 และ 10 มิลลลิิตร 

 

2. วิธีการวิจัย  

2.1. การคัดเลือกโปรไบโอตกิแบคทีเรีย 

2.1.1. การคดัแยกและเก็บรวบรวมเชือ้แบคทเีรยี 

 ทําการคดัแยกเชื้อแบคทเีรียจากอุจจาระของเดก็ทารกที่มสีขุภาพดี ซึ่งมอีายุอยูระหวาง 1-14 

วัน จากโรงพยาบาลในจังหวัดเชียงใหม 17 ตัวอยาง โดยขัน้ตอนการแยกเริ่มจากการนําอุจจาระเดก็

ทารกที่ถกูเก็บในหลอดทดลองที่ทําการฆาเชือ้ จากนั้นนํา 1 กรัมมาทําการเจือจางในน้ําเกลอื (NaCl) 

0.85 เปอรเซ็นต เปนลําดับขัน้ (serial dilution) แลวนํา 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ย (spread) บนอาหาร
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แข็ง MRS agar บม 48 ชั่วโมง ที่ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นจะทําการเลอืกสุมเอาลักษณะโคโลนีที่

แตกตางกันจากจานเพาะเลี้ยงเชือ้จานละ 5 โคโลนี มาทําใหบริสุทธิโ์ดยการขดี (streak) บนอาหาร

แข็ง MRS agar จนไดโคโลนเีดี่ยวท่ีบรสิุทธิ์ จากนัน้ทําการยอมแบคทเีรยีดวยวิธีการยอมแกรมและ

ศกึษาใตกลองจุลทรรศน เพือ่คัดเลอืกเอาเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางแบบทอนหรือแบบกลม 

จากการคดัแยกเชือ้ในขัน้ตอนนีส้ามารถคดัแยกเชือ้ไดท้ังหมด 81 ไอโซเลต ทําการเก็บเชื้อทีแ่ยกได

ใน กลเีซอรอล 20 เปอรเซ็นต นําไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปทดสอบขัน้

ตอไป 

  

2.1.2. การศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชือ้กอโรค 

นําทั้ง 81 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดมาศึกษาคุณสมบัติการยับยั้งเชื้อกอโรค Helicobacter 

pylori DMST 20165, Escherichia coli TISTR 780, Salmonella enteritidis DMST 15676, 

Salmonella typhimurium TISTR 292, Staphylococcus aureus TIRTS 118, Listeria monocytogenes 

DMST 1783 และ Vibrio cholera DMST 5655 โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อกอโรคในอาหารเหลวสูตร 

NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่บรรจุในหลอดขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง และทําการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบในอาหารเหลวสูตร 

MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่บรรจุในหลอดขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรอากาศ ทําการทดสอบโดยเทอาหารแข็งสูตร MRS ลงไป

ในเพลท 10 มิลลิลิตร จากนั้นเททับดวยอาหารวุนกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร BHI ที่มีความเขมขนเชื้อกอ

โรค 105 CFU/ml จากนั้นทําการเจาะหลุมบนอาหารดวยเครื่องเจาะจุกไมคอรก (cork borer) ซึ่งมี

ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 8 มิลลิเมตร ทําการหยอดเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบลงไปในหลุม

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต (v/v) เปนกลุม

ควบคุมที่ใหผลบวก (positive control) และอาหารเหลวสูตร MRS เปนกลุมควบคุมที่ใหผลลบ 

(negative control) นําจานอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ไปบมที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง 

บันทึกวงใสที่เกิดขึ้นจากการยับยั้งเชื้อกอโรค  การทดสอบการยับยั้งเชื้อกอโรคจะทําการทดสอบ

ทั้งหมด 3 ซ้ํา 

 

2.1.3. ศกึษากิจกรรมการยอยสลายเมด็เลอืดแดงและการตานทานยาปฏชิีวนะ  

 โดยการนําแบคทีเรียทีแ่ยกไดมาทดสอบความเปนพษิ การศกึษาการสลายเม็ดเลอืดแดงจะ

ทําการทดสอบโดยการนําเชือ้ทดสอบขีดลงบนอาหาร columbia blood agar (Sigma) ที่มีการเติม

เลอืดมนษุย 5 เปอรเซ็นต นําไปบมไวที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตการเกดิวงใส
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รอบๆ รอยขีด ผลการยอยสลายเมด็เลือดแดงจะมีหลายลกัษณะ อาทเิชนแบบ  - hemolysis เปน

บริเวณใสรอบโคโลนี การเกิด  - hemolysis เปนบริเวณสีเขียวรอบโคโลนี การเกดิ  - hemolysis 

ไมเกดิบริเวณใสรอบโคโลนี คอืไมมีการยอยสลายเมด็เลอืดแดง การทดสอบการยอยสลายของเม็ด

เลอืดแดงจะทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา 

การทดสอบการตานทานยาปฏชิีวนะ ดวยวิธี disc diffusion โดยการเลี้ยงแบคทเีรียที่

ตองการทดสอบในอาหาร MRS broth บมท่ี อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง 

จากนั้นทําการเกลี่ยทาเชือ้ทีต่องการทดสอบลงบนอาหาร MRS agar นํา antibiotic dish (Oxoid, 

Basingstoke, Hampshire, England) วางบนอาหารที่เกลี่ยทาเชือ้ที่ตองการทดสอบ บมทีอุ่ณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง จากนั้นทําการวัดเสนผานศูนยกลางรอบ antibiotic dish กลุมของยา

ปฏชิีวนะที่ใชคือ chloramphenicol (30 g), ampicillin (10 g), erythromycin (15 g), 

tetramycin (30 g) และ kanamycin (30 g) โดยทําการทดสอบทั้งหมด 3 ซ้ํา 

 

2.1.4. ศกึษาการทนตอกรดและเกลอืน้ําด ี

 การทดสอบการทนตอกรดและเกลือน้ําดีนั้น เปนการทดสอบความสามารถในการอยูรอด

ของแบคทีเ รียที่ทดสอบวาจะมีความสามมารถในการอยูรอดในระบบทางเดินอาหารหรือไม 

เนื่องจากในระบบทางเดินอาหารนั้นมีทั้งสภาวะที่ เปนกรดและเกลือน้ําดี ซึ่งสามารถทําให

แบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารตายลงได โดยการทดสอบการทนตอกรดนี้ไดดัดแปลงจากวิธกีาร

ของ Pennacchia et al. (2004) โดยเลี้ยงแบคทีเรียที่ตองการทดสอบในอาหาร MRS broth อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส 18 ชั่วโมง จากนั้นนํา 1 มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ทีมีพีเอช 

2.5 ที่ปรับคาพีเอชดวย HCL 5 N ปริมาตร 9 มิลลิลิตร นําไปบมที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 0 และ 3 ชั่วโมง แลวหาจํานวนเซลลที่รอดชีวิตที่ 0 และ 3 ชั่วโมง โดยวิธีเกลี่ย (spread) บน

อาหารแข็ง MRS agar ทําการทดลอง 3 ซ้ํา  สําหรับการทดสอบการทนตอสภาวะของเกลือน้ําดีจะ

ทําการทดลองโดยดัดแปลงวิธีการของ Gilliland et al. (1984) และ Pennacchia et al. (2004) ทําการ

เลี้ยงแบคทีเรียที่ตองการทดสอบในอาหาร MRS broth อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18 ชั่วโมง 

จากนั้นนํา 1 มิลลิลิตร เติมในอาหาร MRS broth ที่มีการเติมเกลือน้ําดี 0.3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 9 

มิลลิลิตร จากนั้นหาจํานวนเซลลที่รอดชีวิตที่ 0 และ 24 ชั่วโมง โดยวิธีเกลี่ย (spread) บนอาหารแข็ง 

MRS agar โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
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2.2. การศึกษาประสิทธิภาพของโปรไบโอติกตอการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไส 

2.2.1. การเพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งลําไส 

 ทําการเพาะเลี้ยงเซลล Caco-2 ในอาหารสูตร Dulbecco’s modified Eagle’s minimal 

essential medium (DMEM; GibcoTM) ที่มี fetal calf serum 10 เปอรเซน็ต (Hyclone, Logan, Utah, 

USA) โดยทําการ inactivated ที่ 56°C นาน 30 นาที ยาปฏชิีวนะ 1 เปอรเซ็นต (penicillin 100 U/ml, 

streptomycin 100 µg/ml) 1% และ non-essential amino acid (Hyclone) 1 เปอรเซ็นต นําไปบมในตู

บมคารบอนไดออกไซดที่มอีณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เพือ่ให

เซลลอยูในสภาวะเติบโตเต็มที ่จากนั้นทําการยอยเซลลดวยวิธีการที่ใชเอนไซม trypsin-EDTA ยอย

เซลลใหไดเซลลเดี่ยว ๆ ทําการเติมลงในถาดหลุมขนาด 24 หรือ 96 หลุม เพื่อทําการทดสอบ

ขั้นตอนตอไป 

 

2.2.2. การเตรียมแบคทเีรียโปรไบโอตกิในรูปแบบที่มชีีวิต (live whole cell, LWC) และ

สารเมตาบอไลทท่ีโปรไบโอตกิแบคทเีรียผลิตขึ้นมา หรือเรียกอกีอยางหนึ่งวาน้ําท่ีใชเลี้ยงโปร

ไบโอตกิแบคทีเรีย (cultured medium, CM หรือ supernatant) 

ทําการเพาะเลี้ยงแบคทเีรียที่ตองการทดสอบในอาหารเหลวสูตร MRS นําไปบมที่นําไปบม

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง การแยก LWC และ CM โดยทําการนําเอาอาหาร

ที่มีแบคทเีรียที่เจริญอยูมาปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที (rpm) ที่อุณหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพือ่แยกเอาสวนใสที่มีสารเมตาบอไลท (supernatant) ของแบคทเีรีย

ออกมา นําสวนใสที่ไดไปกรองดวยตัวกรองชนดิไนลอน (nylon syringe filter) ที่มีขนาดรูกรอง

ประมาณ 0.2 ไมโครเมตร เก็บในหลอดเก็บขนาด 1.5 มิลลิลติร ที่อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพือ่

นําไปทําการทดสอบตอไป 

 

2.2.3. การยับยั้งการเจริญเซลลของมะเร็งลําไส 

 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญเซลลมะเร็งลําไสของแบคทีเ รียที่ตองการ

ทดสอบดวยวิธี MTT และวิธี Trypan blue exclusion โดยทําการทดลองตามวิธีของ Thirabunyanon 

et al. (2009) ในการทดสอบดวยวิธี MTT ซึ่งใชสาร 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium) (MTT, Sigma) ในการทดสอบ โดยเจือจางเซลลเริ่มตนใหได 1 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 

ดูดเซลลแขวนลอยใสในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปบมในตูบม
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คารบอนไดออกไซดที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นเติม CM ของแบคทีเรียที่เตรียมไดจากขางตน ลงในถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม ปริมาตร

หลุมละ 100 ไมโครลิตรนําไปบมในตูบมคารบอนไดออกไซดที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการวัดการเจริญของเซลลมะเร็งลําไส 

โดยใชวิธี MTT assay เริ่มจากการลางเซลลที่มี CM ของแบคทีเรีย ดวยสารละลาย PBS จํานวน 2 

ครั้ง จากนั้นเติมสารละลาย MTT ที่มีความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละลาย DMSO 

ในปริมาตรหลุมละ 10 ไมโครลิตร นําไปบมในตูบมคารบอนไดออกไซดที่มีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย DMSO 

ความเขมขน 100 เปอรเซ็นต (v/v) ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายผลึก formazan ทิ้ง

ไวนาน 5 นาที และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงโดยใชเคร่ือง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 595 nm 

ซึ่งใช กลุมควบคุมคือ MRS broth โดยกลุมควบคุมใหคิดการเจริญของเซลลเปน 100 เปอรเซ็นต นํา

คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาคํานวณตามสูตรดังนี้ 

เปอรเซน็ต การเจริญของเซลล  = (sample O.D /control O.D) x 100 

  sample O.D เปนคาการดูดกลนืแสงของกลุมทดลอง 

control O.D เปนคาการดูดกลนืแสงของกลุมควบคุม 

การทดสอบประสิทธภิาพการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสโดยวิธี Trypan blue 

exclusion โดยทําการเจือจางเซลลเริ่มตนใหได 1 x 106 เซลลตอมลิลิลติร ดดูเซลลแขวนลอยใสใน

ถาดเลีย้งเซลล 24 หลุม ปริมาตรหลุมละ 1 มิลลิลติร นําไปบมในตูบมคารบอนไดออกไซดที่มี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติม CM 

ของแบคทีเรียทีเ่ตรียมไดจากขางตน หรือแบคทเีรยีที่มชีีวิต (LWC) ที่เตรียมไดจากขางตน ในถาด

เลีย้งเซลล 24 หลุม ปริมาตรหลุมละ 1 มิลลลิิตร นําไปบมในตูบมคารบอนไดออกไซดที่มีอณุหภูม ิ

37 องศาเซลเซียส  คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซน็ต เปนเวลา 24 หรือ 48 ชั่วโมง ทําการวัดการ

เจริญของเซลลมะเร็งลําไส โดยใชวิธกีารนับจํานวนเซลล โดยการเติมสียอม trypan blue จากนั้น

นําไปหยอดลงใน Neubauer haemocytometer เพือ่นําไปนับจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรศน นาํ

คาที่ไดมาคํานวณตามสูตรดังนี ้

เปอรเซน็ตการเจริญของเซลล = (เซลลที่รอดชีวิต/เซลลทั้งหมด) x 100 
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2.3. การจดัจําแนกแบคทเีรียโดยวิธีการหาลําดบัเบสของดีเอ็นเอในสวนของยีน 16S rRNA 

จากการคดัเลอืกแบคทเีรียได 4 ไอโซเลต ซึ่งมคีุณสมบัติที่ดีในการเปนโปรไบโอตกิ 

แบคทเีรยีจึงนํามาจําแนกเชือ้ในสวนของยีน 16S rRNA ตามวิธีการของ Thirabunyanon et al. 

(2009) โดยทําการสกัด genomic DNA ดวยชดุสกัด Mobio DNA extraction kit จากนั้นเพิ่มปริมาณ 

DNA โดยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งไพเมอรที่ใช คอื 27F (5′-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) และ 520R (5′-ACCGCGGCKGCTGGC-3′) (Operon, 

Cologne, Germany) ในการเพิ่มปริมาณในสวนของ 16S rRNA แตละปฏิกิริยามีทั้งหมด 50 

ไมโครลิตร ประกอบดวย MasterMix (Eppendorf, New York, USA) 25 ไมโครลิตร ไพเมอร 27F 2 

ไมโครลิตร ไพเมอร 520R 2 ไมโครลติร น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 17 ไมโครลิตร และ ตัวอยางของ genomic 

DNA 4 ไมโครลิตร ที่ความเขมขน 20 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ผสมสวนประกอบตาง ๆ ใหเขากัน 

จากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA โดยใชเคร่ือง PCR (Sprint Thermal Cycler) โดยกําหนด

โปรแกรมการทํางานดังนี ้ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี ตามดวย 25 รอบของ 94 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี และ72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 

นาที สุดทาย 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนาํผลจากการทํา PCR  5 ไมโครลติร โดย

ผสมกับ loading dye (Fermentas, Maryland, USA) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นํามาตรวจสอบขนาด

ของ DNA ดวยเคร่ืองอิเลค็โตรโฟรีซีสผานตัวกลางชนิดวุน (agarose gel electrophoresis) ความ

เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (w/v) แลวนําเจลไปยอมดวยเอธเิดยีมโบรไมด (EtBr) จากนั้นนําเจลไปสอง

ดูแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นดวย UV illumination จากนั้นทําการทํา DNA ใหบริสุทธิโ์ดยใชชุด TaKaRa 

SUPREC-PCR ทําการหาลําดับเบสของยีนในสวน 16S rRNA โดยบริษัท First Base Laboratories 

Company ประเทศมาเลเซีย นําลําดับเบสที่ไดไปเทียบกับฐานขอมลูใน GenBank โดยใชโปรแกรม 

BLAST ของ The National Center for Biotechnology Information; NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 

2.4. การยึดเกาะของโปรไบโอตกิแบคทีเรียกับเซลลมะเร็งลําไส  

2.4.1. การเตรียมเซลลมะเร็งลําไส เซลลมะเร็งลําไสที่จะนําไปใชไดตองปราศจากการ

ปนเปอนจากเชือ้กอโรค และเลี้ยงจนกวาเซลลจะเจริญเตม็ที่โดยดูจากเซลลจะยึดเกาะบริเวณพืน้ที่

ดานลางของขวดเลี้ยงเซลลเปนชั้นเดียว จากนั้นนํา Trypsin EDTA จํานวน 200 ไมโครลติร มาเท

บนเซลลแลวกระจายใหทั่วเซลล เพือ่ยอยเซลลทีต่ิดขวดใหแยกออกจากกันเปนเซลลเดี่ยวๆ นํา

เซลลไปลางดวยสารละลาย PBS ที่ปลอดเชื้อ จํานวน 3 คร้ัง นําเซลลไปตรวจนับจํานวน โดยการ
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ยอมดวยส ี Trypan blue แลวนับดวย Haemocytometer แลวทําการปรับความเขมขนของเซลลใหมี

ปริมาณ 105 เซลลตอมลิลิลติร เพื่อนําไปใชในขั้นตอนถดัไป 

    

2.4.2. การเตรียมโปรไบโอตกิแบคทเีรีย ทําการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว MRS เขยาที่

ความเร็ว 150 รอบตอนาท ี ในสภาวะไรอากาศ ทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง 

จากนั้นจะนําแบคทเีรียมาวัดคาการดดูกลืนแสง (optical density: OD) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร ใหได 0.50 A นําแบคทีเรียไปปนเหว่ียงที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 5,000 รอบตอ

วินาที แลวลางเซลลแบคทีเรียดวยน้ําเกลอืที่ปราศจากฆาเชือ้ จํานวน 3 ครั้ง โดยปรับความเขมขน

ของแบคทีเรียใหมีปริมาณ 108 เซลลตอมิลลลิิตร ในอาหาร DMEM เพือ่นําไปใชในขัน้ตอนตอไป 

     

2.4.3. การยึดเกาะของโปรไบโอตกิแบคทีเรียกับเซลลมะเร็งลําไส การหาอัตราการยึดเกาะ

ของแบคทีเรียโดยทําตามวิธีการของ Gagnon et al. (2004) และ Maragkoudakis et al. (2006) โดย

การนําเซลลเซลลมะเร็งลําไส ที่เตรียมไวไปหยอดลงในถาดหลุมขนาด 24 หลุม ใหมีปริมาณ 1 

มิลลลิิตรตอหลุม นําไปเลี้ยงในตูบมคารบอนไดออกไซด จะทําการเปลี่ยนอาหารทกุ 48 ชั่วโมง ซึ่ง

จะเลี้ยงเปนเวลา 15 วัน เพื่อใหเซลลโตและยึดเกาะที่กนหลุมของถาดหลุม ทําการเปลี่ยนดวยอาหาร 

Non-supplemented DMEM กอนนํามาวิเคราะหการยึดเกาะเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นทําการดดูเอา

อาหารออก แลวลางเซลลทีอ่ยูกนหลุมดวยสารละลาย PBS จํานวน 2 รอบ จึงเติมแบคทเีรียที่เตรียม

ไวลงไป 0.5 มิลลลิิตรในแตละหลุม นําไปบมในตูบมคารบอนไดออกไซดที่ปรับอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส  มีปริมาณคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทําการลางเซลลแบคทเีรียที่ไมยึด

เกาะกับเซลลมะเร็งลําไส โดยการลางดวยสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอรจํานวน 3 รอบ หลังจากนั้น

ทําการเติม 0.1% Trion X-100 ในอาหาร DMEM บมตออกีนาน 5 นาที ทําการนับแบคทีเรียที่มชีีวิต

และยึดเกาะเซลลมะเร็งลําไส ดวยอาหาร MRS agar แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ในสภาวะไรอากาศ อัตราการยึดเกาะเซลลมะเร็งลาํไสของ โปรไบโอตกิแบคทเีรีย จะแสดง

โดยการเปรียบเทยีบระหวางเซลลแบคทเีรยีเริ่มตนและแบคทีเรยีที่ยึดเกาะกับเซลลมะเร็งลําไส 

 

2.5. การศึกษาการผลิตกรดไขมันสายส้ัน (short chain fatty acid; SCFA) 

การวิเคราะหการผลิต SCFA โดยการดดัแปลงจากวิธกีารของ Hussain et al. (2009) โดย

เลีย้งเชือ้แบคทีเรียโปรไบโอตกิในอาหารเหลวสูตร MRS ในสภาวะไรอากาศเปนเวลา 18 ชั่วโมง 

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4500 g เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําน้ําที่

เลีย้งเซลล (supernatant) 10 มิลลลิิตร ในแตละตัวอยางเติมโซเดียมคลอไรด 4 กรัม จากนั้นเติมกรด
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ซัลฟวริกความเขมขน 50 เปอรเซ็นต 2 มิลลิลติร ตามดวยสารสกดัไดเอททิลอเีทอร (diethyl ether) 5 

มิลลลิิตร ผสมใหเขากนัเปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 1500 g เปนเวลา 5 

นาที ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นํา 1 มิลลลิิตรของของเหลวในชั้นไดเอททิลอีเทอรเก็บไวใน

หลอด screw-cap flask 

การวิเคราะหกรดไขมนัสายสัน้ที่โปรไบโอตกิผลิตได จะทําการวิเคราะหดวยเครือ่ง Gas 

Chromatograph; CG (Agilent 6890 series) detector คือ mass spectrometer; MS. (Agilent 5973 

series, Palo Alto, CA, USA) โดยใช AT-WAX column ยาว 30 เมตร  กวาง 0.25 มิลลเิมตร  

หนา 0.25 ไมโครเมตร (Alltech associates, Deerfield, IL, USA) โดยขัน้ตอนการวิเคราะหกรด

ไขมันสายสัน้ที่สกัดมาระเหยที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติมสารไดคลอโรมเีทน (CH2Cl2) ปริมาตร 1 

มิลลลิิตร ทําใหเขากัน นํา 50 ไมโครลติร ผสมกับสารมาตรฐาน 50 ไมโครลิตร ที่ประกอบดวยได

คลอโรมเีทน 970 ไมโครลิตร กรดอะซิตกิ 10 ไมโครลิตร กรดบิวทิรกิ 10 ไมโครลิตร และกรดโพ

รพิโอนิก 10 ไมโครลิตร ทําใหเขากัน จากนั้นนํา 1 ไมโครลิตร ฉีดเขาเคร่ืองวิเคราะห GC-MS ดวย 

split mode ในอัตรา 20 ตอ 1 โดยสภาวะในการวิเคราะหกรดไขมันดังนี้ อุณหภูมิ oven เริ่มท่ี 60 

องศาเซลเซียส ไวนาน 2 นาที จากนั้นเพิ่มขึ้น 15 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอณุหภูมิ 220 องศา

เซลเซียส โดยมกีาซฮีเลียมเปนเฟสเคลือ่นที่ที่มอีัตราการไหลเปน 36 เซนตเิมตรตอวินาที และคา 

Electron Ionization (EI) ใหพลังงานแกอเิลคตรอน คอื 70 อเิลคตรอนโวล (eV) เมือ่สิน้สดุ

ระยะเวลาการวเิคราะหในแตละตัวอยางใชเวลารวมทั้งหมด 27.67 นาที จากนัน้นําสารตัวอยางทีฉ่ีด

ไดนมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพือ่คํานวณหาความเขมขนของ SCFA ที่แบคทีเรียโปไบ

โอตกิผลติได 

 

2.6. การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ

นําขอมูลที่เก็บรวบรวมไดมาวิเคราะหความแตกตางทางสถิติ One-way analysis of 

variance (ANOVA) โดยใชโปรแกรม SPSS (version 17.0) และวิเคราะหความแตกตางระหวาง

คาเฉลี่ยของแตละกลุมโดยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับนัยสําคัญ P < 0.05 
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ผลการวจิัย 

 

1. ลักษณะรูปรางสัณฐานของแบคทีเรีย 

 การแยกแบคทเีรียจากตัวอยางมลูของเดก็ทารกที่มีสุขภาพดีในครั้งนี ้ โดยการเก็บตัวอยาง

มูลทารกในจังหวัดเชียงใหม จํานวน 17 ตัวอยาง ผลจากการคัดแยกแบคทเีรียกรดแลกตกินั้น 

สามารถคัดแยกไดจํานวน 81 ไอโซเลต โดยคัดเลอืกเอาลกัษณะโคโลนีทีแ่ตกตางกนั และคดัเลอืก

เฉพาะแบคทเีรียแกรมบวกรูปรางแบบทอนหรือแบบกลมเพื่อใชในการทดสอบขัน้ตอนตอไป  

 

2. ผลการยับยั้งเชื้อกอโรค 

 จากการนําท้ัง 81 ไอโซเลตมาศึกษาผลการยับย้ังเชือ้กอโรค พบวาผลการทดสอบของวงใส

หรือบริเวณยับยั้งเชื้อกอโรคที่เกิดขึ้นมคีวามแตกตางกันในแตละไอโซเลตท่ีทําการทดสอบ จาก

การศึกษาพบวามีเพยีง 15 ไอโซเลต ที่มคีวามสามารถในการยับยั้งเชือ้กอโรคทั้ง 8 สายพันธุ (ตาราง

ที่ 1) ซึ่งจะนําทั้ง 15 ไอโซเลต นี้ไปทดสอบในขั้นตอนตอไป นอกจากนี้พบ 2 ไอโซเลต คอื FP25 

และ FP35 มีประสิทธภิาพการยับย้ังไดดีที่สดุ (ตารางที่ 1) 

 

3. ผลของกิจกรรมการยอยสลายเม็ดเลือดแดงและการตานทานยาปฏิชีวนะ 

 การทดลองการเปนอนัตรายตอเม็ดเลอืดแดงของมนุษยของแบคทเีรียที่คัดแยกไดนี้ โดยได

นําแบคทเีรียทั้ง 15 ไอโซเลต มาทําการทดสอบกิจกรรมการยอยสลายเมด็เลอืดแดง ซึ่งพบวา

แบคทเีรยีทั้ง 15 ไอโซเลต ไมมีการยอยสลายเม็ดเลือดแดงทั้งแบบ  และ -haemolysis แตใหการ

แตกของเม็ดเลือดแดงเปนแบบชนดิแกมมา (-hemolysis) คือไมยอยสลายเม็ดเลอืดแดง (ตารางที่ 2) 

 การทดสอบการตานทานยาปฏชิีวนะทั้ง 15 ไอโซเลตมีความไวตอยาปฏชิีวนะ ampicillin, 

chloramphenicol, erythromycin และ tetramycin และนอกเหนือจากทีก่ลาวของยาปฏชิีวนะท่ีนํามา

ทดสอบบางไอโซเลตก็มีทั้งการไวและตานทานยาปฏชิีวนะชนดินั้นๆ เชน ไอโซเลตที่ FP14, FP47, 

FP52, FP66, FP70 และ FP78 มีความไวตอยาปฏชิีวนะชนิด kanamycin ซึ่งแตกตางจากไอโซเลตที ่

FP3, FP12, FP15, FP25, FP35, FP51 และ FP75 ที่มีการตานทานตอยาปฏชิีวนะชนิด kanamycin 

(ตารางที่ 2) 
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ตารางที่ 1 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่แยกไดจากมูลทารกตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค 8 

สายพันธุ (Mean ± SE, n = 3) 

 

 

แบคทเีรีย 

บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

H. pylori E. coli 

S. typhi- 

murium 

S. 

enteritidis S. aureus B. cereus 

L. mono- 

cytogenes V. cholera 

FP3 14.7 ± 0.9 14.3 ± 0.3 12.0 ± 0.6 14.3 ± 0.3 23.3 ± 0.9 18.3 ± 1.2 20.0 ± 0.6 19.7 ± 0.9 

FP12 14.7 ± 0.3 14.0 ± 1.0 11.0 ± 0.0 14.0 ± 0.6 20.3 ± 1.5 16.3 ± 1.5 19.3 ± 2.7 22.0 ± 1.5 

FP14 14.0 ± 1.0 13.7 ± 0.3 10.7 ± 0.3 14.0 ± 0.6 22.0 ± 0.6 17.0 ± 1.0 20.3 ± 4.2 22.7 ± 1.5 

FP15 13.3± 0.3 21.7 ± 1.7 11.0 ± 0.6 13.0 ± 0.6 22.3 ± 1.2 19.7 ± 0.3 19.7 ± 2.7 21.0 ± 4.0 

FP25 15.7 ± 0.3 18.7 ± 0.3 18.3 ± 0.3 16.7 ± 0.3 24.7 ± 0.3 20.3 ± 0.3 24.0 ± 0.6 19.3 ± 0.3 

FP35 15.0 ± 0.6 19.0 ± 0.6 18.0 ± 0.6 16.7 ± 0.3 23.7 ± 0.3 20.0 ± 0.6 22.7 ± 0.3 19.7 ± 0.3 

FP47 15.00 ± 0.0 14.0 ± 0.6 10.7 ± 0.3 13.0 ± 0.6 21.0 ± 1.0 17.7 ± 1.5 20.3 ± 0.9 23.0 ± 0.6 

FP51 13.7 ± 0.9 18.0 ± 1.0 15.0 ± 0.0 11.7 ± 0.3 21.7 ± 0.9 17.7 ± 0.3 23.3 ± 0.9 20.7 ± 1.2 

FP52 12.0 ± 0.6 21.0 ±  2.1 11.0 ± 0.6 12.3 ± 0.3 23.3 ± 0.9 22.0 ± 0.6 24.3 ± 0.7 18.7 ± 3.2 

FP60 11.7 ± 0.3 18.0 ± 0.0 11.0 ± 0.0 14.7 ± 1.2 23.7 ± 0.9 16.7 ± 0.7 15.0 ± 0.0 22.3 ± 0.3 

FP64 13.0 ± 0.0 13.3 ± 0.3 11.3 ± 0.3 12.7 ± 0.3 21.3 ± 1.2 17.3 ± 1.2 17.0 ± 2.1 18.3 ± 0.9 

FP66  13.0 ± 0.0 21.0 ± 2.1 11.0 ± 0.0 11.7 ± 0.3 19.0 ± 0.6 19.0 ± 1.0 11.7 ± 0.3 18.3 ± 2.4 

FP70 13.0 ± 0.6 14.0 ± 1.0 11.0 ± 0.6 12.0 ± 0.0 20.7 ± 1.3 14.0 ± 0.6 12.0 ± 0.0 20.3 ± 3.7 

FP75 12.3 ± 0.3 20.7 ± 2.3 14.7 ± 0.3 16.0 ± 1.5 21.7 ± 0.9 19.0 ± 0.6 16.0 ± 1.5 23.3 ± 0.7 

FP78 12.3 ± 0.9 16.3 ± 1.2 11.7 ± 0.3 11.7 ± 0.3 21.0 ± 0.6 14.6 ± 0.3 11.7 ± 0.3 16.3 ± 2.0 

 

 

4. ผลการทนของแบคทีเรียตอกรดและเกลือน้ําดี 

 จากผลการทดสอบการทนอยูไดในระบบทางเดินอาหารของแบคทเีรียทีแ่ยกได พบวาท้ัง 

15 ไอโซเลต มีความสามารถทนอยูไดในแบบจําลองในระบบทางเดนิอาหารไดดี (ภาพที่ 1 และ 

ภาพท่ี 2) ความสามารถในการทนตอกรดท่ีพเีอช 2.5 พบวาแบคทีเรียทั้งหมดที่ทําการทดสอบมี

ความสามารถในการทนและการอยูรอดไดดีในสภาวะที่เปนกรดดังกลาว (ภาพท่ี 1) เชนเดียวกับ

ความสามารถในการทนและการอยูรอดไดดีในสภาวะที่มีเกลอืน้ําดี 0.3 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 2) โดย

การอยูรอดในสภาวะจําลองเหลานีส้ามารถที่จะคาดคะเนถงึการอยูรอดในระบบทางเดนิอาหารไดด ี
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ตารางที่ 2 ผลของแบคทีเรียทดสอบตอการยอยสลายเม็ดเลือดแดงและการตานยาปฏิชีวนะ 

  

 

haemolysis 

  

    ยาปฏชิีวนะ     

  

Chloramphenicol 

30 µg 

Ampicillin 

10 µg 

Erythromycin 

15 µg 

Tetramycin 

30 µg 

Kanamycin 

30 µg 

FP3  S S S S R 

FP12  S S S S R 

FP14  S S S S S 

FP15  S S S S R 

FP25  S S S S R 

FP35  S S S S R 

FP47  S S S S S 

FP51  S S S S R 

FP52  S S S S S 

FP60  S S S S S 

FP64  S S S S S 

FP66  S S S S S 

FP70  S S S S S 

FP75  S S S S R 

FP78  S S S S S 

 

หมายเหตุ  คือ การยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ -haemolysis 

  S คือ มีความไวตอยาปฏิชีวนะ 

  R คือ มีความตานทานยาปฏิชีวนะ 
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ภาพที่ 1 อัตราการรอดชีวิตของแบคทเีรียที่ทนตอกรดที่ pH 2.5 เปนเวลา 3 ชั่วโมง ในสภาวะ

ระบบทางเดินอาหารจําลอง (Mean ± SE, n = 3) 

 

5. ผลการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียตอการยับย้ังการเจริญเซลลมะเร็งลําไส 

 การทดสอบประสิทธภิาพการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสท้ังในสวนของ CM และ 

LWC ผลการทดสอบ CM ดวยวิธีการ MTT พบวาท้ัง 15 ไอโซเลต มีประสิทธภิาพในการยับยั้งการ

เจริญของเซลลมะเร็งลําไสได โดยเปอรเซ็นตการยับย้ังแตกตางกันอยูระหวาง 0 ถึง 35 เปอรเซน็ต 

ซึ่งจากการทดลองดังกลาวพบวามีแบคทเีรียที่มเีปอรเซ็นตการยับย้ังสูงกวา 15 เปอรเซ็นต กค็อื ไอ

โซเลต FP35, FP25, FP3 และ FP51 สามารถยับยั้งมะเร็งลําไสได 35.3, 25.3, 23.2 และ 17.7 

เปอรเซน็ต ตามลําดับ (ภาพที่ 3) ผลที่ไดจะสอดคลองจากการทดสอบ CM ดวยวิธี trypan blue 

exclusion และผลการทดสอบการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสของทั้ง 4 ไอโซเลตดังกลาว 

มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสที่สูงกวา เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม

อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติที่ (P<0.01) (ภาพท่ี 4) 

 ประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสในสวนของ LWC พบวาทั้ง 4 ไอโซ

เลต เมือ่ทําการทดสอบดวยวิธี trypan blue exclusion มีประสิทธิภาพในการยับยั้งทีสู่งกวาอยางมี
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นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เมือ่เทยีบเทียบกับกลุมควบคุม (ภาพที่ 5) ซึ่งผลการทดสอบพบวามี

อัตราการยับย้ังการเจริญอยูในชวง 20.5 ถึง 33.7 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 5)  
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ภาพที่ 2 อัตราการรอดชีวิตของแบคทเีรียที่ทนตอเกลือน้ําดทีี่ 0.3% เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะ

ระบบทางเดินอาหารจําลอง (Mean ± SE, n = 3) 

 

6. การจดัจําแนกโปรไบโอติกแบคทเีรียโดยการหาลําดับเบสของดีเอ็นเอในสวนของยีน 16S rRNA 

 จากการคดัเลอืกแบคทเีรียโปรไบโอติกได 4 ไอโซเลตที่มีคุณสมบัติทีด่ีในการเปน

แบคทเีรยีโปรไบโอตกิที่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสไดดี จึงนําแบคทเีรียเหลานี้มา

จําแนกชนิดโดยการการนําและเปรียบเทียบชิน้สวนของยนี 16S rRNA แลวนําลําดับเบสที่ไดไป

เทียบกับฐานขอมลูใน GenBank ผลที่ไดพบวาไอโซเลต FP3 มีความคลายกับเชื้อแบคทีเรียสาย

พันธุ Pediococcus pentosaceus 100 เปอรเซ็นต (accession no: EU082192.1) ไอโซเลต FP25 และ 

FP35 มีความคลายกับเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ Lactobacillus salivarius 99.8 เปอรเซน็ต และ100 

เปอรเซน็ต (accession no: EU559602.1) ตามลําดับ และไอโซเลต FP51 มีความคลายกับเชื้อ

แบคทเีรยีสายพนัธุ Enterococcus  faecium 99.8 เปอรเซ็นต (accession no: AB362603.1) 

 



23 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

3 12 14 15 25 35 47 51 52 60 64 66 70 75 78

อ
ัต

ร
า
ก

า
ร
ย

ับ
ย

ั้ง
 (

%
)

 
ภาพที่ 3 อัตราการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสของแบคทีเรียที่คัดเลือกมาจากมูลทารก โดย

ใชวิธีการแบบ MTT (Mean ± SE, n = 3) 

 

 

7. ประสิทธิภาพการยึดเกาะของโปรไบโอติกแบคทีเรียกับเซลลมะเร็งลําไส 

 ประสิทธิภาพการยึดเกาะของโปรไบโอติกแบคทีเรียกับเซลลมะเร็งลําไส (ภาพท่ี 6) ผลการ

ทดลองพบวาโปรไบโอติกแบคทีเรียทั้ง 4  สายพันธุ มีความสามารถสูงในการยึดเกาะตอเซลลมะเรง็

ลําไส  โดยมีเปอรเซ็นตการยึดเกาะประมาณ 5 ถึง 16 เปอรเซ็นต ซึ่งอัตราการยึดเกาะสูงที่สุด คือ P. 

pentosaceus FP3, L. salivarius FP35, L. salivarius FP25 และ E. faecium FP51 ตามลําดับ (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 4 อัตราการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสของแบคทีเรียที่คัดเลือกมาจากมูลทารก โดย

ใชลักษณะแบคทีเรียแบบ CM โดยวิธีการทดสอบแบบ Trypan blue (Mean ± SE, n = 3) 

 

 

8. ประสิทธิภาพของโปรไบโอติกแบคทีเรียในการผลิตกรดไขมันสายส้ัน (SCFA) 

กรดไขมันสายสั้นที่มีบทบาทสําคัญตอการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไส เชน acetic 

acid, propionic acid และ butyric acid ผลจากการทดลองพบวาโปรไบโอตกิแบคที 3 สายพันธุ คอื 

P. pentosaceus FP3, L. salivarius FP25 และ L. salivarius FP35 มีความสามารถในการผลติกรด

ไขมันสายสัน้ทั้ง 3 ชนิด ในขณะที่โปรไบโอติกแบคทเีรยี E.  faecium FP51 สามารถผลิตกรดไขมัน

สายสัน้ชนดิ acetic acid เทานั้น ปริมาณการผลติกรดไขมันสายสั้นพบวาโปรไบโอตกิแบคทเีรีย 3 

สายพันธุ คือ P. pentosaceus FP3, L. salivarius FP25 และ L. salivarius FP35 สามารถผลติ acetic 

acid ไดในชวงปริมาณ 2 – 3 ppm (ภาพที่ 7) และสามารถผลิต propionic acid ไดในชวงปริมาณ 1.5 

– 2 ppm  (ภาพที่ 8) ในขณะที่ปริมาณการผลิตกรดไขมนัสายสัน้ชนดิ butyric acid นั้นพบวาโปร

ไบโอตกิแบคทีเรีย L. salivarius FP35 สามารถผลิตไดมากที่สุดในปริมาณ 2 ppm (ภาพท่ี 9) 
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ภาพที่ 5 อัตราการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสของแบคทีเรียที่คัดเลือกมาจากมูลทารก โดย

ใชลักษณะแบคทีเรียแบบ LWC โดยวิธีการทดสอบแบบ Trypan blue (Mean ± SE, n = 3) 
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ภาพที่ 6 อัตราการยึดเกาะของโปรไบโอตกิแบคทเีรียที่คัดเลือกมาจากมลูทารกกับเซลลมะเร็งลําไส 

               (Mean ± SE, n = 3) 
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วิจารณผลการวิจัย 

 

 จุลินทรียในระบบทางเดนิอาหารของมนษุยมีมากมายหลายสายพันธุ โดยที่จุลนิทรียเหลานี้

จะมีบางสายพันธุทีเ่ปนแบคทเีรียที่มีประโยชน ซึ่งสามารถทําหนาที่ในสภาพแวดลอมของระบบ

ทางเดนิอาหารในมนุษยเราไดดีดวยตัวเอง ดังนัน้แบคทเีรียที่มีประโยชนเหลานี้จะสามารถแสดง

บทบาทรวมไปถึงโรคมะเร็งลําไสดวย ซึ่งอาจจะมีประสิทธิภาพในการยับย้ังหรอืบําบัดมะเร็งลําไส

ได ดังนัน้แหลงที่มาของโปรไบโอตกิแบคทเีรียที่มีประโยชนที่จะสามารถนํามาประยุกตใชใหกับ

มนุษยเรานัน้ก็มคีวามสําคญั ดวยเหตุดังกลาวการคัดเลอืกโปรไบโอติกแบคทีเรียจากระบบทางเดิน

อาหารนัน้ คาดวาจะสามารถนําไปประยุกตใชในการบาํบัดและปองกนัจุลินทรียกอโรคในระบบ

ทางเดนิอาหารรวมไปถึงโรคมะเร็งลําไสไดเปนอยางดี  
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 ภาพที่ 7 ปริมาณการผลติกรดไขมนัสายสั้นชนิด acetic acid ของโปรไบโอติกแบคทีเรียที่คดัเลือก

มาจากมูลทารก (Mean ± SE, n = 3) 
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ภาพที่ 8 ปริมาณการผลิตกรดไขมันสายสัน้ชนิด propionic acid ของโปรไบโอติกแบคทีเรียที่

คัดเลอืกมาจากมูลทารก (Mean ± SE, n = 3) 

 

 โรคมะเร็งลําไสเปนสาเหตกุารตายท่ีสูงเปนลําดับตนๆ ของสาเหตกุารตายทีเ่กิดจาก

โรคมะเร็งทกุชนิด สาเหตุของโรคมะเร็งลําไสเกดิจากพฤติกรรมการรับประทานอาหารที่ไมถกูหลกั

โภชนาการ อาทเิชน การรับประทานอาหารประเภทไขมนัสูง และหรือมกีารรับประทานอาหารที่มี

กากใยนอย ปจจัยเหลานีเ้ปนสาเหตุหลักทําใหเกดิโรคมะเร็งลําไส (Commane et al., 2005) 

ทางเลอืกหนึ่งสําหรับการปองกันโรคมะเร็งลําไสในปจจุบันก็คอื การใชประโยชนจากสิ่งมชีีวิตและ

หรือผลิตภัณฑที่ไดจากสิ่งมชีีวิตก็มีบทบาทสําคัญเชนเดียวกัน การปองกนัและหรอืการบําบัดรกัษา

โรคมะเร็งลําไสในทางชีวภาพ (biotherapy) โดยการเลอืกใชโปรไบโอตกิแบคทเีรียในยุคปจจุบันนี ้

พบวามีการใหความสนใจและใหความสําคัญเปนอยางมาก เนือ่งจากจุลินทรียในระบบทางเดิน

อาหารมีความเกี่ยวเนือ่งกับสุขภาพตางๆ ทีเ่กดิขึน้ เชน กอใหเกดิโรคตางๆ หรือทําใหสุขภาพมี

ความสมบูรณทีด่ี อยางเชนโปรไบโอติกแบคทีเรียที่เปนจุลินทรียประจําถิ่นในระบบทางเดินอาหาร

นั้น ก็มีความสําคัญและสามารถปรับตัวไดดี จากหลกัฐานงานวิจัยที่ผานมาแสดงใหเห็นวาโปร

ไบโอตกิแบคทีเรียมคีวามสามารถในการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสได (Thirabunyanon et 

al., 2009) ดังนั้นเพือ่เปนการพัฒนาการศกึษาวิจัยตอเนือ่งใหเพิ่มมากขึน้ ผูวิจัยจึงศึกษาโดยการ

คัดเลอืกแบคทเีรียจากมลูทารกในการศกึษาวิจัยในครั้งนี้ ผลจาการทดลองนีส้ามารถคดัเลอืก
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แบคทเีรยีกรดแลคตกิไดจากมลูทารกรวม 81 ไอโซเลต ซึ่งแบคทีเรียดังกลาวจะถูกนําไปคัดเลือก

คุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกและสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสไดดีเชนเดียวกัน 
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ภาพที่ 9 ปริมาณการผลิตกรดไขมันสายสัน้ชนิด butyric acid ของโปรไบโอติกแบคทีเรียที่คดัเลอืก

มาจากมูลทารก (Mean ± SE, n = 3) 

 

เมือ่ศึกษาประสิทธภิาพการยับยั้งเชือ้กอโรค ซึ่งเปนคณุสมบัติเบือ้งตนของการเปน โปร

ไบโอตกิแบคทีเรีย จากเริ่มตนแบคทเีรีย 81 ไอโซเลต มเีพยีง 15 ไอโซเลต ที่มีความสามารถในการ

ยับยั้งเชือ้กอโรคทั้ง 8 สายพันธุ โดยเชือ้กอโรคดังกลาวนี้เปนที่ทราบกนัดีวาจะมีกิจกรรมการผลติ

เอนไซมหลายๆ ชนิดท่ีเปนอันตราย ตัวอยางเชน -glucuronidase, nitroreductase, azoreductase, 7-

-dehydroxylase และ cholesterol dehydrogenase ซึ่งมีผลทําใหเกิดมะเร็งลําไสได เชนเดียวกับเชือ้

กอโรค E. coli และ H. pylori ที่เปนสาเหตกุอใหเกิดโรคมะเร็งลําไส (Shmuely et al., 2001; 

Travaglione et al., 2008) ความสามารถในการยับย้ังเชือ้กอโรคของแบคทเีรียนั้นเกิดจาก การผลิต

สารตอตานแบคทเีรียกอโรคชนิดอื่น เชน แบคเทอริโอซนิ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด กรดอินทรีย 

เปนตน การยับยั้งการเจริญของเชือ้กอโรคจากกิจกรรมของโปรไบโอติกแบคทีเรีย กรดแลคตกินั้น

อาจจะเปนการปองกันการเกดิโรคมะเร็งลําไสในระยะเริ่มตนได แตอยางไรกต็ามการใชประโยชน

จากโปรไบโอติกแบคทีเรียนั้น จะตองคํานึงถึงความปลอดภัยตอมนษุยเปนสําคญั โดยทีแ่บคทเีรีย
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เหลานี้จะตองไมเปนสายพนัธุที่ทําใหเกดิโรคตางๆ ซึ่งพบวาแบคทเีรียทั้ง 15 ไอโซเลตท่ีคัดเลอืกได

นั้นไมมีการยอยสลายเม็ดเลือดแดง ทําใหทราบวาเปนสายพันธุที่ไมเปนพิษ และเหมาะสมท่ีจะ

นํามาพิจารณาคัดเลือกเพือ่ใหเปนโปรไบโอตกิแบคทเีรีย (Maragkoudakis et al., 2009) และนํา

แบคทเีรยีทั้งหมดเหลานีไ้ปทดสอบในขั้นตอนตอไป  

กอนที่โปรไบโอตกิแบคทเีรียจะทําหนาท่ีในระบบทางเดินอาหารนัน้ แบคทีเรียที่มี

คุณสมบัตเิปนโปรไบโอติกจะตองมีความสามารถในการอยูรอดไดดี เมือ่ผานทั้งบริเวณกระเพาะ

อาหารซึง่มีสภาพเปนกรดและบรเิวณลําไสเลก็ที่มีสภาพของเกลอืน้ําดีปะปนอยู ซึ่งแบคทเีรยีทั้ง 15 

ไอโซเลต มีความสามารถในการอยูรอดจากการจําลองระบบทางเดินอาหารที่มีท้ังปจจัยทั้งจากการ

เปนกรดและมเีกลอืน้ําดี โดยสามารถอยูรอดไดทั้งในสภาวะที่เปนกรดทีค่าพเีอช 2.5 และสภาวะที่มี

เกลอืน้ําดี 0.3 เปอรเซน็ต ซึ่งสอดคลองกับแบคทเีรียที่ทนอยูไดสูงในสภาวะที่เปนทั้งกรดและเกลือ

น้ําดีที่พบในโปรไบโอตกิแบคทเีรยีที่คัดเลอืกมาจากมนษุย (จากมูล) เชน L. fermentum ACA-DC 

179 (Zoumpopoulou et al., 2008), L. rhamnosus IMC 501, L. paracasei 502 (Verdenelli et al., 

2009) และ L. plantarum CS23 (Gaudana et al., 2010) ทั้งนี้การทนอยูไดในสภาวะดังกลาวนี้จะมี

ความสัมพันธโดยตรงกับโปรไบโอตกิแบคทเีรีย ที่ตองอยูรอดในระบบทางเดินอาหารและทําหนาที่

ในการปองกันและรักษามะเร็งลําไส ซึ่งเกดิขึ้นบริเวณลําไสของมนุษยเราเชนเดียวกนั  

การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสนัน้ ถอืวาเปนกระบวนการที่สําคัญมากในการ

ปองกนัการเกิดมะเร็งลําไส กระบวนการบําบัดทางชีวภาพดวยโปรไบโอติกแบคทีเรียเปนทางเลอืก

หนึ่งท่ีจะปองกันการเกิดมะเร็งลําไสได จากการทดลองครั้งนี้พบวาแบคทเีรยีทั้ง 15 ไอโซเลต มี

ความสามารถในการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสแตกตางกัน ทั้งนี้มีเพียงแบคทีเรีย 4 ไอโซ

เลต คอืสายพันธุ P. pentosaceus (FP3), L. salivarius (FP25 และ FP35) และ E. faecium (FP51) ที่มี

ความสามารถในการยับย้ังเซลลมะเร็งลําไสได ทั้งนี้ไมวาจะเปนการใช CM และ LWC ผลที่ไดจาก

การทดลองครั้งนี้สอดคลองกับการทดลองของ Ewaschuk et al. (2006) ที่พบวาโปรไบโอติก

แบคทเีรยีกรดแลคตกิ VSL3 มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไส และยัง

สอดคลองกับงานวิจัยของ Thirabunyanon et al. (2009) ที่ไดรายงานวาโปรไบโอตกิแบคทเีรียกรด

แลคตกิ 2  สายพันธุ คอื E. faecium RM11 และ L. fermentum RM28 ซึ่งคัดเลือกมาจากนมหมัก

สามารถยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสไดดี  

ประสิทธิภาพการยึดเกาะของโปรไบโอตกิแบคทเีรียกับเซลลมะเรง็ลําไสนัน้ อาจจะ

เกีย่วของโดยตรงกับการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสได ทั้งนีเ้พราะวาเมื่อโปรไบโอตกิ

แบคทเีรยียึดเกาะกับเซลลมะเร็งลําไสแลวจะไปกระตุนกลไกตางๆ ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็งลําไส เชนการหลั่งกรดไขมันสายสั้นออกมาและสงตรงถึงเซลลมะเร็งลําไสอยางงายๆ 
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และทําใหเกิดการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสไดเปนอยางดี Thirabunyanon et al. (2009) 

ไดรายงานความสอดคลองกนั กลาวคอื โปรไบโอตกิแบคทเีรยีที่ยึดเกาะเซลลมะเร็งลําไสไดดีก็

สามารถยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสไดดีเชนเดียวกัน ผลการทดลองที่ไดพบวาโปรไบโอ

ติกแบคทเีรีย 3 สายพันธุคอื P. pentosaceus FP3, L. salivarius FP25 และ L. salivarius FP35 

สามารถยึดเกาะกับเซลลมะเร็งลําไสไดด ี ในขณะที ่ E. faecium FP51 ยึดเกาะกับเซลลมะเร็งลําไส

ไดไมดเีทากับโปรไบโอตกิแบคทเีรียทั้ง 3 สายพันธุ ทั้งนีก้็สอดคลองกับอัตราการยับยั้งเซลลมะเร็ง

ลําไสที่พบวาทั้ง 3 สายพนัธุคอื P. pentosaceus FP3, L. salivarius FP25 และ L. salivarius FP35 

สามารถยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสไดดีกวา E. faecium FP51 

 การผลติกรดไขมนัสายสัน้ (SCFA) ของแบคทีเรียเปนกลไกหนึ่งในการยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็งลําไส (Jan et al., 2002) ซึ่งผลการทดลองครั้งนี้ก็พบความสอดคลองกันระหวางสัดสวน

ปริมาณการผลิตกรดไขมันสายสั้นกับอัตราการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไส กลาวคือโปร

ไบโอตกิแบคทีเรียที่มอีัตราการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสมากนัน้ ก็สามารถผลิตหรอืหลั่ง

กรดไขมันสายสั้นออกมามากเชนเดียวกัน ทั้งนีผ้ลการทดลองพบวาโปรไบโอติกแบคทีเรีย 3 สาย

พันธุคือ P. pentosaceus FP3, L. salivarius FP25 และ L. salivarius FP35 มีความสามารถผลิตกรด

ไขมันสายสัน้มากกวา E. faecium FP51 เชนเดียวกันกบัอัตราการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ลําไสทีส่อดคลองกันกับปริมาณการผลิตกรดไขมันของโปรไบโอตกิแบคทเีรยี  

การวิจัยคร้ังนี้อาจจะสรุปไดวา การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเรง็ลําไสของโปรไบโอติก

แบคทเีรยีที่คัดแยกมาจากมลูทารกทั้ง 4 สายพนัธุ P. pentosaceus FP3, L. salivarius FP25, L. 

salivarius FP35 และ E. faecium FP51 มีกลไกมาจากการผลิตหรอืการกระตุนโดยกรดไขมันสาย

สั้นในกลุม acetic, propionic และ butyric 
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สรุปผลการวิจัย 

 

1. การคัดแยกแบคทเีรยีจากมูลทารกท่ีมสีุขภาพดี มอีายุอยูในชวง 1 – 14 วัน จํานวน 17 

ตัวอยาง พบวา สามารถรวบรวมแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมลีักษณะรูปรางเปนท้ังแบบทอนหรือแบบ

กลมไดจํานวน 81 ไอโซเลต 

2. การศกึษาคุณสมบัตกิารเปนโปรไบโอติกแบคทเีรียจากแบคทีเรียที่คัดแยกไดทั้งหมด 81 

ไอโซเลต อาทเิชนคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชือ้กอโรค 8 ชนิด การไมยอยสลายเม็ดเลอืด

แดง และการทนตอสภาวะแวดลอมในระบบทางเดนิอาหารที่เปนกรดและเกลอืน้ําดี พบวามี

แบคทเีรยีเพยีง 15 ไอโซเลต เทานั้นที่มคีุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกแบคทีเรียที่ด ี

3. การศึกษาประสิทธิภาพของโปรไบโอติกแบคทเีรียตอการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ลําไส โดยวิธกีารแบบ MTT และ Trypan blue exclusion พบวามีโปรไบโอตกิแบคทีเรียเพียง 4 สาย

พันธุ  ทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสไดดีประมาณ 17 – 35% 

4. การจําแนกสายพนัธุของโปรไบโอตกิแบคทเีรีย โดยการเปรียบเทียบลําดับ 16S rRNA 

ผลจากการตรวจสอบสายพันธุและทําการตั้งชื่อโปรไบโอติกแบคทเีรีย ทั้ง 4 สายพันธุคอื 

Pediococcus pentosaceus FP3, Lactobacillus salivarius FP35, Lactobacillus salivarius FP25 และ 

Enterococcus faecium FP51 

 5. การศึกษากลไกของโปรไบโอติกแบคทีเรียตอการยับย้ัง หรือผลตอการตายของ

เซลลมะเร็งลําไส พบวาโปรไบโอติกแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ สามารถเขายึดเกาะกับเซลลมะเร็ง

ลําไสและผลิตหรือหลั่งกรดไขมันสายสั้นในกลุม acetic, propionic และ butyric โดยไปกระตุนทํา

ใหเซลลมะเร็งลําไสตาย 

 ผลจากการศึกษาวิจัยครั้งนี้สามารถคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสได รวมทั้งไดทราบเกี่ยวกับกลไกของโปรไบโอติกแบคทีเรีย

เหลานี้ตอการยับย้ังการเจริญและหรือการตายของเซลลมะเร็งลําไส 

 



32 

 

เอกสารอางอิง 

 

Bawadi, H.A., R.R. Bansode, A. Treppey, R.E. Truax and J.N. Losso. 2005. Inhibition of Caco-2 

colon, MCF-1 and HS578T breast, and DU 145 prostatic cancer cell proliferation by 

water- soluble black bean condensed tannins. Cancer letter. 218 (2): 153-162. 

Bingham, S.A. 1999. High-meat diets and cancer risk. Proc. Nutr. Soc. 58 (2): 243-248. 

Ewaschuk, J.B., J.W. Walker, H. Diaz and Madsen K.L. 2006. Bioproduction of conjugated 

linoleic acid by probiotic bacteria occurs in vitro and in vivo in mice. J. Nutr. 136 (6): 

1483-1487. 

Commane, D., R. Hughes, C, Shortt and I. Rowland. 2005. The potential mechanisms involved in 

the anti-carcinogenic action of probiotics. Mutat. Res. 591 (1-2): 276-289.  

Fearon, E.R. and B.A. Vogelstein. 1990. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell. 61 

(5): 759 – 767. 

Gagnon, M., E.E. Kheadr, G.E. Blay and I. Fliss. 2004. In vitro inhibition of Escherichia coli 

O157:H7 by bifidobacterial strains of human origin. Int. J.  Food Microbiol. 92 (1): 69– 

78.  

Gaudana, S.B., A.S. Dhanani and T. Bagchi. 2010. Probiotic attributes of Lactobacillus strains 

isolated from food and of human origin. Br. J. Nutr. 103 (11): 1620-1628. 

Gilliland, S.E., T.E. Staley and L.J. Bush. 1984. Importance of bile tolerance of  Lact. acidophilus 

strains for use as dietary adjunct. J. Dairy Sci. 67 (12): 3045-3051. 

Guarner, F. and J-R. Malagelada. 2003. Gut flora in health and disease. Lancet. 361 (9356): 512-

519. 

Hirayama, K and J. Rafter. 2000. The role of probiotic bacteria in cancer prevention. Microbes 

Infect. 2 (6): 681-686. 

Hussain, M.A., D.A. Rouch and M. L. Britz. 2009. Biochemistry of non-starter lactic acid 

bacteria isolate Lactobacillus casei GCRL163: Production of metabolites by 

stationary-phase cultures. Int. Dairy J. 19: 12–21. 

Jan, G., A.S. Belzacq, D. Haouzi , A. Rouault , D. Métivier, G. Kroemer and C. Brenner . 2002. 

Propionibacteria induce apoptosis of colorectal carcinoma cells via short-chain fatty 

acids acting on mitochondria. Cell Death Differ. 9 (2): 179-88. 



33 

 

Lee, N.K., J.S. Park, E. Park and H.D. Paik. 2007. Adherence and anticarcinogenic effects of 

Bacillus polymenticus SCD in the large intestine. Lett. Appl. Microbiol. 44 (3): 274-

278. 

Losso, J.N., R.R. Bansode, A. Trappey, H.A. Bawadi and R. Truax. 2004. In vitro anti 

proloferative activities of ellagic acid. J. Nutr. Biochem. 15 (11): 672-678.  

Maragkoudakis, P.A., G. Zoumpopoulor, C. Miaris, G. Kalantzopoulos, B. Pot and E. 

Tsakalidou. 2006. Probiotic potential of Lactobacillus strains isolated from dairy 

products. Int. Dairy J. 16: 189-199. 

Maragkoudakis, P.A., K.C. Mountzouris, D. Psyrras, S. Cremonese, J. Fischer, M.D. Cantor and 

E. Tsakalidou. 2009. Functional properties of novel protective lactic acid bacteria and 

application in raw chicken meat against Listeria monocytogenes and Salmonella 

enteritidis. Int. J. Food Microbiol. 130 (1-2): 219-226. 

McCann, M.J., C.I.R. Gill, G.O’ Brien, J.R. Rao, W.C. McRoberts, P. Hughes, R. McEntee and 

I.R. Rowland. 2007. Anti – cancer properties of phenolics from apple waste on colon 

carcinogenesis in vitro. Food chem. toxicol. 45 (7): 1224-1230. 

Pennacchia, C., D. Ercolini, G. Blaiotta, O. Pepe, G. Mauriello and F. Villani. 2004. Selection of 

Lactobacillus strains from fermented sausages for their potential use as probiotics. 

Meat Sci. 67: 309-317. 

Rafter, J. 2003. Probiotics and colon cancer. Best Pract. Res. Clin. Gastroenterol. 17 (5): 849–

859. 

Rafter, J. 2004. The effect of probiotic on colon cancer development. Nutr. Res. Rev. 17 (2): 

277-284. 

Russo, A., V. Cardile, L. Lombardo, L. Vanella, A. Vanella and J.A. Garbarino. 2005. 

Antioxidant activity and antiproloferative action of methanolic extract of Geum 

quellyon sweet roots in human tumor cell line. J. Ethnopharmacol. 100 (3): 323-332. 

Thirabunyanon, M., P. Boonprasom and P. Niamsup. 2009. Probiotic potential of lactic acid 

bacteria isolated from fermented dairy milks on antiproliferation of colon cancer cells. 

Biotechnol. Lett. 31 (4): 571-576. 



34 

 

Travaglione, S., A. Fabbri and C. Fiorentini. 2008. The Rho-activating CNF1 toxin from 

pathogenic E. coli: A risk factor for human cancer development?. Infect. Agent. 

Cancer. 3: 4. 

Salminen, S., C. Bouley, M.C. Boutron-Ruault, J.H Cummings, A. Franck and G.R. Gibson. 

1998. Functional food science and gastrointestinal physiology and function. Br. J. 

Nutr. 1: S147-S171. 

Schneider, Y., F Vincent, B. Duranton, L. Badolo, F. Gosse, C. Bermann, N Seiler and F. Raul. 

2000. Anti – proliferative effect of resveratrol, a natural component of grapes and 

wine, on human colonic cancer cell. Cancer letter. 158 (1): 85-91. 

Shmuely, H., D. Passaro, A. Figer, Y. Niv, S. Pitlik, Z. Samra, R. Koren and J. Yahav. 2001. 

Relationship between Helicobacter pylori CagA status and colorectal cancer. Am. J. 

Gastroenterol. 96 (12): 3406-3410. 

Verdenelli, M.C., F. Ghelfi, S. Silvi, C. Orpianesi, C. Cecchini and A Cresci. 2009. Probiotic 

properties of Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus paracasei isolated from 

human faeces. Eur. J. Nutr. 48 (6): 355-363. 

Wollowski, I., G. L. Rechkemmer and B. pool Zobel. 2001. Protective role of probiotics and 

prebiotic in colon cancer. Am. J. Clin. Nutr. 73 (2): 451s-455s. 

Zabala, A., M.R. Martin, A.I. Haza, L. Fernandez, Rodriguez and P. Morales. 2001. Anti-

proliferative effect of two lactic acid bacteria strains of human origin on the growth of 

a myeloma cell line. Lett. Appl. Microbiol. 32 (4): 287-292. 

Zoumpopoulou, G., B. Foligne, K. Christodoulou, C. Grangette, B. Pot and E. Tsakalidou. 2008. 

Lactobacillus fermentum ACA-DC 179 displays probiotic potential in vitro and 

protects against trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced colitis and Salmonella 

infection in murine models. Int. J. Food Microbiol. 121 (1): 18-26. 


