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ปัจจุบันโพรไบโอติกได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในการศึกษาผลต่อภาวะเมแทบอลิกซินโดรม ซึ่งเป็น

ปัญหาสุขภาพที่สำคัญทั่วโลก ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์นมและ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารและทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีผลต่อการลด
คอเลสเตอรอล และสามารถยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 ได้ จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้
ทั้งหมดจำนวน 11 ไอโซเลท ระบุสายพันธุ์ได้เป็น Lactobacillus จำนวน 5 ไอโซเลท Lacticaseibacillus จำนวน 
3 ไอโซเลท และ Streptococcus จำนวน 3 ไอโซเลท เมื่อทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกรว่มกับแบคทีเรียอ้างอิง (L. 
acidophilus TISTR 2365 และ L. curvatus TISTR 938) พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกส่วนใหญ่ที่ทดสอบสามารถ
ทนต่อกรด (pH 2.5) ได้ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 16.35-85.77 เปอร์เซ็นต์ สามารถทนต่อเกลือน้ำดี 
(0.3% w/v) ได้ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 8.86-99.50 เปอร์เซ็นต์ ผลจากการทดสอบการต้านยาปฏิชีวนะ
ทั้งหมด 9 ชนิด พบว่าแบคทีเรีย Lactobacillus และ Lacticaseibacillus ส่วนใหญ่สามารถต้านทานต่อยา
ปฏิชีวนะ gentamycin, sulfamethoxazole และ vancomycin ได้ และยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้ทั้ง 5 
สายพันธุ์ที่ทดสอบ (B. subtilis TISTR 008, E. coli TISTR 887, P. aeruginosa TISTR 1287, S. aureus TISTR 
885 และ S. Typhimurium TISTR 292) นอกจากนั้นจากการศึกษาคุณสมบัติเพิ่มเติมของโพรไบโอติก  พบว่า
แบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุ์ท่ีทดสอบสามารถต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วง 83.76-91.81 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อนำ
แบคทีเรียกรดแลคติกไปทดสอบผลต่อการลดระดับคอเลสเตอรอล พบว่ามีเพียงไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 
3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase และลด
ระดับคอเลสเตอรอลได้ดี (82.70 และ 70.73 เปอร์เซ็นต์) ให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 
0.05 (P>0.05) กับไอโซเลทอื่น หลังจากนั้นคัดเลือกความเข้มข้นของ  lyophilized cell-free supernatant 
(LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 
3T3-L1 preadipocyte ไปศึกษาการยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 adipocyte พบว่า LCFS ของไอ
โซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถยับยั้งการสร้างไขมันได้ดี 

โดย LCFS ของทั้งสองไอโซเลทท่ีความเข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบ (500 μg/ml) สามารถลดไขมันสะสมในเซลล์ไขมันได้
ดีที่สุด (40.96 และ 42.08 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ) จากผลการศึกษาข้างต้นแสดงให้เห็นว่า MD-5 (L. plantarum 
3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติโพรไบโอติกสามารถลดระดับ
คอเลสเตอรอลและยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์ไขมัน  3T3-L1 adipocyte ได้ จึงเหมาะสมที่จะนำไปศึกษาใน
สัตว์ทดลองและพัฒนาเพื่อใช้ร่วมกับยาสังเคราะห์สำหรับภาวะเมแทบอลิกซินโดรมต่อไป 
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Probiotics are currently receiving considerable interest in studying their effects on metabolic 
syndrome, which is a major global health problem. The objective of this research was to isolate lactic 
acid bacteria (LAB) with probiotic potential from dairy products and dietary supplements that have the 
ability to lower cholesterol and have effects on 3T3-L1 adipocytes. A total of 11 isolates were isolated 
and identified as 5 isolates of Lactobacillus, 3 isolates of Lacticaseibacillus and 3 isolates of 
Streptococcus. When tested for probiotic potential in combination with reference strains (L. acidophilus 
TISTR 2365 and L. curvatus TISTR 938), most of the lactic acid bacteria tested were acid tolerant (pH 2.5). 
Survival was in the range of 16.35-85.77%. Bile salt tolerance (0.3% w/v) was in the range of 8.86-99.50%. 
The results of all 9 antibiotic resistance tests showed that Lactobacillus and Lacticaseibacillus are most 
resistant to gentamycin, sulfamethoxazole, and vancomycin. They also inhibited all five pathogenic 
bacteria strains tested (B. subtilis TISTR 008, E. coli TISTR 887, P. aeruginosa TISTR 1287, S. aureus TISTR 
885 and S. Typhimurium TISTR 292). In addition, from the study of additional properties of probiotics, it 
was found that all strains of lactic acid bacteria tested had DPPH scavenging activity (%) in the range of 
83.76-91.81%. When the lactic acid bacteria were tested for their effect on cholesterol-lowering 
properties, it was found that only MD-5 (L. plantarum 3335) and MD-10 (L. plantarum YLL-03) had bile 
salt hydrolase activity and had effective cholesterol removal (82.70 and 70.73%) that is significantly 
different from other isolates, with a significance level of 0.05 (P>0.05). The concentrations of lyophilized 
cell-free supernatant (LCFS) of MD-5 (L. plantarum 3335) and MD-10 (L. plantarum YLL-03) that are non-
toxic to 3T3-L1 preadipocyte cells were screened. To investigate the anti-adipogenesis in 3T3-L1 
adipocyte, it was found that the LCFS of MD-5 (L. plantarum 3335) and MD-10 (L. plantarum YLL-03) 
were able to inhibit of lipid content accumulated in 3T3-L1 adipocyte. Both strains inhibited of lipid 

content the most at the highest concentration of 500 μg/ml (40.96 and 42.08% respectively). These 
results collectively demonstrate that the lactic acid bacteria MD-5 (L. plantarum 3335) and MD-10 (L. 
plantarum YLL-03) have probiotic properties that can lower cholesterol and have anti-adipogenesis in 
3T3-L1 adipocyte. Therefore, they are suitable to be studied in vivo and developed to be used in 
conjunction with synthetic drugs for metabolic syndrome in the future. 
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บทที่ 1  

บทนำ 

1. ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

กลุ่มโรคไม่ติดต่อ (noncommunicable diseases: NCDs) เป็นปัญหาสุขภาพอันดับหนึ่งของโลก
ทั้งในมิติของจำนวนการเสียชีวิตและภาวะโรคโดยรวม จากการรายงานข้อมูลขององค์การอนามัยโลก 
(WHO) ระบุว่าโรคไม่ติดต่อเป็นสาเหตุหลักของการเสียชีวิตทั่วโลก คิดเป็นร้อยละ 71 ของสาเหตุการ
เสียชีวิตทั้งหมดของประชากรโลก (Budreviciute et al., 2020) และสำหรับประเทศไทยนั้นกลุ่มโรค
ไม่ติดต่อยังคงเป็นปัญหาสุขภาพอันดับหนึ่ง ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับสถานการณ์ระดับโลก มี
อัตราการเสียชีวิตจากโรคไม่ติดต่อเพ่ิมขึ้น และมีแนวโน้มทวีความรุนแรงมากขึ้นในประชากรไทย 
(อรรถเกียรติ และคณะ, 2562) 

โรคไม่ติดต่อมีปัจจัยเสี่ยงหลักมาจากภาวะเมแทบอลิกซินโดรม (metabolic syndrome) ซึ่งภาวะ
เมแทบอลิกซินโดรม หมายถึง กลุ่มอาการที่ประกอบด้วย โรคอ้วนลงพุง ระดับน้ำตาลในเลือดสูง 
ความดันโลหิตสูง และระดับไขมันในเลือดสูง ที่จะเพ่ิมโอกาสเสี่ยงในการเกิดโรคเบาหวาน โรคหัวใจ
และหลอดเลือด ซึ่งถือว่าเป็นโรคไม่ติดต่อที่มีอัตราการเสียชีวิตเป็นอันดับต้น ๆ โดยการป้องกันภาวะ
อาการเมแทบอลิกซินโดรมที่สำคัญ ได้แก่ การควบคุมระดับไขมันในเลือด ระดับความดันโลหิต ระดับ
น้ำตาลในเลือด และที่สำคัญคือ การลดเส้นรอบเอวหรือการลดน้ำหนัก ซึ่งจะส่งผลต่อการลดลงของ
ไขมันในช่องท้องที่เป็นต้นเหตุ (ปานทิพย์ และคณะ, 2559) 

ภาวะน้ำหนักเกิน และโรคอ้วน (overweight and obesity) คือ การมีปริมาณไขมันในร่างกาย
มากกว่าปกติ โดยมีลักษณะการขยายตัวของเนื้อเยื่อไขมันจากการเพ่ิมจำนวนและขนาดของเซลล์
ไขมัน (adipocyte) ซึ่งเกิดจากร่างกายสะสมพลังงานจากการรับประทานอาหารมากกว่าการเผา
ผลาญอย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน จนเป็นปัจจัยเสี่ยงหรือเป็นสาเหตุให้เกิดโรคต่าง ๆ ที่ส่งผลถึง
สุขภาพจนอาจเป็นสาเหตุให้เสียชีวิตได้ ในปัจจุบันมีวิธีการรักษาโรคอ้วนที่หลากหลาย โดยวิธีที่นิยม
ใช้ คือ การควบคุมปริมาณอาหารในการรับประทานแต่ละมื้อ การออกกำลังกาย การใช้ยาลดน้ำหนัก 
และการผ่าตัดลดความอ้วน อย่างไรก็ตามการใช้ยาลดน้ำหนัก และการผ่าตัดลดความอ้วนค่อนข้างมี
ผลข้างเคียงสูง ซึ่งสามารถเป็นอันตรายถึงชีวิตได้ ในปัจจุบันจึงมีการศึกษาการใช้แบคทีเรียโพรไบโอ
ติกในการช่วยลดไขมันในร่างกายซึ่งมีผลข้างเคียงท่ีเป็นอันตรายต่อร่างกายน้อยกว่ายาสังเคราะห์ 

แบคทีเรียโพรไบโอติก (probiotic) คือ จุลินทรีย์ที่มีชีวิตซึ่งหากได้รับในปริมาณที่เหมาะสมจะ
ส่งผลดีให้แก่โฮสต์ (Sanders, 2009) ประโยชน์ของโพรไบโอติก เช่น ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อ
โรค ช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ช่วยให้ระบบการย่อยอาหารดีขึ้น และยังช่วยเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียกรดแล
คติกที่มีประโยชน์ในระบบทางเดินอาหาร เป็นต้น (มาลัย, 2553) นอกจากนี้ยังพบว่าโพรไบโอติกที่
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สามารถผลิตเอนไซม์ bile salt hydrolase จะมีคุณสมบัติช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลได้ (Kumar et 
al., 2013; Shehata et al., 2016) และในปัจจุบันยังมีการศึกษาโพรไบโอติกที่มีส่วนช่วยยับยั้งการ
สร้างไขมันในเซลล์ไขมันอีกด้วย (Choi et al., 2020; Park et al., 2011)  

จากประโยชน์ที่ได้กล่าวมาทั้งหมดของโพรไบโอติก โดยเฉพาะความสามารถในการลดระดับ
คอเลสเตอรอลและไขมัน อาจเป็นทางเลือกในการรักษาโรคอ้วน และลดระดับไขมันในเลือด ซึ่งเป็น
ปัจจัยสำคัญของภาวะเมแทบอลิกซินโดรม ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกและทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติก ทดสอบผลของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อ
ระดับคอเลสเตอรอลและการสะสมไขมันในเซลล์ไขมันในหลอดทดลอง 

2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

2.1 เพ่ือคัดแยกและระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติกจากผลิตภัณฑ์นม
และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 

2.2 เพ่ือให้ได้แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีผลต่อการลดระดับคอเลสเตอรอล  
2.3 เพ่ือให้ได้แบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ที่สามารถยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์ไขมัน 

3T3-L1 

3. สมมติฐานของงานวิจัย 

3.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกจากผลิตภัณฑ์นมและผลิตภัณฑ์เสริมอาหารมี 
คุณสมบัติโพรไบโอติก  
3.2 แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติโพรไบโอติก สามารถลดระดับคอเลสเตอรอล และลดไขมัน

สะสมในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 ในหลอดทดลองได้ 

4. ขอบเขตของการศึกษา 

4.1 คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์นมและผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร และศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา รวมทั้งระบุสายพันธุ์โดยการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene 

4.2 ศึกษาคุณสมบัติโพรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ โดยทดสอบคุณสมบัติทน
ต่อกรด การทนต่อเกลือน้ำดี การต้านยาปฏิชีวนะ การยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค และ
การต้านอนุมูลอิสระ 

4.3 คัดกรองแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการลดระดับคอเลสเตอรอลใน
หลอดทดลอง 

4.4 ทดสอบความเป็นพิษของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte และการลด
ไขมันสะสมในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 
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5. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

5.1 ได้แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติก 
5.2 ได้แบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการลดระดับคอเลสเตอรอลและลดไขมัน

ในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 ในหลอดทดลอง 
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บทที่ 2 

 เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

1. ภาวะเมแทบอลิกซินโดรม 

1.1 นิยามของภาวะเมแทบอลิกซินโดรม 

     ภาวะเมแทบอลิกซินโดรม (metabolic syndrome) หมายถึง กลุ่มอาการที่ เกิดจาก
กระบวนการเมแทบอลิซึมของร่างกายผิดปกติ ได้แก่ ภาวะความดันโลหิตสูง ระดับน้ำตาลในเลือดสูง 
ระดับไขมันในเลือดสูง รวมไปถึงระบบฮอร์โมนและสารเคมีอีกหลายกลุ่มในร่างกายที่ส่งผลเชื่อมโยง
กันและก่อให้เกิดพยาธิสภาพต่ออวัยวะต่าง ๆ (Grundy, 2004) 

1.2 สาเหตุ 

     สาเหตุหลักของภาวะเมแทบอลิกซินโดรมมาจากความอ้วน โดยเฉพาะอ้วนลงพุง (central 
obesity) คือ ผู้ที่มีไขมันหน้าท้องมาก ทำให้เกิดภาวะดื้อต่อการออกฤทธิ์ของอินซูลิน ความดันโลหิต
สูง ไตรกลีเซอไรด์ในเลือดสูง เอชดีแอลคอเลสเตอรอลในเลือดต่ำ น้ำตาลในเลือดสูง ส่งผลให้เกิ ด
พยาธิสภาพของหลอดเลือด หรือภาวะเซลล์บุผนังหลอดเลือดผิดปกติ (endothelial dysfunction) 
ตามมา (Grundy et al., 2004) 

1.3 เกณฑ์การวินิจฉัย 

     ในปี พ.ศ. 2553 ได้มีการร่วมมือระหว่างสหพันธ์เบาหวานนานาชาติ  องค์การอนามัยโลก 
สมาคมโรคหัวใจ สถาบันหัวใจ ปอด และเลือดแห่งชาติของประเทศสหรัฐอเมริกา สมาคมหลอดเลือด
นานาชาติ และสมาคมเพ่ือการศึกษาของโรคอ้วน มีมติร่วมกันให้ใช้เกณฑ์วินิจฉัยเดียวกันทั่วโลกโดย
เรียกว่า harmonizing the metabolic syndrome ซึ่งเกณฑ์การวินิจฉัยโรคจะต้องมีความผิดปกติ
อย่างน้อย 3 ใน 5 ข้อ ต่อไปนี้ (Khamchata et al., 2018) 

     1.) อ้วนลงพุง โดยใช้เส้นรอบวงเอวแตกต่างกันตามข้อมูลของแต่ละเชื้อชาติหรือแต่ละประเทศ 
     2.) ระดับไตรกลีเซอไรด์ในเลือดมากกว่าหรือเท่ากับ 150 mg/dl หรือรับประทานยา หรือรับ

การรักษาอยู่  
     3.) ระดับเอชดีแอลคอเลสเตอรอล ในเพศชายน้อยกว่า 40 mg/dl และในเพศหญิงน้อยกว่า 

50 mg/dl หรือรับประทานยาหรือรับการรักษาอยู่  
     4.) ความดันโลหิตมากกว่าหรือเท่ากับ 130/85 mmHg หรือรับประทานยาลดความดันโลหิต

อยู่  
     5.) ระดับน้ำตาลในเลือดขณะอดอาหารมากกว่าหรือเท่ากับ 110 mg/dl หรือรับประทานยา 

หรือรับการรักษาอยู่  
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2. ภาวะน้ำหนักเกิน และโรคอ้วน 

2.1 นิยามของภาวะน้ำหนักเกิน และโรคอ้วน 

     ภาวะน้ำหนักเกิน และโรคอ้วน (overweight and obesity) หมายถึง ภาวะที่ร่างกายมีการ
สะสมไขมันตามอวัยวะต่าง ๆ ของร่างกายมากกว่าปกติ ซึ่งเป็นสาเหตุให้เกิดโรคต่าง ๆ จากน้ำหนักตัว
ที่มากเกินไป รวมถึงเป็นสาเหตุสำคัญที่ทำให้เกิดโรคไม่ติดต่อ และอาจเป็นสาเหตุให้เสียชีวิตได้ เช่น 
ไขมันในเลือดสูง โรคหลอดเลือดหัวใจ ความดันโลหิตสูง เบาหวาน ข้อเข่าเสื่อม และโรคซึมเศร้า เป็น
ต้น (Kongjarern, 2017) 

2.2 สาเหตุ 

     สาเหตุสำคัญของโรคอ้วนเกิดจากการที่ร่างกายขาดสมดุลระหว่างพลังงาน โดยมีการใช้
พลังงานน้อยกว่าพลังงานที่ได้รับเข้าไป พลังงานที่ได้จึงมากเกินความต้องการในแต่ละวันทำให้
ร่างกายเก็บสะสมพลังงานส่วนเกินไว้เพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ จนกลายเป็นโรคอ้วน นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอื่น ๆ 
ที่ก่อให้เกิดโรคอ้วน เช่น ปัจจัยทางพฤติกรรม กรรมพันธุ์ ปัญหาสุขภาพ สิ่งแวดล้อม สังคมและ
วัฒนธรรม เป็นต้น (Kopelman, 2000) 

2.3 เกณฑ์การวินิจฉัย 

     เกณฑ์การวินิจฉัยภาวะน้ำหนักเกิน และโรคอ้วน โดยการวินิจฉัยโรคอ้วนที่มีความแม่นยำมาก
ที่สุด คือ การวัดปริมาณไขมันในร่างกายว่ามีมากน้อยเพียงใด แต่การวัดปริมาณไขมันในร่างกายต้อง
ใช้เครื่องมือพิเศษและมีค่าใช้จ่าย เช่น  การตรวจวิเคราะห์องค์ประกอบของร่างกาย (body 
composition) ด้วยวิธี Dual Energy X- ray Absorptiometry (DXA) เพ่ือตรวจวัดปริมาณไขมันใน
ร่างกาย และคำนวณรูปร่างโดยใช้โปรแกรม Hologic QDR เป็นต้น (Nicolucci et al., 2017) ในทาง
ปฏิบัติจึงนิยมใช้ดัชนีมวลกาย (Body Mass Index: BMI) เพ่ือการวินิจฉัยโรคอ้วน 

     การใช้ดัชนีมวลกาย (Body Mass Index: BMI) องค์การอนามัยโลก (World Health 
Organization: WHO) ได้มีการแบ่งเกณฑ์ค่าระดับดัชนีมวลกาย เพ่ือใช้เป็นแบบคัดกรองผู้ที่มีภาวะ
น้ำหนักเกิน โรคอ้วน และผู้ที่มีน้ำหนักต่ำกว่าเกณฑ์มาตรฐานในผู้ใหญ่ที่อายุ 20 ปีขึ้นไป  โดย
ค่า BMI คำนวณจาก ค่าของน้ำหนักตัว (kg) หารด้วยส่วนสูง (m2) ค่าดัชนีมวลกายและระดับความ
เสี่ยงของการเกิดโรคแสดงดังตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1 ดัชนีมวลกาย (BMI) ตามเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลกและระดับความเสี่ยงของการเกิด
โรคร่วม 

Classification BMI (kg/m2) Risk of co-morbidities 

Underweight <18.50 Low (other health risk) 
Normal range 18.50-24.99 Average 

Overweight ≥25.00 - 

Preobese 25.00-29.99 Increased 
Obese class I 30.00-34.99 Moderate 

Obese class II 35.00-39.99 Severe 

Obese class III ≥40.00 Very severe 

ที่มา World Health Organization, 2000 

2.4 การรักษา 

     ปัจจุบันมีการศึกษาแนวทางการรักษาโรคอ้วนหลากหลายวิธี โดยวิธีที่เป็นที่นิยมส่วนใหญ่ 
ได้แก่ การควบคุมอาหาร การออกกำลังกาย การใช้ยาลดน้ำหนัก และการผ่าตัด แต่อย่างไรก็ตามการ
ใช้ยาลดน้ำหนักลดความอ้วนค่อนข้างมีผลข้างเคียงสูงสามารถเป็นอันตรายถึงชีวิตได้ ในปัจจุบันจึงมี
การยกเลิกการใช้ยาลดน้ำหนักหลายชนิด เช่น ยา Fenfluramine และ Dexfenfluramine ที่ส่งผล
ให้เกิดลิ้นหัวใจรั่ว ยา Rimonabant ทำให้มีอาการซึมเศร้า ฆ่าตัวตายได้ และยา Sibutramine ส่งผล
ให้เกิดโรคหลอดเลือดหัวใจและสมอง (กรมการแพทย์, 2553) 

     มีรายงานการวิจัยที่ใช้โพรไบโอติกในการป้องกันและรักษาโรคอ้วนในมนุษย์ เนื่องจากเป็น
วิธีการที่ปลอดภัย มีการรายงานว่าโพรไบโอติกสายพันธุ์ Lactobacillus plantarum Dad-13 
สามารถช่วยลดน้ำหนักตัวและและดัชนีมวลกายในมนุษย์ได้ และยังช่วยเพ่ิม จุลินทรีย์กลุ่ม 
Bacteroidetes และลด Firmicutes ใน ร่ างกายของผู้ ทดลองด้ วย  (Rahayu et al., 2019) 
นอกจากนี้ยังพบว่าโพรไบโอติกสายพันธุ์ L. sakei สามารถลดมวลไขมันในร่างกายซึ่งเป็นสาเหตุของ
โรคอ้วนได ้(Lim et al., 2020)  

2.5 ผลของสารเมแทบอไลต์ของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อโรคอ้วน 

     มีการศึกษากลไกเพ่ิมเติมของแบคทีเรียกรดแลคติก พบว่าสารเมแทบอไลต์ของแบคทีเรียกรด
แลคติกมีผลต่อการต้านโรคอ้วนโดยสามารถควบคุมเมแทบอลิซึมของโฮสต์ได้ รวมทั้งยับยั้งการสร้าง
ไขมัน เร่งการสลายไขมัน และลดความอยากอาหารหรือการบริโภคอาหารผ่านระบบประสาท
ส่วนกลาง (Shen et al., 2022) อ้างจาก (Org et al., 2017) ซึ่งสามารถสรุปกลไกของสารเมแทบอ
ไลต์ของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อโรคอ้วนได้ดังนี้ 
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1.) short chain fatty acids (SCFAs) 
 แบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์สามารถหมัก polysaccharide บางชนิดที่ย่อยไม่ได้ แล้ว

ได้ผลผลิตสุดท้ายออกมาเป็นกรดแลคติก และกรดไขมันสายสั้น (short chain fatty acids, SCFAs) 
ได้แก่ กรดอะซิติก (acetic acid) กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) และกรดบิวทิริก (butyric acid) 

จากรายงานของ Shen et al. (2022) สามารถสรุปกลไกที่เป็นไปได้ของการต่อต้านโรคอ้วน
โดย SCFAs ออกเป็นสองประเด็น ได้แก่ 1) SCFAs มีผลในการควบคุมฮอร์โมนของโฮสต์เพ่ือยับยั้ง

ความอยากอาหารและการบริโภคอาหารโดย SCFAs จะไปควบคุมการแสดงออกของ G‐protein 
coupled receptor (GPR) ซึ่ง GPR สามารถควบคุมความอยากอาหารและการหลั่งของเปปไทด์ใน

ทางเดินอาหารได้ รวมทั้งเพ่ิมการหลั่งของ glucagon‐like peptide 1 (GLP‐1) และ peptide YY 
(PYY) จากเซลล์ enteroendocrine และ leptin จากเนื้อเยื่อไขมัน ส่งผลให้ความอยากอาหารลดลง
ในที่สุด และ 2) SCFAs สามารถควบคุมการส่งสัญญาณที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ไขมัน เมแทบอลิ

ซึมของไขมัน และการควบคุมพลังงาน ซึ่งเกี่ยวข้องกับ AMP‐activated protein kinase (AMPK) 

และ peroxisome proliferator‐activated receptors (PPARs) (Shen et al., 2022 อ้างจาก
Evans et al., 2004; Hong et al., 2005; Lu et al., 2016; Stefanovic-Racic et al., 2008) 
Linoleic acid และสารเมแทบอไลต์ของ linoleic acid 

แบคทีเรียกรดแลคติกในลำไส้สามารถเปลี่ยน linoleic acid (LA) ให้เป็นกรดไขมันที่จำเพาะ
ต่างๆ ผ่านปฏิกิริยา hydrogenation ได ้เช่น hydroxy fatty acids, conjugated fatty acids และ 
oxo fatty acids เป็นต้น (Shen et al., 2022 อ้างจาก Kishino et al., 2013) 

มีการศึกษากรดไขมัน 12 ชนิด ที่ได้จาก linoleic acid ในการกระตุ้น PPARs พบว่า 10‐

oxo‐12(Z)‐ octadecenoic acid (KetoA) มีศักยภาพสูงที่สุดในการกระตุ้น PPARγ pathway 
ด้วยการกระตุ้นการแสดงออกของ lipoprotein lipase ใน messenger RNA (mRNA) เพ่ือควบคุม
การเผาผลาญพลังงานของโฮสต์ แสดงให้เห็นว่า oxo fatty acids มีผลต่อโรคอ้วนและสภาวะสมดุล
ของพลังงานของโฮสต์ (Shen et al., 2022 อ้างจาก Goto et al., 2015; Kim et al., 2017)  และ
ยังมีการศึกษาอ่ืนพบว่า conjugated linoleic acid (CLA) จากแบคทีเรียกรดแลคติก สามารถต้าน

โรคอ้วนในหนูได้โดยมีการควบคุม UCP‐2 การยับยั้ง TNF‐α และยับยั้งการสังเคราะห์กรดไขมัน 
(Shen et al., 2022 อ้างจาก Lee et al., 2006) 
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2.) Gamma‐aminobutyric acid 

   แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสังเคราะห์ Gamma‐aminobutyric acid (GABA) ได้จาก 
glutamic acid ที่เร่งปฏิกิริยาโดย glutamic acid decarboxylase ซึ่ง GABA เป็นสารสื่อประสาท
ชนิดยับยั้งที่สำคัญที่อาจมีส่วนในการควบคุมเมแทบอลิซึมของไขมันและการควบคุมความอยาก
อาหาร (Shen et al., 2022 อ้างจาก Krnjević and Schwartz, 1966; Yadav et al., 2016) และมี
การศึกษาผลของ GABA ที่ผลิตโดย Lactobacillus ต่อการต้านโรคอ้วนในสัตว์ทดลอง พบว่า GABA 
สามารถช่วยลดภาวะเมแทบอลิกซินโดรม ลดการสะสมเนื้อเยื่อไขมัน mesenteric และเพ่ิมการกำจัด
คอเลสเตอรอลในพลาสมาของสัตว์ทดลองได้อีกด้วย (Shen et al., 2022 อ้างจาก Patterson et 
al., 2019) 

3. เนื้อเยื่อไขมัน 

3.1 นิยามของเนื้อเยื่อไขมัน 

โรคอ้วนมีลักษณะการเพ่ิมขึ้นของเนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) โดยเกิดจากการเพ่ิม
จำนวนและขนาดของเซลล์ไขมัน ในร่างกายมีเนื้อเยื่อไขมันซึ่งเกิดจากเซลล์ไขมันที่เรียกว่า อดิโพไซต์ 
(adipocyte) สะสมกันเป็นจำนวนมากและก่อตัวเป็นเนื้อเยื่อไขมัน (รูปที่ 1) เนื้อเยื่อไขมันเป็นเนื้อเยื่อ
เกี่ยวพันและสร้างชั้นใต้ผิวหนังที่ทำหน้าที่คล้ายฉนวนซึ่งช่วยในการควบคุมอุณหภูมิของร่างกาย 
นอกจากนี้ยังทำหน้าที่เป็นโครงสร้างยึดติดผิวหนังกับเนื้อเยื่อที่อยู่ใต้ผิวหนัง  ช่วยรองรับและปกป้อง
ส่วนต่างๆของร่างกาย (Ali et al., 2013)  

 
รูปที่ 1 เนื้อเยื่อไขมันของหนู 
ที่มา: Atlas of plant and animal histology, 2021 
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3.2 ประเภทของเซลล์ไขมัน 

     เซลล์ไขมันสามารถแยกได้เป็น 3 ประเภท ได้แก่ เซลล์ไขมันสีขาว (white adipocytes)  และ
เซลล์ไขมันสีเบจ (beige adipocyte)  และเซลล์ไขมันสีน้ำตาล (brown adipocytes) ดังรูปที่ 2 
(Paul, 2018) 
 

 
รูปที่ 2 ชนิดของเซลล์ไขมัน 
ที่มา: Paul, 2018 
 

3.2.1 เซลล์ไขมันสีขาว (white adipocytes) เป็นองค์ประกอบหลักของเนื้อเยื่อไขมันสีขาว 
เซลล์มีลักษณะเป็นทรงกลม ภายในมีหยดไขมันขนาดใหญ่ มีไมโตคอนเดรียจำนวนน้อย (รูปที่ 2) มี
หน้าที่สำคัญ คือ เป็นแหล่งสะสมพลังงานในรูปของไตรกลีเซอไรด์ และสามารถรักษาอุณหภูมิร่างกาย
ไว้ได้  

นอกจากนี้ยังพบว่าผู้ใหญ่ที่มีภาวะน้ำหนักเกินหรือเป็นโรคอ้วนจะมีเซลล์ไขมันสีขาวเป็น
องค์ประกอบหลักในเนื้อเยื่อไขมัน เนื่องจากโรคอ้วนมีสาเหตุมาจากพลังงานที่ร่างกายได้รับเข้ามา 
(energy intake) มีมากกว่าพลังงานที่ถูกใช้ออกไป (energy expenditure) จึงทำให้เกิดภาวะเกินดุล
พลังงาน (positive energy balance) พลังงานส่วนเกินจึงถูกสะสมอยู่ในรูปเซลล์ไขมันสีขาว ซึ่งมัก
สะสมอยู่บริเวณสะโพก ต้นแขน ต้นขา และที่สำคัญคือบริเวณช่องท้อง (visceral fat) ที่ทำให้เกิด
ภาวะอ้วนลงพุง (Longo et al., 2019) 

3.2.2 เซลล์ไขมันสีเบจ (beige adipocyte) เป็นเซลล์ไขมันที่พัฒนามาจากเซลล์ไขมันสี 
ขาวโดยการเพ่ิมจำนวนของไมโตคอนเดรียมากข้ึนจึงทำให้มีหน้าที่การทำงานคล้ายคลึงกับเซลล์ไขมัน
สีน้ำตาล ดังนั้นการกระตุ้นให้มีจำนวนเซลล์ไขมันสีน้ำตาล หรือเซลล์ไขมันสีเบจมากขึ้นจะช่วยให้มี
การเผาผลาญพลังงานที่ดี ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อผู้ป่วยที่มีภาวะน้ำหนักเกินและโรคอ้วน 

mitochondria 
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3.2.3 เซลล์ไขมันสีน้ำตาล (brown adipocytes) ประกอบอยู่ในเนื้อเยื่อไขมันสีน้ำตาล ซึ่ง 
เซลล์ไขมันสีน้ำตาลมักพบเป็นจำนวนมากในเด็กแรกเกิด และจะมีจำนวนลดลงเมื่อร่างกาย
เจริญเติบโต เซลล์มีขนาดเล็กกว่าเซลล์ไขมันสีขาว มีหยดไขมันขนาดเล็กภายในเซลล์เป็นจำนวนมาก 
(multilocular lipid droplets) และมีไมโตคอนเดรียจำนวนมาก (รูปที่ 2) ทำหน้าที่ในการสร้าง
ความร้อนทำให้ร่างกายสลายไขมันที่สะสมไว้และเปลี่ยนเป็นพลังงาน (Cherdchom et al., 2019)  

หากเซลล์ไขมันสีน้ำตาลมีปริมาณเพ่ิมข้ึน หรือมีการทำงานมากขึ้นจะสามารถนำไปสู่การลด
โรคอ้วน และโรคที่เกี่ยวข้องกับโรคอ้วนได้ เนื่องจากจะไปช่วยกระตุ้นกระบวนการ  thermogenesis 
และโปรตีน uncoupling protein1 (UCP1) ที่อยู่ในไมโตคอนเดรียของเซลล์ไขมันสีน้ำตาล เมื่อ
โปรตีนนี้ถูกกระตุ้นจะช่วยปล่อยอิเล็กตรอนทำให้เกิดความร้อน และทำให้ร่างกายมีการเผาผลาญมาก
ขึ้น มีการใช้พลังงานมากขึ้นจึงนำไปสู่ภาวะขาดดุลพลังงาน (negative energy balance) คือการที่
ร่างกายมีการใช้พลังงานออกไปมากกว่าพลังงานที่ได้รับเข้ามา จึงส่งผลให้น้ำหนักตัวลดลง นอกจากนี้
เซลล์ไขมันสีน้ำตาลยังช่วยให้ระดับน้ำตาลในเลือดและไขมันในเลือดลดลง และเพ่ิมความไวต่ออินซูลิน 
ซึ่งนำไปสู่การยับยั้งโรคเบาหวานและภาวะไขมันในเลือดสูง (Kim and Plutzky, 2016) 

3.3 เซลล์ไขมันชนิด 3T3 L-1 

เซลล์ 3T3-L1 คือ เซลล์ไขมันที่แยกได้จากตัวอ่อนของหนู mouse (Mus musculus)  มี
รูปร่างเป็น fibroblast cell นิยมใช้เป็นแบบจำลองเพ่ือการวิจัยเมแทบอลิซึม และโรคอ้วน เซลล์
ไขมัน 3T3-L1 สามารถเพ่ิมจำนวนและเปลี่ยนแปลงรูปร่างเซลล์ได้โดยแบ่งการเจริญได้เป็น 3 ระยะ 
โดยระยะแรก คือ การเพ่ิมจำนวนเซลล์เริ่มต้นของเซลล์ไขมัน (preadipocyte) ระยะที่สอง เป็นการ
เปลี่ยนแปลงเซลล์เริ่มต้นเป็นเซลล์ไขมัน (adipocyte) และระยะท่ีสาม การเปลี่ยนเป็นเซลล์ไขมันเต็ม
ตัว (mature adipocyte) (Rabalert et al., 2016) 

การศึกษาเซลล์ไขมัน 3T3-L1 มักนิยมศึกษาเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเซลล์ไขมัน 
(differentiation) จาก preadipocyte เปลี่ยนเป็น mature adipocyte โดยกลไกการสะสมไขมัน 
เมื่อนำเซลล์  3T3-L1 preadipocyte มาเพาะเลี้ยงในสภาวะที่ เหมาะสม และกระตุ้นด้วย 
dexamethasone, 3-Isobutyl-1-metylxanthine (IBMX) และ insulin จะสามารถทำให้เกิด
กระบวนการ adipogenesis เปลี่ยนรูปร่างเป็นเซลล์ adipocyte (Ruiz et al., 2016) 
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รูปที่ 3 ลักษณะของเซลล์ 3T3-L1 ในสภาวะ low density (A), และสภาวะ high density (B) 
ที่มา: American Type Culture Collection (ATCC), 2021 
 

3.4 กระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน 

     กระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน  (adipogenesis หรือ adipocyte differentiation) เป็น

กระบวนการเปลี่ยน preadipocyte ให้เป็น adipocyte (Kim et al., 2020) โดยเซลล์ 3T3-L1 

preadipocyte ได้รับการกระตุ้นด้วย 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), dexamethasone 

และ Insulin โดย 1) IBMX จะไปกระตุ้น cAMP response element binding protein (CREB) ทำ

ให้ เกิดการแสดงออกของ CCAA/enhancer-bind ing prote in β  (C/EBPβ ) ส่วน 2) 

dexamethasone จะมีผลไปกระตุ้น C/EBP และ 3) Insulin จะไปกระตุ้น Sterol regulatory 

element binding protein 1c (SREBP1c) โดย C/EBPβ , C/EBP และ SREBP1c เป็น 

transcription factor ที่ส่งผลต่อ Peroxisome proliferator-activated receptors  (PPAR) 

และ PPAR มีผลเหนี่ยวนำให้เกิดการแสดงออกของ C/EBP ด้วย ซึ่ง PPAR และ C/EBP จะ

ออกฤทธิ์ร่วมกันควบคุม final phase of adipogenesis โดยกระตุ้นการแสดงออกของยีน 

adipocyte-specific ส่งผลให้มีการสร้าง fat droplet ขึ้นภายในเซลล์และมีการสะสมของไขมันทำให้

เซลล์มีลักษณะกลม ซึ่งจะเรียกเซลล์ที่มีลักษณะดังกล่าวนี้ว่า adipocyte (Sugimoto et al., 2018) 

 
 
 

A B 
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รูปที่ 4 กระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน (adipogenesis) 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Sugimoto et al, 2018 

 

3.5 การวิเคราะห์ไขมะนสะสมนเซลล์ไขมัน ด้วยวิธี Oil Red O (ORO) staining 

     Oil red O หรือเรียกได้อีกชื่อว่า azo dye เนื่องจากมีโครงสร้างทางเคมีประกอบด้วยหมู่ azo 

สองหมู่ที่ยึดกับวงแหวนอะโรมาติกสามวง ซึ่งยากต่อการแตกตัวเป็นไอออนทำให้ละลายได้ดีในไขมัน 

สีย้อมมีสีแดงและสามารถดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 518 นาโนเมตร 

 

 
รูปที่ 5 โครงสร้างของ Oil Red O  
ที่มา: MilliporeSigma, 2023 

 



  13 

Oil Red O เป็นสีย้อมที่สามารถย้อม neutral lipid, cholesteryl ester และ lipoprotein 
ได้ มีราคาไม่แพงและไม่เป็นอันตราย เป็นเทคนิคที่นิยมใช้เพ่ือตรวจหาปริมาณไขมันหรือวิเคราะห์  
adipocyte differentiation ในเซลล์ไขมัน โดยอาศัยความสามารถในการซึมผ่านเซลล์ (cellular 
permeability) สามารถย้อม neutral fat ซึ่งส่วนใหญ่เป็นไตรกลีเซอไรด์ได้เป็นสีแดงส้ม (รปูที่ 6) ซึ่ง
การย้อมติดสี Oil red O ที่มากขึ้นจะบ่งบอกถึงปริมาณไขมัน หรือการเกิด adipogenesis ที่มากขึ้น 
(Du et al., 2023; Kraus et al., 2016) 

             
 

รูปที่ 6 differentiated human adipocyte ที่ย้อมด้วย Oil Red O ในหลอดทดลอง 
ที่มา: Boston university school of medicine, 2023 

 
มีรายงานการศึกษา anti-adipogenesis ของสารสกัดจากเซลล์โพรไบโอติกแบคทีเรีย             

L. plantarum KY1032 (KY1032-CE) ต่อเซลล์ไขมัน 3T3-L1 ในหลอดทดลอง จากการวิเคราะห์
ด้วยวิธี AdipoRed ผลการทดลองพบว่า KY1032-CE สามารถลดการสะสมไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-
L1 โดยขึ้นกับปริมาณของสารสกัดจากเซลล์ และจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Oil red O staining พบว่า 
KY1032-CE สามารถลดจำนวนไขมันลงได้ (Park et al., 2011) และยังมีการศึกษาแบคทีเรียกรดแล
คติก L. plantarum LG42 ที่มีผลลดการสะสมไขมันในเซลล์ differentiated 3T3-L1 โดยลดการ

แสดงออกของยีน PPAR𝛾 และ C/EBPα ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการ adipogenesis ซึ่งสามารถ
ยับยั้งการสะสมไขมันใน differentiated adipocyte ได ้(Park et al., 2014)  

นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาการใช้โพรไบโอติกร่วมกับพรีไบโอติก เช่น สารสกัดจากทับทิม 
และใช้โพรไบโอติกในการหมักร่วมกับใบชา ต่อการลดปริมาณไตรกลีเซอไรด์และการสะสมไขมันใน
เซลล์ไขมัน 3T3-L1 และยังสามารถควบคุม adipocyte differentiation โดยมีการแสดงออกของ 
mRNA ของ transcriptional factor น้อยมาก ซึ่งอาจส่งผลต่อกระบวนการ adipogenesis ในระดับ
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หลอดทดลอง และอาจมีผลต่อการพัฒนาวิธีการป้องกันและรักษาโรคอ้วน (Sorrenti et al., 2019; 
Wang et al., 2018) 

4. คอเลสเตอรอล 

4.1 นิยามของคอเลสเตอรอล 

     คอเลสเตอรอล (cholesterol) คือไขมันชนิดหนึ่งที่พบได้ในส่วนผนังเซลล์ของร่างกาย 
และมีบทบาทสำคัญในการขนส่งสารภายในเซลล์ การส่งสัญญาณ และการนำกระแสประสาท 
นอกจากนี้คอเลสเตอรอลเป็นสารตั้งต้นของกรดน้ำดี วิตามินดี และฮอร์โมนสเตียรอยด์  (Tanwi et 
al., 2013) ดังนั้นการสังเคราะห์และการนำคอเลสเตอรอลไปใช้ในการผลิตสารต่างๆ จึงเป็นสิ่งที่
จำเป็นสำหรับร่างกาย โดยปกติร่างกายจะสามารถสังเคราะห์คอเลสเตอรอลเองจากตับประมาณ 
80% และได้รับจากอาหารที่รับประทานอีก 20% โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์จากสัตว์ที่มีกรดไขมันอิ่มตัวใน
ปริมาณที่สูง เช่น เครื่องในสัตว์ และไข่แดง เป็นต้น ดังนั้นหากรับประทานอาหารที่มีคอเลสเตอรอล
มากเกินจะกลายเป็นส่วนเกินที่สะสมในร่างกาย 

4.2 โครงสร้างของคอเลสเตอรอล 

     คอเลสเตอรอลเป็นสารประกอบ carbon  จำนวน 27 อะตอม มีโครงสร้างที่มี
ลักษณะเฉพาะคือมีส่วน tail ที่เป็น hydrocarbon และส่วน center sterol nucleus เกิดจากวง
แหวน hydrocarbon 4 วง กับกลุ่ม hydroxyl ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น steroid hormones โดยทั้งส่วน 
tail ที่เป็น hydrocarbon และส่วน center sterol nucleus ไม่มีขั้วจึงไม่สามารถละลายน้ำได้ 
ดังนั้นคอเลสเตอรอลจึงจับอยู่กับโปรตีนที่เรียกว่า lipoprotein ซึ่ง lipoprotein แต่ละชนิดก็จะทำ
หน้าที่ขนส่งคอเลสเตอรอลผ่านระบบไหลเวียนโลหิตไปยังส่วนต่างๆของร่างกาย (Craig M., 2022) 

 

รูปที่ 7 โครงสร้างของคอเลสเตอรอล 
ที่มา: Kim et al, 2006 
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4.3 ประเภท และหน้าที่ของคอเลสเตอรอล 

     4.3.1   เอชดีแอลคอเลสเตอรอล (high density lipoprotein cholesterol: HDL-C) 
เป็นไขมันชนิดดี เกิดจากคอเลสเตอรอลจับกับ lipoprotein ที่ชื่อ HDL (high density lipoprotein) 
แล้ว HDL จะทำหน้าที่ขนส่งคอเลสเตอรอลจากเซลล์ต่าง ๆ กลับเข้าสู่ตับและกำจัดออกทางน้ำดี  

4.3.2 แอลดีแอลคอเลสเตอรอล (low density lipoprotein cholesterol: LDL-C)  
เป็นไขมันชนิดร้าย เกิดจากคอเลสเตอรอลจับกับ LDL (low density lipoprotein) แล้ว LDL ทำ
หน้าที่ขนส่งคอเลสเตอรอลไปให้แก่เซลล์หรืออวัยวะต่าง ๆ ได้แก่ ต่อมหมวกไต กล้ามเนื้อไต และ 
lymphocytes เป็นต้น ซึ่งการมี LDL ในเลือดสูงจะแสดงให้เห็นถึงการมีระดับคอเลสเตอรอลในเลือด
สูง (Dominiczak and Caslake, 2011) นอกจากนี้ LDL ยังสามารถไปสะสมที่ผนังหลอดเลือด ทำให้
หลอดเลือดแดงตีบและแข็ง จึงเป็นสาเหตุการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ (Coronary Artery Disease: 
CAD/Coronary Heart Disease: CHD) อีกด้วย (Eisenberg, 1998) 

 
รูปที่ 8 เอชดีแอลคอเลสเตอรอล และแอลดีแอลคอเลสเตอรอล 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Harvard university, 2014 
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4.4 การลดคอเลสเตอรอลโดยโพรไบโอติก 

     จากรายงานการศึกษาผลของโพรไบโอติกต่อการลดคอเลสเตอรอลที่ผ่านมา พบว่าโพรไบโอ
ติกบางสายพันธุ์มีความสามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือดได้ โดยสรุปกลไกของโพรไบโอติกที่
เกี่ยวข้องกับการลดคอเลสเตอรอลได้ดังนี้ 

1.) การสลายตัวของเกลือน้ำดีโดยเอนไซม์ bile salt hydrolase 
น้ำดี (bile) มีองค์ประกอบหลักคือ กรดน้ำดี (bile acid) คอเลสเตอรอล (cholesterol) 

ฟอสโฟลิพิด (phospholipids) และรงควัตถุในน้ำดี (bile pigment) น้ำดีถูกสังเคราะห์ขึ้นที่เซลล์ตับ
แล้วถูกนำไปเก็บไว้ที่ถุงน้ำดี และถูกปล่อยสู่ลำไส้เล็ก หลังจากนั้นเมื่อมีอาหารเข้าไปคอเลสเตอรอลใน
ตับจะถูกเปลี่ยนเป็น cholic acid และ chenodeoxycholic acid ซึ่งจะทำปฏิกิริยา conjugation 
กับกรดอะมิโน glycine หรือ taurine ได้เป็น glycocholic acid และ taurocholic acid (รูปที่ 9) 

      โพรไบโอติกที่สามารถสร้างน้ำย่อยหรือเอนไซม์ bile salt hydrolase ที่สามารถย่อยเกลือ
น้ำดีได้ จะไปสลายพันธะส่วนกรดอะมิโนของเกลือน้ำดี แล้วเปลี่ยน  conjugated bile acid เป็น 
deconjugated bile acid ทำให้ได้กรดอะมิโน glycine หรือ taurine และกรดน้ำดีอิสระ สามารถ
ถูกขับออกทางอุจจาระได้ ทำให้ร่างกายดึงคอเลสเตอรอลมาสังเคราะห์เป็น เกลือน้ำดีทดแทน จึง
ส่งผลให้ลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือดได้ (Bachmann et al., 2015) 

 
รูปที ่9 การย่อยสลายกรดน้ำดี (Bile acid metabolism) 
ที่มา: Bachmann et al, 2015 
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2.) การตกตะกอนของคอเลสเตอรอลกับ deconjugated bile salt 
      คอเลสเตอรอลสามารถตกตะกอนร่วมกับ deconjugated bile salt ได้ที่ pH ต่ำ (pH < 

6.0) ซึ่งเกิดจากแบคทีเรียกรดแลคติกในลำไส้ที่ผลิตกรดออกมา จึงทำให้เกิดการกำจัดคอเลสเตอรอล
ในลำไส้ได้ มีการศึกษาการลดระดับคอเลสเตอรอลของแบคทีเรียกรดแลคติก L. acidophilus,       
S. thermophilus และ Bifidobacterium sp. ในหลอดทดลอง พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสาย
พันธุ์ที่ทดสอบสามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เสริมด้วย เกลือน้ำดี 0.2% ได้
ดีกว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่เสริมด้วยเกลือน้ำดี ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าคอเลสเตอรอลจำนวน
มากจะตกตะกอนร่วมกับเกลือน้ำดี แต่อย่างไรก็ตามผลการลดระดับคอเลสเตอรอลโดยการตกตะกอน
ร่วมกับ deconjugated bile salt นั้นขึ้นอยู่กับชนิดและองค์ประกอบของ bile salt ที่เติมลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อด้วย (Babaoğlu Aydaş and Aslim, 2016 อ้างจาก Al-Saleh et al., 2006; Grill 
et al., 2000; Li, 2012)  

3.) การดูดซึมคอเลสเตอรอล (cholesterol assimilation) โดยโพรไบโอติก 
      จากการศึกษา Lactobacillus ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ เสริมด้วยคอเลสเตอรอล พบว่า 

Lactobacillus สามารถดูดซึมคอเลสเตอรอลในระหว่างการเจริญ โดยสามารถนำคอเลสเตอรอลไป
ใช้ในการสร้างเซลล์ ซึ่งอาจดึงคอเลสเตอรอลไปใช้ในการร่วมสร้างเป็นเยื่อหุ้มเซลล์ (cytoplasmic 
membrane) และใช้ในการเจริญของเซลล์แบคทีเรีย นอกจากนี้ความสามารถของโพรไบโอติกในการ
จับกับโมเลกุลของคอเลสเตอรอลนั้นอาจขึ้นอยู่กับการเจริญและสายพันธุ์ของแบคทีเรีย  ซึ่งเกิดจาก
ความแตกต่างของลักษณะทางเคมีและโครงสร้างที่แตกต่างกันของ peptidoglycan ของผนังเซลล์
แบคทีเรีย (Babaoğlu Aydaş and Aslim, 2016 อ้างจาก Noh et al., 1997; Usman and 
Hosono, 1999; Li et al., 2012) 

4.) การยับยั้งการสังเคราะห์คอเลสเตอรอลในตับโดย SCFAs 
      มีรายงานว่า SCFAs ที่โพรไบโอติกสร้างขึ้นสามารถช่วยลดความเสี่ยงของการเกิดมะเร็ง 

โรคหัวใจและหลอดเลือด ความผิดปกติของระบบทางเดินอาหาร และสามารถลดระดับคอเลสเตอรอล
ได้ โดยโพรไบโอติกที่สามารถใช้พรีไบโอติกในการเจริญ และผลิต SCFAs ออกมาซึ่งส่วนใหญ่เป็น 
acetate, propionate และ butyrate มีรายงานว่าเมแทบอไลต์ของ SCFA ที่โพรไบโอติกสร้างขึ้น 
เช่น propionate และ butyrate เป็นต้น มีผลต่อการลดคอเลสเตอรอลในหนู ซึ่งอาจไปยับยั้ง
ความสามารถในการสังเคราะห์คอเลสเตอรอลในตับ ผ่านการยับยั้งเอนไซม์ 3 -hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) (Babaoğlu Aydaş and Aslim, 2016 อ้างจาก Cho 
and Finocchiaro, 2009; Fukushima et al., 1999; Kumar et al., 2012) 
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5.) การเปลี่ยนคอเลสเตอรอลเป็น coprostanol 
มีรายงานว่าเอนไซม์ dehydrogenase/isomerase ที่ผลิตจากแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในลำไส้

เล็กสามารถเปลี่ยนคอเลสเตอรอลเป็น coprostanol ได้ โดยเริ่มจากเปลี่ยนคอเลสเตอรอลให้เป็น 4-
cholesten-3-one และ coprostanone หลังจากนั้นจะถูกเปลี่ยนเป็น coprostanol เป็นผลิตภัณฑ์
สุดท้าย และ coprostanol จะถูกขับออกทางอุจจาระโดยตรง จึงทำให้การดูดซึมคอเลสเตอรอล
ลดลง และลดความเข้มข้นของคอเลสเตอรอลในร่างกาย (Babaoğlu Aydaş and Aslim, 2016 อ้าง
จาก Chiang et al., 2008; Ooi and Liong, 2010) 

 

5.แบคทีเรียกรดแลคติก 

5.1 นิยามของแบคทีเรียกรดแลคติก 

     แบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive 

bacteria) ไม่เคลื่อนที่ (non-motile) ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming) ส่วนใหญ่ไม่สร้างเอนไซม์

คาตาเลส (catalase negative) มีทั้งรูปร่างท่อน (rod) และรูปร่างทรงกลม (cocci) ต้องการอากาศ

เพียงเล็กน้อยในการเจริญ (microaerobic bacteria) หรือบางชนิดเจริญได้ในที่ไม่มีอากาศ (Strict 

anaerobe) สามารถหมักน้ำตาลกลูโคส และน้ำตาลแลคโทส ได้เป็น กรดแลคติก (lactic acid) กรด

แอซีติก (acetic acid) และกรดโพรพิโอนิก (propionic acid) และยังสามารถสังเคราะห์สารอ่ืน ๆ 

ได้ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซต์ (hydrogen peroxide) และไดอะซิติล (diacetyl) ซึ่งเป็นสารที่ทำให้

ผลิตภัณฑ์เกิดกลิ่นและรสของอาหารหมัก นอกจากนี้ยังสามารถสร้างแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) 

ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค (pathogenic bacteria) และทำให้อาหารเน่าเสียได้ 

(spoilage bacteria) 

5.2 สกุลของแบคทีเรียกรดแลคติก 

     สามารถจำแนกแบคทีเรียกรดแลคติกตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา กระบวนการหมักน้ำตาล

ความสามารถในการเจริญที่สภาวะต่างๆ ชนิดไอโซเมอร์ของกรดแลคติก รวมถึงข้อมูลด้านพันธุกรรม

ได้เป็น 12 สกุล  ได้แก่ Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, O enococcus, Ped iococcus, S treptococcus, 

Tetragenococcus, Vagococcus และ Weissella (สมคิด และอรุณี, 2556; มูฮัมหมัดริฏวาน, 

2557) โดยสายพันธุ์ที่พบได้บ่อยในผลิตภัณฑ์นมหมัก เช่น โยเกิร์ต  ได้แก่  L. bulgaricus,              

L. acidophilus และ S. thermophilus และนมเปรี้ยว เช่น L. acidophilus และ L. bifidus เป็น

ต้น (Schrezenmeir and de Vrese, 2001) 
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     สกุล Lactobacillus เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มใหญ่ที่สุด ส่วนใหญ่พบได้ในอาหารที่เกิด

จากการหมัก เช่น นม เนื้อสัตว์ ผักและผลไม้ เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบตามธรรมชาติในอวัยวะภายใน 

เช่น ทางเดินอาหารและช่องคลอดของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เซลล์ของ Lactobacillus มีรูปร่างเป็น

ท่อน ส่วนมากเรียงตัวเป็นสาย ติดสี   แกรมบวก และสามารถติดสีแกรมลบได้เมื่ออายุมากขึ้นและอยู่

ในสภาพที่เป็นกรด เจริญได้ดีที่ pH 5.5-6.2 อุณหภูมิประมาณ 37˚C ยกเว้นบางชนิดที่เจริญได้ดีที่

อุณหภูมิสูงกว่า เช่น L. bulgaricus เจริญที่อุณหภูมิ 40-45˚C โดย Lactobacillus ที่พบได้บ่อย 

ได้แก่ L. plantarum (รูปที่ 10), L. rhamnosus GG และ L. casei เป็นต้น 

 

รูปที่ 10 ลักษณะสัณฐานของ L. plantarum ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

ที่มา: Arasu et al, 2016 
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     สกุล Streptococcus เป็นแบคทีเรียที่มีเซลล์รูปร่างกลม หรือรูปร่างกลมรี มีขนาด 0.5–2.0 

μm เซลล์เรียงตัวเป็นสาย ไม่เคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์ เจริญได้ทั้งในภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มี

ออกซิเจน (facultative anaerobe) ที่อุณหภูมิ 24–45˚C พบได้ในช่องปากและระบบทางเดินหายใจ

ตอนบน บางชนิดสามารถก่อโรคในคนและสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังได้  สปีชีส์ที่มีความสำคัญใน

ผลิตภัณฑ์อาหารหมัก ได้แก่ S. lactis, S. cremoris และ S. thermophilus (รูปที่ 11) 

 

รูปที่ 11 ลักษณะสัณฐานของ Streptococcus thermophilus ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

ที่มา: Belarbi, 2011 

 

5.3 ประโยชน์ของแบคทีเรียกรดแลคติก 

     แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีความหลากหลาย ผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภัณฑ์

หลัก ส่วนใหญ่แบคทีเรียกรดแลคติกเป็น normal flora ของมนุษย์และสัตว์ ซึ่งส่งผลที่เป็นประโยชน์

ต่อร่างกายมนุษย์หลายประการ เช่น รักษาสมดุลของแบคทีเรียในลำไส้ รักษาแผลในกระเพาะอาหาร 

ช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด รักษาระดับอินซูลินในเลือดให้เป็นปกติ รักษาการแพ้แลคโตส

และการดูดซึมบกพร่อง ลดการเกิดโรคท้องร่วง เพ่ิมการทำงานของระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ มีฤทธิ์

ต้านเชื้อราหรือโรคที่เกิดจากเชื้อรา และช่วยป้องกันมะเร็งลำไส้ เป็นต้น นอกจากนี้แบคที เรียกรดแล

คติกหลายสายพันธุ์มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก ซึ่งมีประโยชน์และส่งเสริมสุขภาพของผู้บริโภคได้  

(Masood et al., 2011) 
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6. โพรไบโอติก 

6.1 นิยามของโพรไบโอติก 

     Food and Agriculture Organization of the United Nations -World Health 
Organization (FAO-WHO) นิยามโพรไบโอติก (Probiotic) ว่า “เป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตเมื่อได้รับใน
ปริมาณที่เพียงพอจะมีประโยชน์ต่อสุขภาพของ host” (Hotel and Cordoba, 2001) ซึ่งโพรไบโอ
ติกท่ีเป็นที่นิยมในปัจจุบันมากที่สุด ได้แก ่Lactobacillus และ Bifidobacteria แบคทีเรียกลุ่มนี้ส่วน
ใหญ่พบในผลิตภัณฑ์อาหารหมัก เช่น นมเปรี้ยว โยเกิร์ต แหนม กิมจิ เป็นต้น ประโยชน์ของโพรไบโอ
ติกที่สำคัญ เช่น ช่วยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค ช่วยย่อยอาหารที่มนุษย์ย่อยไม่ได้ ส ร้าง
วิตามินที่เป็นประโยชน์ และช่วยลดระดับของคอเลสเตอรอลในร่างกาย เป็นต้น  (Oelschlaeger, 
2010)  

6.2 คุณสมบัติของโพรไบโอติก 

     6.2.1 เป็นจุลินทรีย์ที่มีความปลอดภัยต่อเจ้าบ้านหรือโฮสต์ แหล่งที่มาในการแยกเชื้อต้องเป็น
แหล่งที่มีความปลอดภัย เป็นสายพันธุ์ที่ปลอดภัยหรือเป็นสายพันธุ์ชนิดเดียวกับแบคทีเรียประจำถิ่น 
ไม่สร้างสารพิษ และเป็นประโยชน์ต่อโฮสต์ 

     แบคทีเรียกรดแลคติกหลายสายพันธุ์ได้รับการรับรองว่ามีความปลอดภัย (Generally 
Recognized As Safe, GRAS และ Qualified Presumption of Safety, QPS) ที่กำหนดโดย 
European Food Safety Authority (EFSA) แม้ว่าความกังวลเกี่ยวกับความสามารถในการต้านทาน
ต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียที่สามารถถ่ายโอนทางพันธุกรรมไปยังแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนได้ แต่
สำหรับแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งเป็นแบคทีเรียประจำถิ่นที่ให้ประโยชน์ทั้งในระบบทางเดินอาหารและ
ร่างกาย แบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ที่มีการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะจึงถือว่าไม่เป็นอันตรายต่อ
โฮสต์ (Korhonen, 2010) และมีกลไกการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะเพ่ือช่วยให้แบคทีเรียกรดแลคติก
สามารถรอดชีวิตได้ 

     Lactobacillus มีการต้านทานยาปฏิชีวนะโดยธรรมชาติ ( intrinsic resistance) ต่อยา
ปฏิชีวนะหลายชนิดรวมถึง gentamycin และ vancomycin (Sharma et al., 2014) การต้านทาน
ต่อยา vancomycin ใน L. plantarum เกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ vancomycin 
binding site ที่ peptidoglycan โดยในแบคทีเรีย vancomycin จะจับกับ D-alanine terminus 
ของ peptidoglycan แต่ใน L. plantarum จะแทนที่ D-alanine ด้วยกรดอะมิโนชนิดอ่ืน ได้แก่ D-
lactate เนื่องจากใน L. plantarum มีการผลิตเอนไซม์ D-Ala-D-Lac ligase (DdlLp) ที่จำเป็นใน
การสังเคราะห์ depsipeptide และมีเอนไซม์ D-lactate dehydrogenase ที่ผลิต D-lactate ซึ่งทำ
ให้ D-lactate มีความสามารถในการจับกับ vancomycin ได้น้อยลง 1,000 เท่า ดังนั้นกลไกนี้จึงช่วย
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ป้องกันการจับกันระหว่าง vancomycin กับ peptidoglycan ของแบคทีเรียกรดแลคติก ส่งผลให้
เกิดการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ (Deghorain et al., 2007; Gueimonde et al., 2013; Zhang et 
al., 2018) แต่ Lactobacillus ส่วนใหญ่พบว่ามีความไวต่อยาที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างผนังเซลล์หลาย
ชนิด เช่น ampicillin เป็นต้น เนื่องจากยาปฏิชีวนะในกลุ่ม beta-lactam จะไปยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมบวกโดยออกฤทธิ์ขัดขวางการสร้างผนังเซลล์ (Sharma et al., 2014) 

     6.2.2) สามารถทนต่อน้ำดี ความเป็นกรด และสารคัดหลั่งภายในระบบทางเดินอาหารของ
โฮสต์ และสามารถดำรงชีวิตอยู่ในระบบทางเดินอาหารได้ เนื่องจากการที่โพรไบโอติกจะให้ผลที่เป็น
ประโยชน์ต่อโฮสต์ได้นั้นต้องสามารถอยู่รอดผ่านกระเพาะอาหาร และลำไส้ และมีปริมาณเพียง
พอที่จะไปถึงลำไส้ใหญ่ ดังนั้นโพรไบโอติกจึงจำเป็นต้องสามารถอยู่รอดในสภาวะที่เป็นกรด และน้ำดี
ได ้

     เมื่อ Lactobacillus อยู่ในสภาพแวดล้อมที่เป็นกรด ซึ่งเป็นสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมจะมี
การสร้างกลไกเพ่ือปรับตัวให้มีชีวิตรอด ซึ่ง Lactobacillus แต่ละสายพันธุ์จะมีกลไกการทนต่อกรด
ต่างกัน (รูปที่ 12) ได้แก่ 1) F0F1-ATPase proton pump อาศัยเอนไซม์ H+-ATPase เช่น K+-
ATPase ทำหน้าที่รักษาสภาวะสมดุลของค่า pH โดยแลกเปลี่ยน K+ ทำให้ที่บริเวณเซลล์เมมเบรนข
องแบคทีเรียมีค่า pH สูงขึ้น ส่งผลทำให้แบคทีเรียมีชีวิตรอดได้เมื่ออยู่ในสภาวะเป็นกรดในกระเพาะ
อาหาร (Guan and Liu, 2020 อ้างจาก Macpherson et al., 2005) 2) Decarboxylation and 
deamination เป็นกลไกที่ เร่งปฏิกิริยา decarboxylation  โดยอาศัยเอนไซม์ glutamate 

decarboxylase (GAD) เพ่ือเปลี่ยน glutamate ให้เป็น γ-aminobutyric acid (GABA) และ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) นอกจากนั้นยังมี arginine deaminase (ADI) system เป็นกลไกการทน
ต่อกรดอีกกลไกหนึ่งที่แตกโมเลกุลของ arginine โดยอาศัยเอนไซม์ carbamate kinase (CK) ได้เป็น
แอมโมเนีย (NH3) และคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) กลไกทั้งสองนี้มีการดึงโปรตอนมาใช้ในปฏิกิริยา 
โดยขับโปรตอนออกผ่าน H+-ATPase pump จึงทำให้แบคทีเรียสามารถปรับตัวให้มีชีวิตอยู่รอดได้ใน
สภาวะที่เป็นกรด (Guan and Liu, 2020 อ้างจาก Guan et al., 2013; Reeve and Reid, 2016)  
3) Cell membrane modification เป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพของ H+-ATPase pump โดยการ
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างของไขมันและขนาดของ channel ทำให้ H+-ATPase pump สามารถขับ
โปรตอนออกจากไซโตพลาสซึมได้ดีขึ้น ส่งผลให้สามารถทนต่อกรดได้ดีขึ้นด้วย  (Guan and Liu, 
2020 อ้างจาก Yang et al., 2014) 4) Macromolecule protection and repair เนื่องจาก DNA 
และโปรตีนมีบทบาทสำคัญต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียในสภาวะที่เป็นกรด โดยอาศัย periplasmic 
chaperone เช่น HdeA และ HdeB เป็นต้น เพ่ือป้องกันการรวมตัวของโปรตีน และอาศัย 
UvrABCD, DNA polymerase และ DNA ligase เพ่ือซ่อมแซมความเสียหายของ DNA ที่เกิดจาก
กรด (Guan and Liu, 2020 อ้างจาก Das et al., 2015) นอกจากนั้นความสามารถในการทนต่อกรด
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ของ Streptococcus เท่าที่มีรายงานพบว่าอาจเกี่ยวข้องกับกลไก 1) F0F1-ATPase proton pumps 
และ 4) Macromolecule protection and repair เท่านั้น (Guan and Liu, 2020 อ้างจาก 
Kuhnert and Quivey Jr, 2003; Martín-Galiano et al., 2005; Shabayek and Spellerberg, 
2017) 

 
รูปที่ 12 กลไกการทนต่อกรดของ Lactobacillus 1) F0F1-ATPase proton pump, 2) 

Decarboxylation and deamination, 3) Cell membrane modification และ 4) 

Macromolecule protection and repair 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Guan et al, 2020 

 

     ความสามารถในการทนต่อเกลือน้ำดีของ Lactobacillus แต่ละสายพันธุ์อาจเนื่องมาจาก

กลไกต่าง ๆ ได้แก่ 1) Metabolism of carbohydrate ในสภาวะที่มีเกลือน้ำดี lactobacilli จะสร้าง

เอนไซม์ที่ เกี่ ยวข้องกับการสลาย glucose เพ่ิ มมากขึ้ น  เช่ น  glucose -6 -phosphate 

dehydrogenase เพ่ือเพ่ิมการผลิตพลังงาน และนำไปใช้ในกิจกรรมต่าง ๆ รวมทั้ง bile efflux, 

fatty acid biosynthesis และ cell wall architecture เป็นต้น 2) Cell envelope and lipid 

metabolism น้ำดีมีผลต่อเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเนื่องจากน้ำดีจะไปทำลายหรือเปลี่ยนแปลง

องค์ประกอบไขมันและกรดไขมัน ซึ่งแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในลำไส้จะมีชั้นของ exopolysaccharide 

(EPS) ทำหน้าที่เป็นเกราะป้องกันจากสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม (Alp and Aslim, 2010; Ruiz et 
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al., 2013) ส่งผลให้แบคทีเรียสามารถทนต่อสภาวะที่มีเกลือน้ำดีได้  3) Bile efflux pump ใน 

lactobacilli จะอาศัย multidrug transporter (MDR) ทำหน้าที่ขับเกลือน้ำดีและกรดน้ำดีออกจาก

ไซโตพลาสซึม ตัวอย่างเช่นใน L. acidophilus NCFM อาศัย transporter ซึ่งมีบทบาทที่สำคัญต่อ

การทนเกลือน้ำดีของแบคทีเรีย ได้แก่ major facilitator superfamily (LBA1429 และ LBA1446) 

และ ABC transporter (LBA1679 และ LBA1680) (Pfeiler and Klaenhammer, 2009)          

4) General stress response protein แบคทีเรียส่วนใหญ่เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีเกลือน้ำดี มีการ

ตอบสนองโดยการสร้าง heat shock protein ขึ้นมา เพ่ือช่วยส่งเสริมความแข็งแรงของโปรตีนและดี

เอ็นเอให้เสถียร เช่น DnaK, GroEL และ GroES ((Bustos et al., 2018) อ้างจาก (Ruiz-Ojeda et 

al., 2016; Siciliano and Mazzeo, 2012)) ใน L. fermentum และ L. reuteri จะพบ GroEL 

(Bustos et al., 2018 อ้างจาก Bustos et al., 2015) และ 5) bile salt hydrolase (BSH) 

แบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ bile salt hydrolase ได้ โดยเอนไซม์นี้จะไป

สลายเกลือน้ำดีให้กลายเป็นกรดน้ำดีอิสระผ่านกระบวนการ bile salt deconjugation ซึ่งกรดน้ำดี

อิสระมีความสามารถในการละลายน้ำได้น้อยลงทำให้เกิดการตกตะกอนและขับออกทางอุจจาระ ช่วย

ให้แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถรอดชีวิตได้ 

6.2.3 สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคได้ โดยจะไปยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุ 
ผิวลำไส้เพ่ือแย่งพ้ืนที่และสารอาหารกับแบคทีเรียก่อโรค ทำให้สามารถลดจำนวนแบคทีเรียก่อโรคที่
เป็นอันตรายต่อลำไส้ได้ (Campana et al., 2017) และแบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์สามารถ
ผลิตสารเมแทบอไลต์ได้ เช่น กรดอะซิติก และกรดอินทรีย์อ่ืนๆ สามารถลดค่า pH ในลำไส้ทำให้
สภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค (Reis et al., 2012) นอกจากนั้น
แบคทีเรียกรดแลคติกยังผลิตสารเมแทบอไลต์ชนิดอ่ืน ๆ อีก เช่น เอทานอล กรดไขมัน ไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ และแบคเทอริโอซิน ซึ่งแบคเทอริโอซินเป็นโปรตีนหรือเปปไทด์ที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำ
และสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียก่อโรคหลายชนิดโดยเฉพาะแบคทีเรียในระบบ
ทางเดินอาหาร (Prabhurajeshwar and Chandrakanth, 2019) ตัวอย่างของ แบคเทอริโอซินที่
ผลิตโดยโพรไบโอติก เช่น Lactococcus lactis ผลิต nisin และ L. acidophilus ผลิต lactacin B 
แบคเทอริโอซิน เหล่ านี้ มี ความสามารถในการยับยั้ งแบคที เรียก่อโรคหลายชนิ ด รวมทั้ ง                   

S. Typhimurium SL1344 และ E. coli C1845 (Śliżewska et al., 2021) 
6.2.4 สามารถยึดเกาะกับลำไส้ของโฮสต์ได้ โดยโพรไบโอติกจะไปช่วยแย่งพ้ืนที่ในการ 

จับกับผนังลำไส้จากเชื้อก่อโรคทำให้เชื้อก่อโรคยึดเกาะกับผนังลำไส้ได้ลดลง นอกจากนี้การยึดเกาะกับ
ลำไส้ของโพรไบโอติกจำเป็นต่อการรวมกลุ่มและการเพ่ิมจำนวนโพรไบโอติกส่งผลให้มีการย่อยอาหาร
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และดูดซึมเป็นปกติ และยังช่วยซ่อมแซมผนังทางเดินอาหารอีกด้วย ซึ่งการยึดเกาะระหว่างแบคทีเรีย
กับพ้ืนผิวของลำไส้เกี่ยวข้องกับ hydrophobic interaction และองค์ประกอบของผิวเซลล์แบคทีเรีย 
เช่น โปรตีนและเปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) ที่แตกต่างกันในผนังเซลล์ของแบคทีเรียแต่ละ
ชนิด (Monteagudo-Mera et al., 2019) 

6.2.5 โพรไบโอติกบางสายพันธุ์มีการรายงานว่าสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ โดยกลไก 
การต้านอนุมูลอิสระแบ่งเป็น 1) radical scavenging โดยสารต้านอนุมูลอิสระจะให้ไฮโดรเจนหรือ
อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระเพ่ือทำให้อนุมูลอิสระเสถียรมากขึ้น 2) singlet oxygen quenching 
โดยสารต้านอนุมูลอิสระเปลี่ยน singlet oxygen (ที่เป็นพิษและก่อให้เกิดโรค) ให้อยู่ในรูป triplet 
oxygen ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น carotenoid 3) metal chelation โดยสารต้านอนุมูล
อิสระจับกับโลหะที่สามารถเร่ง oxidation ได้ (Fe2+/Fe3+ และ Cu2+ ) จึงช่วยชะลอการเกิดอนุมูล
อิสระในร่างกายได้ ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น flavonoid 4) chain-breaking สารต้านอนุมูล
อิสระจะไปรบกวนการรับอะตอมไฮโดรเจนของ peroxyl ในขั้น propagation ป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์
จาก lipid peroxidation ตัวอย่างสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น vitamin E 5) synergism เป็นการ
ทำงานร่วมกันของสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ือช่วยส่งเสริมการทำงานได้ดีขึ้น เช่น การทำงานร่วมกัน
ระหว่าง vitamin E กับ ascorbic acid และ 6) enzyme inhibitor สารประกอบ phenolic บาง
ชนิด เช่น flavonoid, phenolic acid และ gallate สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ที่เร่ง
ปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ ส่งผลให้เอนไซม์ไม่สามารถทำงานได้ (Phansawan, 2013) 

6.2.6 มีการรายงานว่าโพรไบโอติกบางสายพันธุ์ช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลในร่างกาย 
โดยการย่อยสลายกรดน้ำดี (bile acid metabolism) ผ่านกระบวนการ bile salt hydrolase (BSH) 
activity เนื่องจากการผลิตน้ำดีในตับของคนและสัตว์ใช้คอเลสเตอรอลเป็นสารตั้งต้นในการผลิต เมื่อ
น้ำดีถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ bile salt hydrolase ที่ผลิตจากโพรไบโอติกจะส่งผลให้ระดับ
คอเลสเตอรอลลดลง 

     มีการศึกษาและคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากนมหมักจำนวน 54 ไอโซเลท เพื่อใช้เป็นโพร
ไบโอติก พบว่า RM11 และ RM28 สามารถยับยั้งการเจริญของ food borne pathogen ได้แก่ 
Helicobacter pylori, Escherichia coli และ Salmonella Typhimurium และสามารถรอดชีวิต
ได้ในสภาวะที่มี pH 2.5 และในเกลือน้ำดี 0.3% นอกจากนี้ทั้ง 2 ไอโซเลท ไม่มีการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดง สามารถต้านทานต่อยา kanamycin และสามารถยึดเกาะกับเซลล์ Caco-2 ได้ เมื่อ
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene สามารถระบุชนิด RM11 และ RM28 ได้เป็น 
Enterococcus faecium และ Lactobacillus fermentum ตามลำดับ จากผลการทดลองชี้ให้เห็น
ว่าทั้งสองสายพันธุ์มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก (Thirabunyanon et al., 2009) 
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     มีรายงานการศึกษาการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase (BSH) ของโพรไบโอติกเพ่ือ
ประเมินศักยภาพในการใช้ลดระดับคอเลสเตอรอล พบว่าโพรไบโอติกที่สร้างเอนไซม์ bile salt 
hydrolase สามารถลดคอเลสเตอรอล และตกตะกอนคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้ (Kumar et 
al., 2012b) นอกจากนี้จากการทดสอบในสัตว์ทดลอง พบว่าโพรไบโอติกสามารถลดระดับ
คอเลสเตอรอลในเลือด และตับของหนูทดลองที่ได้รับอาหารเสริมด้วยโพรไบโอติกอีกด้วย (Huang et 
al., 2013) 
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บทที่ 3  

วิธีการดำเนินงานวิจัย 

เชื้อจุลินทรีย์ เซลล์ และสารเคมี  

1. แบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 
1.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได้จากผลิตภัณฑ์นม และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 
1.2 แบคทีเรียก่อโรค 

1.2.1 Bacillus subtilis TISTR 008 
1.2.2 Escherichia coli TISTR 887 
1.2.3 Pseudomonas aeruginosa TISTR 1287 
1.2.4 Staphylococcus aureus TISTR 885 
1.2.5 Salmonella Typhimurium TISTR 292 

2. เซลล์ไขมันที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 
2.1 เซลล์ 3T3-L1 preadipocyte (ATCC CL-173) 

3. อาหารเลี้ยงแบคทีเรีย 
3.1 De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Medium (Himedia) 
3.2 Nutrient broth (NB) (Himedia) 
3.3 Nutrient agar (NA) 

4. อาหารเลี้ยงเซลล์ 
4.1 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (ATCC) 

5. ชุดทดสอบสำเร็จรูป 
5.1 GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific) 
5.2 PCR Enzymes and Master Mixes (Thermo Scientific) 
5.3 PCR Purification Kit (Favorgen) 

6. ไพรเมอร์  
6.1 Forward primer 27F: (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) 
6.2 Reverse primer 1492R: (5’-TACGGYTACCGTTACGACTT-3’) 

7. สารเคมีที่ใช้ทดสอบแบคทีเรีย 
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7.1 ยาปฏิชีวนะ ได้แก่ vancomycin, tetracyclin, penicillin, ampicillin, 
chloramphenicol, clindamycin, erythromycin, gentamycin, sulfamethoxazol (Oxoid™ 
Antimicrobial susceptibility      
  discs) 

7.2 1% Agarose gel 
7.3 Bile Salts (HIMEDIA) 
7.4 Distilled water 
7.5 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (DAEJUNG) 
7.6 DPPH (2, 2-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl) (Alfa Aesar) 
7.7 50% Ethanol 
7.8 98% (v/v) Ethanol 
7.9 Formaldehyde (Ajax Finechem) 
7.10 Glacial acetic acid (QReC) 
7.11 15% Glycerol (Fisher Scientific) 
7.12 Gram crystal violet 
7.13 Gram iodine  
7.14 Gram safranin 
7.15 Hexane (RCL Labscan) 
7.16 Isopropanol (Ajax Finechem) 
7.17 O-phthalaldehyde reagent (Alfa Aesar) 
7.18 OX gall (Bile bovine) (Sigma-Aldrich) 
7.19 PEG-600 Cholesterol (Sigma-Aldrich) 
7.20 1X TAE buffer 
7.21 Potassium Hydroxide (KOH) 
7.22 Sulfuric acid (H2SO4) 
7.23 Taurodeoxycholic acid sodium salt (TDCA) (Millipore) 

8. สารเคมีที่ใช้ทดสอบเซลล์ 
8.1 Fetal bovine serum (Sigma-Aldrich) 
8.2 MTT Formazan powder (Sigma-Aldrich) 
8.3 Oil Red O color solution (Sigma-Aldrich) 
8.4 10X Phosphate buffered saline (PBS) (cytiva) 
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8.5 Penicillin 100 mg/ml (Appliedchem) 
8.6 Simvastatin (Sigma-Aldrich) 
8.7 Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich) 
8.8 Streptomycin 100mg/ml (Sigma-Aldrich) 
8.9 0.25% (w/v) Trypsin-EDTA (Hyclone) 
8.10 Triton-X (Merck) 
8.11 Ultrapure water 

9. สารกระตุ้นในขั้นตอน adipocyte differentiation 
9.1 Dexamethasone (Sigma-Aldrich) 
9.2 Insulin (Sigma-Aldrich) 
9.3 3-Isobutyl-1 Methylxanthine (IBMX) (Sigma-Aldrich) 

เครื่องมือ อุปกรณ์และเครื่องแก้ว 

1. เครื่องมือ 
1.1 กล้องจุลทรรศน์ (Microscope: Olympus DP72) 
1.2 กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (Inverted microscope) (Microscope: Invitrogen, EvosXL 

Core) 
1.3 เครื่องเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel electrophoresis: Bio-rad, Horizon) 
1.4 เครื่องกลั่นระเหยสุญญากาศ (Evaporation, IKA RV8) 
1.5 เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel documentation: Bio-Rad) 
1.6 เครื่องปั่นแยก (Centrifuge: Eppendorf, Centrifuge 5427 R) 
1.7 เครื่องปั่นแยก (Centrifuge: Eppendorf, Centrifuge 5408 R) 
1.8 เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop spectrophotometer: Thermo, 2000C) 
1.9 เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter: Metrohm, 730) 
1.10 เครื่องเขย่าสาร (Vortex mixer: Vision Scientific, KMC-13000V) 
1.11 เครื่องอ่านปฏิกิริยาไมโครเพลท (Microplate Reader: Thermo Scientific) 
1.12 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer: PG Instruments T70 UV/VIS 

Spectrophotometer) 

1.13 ตู้แช่แข็ง -20 ̊C (Freezer: SANYO) 

1.14 ตู้แช่แข็ง -80 ̊C (Freezer: Thermo Scientific) 
1.15 ตู้บ่มเพาะเชื้อ (Incubator: SANYO, MIR-253) 
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1.16 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow cabinet: LABOGENE, Scanlaf Mars) 
1.17 ตู้เย็น (Refrigerator) (Panasonic) 
1.18 ตู้อบแห้ง (Hot air oven: Memmert) 
1.19 หม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave: Hirayama) 
1.20 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath: Fisher Scientific, ISOTHEMP 228) 
1.21 ตู้บ่มเชื้อแบบไร้ออกซิเจน (Anaerobic chamber 90% N2, 5% CO2, and 5% H2: Coy    

Laboratory Products, Grass Lake, MI) 
1.22 ตู้บ่มเพาะเชื้อชนิดที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% (CO2 Incubator: Heracell™ VIOS 160i 

CO2 Incubator Dual Chamber) 
1.23 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine: Eppendorf™ Mastercyler™ Nexus 

Gradient) 
1.24 เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 3 ตำแหน่ง (Sartorius, BSA224S-CW) 
1.25 เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Sartorius, BSA224S-CW) 

2. อุปกรณ์และเครื่องแก้ว 
2.1 กระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman) 
2.2 กระดาษกรองเบอร์ 2 (Whatman) 
2.3 ขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ (Cell Culture Flasks) (Corning) 
2.4 เข็มเขี่ยเชื้อ (Needle) 
2.5 จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 
2.6 ช้อนตักสาร (Spatula) 
2.7 แผ่นกรองสารและเชื้อ (0.22 μM filter) (FilterBio® PES Sterile Syringe Filter) 
2.8 แผ่นกรองสารและเชื้อ (0.45 μM filter) (FilterBio® PES Sterile Syringe Filter) 
2.9 แท่งแก้วเกลี่ยเชื้อ (Spreader) 
2.10  ปิเปตอัตโนมัติ (Autopipette) 
2.11  ไมโครเพลท ชนิด 24 หลุม (NunclonTMDelta Surface) 
2.12  ไมโครเพลท ชนิด 96 หลุม (NunclonTM Delta Surface) 
2.13  รางใส่หลอดทดลอง (Test tube rack) 
2.14  ห่วงเขี่ยเชื้อ (Loop) 
2.15  หลอดทดลอง (Test tube) 
2.16  หลอดปั่นแยก (Microcentrifuge tube) 
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วิธีการดำเนินงานวิจัย 

1.การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์นม และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 

นำตัวอย่างผลิตภัณฑ์นม ได้แก่ โยเกิร์ต นมเปรี้ยวพร้อมดื่ม และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร จำนวน

ทั้งหมด 7 ตัวอย่าง มาเจือจางด้วยวิธี serial dilution ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 

0.85% และ spread ลงบนอาหาร de Man Rogosa and Sharpe (MRS) agar บ่มที่อุณหภูมิ 

37˚C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน (90% N2, 5% CO2, and 5% H2, COY 

Laboratory Products, Grass Lake, MI, USA) จากนั้นคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความแตกต่างของ

ลักษณะโคโลนีมา streak ลงบนอาหาร MRS agar จนได้เชื้อบริสุทธิ์ และศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาโดยการตรวจสอบการติดสีแกรม (Gram staining) ลักษณะรูปร่างเซลล์ และการจัดเรียงตัวของ

เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

2.การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

นำเชื้อที่บริสุทธ์บนอาหาร MRS agar มาทำการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการตรวจสอบ

การติดสีแกรม (Gram staining) ลักษณะรูปร่างเซลล์ และการจัดเรียงตัวของเซลล์ โดยการเขี่ยเชื้อ

บริสุทธิ์ 1 โคโลนี ลงบนแผ่นสไลด์ที่มีน้ำกลั่นปลอดเชื้ออยู่ smear ให้เชื้อกระจายบนหยดน้ำกลั่น 

ปล่อยให้แห้งแล้วนำแผ่นสไลด์ผ่านความร้อน (Heat fixed) 2-3 ครั้ง แล้วย้อมสีด้วย Crystal violet 

จนท่วมสไลด์เป็นเวลา 1 นาที เทสีทิ้ง ล้างแผ่นสไลด์ด้วยน้ำประปา และย้อมต่อด้วย Gram iodine 

เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายไอโอดีนทิ้ง ล้างแผ่นสไลด์ด้วยประปา จากนั้นหยด 95% (v/v) 

ethanol และล้างแผ่นสไลด์ด้วยน้ำประปาทันที จากนั้นย้อมต่อด้วย Safranin ทิ้งไว้ 30 วินาที แล้ว

ล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้ำประปาอีกครั้ง และนำแผ่นสไลด์ไปศึกษาใต้กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือศึกษาการ

ติดสีแกรม ลักษณะรูปร่างเซลล์ และการจัดเรียงตัวเซลล์แบคทีเรีย 

3.การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ 

3.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

     นำเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาเลี้ยงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 3 ml บ่มที่อุณหภูมิ 

37˚C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน จากนั้นทำการสกัด Genomic DNA ด้วย

ชุดน้ำยาสกัด GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) โดยนำ

แบคทีเรียที่เลี้ยงไว้ดังกล่าวปริมาตร 1.5 ml ใน microcentrifuge tube นำไปปั่นเหวี่ยง ที่ 5000 x 

g เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติม Gram positive bacteria lysis buffer ปริมาตร 180 μl บ่มที่

อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 30 นาที เติม lysis solution ปริมาตร 200 μl และ Proteinase K 
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ปริมาตร 20 μl บ่มใน water bath อุณหภูมิ 56˚C เป็นเวลา 30 นาที เติม RNase A Solution 

ปริมาตร 20 μl บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที เติม 50% ethanol ปริมาตร 400 μl จากนั้น

ย้าย cell lysate ลงใน GeneJET Genomic DNA Purification Column นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 6000 x 

g เป็นเวลา 1 นาที เติม Wash Buffer I ปริมาตร 500 μl แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8000 x g เป็นเวลา 

1 นาที และเติม Wash Buffer II ปริมาตร 500 μl นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 12000 x g เป็นเวลา 3 นาที 

แล้ว ปั่นเหวี่ยง GeneJET Genomic DNA Purification Column ที่ 12000 x g เป็นเวลา 1 นาที 

อีกครั้ง ย้าย GeneJET Genomic DNA Purification Column ลงใน microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 ml เติม Elution Buffer ปริมาตร 50 μl แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที นำไป

ปั่นเหวี่ยงที่ 8000 x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเก็บ DNA ที่สกัดได้ที่ -20˚C เพ่ือนำไปใช้ในการ

ทดลองต่อไป 

3.2 การเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของ 16S rRNA gene ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

     นำดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 3.1 มาทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ (polymerase chain reaction) เพ่ือ

เพ่ิมปริมาณ 16S rRNA gene โดยใช้ forward primer 27F: (5’-AGAGTTTGATCMT GGCTCAG-

3’) และ reverse primer 1492R: (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3’) (Tajabadi et al., 

2011) โดยสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์แสดงดังตารางที่ 2 และสภาวะของการทำ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังตารางที่ 3 (Dubernet et al., 2002) โดยใช้เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

(Thermal Cycler: Eppendorf™) 

ตารางท่ี 2 สารเคมีที่เป็นองค์ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
สารเคมี 1 reaction (μl) 

Nanopure water 6.5 

27F (10 pmol/ μl) 2.5 
1492R (10 pmol/ μl) 2.5 

PCR master mix 12.5 

DNA 1.0 
Total volume  25.0 
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ตารางท่ี 3 สภาวะของการทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (˚C)  เวลา (นาที) 
Pre-denaturation 95 2.0 

Denaturation 95 0.5 

Annealing 50 1.0 
Extension 72 2.0 

Final extension  72 10.0 

 

3.3 วิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

     นำผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์จากข้อ 3.2 ไปวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรี

ซิส (gel electrophoresis) โดยใช้ 1% agarose gel เปรียบเทียบกับ 1 kb DNA ladder (Thermo 

Fisher Scientific) ผ่านกระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นนำเจลมา

ย้อมด้วยสารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 5 นาที แล้วล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้ำกลั่น เป็น

เวลา 10 นาที จากนั้นนำแผ่นเจลไปตรวจสอบการเรืองแสงของดีเอ็นเอด้วยเครื่องถ่ายภาพเจล (Gel 

Documentation: Bio-Rad) 

3.4 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA gene 

     นำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จากข้อ 3.2 มาทำให้บริสุทธิ์ด้วย PCR Purification Kit (Favorgen) 

และส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ (A T G C Co., Ltd.) จากนั้นนำผลลำดับนิวคลีโอไทด์ ที่ได้มา

เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียที่ปรากฏอยู่ในฐานข้อมูล Genbank โดยใช้โปรแกรม 

BLAST เพ่ือวิเคราะห์ระบุ species ของเชื้อที่คัดแยกได้ 

4.การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ 

4.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติก 

     นำเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากข้อ 1. มาเลี้ยงใน MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 

24-48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 

4.2 การเตรียมสารละลายส่วนใส (supernatant) 

     นำแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ จากข้อ 4.1.1 ไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 10 

นาที จากนั้นเก็บส่วนสารละลายใสไว้ใช้ในการทดสอบต่อไป 

35 cycles 
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4.3 การเตรียมตะกอนเซลล์ (cell pellet) 

    นำเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ จากข้อ 4.1.1 ไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 

10 นาที จากนั้นล้างตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยสารละลาย Phosphate buffer saline (PBS) pH 

7.4 จำนวน 2 ครั้ง เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 

5.การทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ 

5.1 การทดสอบคุณสมบัติการทนต่อกรดและเกลือน้ำดี 

     นำ cell pellet จากข้อ 4.3 มาแขวนลอยเซลล์ด้วยสารละลาย PBS (pH 2.5) สำหรับทดสอบ

การทนกรด และแขวนลอยเซลล์ด้วยสารละลาย PBS ที่มี 0.3% bile salt สำหรับทำการทดสอบทน

เกลือน้ำดี โดยให้มีเซลล์เริ่มต้นประมาณ 108–109 CFU/ml จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37˚C แล้ว

เก็บผลทุกชั่วโมง เป็นเวลา 3 ชั่วโมง โดยวิธ ีspread plate บน MRS agar และนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

37˚C ที่ เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน ทำการทดลอง 3 ซ้ำ นับจำนวนเซลล์

แบคทีเรียที่รอดชีวิต (CFU/ml) (Haghshenas et al., 2014) รายงานผลเป็นเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต

ของแบคทีเรียโดยคำนวณดังสมการ  

Survival rate (%) = (log CFU N1/log CFU N0) x 100 

โดยที่  N0 คือ จำนวนเซลล์แบคทีเรียที่ชั่วโมงเริ่มต้น 

N1 คือ จำนวนเซลล์แบคทีเรียที่ชั่วโมงสุดท้าย 

5.2 การทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ 

     ทดสอบการต้านยาปฏิชีวนะด้วยวิธี disc diffusion โดยนำเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกที่

เพาะเลี้ยงไว้จากข้อ 4.1 ปรับให้มีเซลล์เริ่มต้นประมาณ 108–109 CFU/ml จากนั้นนำมา swab ลง

บนอาหาร MRS agar และทดสอบกับยาปฏิชีวนะ 9 ชนิด  ได้แก่  gentamycin (10 µg), 

sulfamethoxazole (23.75 µg), vancomycin (30 µg), penicillin (10 unit), clindamycin      

(2 µg), tetracycline (30 µg), erythromycin (15 µg), chloramphenicol (30 µg) และ 

ampicillin (10 µg) (OxoidTM Antimicrobial Susceptibility discs) โดยใช้น้ำกลั่นปลอดเชื้อเป็น 

negative control บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน ทำการ

ทดลอง 3 ซ้ำ แล้วตรวจสอบความสามารถในการต้านทานยาปฏิชีวนะโดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

บริเวณใส (clear zone) ดัดแปลงวิธีทำจาก Nami และคณะ (2014) และนำค่าที่ได้มาวิเคราะห์ตาม

เกณฑ์ของ Charteris ละคณะ (1998) และ Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI M100-S28)  
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5.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค 

     นำ supernatant ที่เตรียมไว้จากข้อ 4.2 มากรองด้วย syringe filter ขนาด 0.45 μm และ

เก็บไว้ใช้ในการทดสอบ จากนั้นเตรียมแบคทีเรียก่อโรค  ได้แก่ Bacillus subtilis TISTR 008, 

Escherichia coli TISTR 887, Pseudomonas aeruginosa TISTR 1287, Staphylococcus 

aureus TISTR 885 และ Salmonella Typhimurium TISTR 292 มาเพาะเลี้ยงในอาหาร 

Nutrient broth บ่มที่ อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 18-20 ชั่วโมง แล้วนำมาปรับให้มีเซลล์เริ่มต้น

ประมาณ 108 CFU/ml จากนั้นใช้ไม้พันสำลี swab เชื้อแบคทีเรียก่อโรคลงบนอาหาร Nutrient agar 

และเจาะหลุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 mm เติม supernatant ที่กรองไว้ลงในหลุมๆละ 100 μl 

บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทำการทดลอง 3 ซ้ำ แล้วทำการตรวจสอบการยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใส (clear zone) (Bao et al., 2010) 

รายงานผลขนาดของ clear zone (mm) โดยคำนวณดังสมการ 

Clear zone (mm) = เส้นผ่านศูนย์กลางภายนอก – เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 

5.4 การทดสอบคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl 

radical scavenging activity) 

     นำ supernatant ที่เตรียมไว้จากข้อ 4.2 ปริมาตร 100 μl ผสมกับสารละลาย DPPH (0.4 

mM DPPH ใน 95% ethanol) ปริมาตร 100 μl แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 35 นาที 

ในที่มืด แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm ทำการทดลอง 3 ซ้ำ โดยเปรียบเทียบ

ค่าที่ได้กับสารมาตรฐาน 0.5% (w/v) L-ascorbic acid ทำการทดลอง 3 ซ้ำ จากนั้นนำค่าที่ได้มา

คำนวณเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ (DPPH scavenging activity (%)) ดังสมการ ดัดแปลงวิธีทำ

จาก (Rajoka et al., 2019) 

DPPH scavenging activity (%) = [1 – ((Asample - Ablank) / Acontrol)] x 100 

โดยที่ Asample คือ absorbance ของ supernatant + DPPH solution 

Ablank  คือ absorbance ของ 95% ethanol + น้ำกลั่น 

Acontrol คือ absorbance ของ DPPH solution + น้ำกลั่น 

6.การทดสอบแบคทีเรียกรดแลคติกต่อคอเลสเตอรอล 

6.1 ทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase (BSH) 

     นำเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากข้อ 1. มา streak ลงบนอาหาร MRS agar ที่เสริมด้วย 0.5% 
(w/v) taurodeoxycholic acid sodium salt (TDCA) และ CaCl2 (0.37 g/l) โดยใช้ MRS agar ที่
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ไม่เสริมด้วย TDCA และ CaCl2 เป็นชุดควบคุม บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต้
สภาวะไร้ออกซิเจน ทำการทดลอง 3 ซ้ำ บันทึกผลการทดลองโดยสังเกตการตกตะกอนที่โคโลนีหรือ
การเกิดโคโลนีสีขาวขุ่น และ/หรือเกิดการตกตะกอนบนอาหารบริเวณรอบโคโลนีให้บันทึกผลเป็นบวก 
(Kumar et al., 2012) 

6.2 การทดสอบการลดระดับคอเลสเตอรอล 

     นำแบคทีเรียกรดแลคติกที่เพาะเลี้ยงไว้จากข้อ 4.1 (108 CFU/ml) จากนั้นเติมเชื้อ 1% 

inoculum ลงในอาหาร MRS broth ที่เสริมด้วย 0.3% (w/v) Ox gall และ Cholesterol-PEG 

600 (ความเข้มข้นสุดท้าย 100 μg/ml) และใช้อาหาร MRS ที่ไม่มีการเติมเชื้อเป็นชุดควบคุม บ่มที่

อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน หลังจากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยง 9,000 x g 

ที่อุณหภูมิ 4˚C เป็นเวลา 15 นาที และเก็บส่วน supernatant มาวิเคราะห์ปริมาณของ

คอเลสเตอรอลด้วยวิธี O-phthalaldehyde โดยเติม 95% ethanol ปริมาตร 2 ml, 33% (w/v) 

potassium hydroxide (KOH) ปริมาตร 1 ml และ supernatant ปริมาตร 1 ml ลงในหลอด

ทดลอง จากนั้น vortex ให้เข้ากัน 1 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 15 นาที และปล่อยให้เย็นที่

อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นเติม hexane ปริมาตร 3 ml และน้ำกลั่น 2 ml แล้วนำไป vortex ให้เข้า

กัน 1 นาที ปล่อยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที หลังจากนั้นเก็บชั้นของ hexane ที่อยู่ชั้นบนปริมาตร 

1 ml ไประเหยที่อุณหภูมิ 60˚C จากนั้นเติม O-phthalaldehyde ปริมาตร 2 ml (O-

phthalaldehyde 0.5 mg/ml) (ภาคผนวก ข.) และ 98% sulfuric acid (H2SO4) ปริมาตร 0.5 ml 

vortex 1 นาที และตั้งทิ้งไว้ 10 นาที จากนั้นทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm 

ทำการทดลอง 3 ซ้ำ แล้วนำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้เทียบกับ standard curve เพ่ือคำนวนหาค่า

ความเข้มข้นของคอเลสเตอรอล แล้วนำมาคำนวณ Cholesterol removal (%) ดังสมการ (Shehata 

et al., 2016; Majeed et al., 2019) 

Cholesterol reduction (%) = 100 - [(Cholesterol24h/ Cholesterol0h) x 100] 

โดยที่ Cholesterol0h   คือ ความเข้มข้นของคอเลสเตอรอลที่ชั่วโมงเริ่มต้น 

Cholesterol24h คือ ความเข้มข้นของคอเลสเตอรอลที่ชั่วโมงสุดท้าย 

     โดยในการทดลองนี้จะคัดเลือกไอโซเลทที่ให้ผลในการกำจัดคอเลสเตอรอลได้สูงสุดจาก

การศึกษาในหัวข้อ 6.2 มาทดสอบ  1) การเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก  2) ปริมาณของ

คอเลสเตอรอลในอาหาร (supernatant) 3) ปริมาณคอเลสเตอรอลที่เซลล์แบคทีเรีย (cell pellet) 

โดยเก็บตัวอย่างแบคทีเรียกรดแลคติกที่เพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth เสริมด้วย 0.3% (w/v) Ox 

gall และ Cholesterol-PEG 600 (ความเข้มข้นสุดท้าย 100 μg/ml) ที่เวลา 6, 12, 18 และ 24 
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ชั่วโมง นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm เพ่ือวัดการเจริญของแบคทีเรีย จากนั้น

นำไปปั่นเหวี่ยงแยกส่วน supernatant และ cell pellet นำส่วน cell pellet แขวนลอยเซลล์ด้วย

น้ำกลั่นในปริมาตรเท่ากับอาหารเลี้ยงเชื้อเดิม จากนั้นนำส่วน supernatant และ cell pellet มา

วิเคราะห์ปริมาณของคอเลสเตอรอลด้วยวิธี O-phthalaldehyde วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 550 nm ทำการทดลอง 3 ซ้ำ แล้วนำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้เทียบกับ standard curve เพ่ือ

คำนวนหาค่าความเข้มข้นของคอเลสเตอรอล แล้วนำมาคำนวณ Cholesterol (%) ดังสมการ (Al-

Saleh et al., 2006) 

Cholesterol (%) = (Cholesterolth/ Cholesterol0h) x 100 

โดยที่ Cholesterol0h คือ ความเข้มข้นของคอเลสเตอรอลที่ชั่วโมงเริ่มต้น 

CholesterolTh คือ ความเข้มข้นของคอเลสเตอรอลที่เวลาต่าง ๆ 

7. การทดสอบผลของโพรไบโอติกต่อเซลล์ไขมัน 3T3-L1 

7.1 การเตรียม lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของแบคทีเรียกรดแลคติก 

     นำเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่ให้ผลการทดสอบลดระดับคอเลสเตอรอลสูงสุดจากข้อ 6.2 มา

เลี้ยงใน MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน จากนั้น

ปรับให้มีเซลล์เริ่มต้นประมาณ 108 CFU/ml และนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 

ทำให้แห้งด้วยการแช่แข็ง (lyophilization) และนำ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) 

มาละลายใน Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) จากนั้นกรองด้วย syringe filter 

ขนาด 0.22 μm เพ่ือใช้ในการทดสอบต่อไป 

7.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไขมัน 3T3-L1 

เพาะเลี้ยงเซลล์ 3T3-L1 preadipocytes ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ประกอบด้วย 10% fetal 

bovine serum และ 1% penicillin/streptomycin ในตู้บ่มเพาะเชื้อชนิดที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 

5% ที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จนเข้าระยะ post-confluence (100% confluency) 

(Fang et al., 2018) 
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7.3 adipocyte differentiation 

     เพาะเลี้ยงเซลล์ 3T3-L1 preadipocytes ตามขั้นตอนข้อ 7.2 ใน 24-well cell culture 

plate (⁓2 x 104 cells/well) บ่มในตู้บ่มเพาะเชื้อชนิดที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37˚C 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นกระตุ้นให้เซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ไขมัน (adipocyte 

differentiation) โดยเมื่อบ่มเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ครบ 48 ชั่วโมง จนเข้าระยะ post-

confluence (วันที่ 0) กระตุ้นเซลล์ด้วยอาหาร adipogenesis inducers (0.5 mM 3-isobutyl-1-

methylxanthine (IBMX), 1 μM dexamethasone (DEX) และ 10 μg/ml insulin) เพาะเลี้ยง

เซลล์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (วันที่ 2) เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เป็น DMEM ที่ประกอบด้วย 10% fetal 

bovine serum, 1% penicillin/streptomycin และ 10 μg/ml insulin เพาะเลี้ยงต่ออีกเป็นเวลา 

48 ชั่วโมง (วันที่ 4) เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์อีกครั้งเช่นเดียวกับวันที่ 2 บ่มต่ออีกเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

(วันที่ 6) เซลล์ 3T3- L1 preadipocytes จะเปลี่ยนเป็น adipocyte โดยทดสอบกับ lyophilized 

cell-free supernatant (LCFS) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์จาก

การทดสอบในข้อ 7.4 ทุกครั้งที่เปลี่ยนอาหาร และใช้เซลล์ 3T3-L1 ที่ไม่ได้ทดสอบกับ lyophilized 

cell-free supernatant (LCFS) เป็นชุดควบคุม (control)  

7.4 ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 

     ท ด ส อบ ค วาม เป็ น พิ ษ ต่ อ เซ ล ล์ ด้ ว ย วิ ธี  3 -(4 ,5 -d im e th y lth ia zo l -2 -y l)-2 ,5 -
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ตาม
ขั้นตอนข้อ 7.2 ใน 96-well cell culture plate (⁓105 cells/ml) บ่มในตู้บ่มเพาะเชื้อชนิดที่มี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์
เป็นอาหาร DMEM ทีป่ระกอบด้วย lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของแบคทีเรียจาก
ข้อ 7.1 ที่ความเข้มข้น 1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml บ่มในตู้
บ่มเพาะเชื้อชนิดที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง เติม
สารละลาย 5 mg/ml MTT (10 μl/100 μl DMEM ) แล้วนําไปบ่มในตู้บ่มเพาะเชื้อชนิดที่มี
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ดูดสารละลายออก และเติมสารละลาย 
dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 100 μl ลงในแต่ละหลุม ผสมให้เข้ากันเพ่ือละลายผลึก 
formazan จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร โดยใช้ microplate reader ทำการ
ทดลอง 3 ซ้ำ และคำนวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ (cell viability (%)) ดังสมการ (ธารทิพย์, 
2559; Kim et al., 2020) นอกจากนั้นทำการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ที่เวลา 6 วันหลังการ



  39 

กระตุ้นให้เซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ไขมัน (adipocyte differentiation) ตามขั้นตอนข้อ 
7.3 ด้วยวิธี MTT assay เช่นเดียวกัน 

Cell viability (%) = (100 x OD540 of treated cells) / OD540 of cells without 

treatment 

7.5 การตรวจสอบการสะสมไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 

     วัดการสะสมไขมันโดยการย้อมด้วยสี Oil Red O นำเซลล์ที่ทดสอบกับ lyophilized cell-

free supernatant (LCFS) เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ครบ 6 วัน ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 2 ครั้ง 

จากนั้น fix ด้วย 4% formaldehyde ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที และล้างออกด้วยสารละลาย 

PBS 2 ครั้ง เติม 60% isopropanol ทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นย้อมด้วย Oil Red O บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C 

เป็นเวลา 15 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ำกลั่น 2 - 5 ครั้ง เพ่ือล้างสีส่วนเกินออก และนำไปถ่ายภาพ

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จากนั้นเติม 100% isopropanol ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที

เพ่ือสกัดสี Oil Red O แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm โดยใช้ microplate 

reader ทำการทดลอง 3 ซ้ำ และคำนวณเปอร์เซ็นต์การสะสมไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 

adipocyte (lipid accumulation (%)) ดังสมการ (ดัดแปลงจาก Harjadi et al., 2022) 

Lipid accumulation (%) = (OD540 of treated cells / OD520 control) × 100 

8.การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ในงานวิจัยนี้ทุกการทดสอบจะทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ แสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ย (Mean) ± 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) วิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติแบบ One 

Way Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วย Tukey’s 

test และ Dunnett’s multiple range test ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูปทาง

สถิติ Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Version 23.0 
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บทที่ 4  

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

1.ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก 

แบคทีเรียกรดแลคติกได้ถูกนำมาใช้ในการหมักผลิตผลทางการเกษตรหลายชนิดเพ่ือผลิตอาหาร

หมัก เช่น ผลิตภัณฑ์นม ได้แก่ นมเปรี้ยว โยเกิร์ต เป็นต้น นอกจากนี้ในปัจจุบันยังมีการนำแบคทีเรีย

กรดแลคติกที่มีคุณสมบัติโพรไบโอติก มาประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์เสริมอาหารต่างๆ เพ่ือส่งเสริม

สุขภาพ (Granato et al., 2010) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์นม 

และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารทั้งหมดจำนวน 7 ตัวอย่าง โดยผลิตภัณฑ์นม ได้แก่ โยเกิร์ต โยเกิร์ตพร้อม

ดื่ม นมผงพร่องมันเนยสำหรับสตรีมีครรภ์และให้นมบุตร ในการทดลองนี้คัดแยกแบคทีเรียกรดแล

คติกจากผลิตภัณฑ์นมได้จำนวน 7 ไอโซเลท ได้แก่ MD-1, MD-2, MD-3, MD-4, MD-6, MD-9 และ 

MD-11 และคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์เสริมอาหารได้จำนวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ 

MD-5, MD-7, MD-8 และ MD-10 แหล่งที่มาของแบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมด 11 ไอโซเลทแสดงดัง

ตารางที่ 4 

ตารางท่ี 4 แหล่งที่มาของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได้ในงานวิจัยนี้ 

No. isolate source 

1 MD-1 โยเกิร์ต ตัวอย่างที่ 1 
2 MD-2 โยเกิร์ต ตัวอย่างที่ 1 

3 MD-3 โยเกิร์ต ตัวอย่างที่ 2 

4 MD-4 โยเกิร์ต ตัวอย่างที่ 2 
5 MD-5 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ตัวอย่างที่ 1 

6 MD-6 โยเกิร์ตพร้อมดื่ม ตัวอย่างที่ 1 
7 MD-7 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ตัวอย่างที่ 2 

8 MD-8 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ตัวอย่างที่ 2 

9 MD-9 นมผงพร่องมันเนยสำหรับสตรีมีครรภ์และให้นมบุตร 
10 MD-10 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ตัวอย่างที่ 1 

11 MD-11 โยเกิร์ตพร้อมดื่ม ตัวอย่างที่ 2 
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2.ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

โดยทั่วไปแบคทีเรียกรดแลคติกมีลักษณะเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive) ไม่เคลื่อนที่ 

ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญได้ในสภาวะไร้ออกซิเจน มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทั้งรูปร่างแท่ง และ

รูปร่างทรงกลม (Khalid, 2011) ซึ่งจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาในงานวิจัยนี้ โดยศึกษา

การติดสีแกรม และศึกษารูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 11 

ไอโซเลท ติดสี crystal violet ซึ่งเป็นแกรมบวก จากการตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าไอ

โซเลท MD-1, MD-3, MD-5, MD-6, MD-7, MD-9, MD-10 และ MD-11 เซลล์มีลักษณะรูปร่างท่อน 

และไอโซเลท MD-2, MD-4 และ MD-8 เซลล์มีลักษณะรูปร่างกลมรี โดยลักษณะโคโลนีบนอาหาร 

MRS agar และสัณฐานวิทยาของเซลล์แบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ แสดงดังตารางที่ 5 

ตารางท่ี 5 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร MRS agar และสัณฐานวิทยาของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
(กำลังขยาย 1000X) 
isolate ลักษณะโคโลนีบนอาหาร MRS  agar สัณฐานวิทยาของเซลลภ์ายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

MD-1 

 

กลม สีขาว ตรงกลางนูน
มากกว่าขอบ (umbonate) 
ลักษณะขอบเป็นแบบคลื่น 
(undulate) 

 

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะเป็นท่อน 
ขนาดประมาณ 

0.48 x 9.85 µm 

MD-2 

 

กลม สีขาว ด้านข้างโค้งนูน
ต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire) 

 

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะกลมรี 
ขนาดประมาณ 

0.84 x 0.92 µm 

MD-3 

 

กลม สีครีม ด้านข้างโค้งนูน
ต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire) 

 

ติดสีแกรมบวก
ลักษณะเป็นท่อน 
ขนาดประมาณ  

0.31 x 1.54 µm 
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ตารางท่ี 5 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร MRS agar และสัณฐานวิทยาของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

(กำลังขยาย 1000X) (ต่อ) 
isolate ลักษณะโคโลนีบนอาหาร MRS  agar สัณฐานวิทยาของเซลลภ์ายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

MD-4 

 

กลม สีขาว ด้านข้างโค้ง
นูนต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire) 

 

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะกลมรี  
ขนาดประมาณ  

0.69 x 0.72 µm 

MD-5 

 

กลม สีครีม ด้านข้างโค้ง
นูนต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire) 

 

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะเป็นท่อน 
ขนาดประมาณ  

0.50 x 1.93 µm 

MD-6 

 

กลม สีขาว ด้านข้างโค้ง
นูนต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire) 

 

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะเป็นท่อน 
ขนาดประมาณ  

0.34 x 1.34 µm 

MD-7 

 

กลม สีครีม ด้านข้างโค้ง
นูนต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire)  

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะเป็นท่อน 
ขนาดประมาณ  

0.34 x 1.60 µm 

MD-8 

 

กลม สีขาว ด้านข้างโค้ง
นูนต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire)  

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะกลมรี  
ขนาดประมาณ  

0.71 x 0.98 µm 
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ตารางท่ี 5 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร MRS agar และสัณฐานวิทยาของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

(กำลังขยาย 1000X) (ต่อ) 
isolate ลักษณะโคโลนีบนอาหาร MRS  agar สัณฐานวิทยาของเซลลภ์ายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

MD-9 

 

กลม สีครีม ด้านข้างโค้ง
นูนต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire)  

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะเป็นท่อน 
ขนาดประมาณ 

0.29 x 1.28 µm 

MD-10 

 

กลม สีครีม ด้านข้างโค้ง
นูนต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire)  

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะเป็นท่อน 
ขนาดประมาณ 

0.46 x 1.97 µm 

MD-11 

 

กลม สีขาว ด้านข้างโค้ง
นูนต่ำ (low convex)  
ผิวมันวาว ขอบเรียบ 
(entire)  

ติดสีแกรมบวก 
ลักษณะเป็นท่อน 
ขนาดประมาณ 

0.38 x 1.85 µm   

หมายเหตุ: บันทึกลักษณะโคโลนีตาม Biology reader, (2023) 
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3.ผลการระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยการวิเคราะห์ 16S rRNA gene 

การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ บริเวณ 16S rRNA gene เป็นที่นิยมสำหรับการจัดจำแนกและ

ระบุชนิดของแบคทีเรีย เนื่องจากบริเวณ 16S rRNA gene สามารถพบได้ในแบคทีเรียเกือบทุกชนิด 

เป็นบริเวณที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลง และเป็นยีนที่มีขนาดใหญ่พอสำหรับการวิเคราะห์ข้อมูล  (1,500 

bp) (Janda and Abbott, 2007) ในงานวิจัยนี้ศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA gene 

ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้จำนวน 11 ไอโซเลท โดยนำมาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและทำ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของ 16S rRNA gene วิเคราะห์ขนาดด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรี

ซิส แล้วส่งตัวอย่างวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และนำผลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับ

ลำดับนิวโอไทด์ของแบคทีเรียที่ปรากฏอยู่ ในฐานข้อมูล Genbank โดยใช้โปรแกรม BLASTN 

แสดงผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ดังตารางท่ี 6  

ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA gene ของแบคทีเรียกรดแลคติก จำนวน 

11 ไอโซเลท พบว่า ไอโซเลท MD-1 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus CH 2 มีค่า Pairwise Similarity เท่ากับ 99.80 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลท MD-3 

และ MD-7 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ Lacticaseibacillus rhamnosus 442 และ 2795 มี

ค่า Pairwise Similarity เท่ากับ 100.00 และ 99.93 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ชื่อเดิม Lactobacillus 

rhamnosus reclassified ใหม่เป็น Lacticaseibacillus rhamnosus (Zheng et al., 2020)) ไอ

โซเลท MD-5 และ MD-10 มีลำดับ นิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ L. plantarum  3335 และ YLL-03 มี

ค่า Pairwise Similarity เท่ากับ 99.79 และ 100.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ไอโซเลท MD-6 มีลำดับ

นิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ Lacti. paracasei W1-D-5 มีค่า Pairwise Similarity เท่ากับ 100.00 

เปอร์เซ็นต์ (ชื่อเดิม Lactobacillus paracasei reclassified ใหม่เป็น Lacticaseibacillus 

paracasei (Zheng et al., 2020)) ไอโซเลท  M D -9  มีลำดับนิ วคลี โอไทด์ ใกล้ เคียงกับ                 

L. rhamnosus HDB1311 มีค่า Pairwise Similarity เท่ากับ 99.93 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ ไอ

โซเลท MD-11 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ L. casei F4S1 มีค่า Pairwise Similarity เท่ากับ 

100.00 เปอร์เซ็นต์ ส่วนไอโซเลท MD-2, MD-4 และ MD-8 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ 

Streptococcus thermophilus 3284, 3504 และ 4079 มีค่า Pairwise Similarity เท่ากับ 99.65, 

94.26 และ 99.93 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  
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งานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์นม และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ผล

การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ระบุสายพันธุ์ได้เป็น Lactobacillus จำนวน 5 ไอโซเลท (99.79-

100.00 % similarity) Lacticaseibacillus จำนวน 3 ไอโซเลท (99.93-100.00 % similarity) และ 

Streptococcus จำนวน 3 ไอโซเลท (94.26-99.93 % similarity) โดยสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่าน

มาของ Gad et al, (2014) ที่คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก จำนวน 244 ไอโซเลท จากผลิตภัณฑ์นม 

และผลิตภัณฑ์ยา จำนวน 180 ตัวอย่าง เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทำการจำแนกชนิด

ของแบคทีเรียกรดแลคติก พบว่าสามารถระบุชนิดได้เป็น Lactobacillus spp. มากที่สุด จำนวน 

138 ไอโซเลท รองลงมาได้แก่ Streptococcus spp. จำนวน 65 ไอโซเลท และ Haghshenas และ

คณะ (2015) ได้คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากโยเกิร์ต เมื่อวิเคราะห์ลำดับเบสในส่วนของยีน 16S 

rRNA gene พบว่าสามารถระบุสายพันธุ์ได้เป็น L. rhamnosus, L. plantarum, L. paracasei 

และ L. casei นอกจากนั้นยังมีงานวิจัยของ Li และคณะ (2019) คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจาก

ผลิตภัณฑ์นม จำนวน 72 ตัวอย่าง พบว่าสามารถระบุสายพันธุ์ได้เป็น L. bulgaricus จำนวน 21      

ไอโซเลท L. casei จำนวน 8 ไอโซเลท L. rhamnosus จำนวน 6 ไอโซเลท L. paracasei จำนวน 3 

ไอโซเลท L. acidophilus จำนวน 2 ไอโซเลท และ S. thermophilus จำนวน 47 ไอโซเลท 

ตารางท่ี 6 ผลการจัดจำแนกแบคทีเรียกรดแลคติกโดยการวิเคราะห์ 16S rRNA gene 

isolate Description Strain 
Accession 

No. 
Pairwise 
Similarity 

Length 
(bp) 

MD-1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2 MW820921.1 99.80 1470 

MD-2 Streptococcus thermophilus 3284 MT613593.1 99.65 1421 

MD-3 Lacticaseibacillus rhamnosus 442 MT573091.1 100.00 1440 

MD-4 Streptococcus thermophilus 3504 MT538404.1 94.26 1472 

MD-5 Lactobacillus plantarum 3335 MT613628.1 99.79 1435 

MD-6 Lacticaseibacillus paracasei W1-D-5 OK272160.1 100.00 1494 

MD-7 Lacticaseibacillus rhamnosus 2795 MT611795.1 99.93 1432 

MD-8 Streptococcus thermophilus 4079 MT544658.1 99.93 1436 

MD-9 Lactobacillus rhamnosus HDB1311 MT322928.1 99.93 1456 

MD-10 Lactobacillus plantarum YLL-03 MN636335.1 100.00 1470 

MD-11 Lactobacillus casei F4S1 KF245546.1 100.00 1458 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW820921.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RWGYWT4T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613593.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWNN01TF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT573091.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWPZX7MM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT613628.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWTSMANS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK272160.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=63&RID=RX47YY5D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT611795.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RX4Y96D4016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT544658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=RWGYV24A013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT322928.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=RWMEZA6N016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN636335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=RWN44UAU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF245546.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWPWHDGV016
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4.ผลการทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติก 

4.1 ผลการทดสอบคุณสมบัติการทนต่อกรด 

     สภาวะความเป็นกรดในกระเพาะอาหารมีผลต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลคติก 

เนื่องจากภายในกระเพาะอาหารมีค่า pH ค่อนข้างต่ำ โดยช่วงก่อนรับประทานอาหารมีค่า pH 1.5-

3.5 และช่วงรับประทานอาหารมีค่า pH 4.3-5.4 (Park et al., 2011) ซึ่งมีงานวิจัยก่อนหน้าที่จำลอง

สภาวะความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร โดยใช้ MRS broth หรือ buffer ที่ปรับ pH 2.0-3.0 

(Ayyash et al., 2021 อ้างจาก Kim and Plutzky, 2016; Lee et al., 2016; Vera-Pingitore et 

al., 2016) เพ่ือศึกษาคุณสมบัติการทนต่อกรดของแบคทีเรียซึ่งเป็นคุณสมบัติหนึ่งของโพรไบโอติก ใน

งานวิจัยนี้ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ จำนวน 11 ไอโซเลท  และแบคทีเรียอ้างอิง 2 สาย

พันธุ์ (L. acidophilus TISTR 2365 และ L. curvatus TISTR 938) โดยทดสอบการทนต่อกรดที่ 

pH 2.5 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ทำการทดลอง 3 ซ้ำ วัดผลโดยนับจำนวนเซลล์แบคทีเรียที่รอดชีวิต 

คำนวณหา log CFU/ml จากนั้นคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วย 

Tukey’s test แสดงผลดังตารางที่ 7  

ผลการทดสอบความสามารถทนต่อกรด พบว่าแบคทีเรีย 10 ไอโซเลท และ L. acidophilus 

TISTR 2365 สามารถต่อทนกรดที่ pH 2.5 เป็นเวลา 2 ชั่วโมงได้ โดย L. acidophilus TISTR 2365 

สามารถทนต่อกรดที่ pH 2.5 ได้ดีที่สุด มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงที่สุดเท่ากับ 85.77 เปอร์เซ็นต์ 

รองลงมา ได้แก่ ไอโซเลท MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5) และ MD-7 (Lacti. rhamnosus 

2795) มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 58.31 และ 54.21 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ส่วนไอโซเลทที่

เหลือ ได้แก่ MD-9 (L. rhamnosus HDB1311), MD-4 (S. thermophilus 3504), MD-8          

(S. thermophilus 4079), MD-5 (L. plantarum 3335), MD-2 (S. thermophilus 3284), MD-3 

(Lacti. rhamnosus 442), MD-10 (L. plantarum YLL-03) และ MD-11 (L. casei F4S1) มี

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 50.76, 50.47, 42.49, 37.83, 32.82, 29.49,19.77 และ 16.35 

เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และไม่พบการรอดชีวิตของไอโซเลท MD-1 (L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus CH 2) และ L. curvatus TISTR 938  

จากผลการทดสอบความสามารถทนต่อกรดในงานวิจัยนี้ พบว่าแบคทีเรีย Lactobacillus, 

Lacticaseibacillus และ Streptococcus ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถทนกรดที่ pH 2.5 เป็น

เวลา 2 ชั่วโมงได้ จากการทดสอบที่จำนวนเซลล์เริ่มต้น 8.20-9.54 log CFU/ml เมื่อผ่านไป 2 ชั่วโมง 

มีจำนวนเซลล์ลดลงเหลือ 1.46-7.35 log CFU/ml ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 16.35-
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85.77 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นไอโซเลท MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2) และ           

L. curvatus TISTR 938  

จากงานวิจัยนี้ พบว่า L. acidophilus TISTR 2365 สามารถทนต่อกรดได้ดีที่สุดมีเปอร์เซ็นต์

การรอดชีวิตเท่ากับ 85.77 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 

(P<0.05) กับไอโซเลทอ่ืน สอดคล้องกับงานวิจัยของ Bujnakova and Strakova (2017) ที่คัดแยก 

Lactobacillus จำนวน 4 ไอโซเลท จากโยเกิร์ต และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร พบว่า L. acidophilus 

สามารถทนต่อกรดที่ pH 2.5 เป็นเวลา 4 ชั่วโมงได้ดีที่สุด มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 87 เปอร์เซ็นต์  

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Nivoliez et al. (2012) ที่คัดแยก L. rhamnosus จำนวน 2    

ไอโซเลท จากผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร  พบว่า L. rhamnosus Lcr Restituo® packet และ           

Lcr Restituo® capsule สามารถทนต่อกรดที่ pH 2.5 เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมงได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การ

รอดชีวิต 65.50 และ 60.13 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และงานวิจัยของ Ghatani and Tamang (2017) 

ได้คดัแยก Lactobacillus จำนวน 16 ไอโซเลท จากผลิตภัณฑ์นมหมัก พบว่า L. plantarum YD5S 

และ L. plantarum YD9S สามารถทนต่อกรดที่ pH 2.5 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง มีเปอร์เซ็นต์การรอด

ชีวิตเท่ากับ 54.29 และ 49.95 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

ความสามารถในการทนต่อกรดของ Lactobacillus เนื่องมาจากในสภาพแวดล้อมที่เป็นกรด 

Lactobacillus จะมีกลไกเพ่ือปรับตัวให้มีชีวิตรอด ได้แก่ 1) การรักษาสภาวะสมดุลของค่า pH 

บริเวณเซลล์ เมมเบรนของแบคทีเรียโดยอาศัยเอนไซม์ H+-ATPase เช่น K+-ATPase 2) การเร่ง

ปฏิกิริยา decarboxylation โดยอาศัยเอนไซม์ glutamate decarboxylase (GAD) และการแตก

โมเลกุลของ arginine โดยอาศัยเอนไซม์ carbamate kinase (CK) ซึ่งกลไกทั้งสองนี้มีการดึงโปรตอน

มาใช้ในปฏิกิริยา โดยขับโปรตอนออกผ่าน H+-ATPase pump 3) การปรับเปลี่ยนโครงสร้างเซลล์

เมมเบรน โดยการปรับเปลี่ยนโครงสร้างของไขมันและขนาดของ channel ทำให้สามารถขับโปรตอน

ออกจากไซโตพลาสซึมได้ดีขึ้นและ 4) การป้องกันโปรตีนถูกทำลาย และการซ่อมแซมความเสียหาย

ของ DNA ที่เกิดจากกรด เป็นต้น ส่วนความสามารถในการทนต่อกรดของ Streptococcus เท่าที่มี

การรายงานพบว่าอาจเกี่ยวข้องกับกลไก 1) การรักษาสภาวะสมดุลของค่า pH โดยอาศัยเอนไซม์ H+-

ATPase และ 4) การป้องกันโปรตีนถูกทำลาย และการซ่อมแซมความเสียหายของ DNA เท่านั้น 

(Guan and Liu, 2020) 
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ตารางท่ี 7 ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการทนต่อกรดที่ pH 2.5 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

หมายเหตุ: ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ำ ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

สัญลักษณ์ a-h แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05  (P<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

isolates strain 
log CFU/ml 

viability (%)* 
0h 2h 

MD-1 L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2 8.31±0.05 0.00±0.00 0.00±0.00a 
MD-2 S. thermophilus 3284 8.20±0.03 2.69±0.03 32.82±0.34cd 

MD-3 Lacti. rhamnosus 442 8.75±0.12 2.58±0.09 29.49±1.03c 

MD-4 S. thermophilus 3504 8.30±0.08 4.19±0.63 50.47±7.63f 

MD-5 L. plantarum 3335 9.30±0.02 3.52±0.07 37.83±0.79de 

MD-6 Lacti. paracasei W1-D-5 8.64±0.09 5.04±0.04 58.31±0.46g 

MD-7 Lacti. rhamnosus 2795 9.11±0.07 4.94±0.13 54.21±1.47fg 

MD-8 S. thermophilus 4079 9.00±0.04 3.83±0.04 42.49±0.39e 

MD-9 L. rhamnosus HDB1311 8.82±0.11 4.48±0.03 50.76±0.33f 

MD-10 L. plantarum YLL-03 8.67±0.11 1.72±0.12 19.77±1.41b 

MD-11 L. casei F4S1 8.93±0.05 1.46±0.15 16.35±1.69b 

TISTR 2365 L. acidophilus TISTR 2365 8.57±0.06 7.35±0.11 85.77±1.26h 

TISTR 938 L. curvatus TISTR 938 9.54±0.01 0.00±0.00 0.00±0.00a 
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4.2 ผลการทดสอบคุณสมบัติการทนต่อเกลือน้ำดี 

     ในร่างกายมีความเข้มข้นของเกลือน้ำดีในลำไส้เฉลี่ย 0.3 เปอร์เซ็นต์ (Prasad et al., 1998

อ้างจาก Gilliland et al., 1984; Sjovall, 1959) น้ำดีมีผลต่อแบคทีเรียโดยจะไปทำลายเซลล์เมม

เบรนที่มีส่วนประกอบหลักคือ ไขมันและกรดไขมัน ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เมมเบรนนี้อาจส่งผล

ต่อการซึมผ่านของสารและการรอดชีวิตของแบคทีเรีย (Succi et al., 2005)ในงานวิจัยนี้ศึกษา

แบคที เรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้  จำนวน 11 ไอโซเลท  และแบคที เรียอ้างอิง 2 สายพันธุ์                

(L. acidophilus TISTR 2365 และ L. curvatus TISTR 938) โดยทดสอบการทนต่อเกลือน้ำดีความ

เข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ทำการทดลอง 3 ซ้ำ วัดผลโดยนับจำนวนเซลล์แบคทีเรียที่

รอดชีวิต คำนวณหา log CFU/ml จากนั้นคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และวิเคราะห์ข้อมูลทาง

สถิติด้วย Tukey’s test แสดงผลดังตารางที่ 8  

ผลการทดสอบทนต่อเกลือน้ำดี พบว่าแบคทีเรีย 8 ไอโซเลท และแบคทีเรียอ้างอิง 2 สาย

พันธุ์ สามารถทนต่อเกลือน้ำดี (0.3% w/v) เป็นเวลา 3 ชั่วโมงได้ โดย MD-10 (L. plantarum YLL-

03) สามารถทนต่อเกลือน้ำดี (0.3% w/v) ได้ดีที่สุด มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงที่สุดเท่ากับ 99.50 

เปอร์เซ็นต์ รองลงมา ได้แก่ ไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 

97.12 เปอร์เซ็นต์  ส่วนไอโซเลทที่ เหลือ ได้แก่  ไอโซเลท  MD -11 (L. casei F4S1), MD -8             

(S. thermophilus 4079), MD-2 (S. thermophilus 3284), MD-7 Lacti. rhamnosus 2795),         

L. acidophilus TISTR 2365, MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5), MD-9 (L. rhamnosus 

HDB1311) และ L. curvatus TISTR 938 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 91.77, 67.07, 67.02, 

65.91, 61.09, 46.79, 41.77 และ 8.86 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และไม่พบการรอดชีวิตของไอโซเลท 

MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH2), MD-3  (Lacti. rhamnosus 442) และ MD-4 

(S. thermophilus 3504)  

จากผลการทดสอบทนต่อเกลือน้ำดีในงานวิจัยนี้  พบว่าแบคทีเรีย Lactobacillus, 

Lacticaseibacillus และ Streptococcus ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถทนต่อเกลือน้ำดี (0.3% 

w/v) เป็นเวลา 3 ชั่วโมงได้ จากการทดสอบที่มีจำนวนเซลล์เริ่มต้น 8.20-9.32 log CFU/ml เมื่อเวลา

ผ่านไป 3 ชั่วโมง มีจำนวนเซลล์ลดลงเหลือ 0.83- 8.53 log CFU/ml ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่

ในช่วง 8.86-99.50 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นไอโซเลท MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH2), 

MD-3  (Lacti. rhamnosus 442) และ MD-4 (S. thermophilus 3504)  
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จากงานวิจัยนี้ พบว่าไอโซเลท MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถทนต่อเกลือน้ำดี 

(0.3% w/v) ได้ดีที่สุดมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 99.50 เปอร์เซ็นต์ และไม่แตกต่างอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) กับไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) มี

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 97.12 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Faghfoori และคณะ 

(2017) รายงานว่าคัดแยก L. plantarum, L. casei, L. paracasei และ L. rhamnosus จาก

โยเกิร์ตและชีสของอิหร่านได้ทั้งหมด 56 สายพันธุ์ พบว่ามี 25 สายพันธุ์ที่สามารถทนต่อเกลือน้ำดี 

(0.3% w/v) ได้เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ได้แก่ L. plantarum จำนวน 9 สายพันธุ์ มีเปอร์เซ็นต์การรอด

ชีวิตอยู่ในช่วง 88-94 เปอร์เซ็นต์ โดย L. plantarum  AH-1 สามารถทนต่อเกลือน้ำดีได้ดีที่สุด 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 94 เปอร์เซ็นต์, L. casei จำนวน 10 สายพันธุ์ มีเปอร์เซ็นต์การรอด

ชีวิตอยู่ในช่วง 85-91 เปอร์เซ็นต์, L. paracasei จำนวน 3 สายพันธุ์ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่

ในช่วง 85-91เปอร์เซ็นต์ และ L. rhamnosus จำนวน 3 สายพันธุ์ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่

ในช่วง 87-92 เปอร์เซ็นต์ และงานวิจัยของ Motey et al. (2021) ได้คัดแยก L. plantarum ,         

L. fermentum, E. faecium และ P. acidilactici จากผลิตภัณฑ์นมหมักพ้ืนเมืองของกานาทั้งหมด 

30 สายพันธุ์ พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถทนต่อเกลือน้ำดี (0.3% w/v) 

ได้ มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงถึง 93.1-109.1 เปอร์เซ็นต์ โดย L. plantarum NL27 และ PA27 มี

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 93.1 และ 101.2 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

นอกจากนี้รายงานของ Li et al. (2017) ได้ศึกษา L. plantarum CY2 และ CY3 ที่คัดแยก

จากนม พบว่า L. plantarum ทั้ง 2 สายพันธุ์สามารถทนต่อเกลือน้ำดีได้ดี จากการทดสอบที่มี

จำนวนเซลล์เริ่มต้น 8.32 และ 8.49 log CFU/ml เมื่อเวลาผ่านไป 4 ชั่วโมง มีจำนวนเซลล์ลดลง

เหลือ 7.92 และ 8.53 log CFU/ml ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 95.19 และ 100.47 เปอร์เซ็นต์ 

ตามลำดับ 

ความสามารถในการทนต่อเกลือน้ำดีของ Lactobacillus แต่ละสายพันธุ์อาจเนื่องมาจาก

กลไกต่าง ๆ ได้แก่ 1) แบคทีเรียในลำไส้ที่มีชั้นของ exopolysaccharide (EPS) ทำหน้าที่เป็นเกราะ

ป้องกันจากสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม 2) การใช้ transporter ขับเกลือน้ำดีและกรดน้ำดีออกจาก

ไซโตพลาสซึม (Pfeiler and Klaenhammer, 2009) 3) การสร้าง heat shock protein เพ่ือช่วย

ส่งเสริมความแข็งแรงของโปรตีนและดีเอ็นเอให้เสถียร 4) การสลาย glucose เพ่ิมมากข้ึนเพื่อเพ่ิมการ

ผลิตพลังงาน และนำไปใช้ในกิจกรรมต่าง ๆ แล 5) แบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์สามารถผลิต
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เอนไซม์ bile salt hydrolase ได้ ซึ่งช่วยให้แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถรอดชีวิตได้ในสภาวะที่มี

เกลือน้ำดี (Bustos et al., 2018) 

ตารางท่ี 8 ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการทนต่อเกลือน้ำดี (0.3% w/v) เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง 

isolate strain 
log CFU/ml 

viability (%) 
0h 3h 

MD-1 L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2 8.41±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00a 

MD-2 S. thermophilus 3284 8.20±0.03 5.50±0.05 67.02±0.67d 

MD-3 Lacti. rhamnosus 442 9.15±0.07 0.00±0.00 0.00±0.00a 

MD-4 S. thermophilus 3504 8.43±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00a 

MD-5 L. plantarum 3335 8.78±0.03 8.53±0.01 97.12±0.17ef 

MD-6 Lacti. paracasei W1-D-5 8.69±0.12 4.06±0.03 46.79±0.30c 

MD-7 Lacti. rhamnosus 2795 8.91±0.04 5.88±0.07 65.91±0.75d 

MD-8 S. thermophilus 4079 8.79±0.05 5.90±0.08 67.07±0.92d 

MD-9 L. rhamnosus HDB1311 8.82±0.11 3.68±0.13 41.77±1.49c 

MD-10 L. plantarum YLL-03 8.58±0.09 8.53±0.04 99.50±0.46f 

MD-11 L. casei F4S1 8.93±0.05 8.19±0.07 91.77±0.75e 

TISTR 2365 L. acidophilus TISTR 2365 8.54±0.07 5.22±0.05 61.09±0.62d 

TISTR 938 L. curvatus TISTR 938 9.32±0.01 0.83±0.75 8.86±8.09b 

หมายเหตุ: ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ำ ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

สัญลักษณ์ a-f แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 



  52 

4.3 ผลการทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ 

เมื่อร่างกายได้รับยาปฏิชีวนะเป็นเวลานาน (6-8 สัปดาห์) ยาปฏิชีวนะจะไปรบกวนและส่งผล
ต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียในลำไส้ ส่งผลให้เชื้ออ่ืน ๆ ซึ่งอาจเป็นเชื้อที่ก่อโรค (pathogenic 
bacteria) เพ่ิมจำนวนขึ้นทำให้เกิดการอักเสบของทางเดินอาหารส่วนต้น หรือทำให้เกิดท้องเสียได้ ซึ่ง
การต้านทานต่อยาปฏิชีวนะเป็นคุณสมบัติหนึ่งในการคัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติก (Auputinan, 
2020) ในงานวิจัยนี้ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ จำนวน 11 ไอโซเลท  และแบคทีเรีย
อ้างอิง 2 สายพันธุ์ (L. acidophilus TISTR 2365 และ L. curvatus TISTR 938) โดยทดสอบการ
ต้านทานยาปฏิชีวนะทั้งหมด 9 ชนิด ซึ่งสามารถแบ่งตามกลไกการออกฤทธิ์ ได้เป็นกลไกการยับยั้ง
การสังเคราะห์ผนังเซลล์ของแบคทีเรียได้แก่ vancomycin, penicillin และ ampicillin ยับยั้งการ
สั ง เคราะห์ โป รตีน  ได้ แก่  gentamycin, clindamycin, te tracycline , erythromycin และ 
chloramphenicol และยับยั้งการสังเคราะห์สารตั้งต้นในกระบวนการสังเคราะห์กรดนิวคลิอิก ได้แก่ 
sulfamethoxazole โดยทดสอบด้วยวิธี disc diffusion ทำการทดลอง 3 ซ้ำ วิเคราะห์ข้อมูลขนาด 
clear zone ของ Lactobacillus เปรียบเทียบกับ เกณฑ์ตามวิธีของ  Charteris et al., 1998  
แสดงผลดังตารางที่ 9  และ S. thermophilus เปรียบเทียบกับเกณฑ์ตามวิธีของ CLSI M100-S28 
แสดงผลดังตารางที่ 6  

ผลการทดสอบการต้านทานยาปฏิชีวนะของ Lactobacillus จำนวน 8 ไอโซเลท และ
แบคทีเรียอ้างอิง 2 สายพันธุ์ ต่อยาปฏิชีวนะ พบว่า 

ไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถ
ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้มากที่สุด 6 ชนิด โดยสามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้ (resistant) 4 
ชนิด ได้แก่ gentamycin, sulfamethoxazole, vancomycin และ penicillin และต้านทานต่อยา
ปฏิชีวนะได้ในระดับปานกลาง (intermediate) 2 ชนิด ได้แก่ clindamycin และ tetracycline แต่
มีความไวต่อยา (susceptible) 3 ชนิด ได้แก่ erythromycin, chloramphenicol และ ampicillin  

ไอโซเลท MD-3  (Lacti. rhamnosus 442), MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795) และ MD-9 
(L. rhamnosus HDB1311) สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด โดยสามารถต้านทานต่อยา
ปฏิชีวนะได้ (resistant) 3 ชนิด ได้แก่ gentamycin, sulfamethoxazole และ vancomycin และ
ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้ในระดับปานกลาง (intermediate) 1 ชนิด ได้แก่ penicillin แต่มีความไว
ต่ อ ย า  (susceptible) 5 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  clindamycin, t e t r a c y c l in e , erythromycin, 
chloramphenicol และ ampicillin 

ไอโซเลท MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5), MD-11 (L. casei F4S1) และ L. curvatus 
TISTR 938 สามารถต้ าน ท านต่ อ ย าป ฏิ ชี วน ะได้  (resistant) 3 ชนิ ด  ได้ แก่  gentamycin, 
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sulfamethoxazole และ vancomycin ได้  แต่มีความไวต่อยา  (susceptible) 6 ชนิด ได้ แก่  
penicillin, clindamycin, tetracycline, erythromycin, chloramphenicol และ ampicillin 

L. acidophilus TISTR 2365 สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้ (resistant) 3 ชนิด ได้แก่ 
gentamycin, sulfamethoxazole และ  clindamycin ได้  แต่ มี ค วาม ไวต่ อยา (susceptible)        
6 ชนิด ได้แก่ vancomycin, penicillin, tetracycline, erythromycin, chloramphenicol และ 
ampicillin 

ไอโซเลท MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH2) สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ
ได้  (resistant) 2 ช นิ ด  ได้ แ ก่  gentamycin แ ล ะ  sulfamethoxazole แ ต่ มี ค ว าม ไว ต่ อ ย า 
(susceptible) 7 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  vancomycin, penicillin, clindamycin, t e t r a c y c l in e , 
erythromycin, chloramphenicol และ ampicillin 

ผลการทดสอบการต้านทานยาปฏิชีวนะของ S. thermophilus จำนวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ 
MD-2  (S. thermophilus 3284), MD-4 (S. thermophilus 3 5 0 4 ) แ ล ะ  MD-8                      
(S. thermophilus 4079) ต่อยาปฏิชีวนะทั้งหมด 9 ชนิด แล้ววิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้เกณฑ์ตามวิธี
ข อ ง  CLSI M100-S28 พ บ ว่ า  S. thermophilus ทุ ก ส าย พั น ธุ์ ที่ ท ด ส อ บ มี ค ว าม ไว ต่ อ ย า 
(susceptible) 5 ชนิ ด  ได้ แก่  vancomycin, clindamycin, tetracycline, erythromycin และ 
chloramphenicol 

จากผลทดสอบการต้านยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อยาปฏิชีวนะทั้งหมด 9 ชนิด 
ในงานวิจัยนี้ พบว่าแบคทีเรีย Lactobacillus และ Lacticaseibacillus ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบ
สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ gentamycin, sulfamethoxazole และ vancomycin ได้ ยกเว้น 
MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2) และ L. acidophilus TISTR 2365  

จากงานวิจัยนี้ พบว่าไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum 
YLL-03) สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้ดีกว่าทุกสายพันธุ์ที่ทำการทดสอบ โดยสามารถต้านทาน
ต่อยาปฏิชีวนะได้ 6 ชนิด จากยาปฏิชีวนะท้ังหมด 9 ชนิด ได้แก่ gentamycin, sulfamethoxazole, 
vancomycin, penicillin, clindamycin และ tetracycline ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Sharma 
และคณะ (2017) ที่คัดแยก Lactobacillus จำนวน 31 สายพันธุ์ จากตัวอย่างนม และผลิตภัณฑ์นม 
พบว่า Lactobacillus ส่วนใหญ่ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ gentamycin และ vancomycin ได้ แต่มี
ความไวต่อยา erythromycin, chloramphenicol และ ampicillin โดย L. plantarum D7 
สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้มากที่สุดถึง 18 ชนิด จากยาปฏิชีวนะทั้งหมด 26 ชนิด รวมถึง 
gentamycin, vancomycin, penicillin, clindamycin และ tetracycline นอกจากนี้ Yadav และ
คณะ (2016) ได้ศึกษา L. plantarum RYPR1 ที่คัดแยกจากอาหารหมักของอินเดีย (Rabadi) พบว่า 
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L. plantarum RYPR1 สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้ 7 ชนิด จากยาปฏิชีวนะทั้งหมด 10 ชนิด 
รวมถึง  gentamycin, vancomycin, penicillin และ tetracycline  

ความสามารถในการต้ านทานต่อยาปฏิ ชี วนะหลายชนิ ดรวมถึ ง gentamycin และ 
vancomycin ใน Lactobacillus เป็นแบบ intrinsic resistance (Sharma et al., 2014) โดย 
Lactobacillus สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ vancomycin binding site ที่ peptidoglycan 
มีผลทำให้ความสามารถในการจับกันระหว่าง vancomycin กับ peptidoglycan ลดลง 1,000 เท่า 
นอกจากนี้ยาที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิก เช่น sulfamethoxazole ส่วนใหญ่จะ
สามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง Lactobacillus ได้ต่ำ แต่ในทางกลับกัน Lactobacillus มักไวต่อยาที่มีฤทธิ์
ยับยั้ งการสั งเคราะห์ โปรตีน  เช่น  tetracycline และ chloramphenicol ยกเว้นยาในกลุ่ ม 
aminoglycosides เช่น gentamycin ซึ่งมีรายงานว่า Lactobacillus ส่วนใหญ่มีความไวต่อยาที่มี
ฤทธิ์ยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ในกลุ่ม beta-lactam เช่น ampicillin เนื่องจากจะไปออกฤทธิ์ขัดขวาง
การสร้างผนังเซลล์ ซึ่งเป็นส่วนประกอบสำคัญของเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกทำให้มีผลต่อการเจริญ
ของแบคทีเรีย (Deghorain et al., 2007; Gueimonde et al., 2013; Zhang et al., 2018) 
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4.4 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค 

     ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์มีแบคทีเรียที่ดีและแบคทีเรียที่ก่อโรค ตัวอย่างแบคทีเรียก่อ

โรค เช่น Escherichia coli และ Staphylococcus aureus เป็นต้น แบคทีเรียเหล่านี้ก่อให้เกิดโรค

ภายในระบบทางเดินอาหาร ดังนั้นจึงอาศัยคุณสมบัติการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคของแบคทีเรียกรดแล

คติกเพ่ือรักษาสมดุลของแบคทีเรียภายในลำไส้ และควบคุมการเจริญของแบคทีเรียที่ก่อโรคไม่ให้

เจริญจนเป็นอันตรายต่อสุขภาพ ในงานวิจัยนี้จึงทดสอบ supernatant ของแบคทีเรียกรดแลคติก 

จำนวน 11 ไอโซเลท และแบคทีเรียอ้างอิง 2 สายพันธุ์ (L. acidophilus TISTR 2365 และ          

L. curvatus TISTR 938) ในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 5 สายพันธุ์ แบ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรคแก

รมบวกจำนวน 2 สายพันธุ์ ได้แก่ B. subtilis TISTR 008 และ S. aureus TISTR 885 และแบคทีเรีย

ก่อโรคแกรมลบจำนวน 3 สายพันธุ์ ได้แก่ E. coli TISTR 887, P. aeruginosa TISTR 1287 และ     

S. Typhimurium TISTR 292 ทดสอบโดยวิธี agar well diffusion ทำการทดลอง 3 ซ้ำ วัดผลการ

ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคโดยการวัดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของ clear zone (mm) และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วย Tukey’s test รูปผลการยับยั้ง

แบคทีเรียก่อโรคบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ NA แสดงดังตารางที่ 11 และขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ 

clear zone แสดงดังตารางที่ 12  

     ผลการทดสอบพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้ง B. subtilis ได้ดีที่สุด ได้แก่ ไอโซ

เลท MD-3 (Lacti. rhamnosus 442) มี clear zone ขนาด 11.00 mm และไม่แตกต่างอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) กับไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335),     

MD-10 (L. plantarum YLL-03), MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795), MD-9 (L. rhamnosus 

HDB1311) และ MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5) มี clear zone ขนาด 10.33, 10.33, 10.00, 

10.00 และ 9.00 mm ตามลำดับ ส่วนไอโซเลทที่เหลือ ได้แก่ ไอโซเลท MD-11 (L. casei F4S1),     

L. curvatus TISTR 938, MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2), L. acidophilus 

TISTR 2365, MD-2 (S. thermophilus 3284) และ MD-4 (S. thermophilus 3504) มี clear 

zone ขนาด 8.67, 6.33, 5.00, 4.67, 3.00 และ 3.00 mm  ตามลำดับ ส่วนไอโซเลท MD-8        

(S. thermophilus 4079) ไม่สามารถยับยั้ง B. subtilis ได ้

     แบคที เรียกรดแลคติกที่ สามารถยับยั้ ง E. coli ได้ดีที่ สุ ด  ได้แก่  ไอโซเลท MD -10               

(L. plantarum YLL-03) มี clear zone ขนาด 9.00 mm และให้ผลไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทาง

สถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) กับไอโซเลท MD-3 (Lacti. rhamnosus 442), MD-5          
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(L. plantarum 3335), MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795), MD-9 (L. rhamnosus HDB1311) 

และ MD-11 (L. casei F4S1) มี clear zone ขนาด 8.33, 8.33, 8.33, 8.33 และ 8.00 ตามลำดับ 

ส่วนไอโซเลทที่เหลือ ได้แก่ ไอโซเลท MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5), L. curvatus TISTR 938, 

L. acidophilus TISTR 2365 และ MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2) มี clear 

zone ขนาด 7.67, 5.00, 3.33 และ 1.67 mm ตามลำดับ ส่วนไอโซเลท MD-2 (S. thermophilus 

3284), MD-4 (S. thermophilus 3504) และ MD-8 (S. thermophilus 4079) ไม่สามารถยับยั้ง    

E. coli ได ้

     แบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้ง P. aeruginosa ได้ดีที่สุด ได้แก่ ไอโซเลท MD-10          

(L. plantarum YLL-03), MD-5 (L. plantarum 3335), MD-9 (L. rhamnosus HDB1311),     

MD-3 (Lacti. rhamnosus 442) และ MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795) มี clear zone ขนาด 

9.67, 9.33, 9.33, 9.00 และ 9.00 mm ตามลำดับ ซึ่งให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ

นัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) กับไอโซเลทอ่ืน ได้แก่ ไอโซเลท MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5),    

MD-11 (L. casei F4S1) และ L. curvatus TISTR 938 มี clear zone ขนาด 7.33, 7.00 และ 

2.67 mm ตามลำดับ ส่วนไอโซเลท MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2), MD-2      

(S. thermophilus 3284), MD-4 (S. thermophilus 3504), MD-8 (S. thermophilus 4079) 

และ L. acidophilus TISTR 2365 ไม่สามารถยับยั้ง P. aeruginosa ได ้

แบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้ง S. Typhimurium ได้ดีที่สุด ได้แก่ ไอโซเลท MD-5     

(L. plantarum 3335), MD-3 (Lacti. rhamnosus 442), MD-9 (L. rhamnosus HDB1311), 

MD-10 (L. plantarum YLL-03) และ MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795) มี clear zone ขนาด 

9.33, 9.00, 9.00, 9.00 และ 8.33 mm ตามลำดับ ซึ่งให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ

นัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) กับไอโซเลทอ่ืน ได้แก่ ไอโซเลท MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5),   

MD-11 (L. casei F4S1) และ L. curvatus TISTR 938 มี clear zone ขนาด 6.67, 6.67 และ 

2.33 mm ตามลำดับ ส่วนไอโซเลท MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2), MD-2    

(S. thermophilus 3284), MD-4 (S. thermophilus 3504), MD-8 (S. thermophilus 4079) 

และ L. acidophilus TISTR 2365 ไม่สามารถยับยั้ง S. Typhimurium ได ้

แบคที เรียกรดแลคติกที่ สามารถยับยั้ ง S. aureus ได้ดีที่สุด ได้แก่  ไอโซเลท MD -3          

(Lacti. rhamnosus 442), MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) 

ซึ่งทั้ง 3 ไอโซเลทมี clear zone ขนาด 7.00 mm ซึ่งให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ
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นัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) กับไอโซเลทอื่น ได้แก่ ไอโซเลท MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795), MD-9 

(L. rhamnosus HDB1311), MD-6 (Lacti. Paracasei  W1-D-5) และ MD-11 (L. casei F4S1) มี 

clear zone ขนาด 6.33, 6.00, 5.67 และ 5.00 m m  ตามลำดับ  ส่ วนไอโซเลท MD -1                 

(L. delbrueckii subsp . bulgaricus CH 2), MD -2 (S. thermophilus  3284 ), MD -4                

S. thermophilus 3504), MD-8 (S. thermophilus 4079), L. acidophilus TISTR 2365 และ         

L. curvatus TISTR 938  ไม่สามารถยับยั้ง S. aureus ได ้

จากผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้ งแบคที เรียก่อโรคในงานวิจัยนี้  พบว่า 

Lactobacillus และ Lacticaseibacillus จำนวน 7 ไอโซเลท ได้แก่ MD-3 (Lacti. rhamnosus 

442 ), M D -5 (L . p lantarum  3335 ),   M D -6  (Lacti. pa racase i W 1 -D -5 ), M D -7               

(Lacti. rhamnosus 2795), MD-9 (L. rhamnosus HDB1311), MD-10 (L. plantarum 3335), 

และ MD-11 (L. casei F4S1) สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคแกรมบวกและ    แกรมลบได้ทั้ง 5 สาย

พันธุ์  

จากงานวิจัยนี้ พบว่าไอโซเลท MD-10 (L. plantarum 3335) สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค

ทั้ง 5 สายพันธุ์ ได้ดีที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Abo-Amer (2007) ได้คัดแยก L. plantarum 

AA135 จากโยเกิร์ต พบว่าสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค E. coli ATCC 11229, P. aeruginosa 

ATCC 15442 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ได้ดีที่สุด และ Haghshenas et al. (2015) ได้

ศึกษา Lactobacillus จำนวน 17 ไอโซเลท ที่คัดแยกจากโยเกิร์ตและตัวอย่างนม ได้แก่ L. casei 

จำนวน 5 ไอโซเลท L. paracasei จำนวน 4 ไอโซเลท L. rhamnosus จำนวน 4 ไอโซเลท           

L. plantarum จำนวน 3 ไอโซเลท และ L. delbrueckii จำนวน 1 ไอโซเลท พบว่า L. plantarum 

17C และ L. plantarum 13C สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบ ได้แก่ E. coli, 

S. aureus, S. Typhimurium, B. cereus, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae 

และ Shigella flexneri นอกจากนี้ De Giani et al. (2019) ได้ศึกษา L. plantarum PBS067 ต่อ

การยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค พบว่า L. plantarum PBS067 สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อได้ทั้ง 4 สาย

พันธุ์ที่ทดสอบ ได้แก่ E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 9027, S. aureus ATCC 6538  

และ Enterococcus faecalis ATCC 2922 

ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคของแบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์อาจมีผล

เนื่องมาจากแบคทีเรียสามารถผลิตสารเมแทบอไลต์ได้ เช่น กรดอะซิติกที่สามารถลดค่า pH ในลำไส้

ทำให้สภาพแวดล้อมไม่ เหมาะสมต่อการเจริญของแบคที เรียก่อโรค เช่น S. aureus และ          
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Listeria monocytogenes (Reis  et al., 2012 อ้างอิงจาก De Vuyst and Leroy, 2007; 

Oliveira et al., 2008; Vasiljevic and Shah, 2008) และยังสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน เช่น nisin 

และ lactacin B เป็นต้น ที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคหลายชนิดโดยเฉพาะ

แบคทีเรียในระบบทางเดินอาหาร (Prabhurajeshwar and Chandrakanth, 2019) 

ตารางท่ี 11 ผลการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 5 สายพันธุ์ บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ NA 
pathogen antimicrobial resistance (clear zone) 

B. subtilis TISTR 008 

   

E. coli TISTR 887 

   

P. aeruginosa TISTR 1287 

   

S. aureus TISTR 885 

   

S. Typhimurium TISTR 292 

   
หมายเหตุ: รูปประกอบเป็นตัวแทนจากการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ  

กำหนดให้ (1) MD-1: L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2, (2) MD-2: S. thermophilus 3284, (3) MD-3: Lacti. 

rhamnosus 442, (4) MD-4: S. thermophilus 3504, (5) MD-5: L. plantarum 3335, (6) MD-6: Lacti. paracasei W1-D-5, 

(7) MD-7: Lacti. rhamnosus 2795, (8) MD-8: S. thermophilus 4079, (9) MD-9: L. rhamnosus HDB1311, (10) MD-10: L. 

plantarum YLL-03, (11) MD-11: L. casei F4S1, (12) L. acidophilus TISTR 2365, (13) L. curvatus TISTR 938 และ (C) 

Control: MRS broth 
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4.5 ผลการทดสอบคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ 

     อนุมูลอิสระเป็นสารที่มี unpaired electron ทำให้สารนั้นไม่เสถียรและไวต่อปฏิกิริยา โดย
อนุมูลอิสระดึงอิเล็กตรอนจากสารอ่ืน ๆ เพ่ือทำให้เกิดความเถียร เมื่ออนุมูลอิสระมีมากเกินสมดุลจะ
ไปทำลายส่วนประกอบของเซลล์ เช่น ดีเอ็นเอ โปรตีน ไขมัน รวมทั้งเยื่อหุ้มเซลล์ด้วย อาจเป็นสาเหตุ
ทำให้เกิดโรคต่าง ๆ เช่น มะเร็ง อัลไซเมอร์ และลำไส้อักเสบ เป็นต้น จึงมีการใช้สารต้านอนุมูลอิสระ 
ได้ แก่  1) สารต้ านอนุ มู ล อิสระจากธรรมชาติ  (natural  antioxidant) ที่ เป็ น เอนไซม์  เช่ น 
superoxide dismutase เป็นต้น และสารที่ไม่ใช่เอนไซม์ เช่น วิตามิน และ glutathione เป็นต้น 
และ 2) สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ นิยมนำใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร อย่างไรก็ตามมีรายงานว่า
สารต้านอนุมูลอิสระส่วนใหญ่มีผลข้างเคียงและอาจเป็นอันตรายต่อสุขภาพ เช่น BHT (butylated 
hydroxytoluene) เป็นสาเหตุของโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะและมะเร็งต่อมไทรอยด์ (Kulawik et 
al., 2013) ทำให้มีงานวิจัยที่ศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติเพ่ือใช้ทดแทน  ในงานวิจัยนี้จึง
ทดสอบคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระของ supernatant ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้
จำนวน 11 ไอโซเลท  และแบคที เรียอ้างอิง 2 สายพันธุ์  (L. acidophilus TISTR 2365 และ          
L. curvatus TISTR 938) ด้วยวิธี DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl radical scavenging 
activity) แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm ทำการทดลอง 3 ซ้ำ จากนั้นนำค่าที่
ได้มาคำนวณเปอร์เซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระ (DPPH scavenging activity (%)) และวิเคราะห์ข้อมูล
ทางสถิติด้วย Dunnett’s multiple range test โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 0.5% (w/v)      
L-ascorbic acid แสดงผลดังตารางที่ 13  

     ผลการทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า ไอโซเลท MD-5    
(L. plantarum 3335) สามารถต้านอนุมูลอิสระได้สูงที่สุด เท่ากับ 91.81 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลทที่
เ ห ลื อ  ไ ด้ แ ก่  MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5), MD-11 (L. casei F4S1), MD-8                   
(S. thermophilus 4079), L. curvatus TISTR 938,   MD-9 (L. rhamnosus HDB1311), MD-3 
(Lacti. rhamnosus 442), MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2), MD-2               
(S. thermophilus 3284), MD-10 (L. plantarum YLL-03), MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795), 
L. acidophilus TISTR 2365 และ MD-4 (S. thermophilus 3504) สามารถต้านอนุมูลอิสระได้
เท่ ากับ  90.30, 89.30, 88.96, 88.92, 88.50, 88.17, 87.92, 87.90, 87.82, 87.79, 86.97 และ 
83.76 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และสารมาตรฐาน 0.5% (w/v) L-ascorbic acid สามารถต้านอนุมูล
อิสระเท่ากับ 94.21 เปอร์เซ็นต์  

     จากผลการทดสอบความสามารถการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ในงานวิจัยนี้ พบว่า 
แบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วง 83.76-91.81 
เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335), MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-), MD-8 
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(S. thermophilus 4079), MD-11 (L. casei F4S1), และ L. curvatus TISTR 938 สามารถต้าน
อนุมูลอิสระได้ดี ให้ผลไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) เมื่อเทียบกับ 
control (0.5% (w/v) L-ascorbic acid) โดย MD-5 (L. plantarum 3335) มีคุณสมบัติการต้าน
อนุ มู ล อิสระได้ดีที่ สุ ด  (91.81 เปอร์ เซ็นต์ ) รองลงมาได้แก่  MD-6 Lacti. paracasei (90.30 
เปอร์เซ็นต์ ) ซึ่ งได้ผลการทดสอบสูงกว่างานวิจัยของ  Shi et al. (2019) ที่ รายงานว่าคัดแยก           
L. plantarum, L. paracasei, Weisella paramesenteroides, Enterococcus faecium และ 
Pediococcus pentosaceus จากชีสแบบดั้งเดิมของจีน เมื่อนำมาทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี DPPH พบว่า L. plantarum subsp. plantarum W2/KX261527.1 สามารถต้านอนุมูลอิสระ
ได้ดีที่สุด คิดเป็น 39.30 เปอร์เซ็นต์ ส่วน L. paracasei 154 และ 039  สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ 
คิดเป็น 27.27 และ 19.70 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และงานวิจัยของ Riane et al. (2021) ศึกษาการ
ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของ L. plantarum, L. viridescens, L. delbrueckii ssp lactis,     
L. helveticus และ Lactobacillus sp. ที่คัดแยกจากนม พบว่า L. plantarum 15 สามารถต้าน
อนุมูลอิสระได้ดีที่สุด มีค่าเท่ากับ 72.21 เปอร์เซ็นต์ 

     ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของแบคทีเรียกรดแลคติก อาจมีผลเนื่องมาจาก

แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสร้างสารที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ เช่น glutathione, catalase 

และ NADH oxidase เป็นต้น (Zhang et al., 2013)  ในกรณีท่ีทดสอบกับอนุมูลอิสระ DPPH (2, 2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) ที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวบนอะตอมของไนโตรเจน สารที่มีคุณสมบัติ

ต้านอนุมูลอิสระจะไปทำปฏิกิริยากับ DPPH เกิดการทำลายหรือยับยั้งอนุมูลอิสระ (radical 

scavenging) ที่เกิดขึ้น จากปฏิกิริยาดังกล่าวจะทำให้สารละลายเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง 

(Zhang et al., 2011) ซึ่งจะเรียกสารที่สามารถกำจัดอนุมูลอิสระได้ว่าเป็น redical scavenger หรือ 

เรียกสารต้านออกซิเดชันตามกลไกการยับยั้งชนิดที่เกิดการทำลายหรือยับยั้งอนุมูลอิสระว่าเป็น 

scavenging antioxidant สารต้านอนุมูลอิสระเป็นโมเลกุลที่มีความสามารถในการยับยั้งปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน (oxidation) ที่มีต่อโมเลกุลอ่ืน เป็นสารที่สามารถทำลายอนุมูลอิสระในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต 

เช่น ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับไขมันที่ เป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ ( lipid 

membrane peroxidation) เป็นต้น 
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ตารางท่ี 13 ผลความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของแบคทีเรียกรดแลคติก ด้วยวิธี DPPH 
isolate strain DPPH scavenging activity (%) 
MD-1 L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2 87.92±5.67* 

MD-2 S. thermophilus 3284 87.90±0.49* 
MD-3 Lacti. rhamnosus 442 88.17±1.45* 
MD-4 S. thermophilus 3504 83.76±1.52* 

MD-5 L. plantarum 3335 91.81±3.33 
MD-6 Lacti. paracasei W1-D-5 90.30±1.86 

MD-7 Lacti. rhamnosus 2795 87.79±0.75* 
MD-8 S. thermophilus 4079 88.96±1.95 
MD-9 L. rhamnosus HDB1311 88.50±2.10* 
MD-10 L. plantarum YLL-03 87.82±2.29* 

MD-11 L. casei F4S1 89.30±0.70 
TISTR 2365 L. acidophilus TISTR 2365 86.97±1.37* 
TISTR 938 L. curvatus TISTR 938 88.92±1.06 

Ascorbic (control) 0.5% (w/v) L-ascorbic acid 94.21±1.67 

หมายเหตุ: ข้อมูลแสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ำ ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

สัญลักษณ์ * แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P<0.05)  เมื่อ

เทียบกับ control 
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5. ผลของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อการลดระดับคอเลสเตอรอล 

5.1 ผลการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase 

     การสร้างเอนไซม ์bile salt hydrolase สามารถใช้เป็นคุณสมบัติสำหรับการคัดเลือกโพรไบโอ

ติก ในการศึกษาการลดคอเลสเตอรอลได้ (Majeed et al., 2019) เนื่องจากคอเลสเตอรอลเป็นสาร

ตั้งต้นในการสังเคราะห์เกลือน้ำดี เมื่อเกลือน้ำดีถูกย่อยโดยเอนไซม์  bile salt hydrolase จะ

กลายเป็นกรดน้ำดีอิสระ และถูกขับออกทางอุจจาระ ส่งผลให้มีการดึงคอเลสเตอรอลมาใช้เพ่ือสร้าง

เกลือน้ำดีมากขึ้น ทำให้ระดับคอเลสเตอรอลในร่างกายลดลง  (Kumar et al., 2012b)งานวิจัยนี้จึง

ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ จำนวน 11 ไอโซเลท  และแบคทีเรีย

อ้างอิง 2 สายพันธุ์ (L. acidophilus TISTR 2365 และ L. curvatus TISTR 938) ในการสร้าง

เอนไซม์ bile salt hydrolase บนอาหาร MRS agar ที่เสริมด้วย 0.5% (w/v) taurodeoxycholic 

acid sodium salt (TDCA) และ CaCl2 (0.37 g/l) และใช้ MRS agar ที่ไม่เสริมด้วย TDCA และ 

CaCl2 เป็นชุดควบคุม (control) และสังเกตการตกตะกอนที่โคโลนีหรือการเกิดโคโลนีสีขาวขุ่น และ/

หรือเกิดการตกตะกอนบนอาหารบริเวณรอบโคโลนี ทำการทดลอง 3 ซ้ำ โดยลักษณะโคโลนีของ

แบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหาร MRS agar (control) เทียบกับ MRS agar ที่เสริมด้วย TDCA และ 

CaCl2 แสดงดังรูปที่ 13 และผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase แสดงดังตารางที่ 

14 

ผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase พบว่าไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 

3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์  bile salt 

hydrolase ส่วนไอโซเลทที่เหลือ ได้แก่ MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2), MD-2 

(S. thermophilus 3284), MD-3 (Lacti. rhamnosus 442), MD-4 (S. thermophilus 3504), 

MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5), MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795), MD-8 (S. thermophilus 

4079), MD-9 (L. rhamnosus HDB1311), MD-11 (L. casei F4S1), L. curvatus TISTR 2365 

และ L. acidophilus TISTR 938 ไมพ่บความสามารถในการสร้างเอนไซม ์bile salt hydrolase 

จากผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase ในงานวิจัยนี้ พบว่าเกิดการ

ตกตะกอนและโคโลนีมีสีขาวขุ่น รวมถึงพบการตกตะกอนบนอาหารบริเวณรอบโคโลนีของไอโซเลท 

MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) บนอาหาร MRS agar ที่เสริม

ด้วย TDCA และ CaCl2 เมื่อเทียบกับชุดควบคุม บ่งบอกถึงความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile 

salt hydrolase เนื่องจากการตกตะกอนรอบ ๆ โคโลนีบนอาหาร MRS agar ที่เสริมด้วย TDCA และ 
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CaCl2 (ดังลูกศรชี้ในรูปที่ 13) เกิดจากเอนไซม์ bile salt hydrolase ไปสลายพันธะที่เชื่อมระหว่าง

กรดอะมิโนและกรดน้ำดีอิสระของ taurodeoxycholic acid ซึ่งเป็น conjugated bile acid ได้

กรดอะมิโน taurine และ กรดน้ำดีอิสระ deoxycholic acid ซึ่งมีคุณสมบัติละลายน้ำได้น้อย ทำให้

เกิดการตกตะกอนที่โคโลนีและบริเวณรอบโคโลนี (Dashkevicz et al., 1989) โดยงานวิจัยของ Cho 

และคณะ (2006) ได้ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกจำนวน 120 ไอโซเลท พบว่ามีเพียง L. plantarum 

จำนวน 5 ไอโซเลท เท่านั้นที่สามารถสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase ได้แก่ L. plantarum CK 

101, CK 102, CK 103, CK 104 และ CK 105 นอกจากนี้ Hernandez-Gomez และคณะ (2021) 

ได้คัดแยกจุลินทรีย์ โพรไบโอติกจากผลิตภัณฑ์ เสริมอาหาร นมหมัก และครีมชีส  พบว่า 

Lactobacillus จำนวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ L. plantarum DGIA1, L. plantarum 299v,            

L. rhamnosus GG, L. casei Shirota และ L. fermentum K73 มีความสามารถในการสร้าง

เอนไซม์ bile salt hydrolase โดย L. plantarum DGIA1 สามารถย่อยเกลือน้ำดี 4 ชนิด ได้แก่ 

sodium glycocholate, sodium glycodeoxycholate, sodium taurocholate  และ sodium 

taurodeoxycholate ได้ดีที่สุด โดยมีค่า bile salt deconjugation activity 69–100 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางท่ี 14 ผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase 

isolate bile salt hydrolase activity 
MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2) - 

MD-2 (S. thermophilus 3284) - 

MD-3 (Lacti. rhamnosus 442) - 
MD-4 (S. thermophilus 3504) - 

MD-5 (L. plantarum 3335) + 
MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5) - 

MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795) - 

MD-8 (S. thermophilus 4079) - 
MD-9 (L. rhamnosus HDB1311) - 

MD-10 (L. plantarum YLL-03) + 

MD-11 (L. casei F4S1) - 
L. curvatus TISTR 2365 - 

L. acidophilus TISTR 938 - 

หมายเหตุ: + หมายถึง มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase 

- หมายถึง ไม่พบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase 
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5.2 ผลการทดสอบความสามารถในการลดระดับคอเลสเตอรอล 

     คอเลสเตอรอล เป็นไขมันที่มีความจำเป็นต่อร่างกาย แต่หากร่างกายมีระดับคอเลสเตอรอลสูง
มากเกินไป สามารถเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ ซึ่งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตส่วน
ใหญ่ในหลายประเทศทั่วโลก และมีแนวโน้มการเพ่ิมขึ้นของโรงอย่างรวดเร็ว นอกจากนี้ยังพบว่าผู้ที่มี
ระดับคอเลสเตอรอลในเลือดสูงมีโอกาสเสี่ยงต่อการเกิดภาวะหัวใจวายมากกว่าผู้ที่มีระดับ
คอเลสเตอรอลที่อยู่ในเกณฑ์ปกติถึง 3 เท่า ถึงแม้ว่าในปัจจุบันจะมีการใช้ยาในกลุ่ม statin ในการ
รักษาภาวะคอเลสเตอรอลในเลือดสูง แต่พบว่ายาค่อนข้างมีราคาแพง และมีผลข้างเคียงต่อร่างกายได้ 
(Kumar et al., 2012) ในงานวิจัยนี้จึงศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ จำนวน 11 ไอโซเลท 
และแบคทีเรียอ้างอิง 2 สายพันธุ์ (L. acidophilus TISTR 2365 และ L. curvatus TISTR 938) ใน
การลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลอง โดยการเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกลงในอาหาร MRS 
broth ที่เสริมด้วย 0.3% (w/v) ox gall และ cholesterol-PEG 600 (100 μg/ml) และใช้อาหาร 
MRS broth ที่ไม่มีการเติมเชื้อเป็นชุด control หลังจากบ่ม 24 ชั่วโมง นำส่วน supernatant มา
วิเคราะห์ปริมาณของคอเลสเตอรอลด้วยวิธี O-phthalaldehyde แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 550 nm ทำการทดลอง 3 ซ้ำ นำค่าที่ได้มาคำนวณเปอร์เซ็นต์การลดคอเลสเตอรอล 
(cholesterol reduction (%)) และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วย Tukey’s test แสดงดังรูปที่ 14  

     ผลการทดสอบความสามารถในการลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลอง พบว่า MD-5                      
(L. plantarum 3335) สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลได้ดีที่สุด เท่ ากับ 82.70 เปอร์เซ็นต์  
รองลงมาได้แก่ MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลได้เท่ากับ 70.73 
เป อ ร์ เ ซ็ น ต์  ส่ ว น ไ อ โ ซ เล ท ที่ เ ห ลื อ  ไ ด้ แ ก่  MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795), MD-6                
(Lacti. paracasei W1-D-5), MD-11 (L. casei F4S1), MD-8 (S. thermophilus 4079),           
L. acidophilus TISTR 938, MD-2 (S. thermophilus 3284), MD-4 (S. thermophilus 3504), 
MD-3 (Lacti. rhamnosus 442), L. curvatus TISTR 2365, MD-9 (L. rhamnosus HDB1311), 
และ MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2) สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลได้ 43.52, 
41.35, 35.91, 34.82, 33.73, 33.73, 32.64, 27.20, 26.11, 22.85 แ ล ะ  14.92 เป อ ร์ เซ็ น ต์  
ตามลำดับ 

จากผลการทดสอบความสามารถในการลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองที่เวลา 24 
ชั่วโมงในงานวิจัยนี้ พบว่า MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) มี
ความสามารถในการลดระดับคอเลสเตอรอลได้ดีที่สุด 2 อันดับแรก จึงนำมาศึกษา 1) การเจริญใน
อาหาร MRS broth ที่เสริมด้วย 0.3% (w/v) Ox gall และ cholesterol-PEG 600 (100 μg/ml) ที่
เวลา 6 12 18 และ 24 ชั่วโมง แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm (OD600)           
2) ปริมาณของคอเลสเตอรอลในอาหาร (supernatant) 3) ปริมาณคอเลสเตอรอลที่เซลล์แบคทีเรีย 
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(cell pellet) โดยนำส่วน supernatant และ cell pellet มาวิเคราะห์ปริมาณของคอเลสเตอรอล
ด้วยวิธี O-phthalaldehyde แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm ทำการทดลอง 3 
ซ้ำ และนำค่าที่ได้มาคำนวณเปอร์เซ็นต์คอเลสเตอรอล (cholesterol (%)) แสดงดังรูปที่ 15  

ผลการทดสอบการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกที่เวลา 6 12 18 และ 24 ชั่วโมง พบว่า 
MD-5 (L. plantarum 3335) มีค่ า OD600 เพ่ิมขึ้นจาก 0.026 เป็น  1.005, 1.592, 1.735 และ 
1.752 ตามลำดับ และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) มีค่า OD600 เพ่ิมขึ้นจาก 0.025 เป็น 
0.918, 1.586, 1.731 และ 1.749 ตามลำดับ 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณของคอเลสเตอรอลในอาหารที่เวลา 6 12 18 และ 24 ชั่วโมง พบว่า 
MD-5 (L. plantarum 3335)  สามารถลดคอเลสเตอรอลในอาหารจาก 100 เปอร์เซ็นต์ เหลือ 
91.70, 75.11, 44.36 และ 20.45 เปอร์เซ็นต์ และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถลด
คอเลสเตอรอลในอาหารจาก 100 เปอร์เซ็นต์ เหลือ 88.20, 71.68, 50.92 และ 31.10 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณคอเลสเตอรอลที่เซลล์แบคทีเรีย (cell pellet) ที่เวลา 6 12 18 และ 
24 ชั่วโมง พบว่า MD-5 (L. plantarum 3335) มีการสะสมคอเลสเตอรอลเพ่ิมขึ้นเป็น 10.65, 
37.90, 67.17 แ ล ะ  81.77 เป อ ร์ เซ็ น ต์  แ ล ะ  MD-10 (L. plantarum YLL-03) มี ก ารส ะส ม
คอเลสเตอรอลเพ่ิมข้ึนเป็น 11.46, 48.99, 72.72 และ 83.89 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

จากผลการทดสอบความสามารถในการลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองที่เวลา 24 
ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอด
ทดลองได้ อยู่ในช่วง 14.92–82.70 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) สามารถ
ลดระดับคอเลสเตอรอลได้ดีที่สุด (82.70 เปอร์เซ็นต์) ให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ
นัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) กับไอโซเลทอ่ืน สอดคล้องกับงานวิจัยของ Nami และคณะ (2019) ได้คัด
แยกแบคทีเรียกรดแลคติก จำนวน 53 ไอโซเลท จาก โยเกิร์ต, ชีส, curd และ tarkhineh พบว่า       
L. plantarum YS5 สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้ดีที่สุด โดยเซลล์ในระยะ 
growing มีเปอร์เซ็นต์การลดคอเลสเตอรอล เท่ากับ 84.47 เปอร์เซ็นต์ และงานวิจัยของ Lee และ
คณะ (2022) ที่ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติก จำนวน 61 ไอโซเลท พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกทุก
สายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถลดระดับคอเลสเตอรอลได้ โดย L. plantarum MA2 สามารถลดระดับ
คอเลสเตอรอลได้สูงที่สุด นอกจากนั้นในงานวิจัยนี้ยังพบว่าไอโซเลท MD-10 (L. plantarum YLL-
03) สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลได้เท่ากับ 70.73 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสามารถลดระดับคอเลสเตอรอล
ได้ดีรองลงมาจาก MD-5 (L. plantarum 3335) และให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ
นัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) กับไอโซเลทที่เหลือ 
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จากผลการทดสอบการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกที่เวลา 6 12 18 และ 24 ชั่วโมง พบว่า 
MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) มีการเจริญเพ่ิมขึ้นตามเวลาที่
ทดสอบ และมีค่าสัมพันธ์เชิงลบกับเปอร์เซ็นต์คอเลสเตอรอลในหลอดทดลอง (supernatant) โดย
เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญเพ่ิมขึ้นระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองจะลดลงตามลำดับเวลา 
เช่นเดียวกับรายงานของ Miremadi และคณะ (2014) ที่ทดสอบการลดคอเลสเตอรอลในหลอด
ท ด ล อ งข อ งแ บ ค ที เรี ย ก ร ด แ ล ค ติ ก  ได้ แ ก่  L. rhamnosus,  L. paracasei,   L. casei,                  
L. acidophilus, L. zeae, L. plantarum, Bifidobacterium longum และ B. bifidum ที่เวลา 6 
12 และ 24 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถลดคอเลสเตอรอลในหลอดทดลอง
ได้ โดยมีการลดระดับคอเลสเตอรอลได้มากขึ้นตามเวลาที่ เพ่ิมขึ้น และเมื่อวัดการเจริญพบว่า
แบคทีเรียกรดแลคติกมีการเจริญสัมพันธ์เชิงลบกับระดับคอเลสเตอรอลในอาหาร ซึ่งรูปแบบการลด
คอเลสเตอรอลนี้บ่งชี้ว่าการลดคอเลสเตอรอลนั้นเกี่ยวข้องกับการเจริญของแบคทีเรีย และแบคทีเรีย
ส่วนใหญ่มีการเจริญเพ่ิมข้ึนเมื่อมีคอเลสเตอรอลบ่งชี้ได้ว่าคอเลสเตอรอลอาจส่งผลต่อการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียกรดแลคติก 

นอกจากนี้จากผลการวิเคราะห์ปริมาณคอเลสเตอรอลที่เซลล์แบคทีเรีย (cell pellet) เวลา 6 
12 18 และ 24 ชั่วโมง พบว่า MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) 
มีการสะสมคอเลสเตอรอลเพ่ิมขึ้นตามลำดับเวลาที่ทดสอบ ซึ่งมีค่าสัมพันธ์เชิงบวกกับการเจริญของ
แบคทีเรีย แต่มีค่าสัมพันธ์เชิงลบกับเปอร์เซ็นต์คอเลสเตอรอลในหลอดทดลอง (supernatant) ซึ่งจาก
ผลการทดลองในครั้งนี้บ่งชี้ว่า MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) 
มีความสามารถ assimilate คอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้ ดังรายงานของ Al-Saleh และคณะ 
(2006) ที่ได้ศึกษาการลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองของ L. acidophilus จำนวน 3 ไอโซ
เลท Bifidobacterium จำนวน 2 ไอโซเลท และ S. thermophilus จำนวน 1 ไอโซเลท ที่เวลา 20 
ชั่วโมง พบว่า L. acidophilus ทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้ดี
ที่สุดอยู่ ในช่วง 49.57-55.43 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่ Bifidobacterium สามารถลดระดับ
คอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้อยู่ ในช่วง 41.93-44.19 เปอร์เซ็นต์ และ S. thermophilus 
สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้น้อยที่สุด 36.07 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อวิเคราะห์
ปริมาณคอเลสเตอรอลที่เซลล์แบคทีเรีย (cell pellet) พบว่า L. acidophilus DSM 20079 มีการ
สะสมคอเลสเตอรอลสูงที่สุด 45.70 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งค่าสัมพันธ์เชิงลบกับเปอร์เซ็นต์คอเลสเตอรอลใน
หลอดทดลอง ซึ่งบ่งชี้ได้ว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถ uptake คอเลสเตอรอลไว้ที่เซลล์เมมเบรน 

ความสามารถในการลดคอเลสเตอรอลของโพรไบโอติกเกิดได้จากกลไกหลายประการ เช่น การ
สร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase ที่สามารถลดคอเลสเตอรอลในร่างกายได้ผ่านการย่อยเกลือน้ำดี 
การสร้าง SCFAs เพ่ือยับยั้งการสังเคราะห์คอเลสเตอรอลในตับ และการเปลี่ยนคอเลสเตอรอลเป็น 
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coprostanol แล้วขับออกทางอุจจาระ จึงส่งผลให้ลดระดับคอเลสเตอรอลในร่างกายได้ นอกจากนั้น
กลไกที่เกี่ยวข้องกับการลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองเกิดจาก lactobacilli สามารถ 
assimilate คอเลสเตอรอลในหลอดทดลองระหว่างการเจริญได้โดยการ absorption (การดูดซึม) 

หรือ adsorption (การดูดซับ) (Ho ráčková et al, 2018) และคอเลสเตอรอลยังสามารถตกตะกอน
ร่วมกับ deconjugated bile salt ในหลอดทดลองได้อีกด้วย (Baoglu Aydas and Aslim, 2016) 

ดังนั้นจากการทดสอบความสามารถในการลดระดับคอเลสเตอรอลในการทดลองนี้ สรุปได้ว่า
ไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถลดระดับ
คอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้ดีกว่าทุกสายพันธุ์ที่ทำการทดสอบ จึงคัดเลือกไปศึกษาความเป็นพิษ
และการยับยั้งการสะสมไขมันต่อเซลล์ไขมัน 3T3-L1 apdipocyte ต่อไป 

 

 
รูปที่ 14 เปอร์เซ็นต์การลดลงของคอเลสเตอรอลเมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS 

broth ที่เสริมด้วย 0.3% (w/v) Ox gall และ Cholesterol-PEG 600 บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง 
หมายเหตุ: สัญลักษณ์ a-e แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) 

กำหนดให้ MD-1: L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2, MD-2: S. thermophilus 3284, MD-3:  

Lacti. rhamnosus 442, MD-4: S. thermophilus 3504, MD-5: L. plantarum 3335, MD-6:  

Lacti. paracasei W1-D-5, MD-7: Lacti. rhamnosus 2795, MD-8: S. thermophilus 4079, MD-9:  

L. rhamnosus HDB1311, MD-10: L. plantarum YLL-03, MD-11: L. casei F4S1, L. acidophilus TISTR 

2365 และ L. curvatus TISTR 938 
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รูปที่ 15 เปอร์เซ็นต์ของคอเลสเตอรอลในอาหาร MRS broth (supernatant) และ cell pellet เมื่อ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS broth ที่เสริมด้วย 0.3% (w/v) Ox gall และ 
Cholesterol-PEG 600 บ่มที่อุณหภูมิ 37˚C ที่เวลา 6 12 18 และ 24 ชั่วโมง 
หมายเหตุ : MD-5 supernatant และ MD-10 supernatant คือ เปอร์เซ็นต์คอเลสเตอรอลใน 
supernatant ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10  (L. plantarum YLL-03) 
ตามลำดับ ; MD-5 cell pellet และ MD-10 cell pellet คือ เปอร์เซ็นต์คอเลสเตอรอลที่  cell 
pellet ข อ ง ไอ โซ เล ท  MD-5 (L. plantarum 3335) แ ล ะ  MD-10 (L. plantarum YLL-03) 
ต า ม ล ำ ดั บ  แ ล ะ  MD-5 OD600 แ ล ะ  MD-10 OD600 คื อ ค่ า  OD600 ข อ ง ไอ โซ เล ท  MD-5                  
(L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) ตามลำดับ 
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6.ผลของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte 

6.1 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte 

     คุณสมบัติเบื้องต้นของโพรไบโอติกคือเป็นจุลินทรีย์ที่ปลอดภัย ไม่เป็นพิษต่อโฮสต์ ซึ่งปัจจัย

สำคัญที่ควรคำนึงถึง ได้แก่ ปริมาณโพรไบโอติกท่ีได้รับ ควรได้รับในปริมาณที่เหมาะสมเพ่ือประโยชน์

และความปลอดภัยของโฮสต์ (Sanders M E, 2009) ในงานวิจัยนี้ทดสอบผลของ lyophilized cell-

free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD -5 (L. plantarum  3335) และ MD -10                

(L. plantarum YLL-03) ต่อการรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ก่อนและหลังการ

กระตุ้นให้เป็นเซลล์ไขมันเพ่ือทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ก่อนนำไปทดสอบผลต่อการสะสมไขมันใน

เซลล์ไขมัน 3T3-L1 adipocyte ต่อไป โดยได้ทดสอบ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) 

ที่ความเข้มข้น 1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 ug/ml ต่อเซลล์ 3T3-

L1 preadipocyte ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง และเซลล์ 3T3-L1 adipocyte หลังการกระตุ้นให้เป็น

เซลล์ไขมันที่เวลา 6 วัน โดยมีเซลล์ที่ไม่เติม lyophilized cell-free supernatant (LCFS) เป็นชุด 

control จากนั้นวิเคราะห์การรอดชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 nm 

ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ นำค่าที่ได้มาคำนวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ และวิเคราะห์ข้อมูลทาง

สถิติด้วย Dunnett’s multiple range test เปรียบเทียบกับชุด control โดยผลของ lyophilized 

cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum  3335) และ MD-10           

(L. plantarum YLL-03) ต่อการรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ที่เวลา 24 48 ชั่วโมง 

และ 6 วัน แสดงดังรูปที่ 16  

ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) จาก

แบคทีเรียกรดแลคติกที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์  3T3-L1 preadipocyte ที่เวลา 24 ชั่วโมง พบว่า 

lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) ที่ความ

เข้มข้น 1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

3T3-L1 preadipocyte โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เท่ากับ 104.18, 101.77, 102.10, 109.95, 

99.09, 98.09, 99.19, 98.10 และ 94.11 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ lyophilized cell-free 

supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่ความเข้มข้น 1.95, 3.91, 

7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte 

โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เท่ากับ 103.53, 103.96, 105.96, 107.63, 108.41, 110.40, 106.37, 

99.87 และ 96.91 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
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ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) จาก

แบคทีเรียกรดแลคติกที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์  3T3-L1 preadipocyte ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบว่า 

lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) ที่ความ

เข้มข้น 1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

3T3-L1 preadipocyte โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เท่ากับ 100.43, 104.20, 103.90, 104.99, 

103.17, 104.74, 100.63., 98.59 และ 97.78 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ lyophilized cell-free 

supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่ความเข้มข้น 1.95, 3.91, 

7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte 

โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เท่ากับ 107.52, 106.19, 106.94, 105.74, 118.07, 111.50, 108.92, 

96.40 และ 97.26 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) จาก

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า 

lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) ไม่เป็น

พิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 94.11–109.95 

เปอร์ เซ็นต์  และ lyophilized  cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท M D -10                 

(L. plantarum YLL-03) ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต

อยู่ ในช่วง 96.40–118.07 เปอร์เซ็นต์  ซึ่งมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 

preadipocyte ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) เมื่อ

เปรียบเทียบกับชุด control จึงคัดเลือกความเข้มข้นสูงสุด 5 อันดับที่ไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การรอด

ชีวิตของเซลล์ ได้แก่ ความเข้มข้น 31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml ไปทดสอบความเป็นพิษ

ต่อเซลล์ 3T3-L1 adipocyte ที่เวลา 6 วัน ต่อไป 

ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) จาก

แบคทีเรียกรดแลคติกที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 adipocyte ที่เวลา 6 วัน พบว่า lyophilized 

cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) ที่ความเข้มข้น 31.25, 

62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte โดยมีเปอร์เซ็นต์การ

รอดชีวิต เท่ากับ 94.72, 97.48, 98.85, 94.42 และ 91.88 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ lyophilized 

cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่ความเข้มข้น 
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31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte โดยมี

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เท่ากับ 108.28, 102.68, 98.82, 97.43 และ 94.56 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

จากผลการทดสอบหาความเข้มข้นของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) จาก

แบคทีเรียกรด.  แลคติกที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 adipocyte ที่เวลา 6 วัน พบว่า lyophilized 

cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

3T3-L1 preadipocyte โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 91.88–98.85 เปอร์เซ็นต์ และ โซ

เลท MD-10 (L. plantarum YLL-03) ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte โดยมีเปอร์เซ็นต์

การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 94.56-108.28 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-

L1 preadipocyte ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) เมื่อเทียบ

กับชุด control  

ที่ผ่านมามีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับผลของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต

ของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ด้วยวิธี MTT เพ่ือทดสอบหาความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่เป็นพิษกับ

เซลล์ก่อนนำไปทดสอบผลต่อการสะสมไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 adipocyte ดังรายงานของ 

Rahman และคณะ (2021) ที่ได้ศึกษาผลของ B. longum subsp. infantis YB0411 (YB) ต่อ

เปอร์เซ็นต์การรรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ด้วยวิธี MTT ที่เวลา 24 48 และ 72 

ชั่วโมง เพ่ือหาความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ พบว่า  cell-free supernatant ของ YB ที่ความ

เข้มข้น 1 และ 5 μl/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte และเพ่ิมการเจริญของเซลล์เมื่อ

เทียบกับชุด control (เซลล์ที่ไม่เติม cell-free supernatant) ดังนั้นจึงนำ cell-free supernatant 

ของ YB ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 μl/ml ไปใช้ในศึกษาการยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์ 3T3-L1 

adipocyte นอกจากนี้ Kim และคณะ (2020) ได้รายงานการศึกษาผลของ cell-free extract ของ                      

L. fermentum  MG4231 และ MG4244 ที่ความเข้มข้น 10 25 50 75 และ 100 μg/ml ต่อ

เปอร์เซ็นต์การรรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ด้วยวิธี MTT ที่เวลา 24 ชั่วโมง พบว่า 

cell-free extract ของ L. fermentum ทั้งสองสายพันธุ์ที่ทดสอบที่ความเข้มข้น 10 25 และ 50 

μg/ml มีผลไม่เป็นพิษต่อเซลล์โดยให้ผลเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ไม่

แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) เมื่อเทียบกับชุด control (เซลล์ที่

ไม่เติม cell-free supernatant) ส่วนความเข้มข้น 75 และ 100 μg/ml พบว่าเป็นพิษต่อเซลล์โดย

ให้ผลเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่

ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) เมื่อเทียบกับชุด control ดังนั้นจึงคัดเลือก cell-free extract ของ 
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L. fermentum MG4231 และ MG4244 ที่ความเข้มข้น 10 25 และ 50 μg/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้น

ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ไปศึกษาการยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์ไขมัน 

ดังนั้นในการทดลองนี้จากการทดสอบหาความเข้มข้นของ lyophilized  cell-free 

supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum 

YLL-03) ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ด้วยวิธี MTT ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง และ 

6 วัน ในงานวิจัยนี้ พบว่า lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5        

(L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่ความเข้มข้น 31.25, 62.5, 125, 

250 และ 500 ug/ml ที่ใช้ในการทดสอบ ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte โดยให้ผล

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) 

จึงนำความเข้มข้นดังกล่าวไปใช้ในการศึกษาการยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์ 3T3-L1 adipocyte 

ต่อไป 
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6.2 ผลของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ต่อการสะสมไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-

L1 adipocyte 

     โรคอ้วน เป็นปัจจัยเสี่ยงหรือสาเหตุของโรคต่าง ๆ ที่ส่งผลต่อสุขภาพ ซึ่งโรคอ้วนมีสาเหตุหลัก

มาจากการสะสมไขมันของเซลล์ไขมันเพิ่มมากขึ้น (Kim et al., 2009 อ้างจาก Kawada et al. 2001; 

Sharma, 2002) ปัจจุบันมีวิธีการรักษาโรคอ้วนหลากหลายวิธี รวมถึงการใช้ยาสังเคราะห์ ซึ่งมี

ผลข้างเคียงที่เป็นอันตราย (กรมการแพทย์, 2553) จึงมีการศึกษาการใช้แบคทีเรียโพรไบโอติกมาใช้

ทดแทน โดยในงานวิจัยนี้ศึกษาผลของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท 

MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10  (L. plantarum YLL-03) ที่ความเข้มข้น 31.25, 62.5, 

125, 250 และ 500 μg/ml ต่อการสะสมไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 adipocyte ภายหลังการ

กระตุ้นด้วยการเติม adipogenesis inducers  (IBMX, dexamethasone และ insulin) เป็นเวลา 6 

วัน โดยมีเซลล์ 3T3-L1 adipocyte ที่ไม่เติม lyophilized cell-free supernatant (LCFS) เป็นชุด 

control และมีเซลล์ 3T3-L1 adipocyte ที่เติม simvastatin 0.5 และ 1.0 μM เป็นชุด positive 

control หลังจากการกระตุ้นเซลล์ เซลล์จะมีลักษณะกลมขึ้นและมีเม็ดไขมันสะสมภายในเซลล์ ซึ่ง

เป็นลักษณะของเซลล์ไขมัน (adipocyte) วิเคราะห์การสะสมไขมันในเซลล์ไขมันด้วยวิธีการย้อมด้วยสี 

Oil Red O วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm ทำการทดลอง 3 ซ้ำ แล้วนำค่าที่ได้มา

วิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์การลดไขมันสะสม และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วย Tukey’s test โดยเซลล์ 

3T3-L1 adipocyte หลังการกระตุ้นด้วย adipogenesis inducers (control) แสดงดังตารางที่ 15 

ผลการทดสอบผลของ simvastatin (positive control) แสดงดังตารางที่ 16 และการทดสอบผล

ของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ 

MD-10 (L. plantarum YLL-03) แสดงดังตารางที่ 17 และ 18 ตามลำดับ และเปอร์เซ็นต์ของไขมัน

สะสมในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 adipocyte แสดงดังรูปที่ 17  

ผลการทดสอบการยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 adipocyte ของ lyophilized 

cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) ที่ความเข้มข้น 31.25, 

62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml พบว่าเปอร์เซ็นต์ไขมันสะสมมีค่าลดลงเหลือ 85.01, 69.57, 

69.45, 42.45 และ 40.96 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ lyophilized cell-free supernatant 

(LCFS) ของไอโซเลท MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่ความเข้มข้น 31.25, 62.5, 125, 250 และ 

500 μg/ml พบว่าเปอร์เซ็นต์ไขมันสะสมมีค่าลดลงเหลือ 64.94, 64.89, 60.37, 48.45 และ 42.08 
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เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ นอกจากนั้น simvastatin ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 μM พบว่าเปอร์เซ็นต์

ไขมันสะสมมีค่าลดลงเหลือ 70.29 และ 46.57 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

จากผลการทดสอบผลของ lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ต่อการสะสมไขมัน

ในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 adipocyte ในการทดลองนี้ พบว่า lyophilized cell-free supernatant 

(LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) ที่ความเข้มข้น 62.5, 125, 250 และ 500 

μg/m l มีเปอร์เซ็นต์ไขมันสะสมมีค่าลดลงเหลืออยู่ ในช่วง 40.96–69.57 เปอร์เซ็นต์  และ 

lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของ MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่ความเข้มข้น 

31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml เปอร์เซ็นต์ไขมันสะสมมีค่าลดลงเหลืออยู่ในช่วง 42.08–

64.94 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสามารถลดการสะสมไขมันในเซลล์ไขมันได้แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่

ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) เมื่อเทียบกับชุด control  

จากงานวิจัยนี้ พบว่า lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5                      

(L. plantarum 3335) ที่ความเข้มข้น 500 μg/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบสามารถลด

การสะสมไขมันในเซลล์ไขมันได้ดีที่สุด โดยเปอร์เซ็นต์ไขมันสะสมมีค่าลดลงเหลือ 40.96 เปอร์เซ็นต์ 

และให้ผลไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) กับ lyophilized 

cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่ความเข้มข้น 500 

μg/ml เปอร์เซ็นต์ไขมันสะสมมีค่าลดลงเหลือ 42.08 เปอร์เซ็นต์ และ lyophilized cell-free 

supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) ที่ความเข้มข้น 250 μg/ml 

เปอร์เซ็นต์ไขมันสะสมมีค่าลดลงเหลือ 42.45 เปอร์เซ็นต์ จากการศึกษาของ Huang และคณะ 

(2019) ที่คัดแยก L. plantarum TCI378 จากกิมจิ พบว่า cell-free metabolites (หรือ cell-free 

supernatant) จาก L. plantarum TCI378 สามารถช่วยลดการสะสมไขมันในเซลล์ไขมัน 3T3-L1 

adipocyte ได้ 14 เปอร์เซ็นต์ และลดการแสดงออกของ adipocyte-specific gene ได้ และยัง

พบว่า TCI378 สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้ 48 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับชุด 

control จากผลการทดสอบเหล่านี้สามารถบ่งชี้ว่า TCI378 อาจมีผลช่วยยับยั้งโรคอ้วน และจาก

รายงานของ Soundharrajan และคณะ (2020) ได้คัดแยก L. plantarum A29 จาก alfalfa เมื่อ

ศึกษา cell-free metabolite ของ L. plantarum A29 ที่ความเข้มข้น 1.95, 3.91, 7.81, 15.63, 

31.25, 62.5, 125, 250 และ 500 μg/m l ต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์  3T3-L1 

preadipocyte ด้วยวิธี MTT ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า cell-free metabolite ของ                    

L. plantarum A29 ที่ความเข้มข้น 7.81, 15.63, 31.25 และ 62.5 μg/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์โดย
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ให้ผลเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ

ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P>0.05) เมื่อเทียบกับชุด control ส่วนความเข้มข้น 125, 250 และ 500 

μg/ml พบว่าเป็นพิษต่อเซลล์โดยให้ผลเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte 

แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) เมื่อเทียบกับชุด control ดังนั้น

จึงคัดเลือก cell-free metabolite ของ L. plantarum A29 ที่ความเข้มข้นในช่วง 7.81-62.5 

μg/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ไปศึกษาการยับยั้งการสร้างไขมันในเซลล์  3T3-L1 

adipocyte พบว่า cell-free metabolite ของ L. plantarum A29 ที่ความเข้มข้น 12.5 25.0 และ 

50 μg/ml สามารถลดการสะสมไขมันในเซลล์ไขมันได้แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ

นัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) เมื่อเทียบกับชุด control โดยที่ความเข้มข้น 50 μg/ml ซึ่งเป็นความ

เข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบสามารถลดการสะสมไขมันในเซลล์ไขมันได้ดีที่สุด สามารถลดการสะสมไขมันใน

เซลล์ไขมันได้แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) กับความเข้มข้นอ่ืน 

และยังสามารถลด adipogenic transcriptional factors (PPAR-γ, C/EBP-α และ C/EBP-β) ที่

สำคัญ ในเซลล์ ไขมัน ได้ อีกด้วย นอกจากนี้ ยั งมีการศึกษา  cell-free supernatant ของ 

Lactobacillus สายพันธุ์อ่ืน ต่อการลดระดับไขมันในเซลล์ 3T3-L1 adipocyte ดังการศึกษาของ 

Rahman และคณะ (2021) ที่ได้ศึกษา B. longum subsp. infantis YB0411 (YB) ต่อการลดระดับ

ไขมันในเซลล์ไขมัน พบว่า cell-free supernatant ของ YB ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 μl/ml สามารถ

ลดการสะสมไขมันในเซลล์ไขมันได้แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 (P<0.05) 

เมื่อเทียบกับชุด control 

โดยสาเหตุที่ Lactobacillus สามารถยับยั้งการสะสมไขมันในเซลล์ไขมันได้อาจเนื่องมาจาก

สารเมแทบอไลต์ที่ Lactobacillus สร้างขึ้น ได้แก่ 1) Linoleic acid และสารเมแทบอไลต์ของ 

linoleic acid ที่มีผลต่อโรคอ้วนและสภาวะสมดุลของพลังงานของโฮสต์ ผ่านการกระตุ้น PPARγ 

pathway 2) Gamma‐aminobutyric acid (GABA) ที่สามารถลดการสะสมเนื้อเยื่อไขมันได้ และ3) 

short‐chain fatty acids (SCFAs) ที่สามารถควบคุมการสังเคราะห์ไขมันได้ผ่าน AMP-activated 

protein kinase (AMPK) pathway โดยไปยับยั้งการทำงานของ transcriptional factors ใน

กระบวนการ adipogenesis (Shen et al., 2022 อ้างจาก Lu et al.,2016; Goto et al ., 2015; 

Patterson et al.,2019) 
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รูปที่ 17 เปอร์เซ็นต์ของไขมันสะสมในเซลล์ 3T3-L1 adipocyte ที่เวลา 6 วัน เมื่อทดสอบกับ 

lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ 

MD-10 (L. plantarum YLL-03)  

หมายเหตุ: สัญลักษณ์ a-f แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 

(P<0.05) 
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บทที ่5  

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์นมและผลิตภัณฑ์เสริมอาหารทั้งหมดจำนวน  

7 ตัวอย่าง และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้ทั้งหมด 11 

ไอโซเลท จากการตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์มีลักษณะรูปร่างท่อน และรูปร่างกลม

รี เมื่อศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA gene สามารถระบุสายพันธุ์ได้เป็น Lactobacillus 

จำนวน 5  ไอโซเลท ได้แก่  MD -1 (L. delbrueckii subsp . bulgaricus  CH  2), MD -5                 

(L. plantarum 3335), MD-9 (L. rhamnosus HDB1311), MD-10 (L. plantarum YLL-03) และ 

M D -11  (L . ca se i F4S1 ) Lac t ica se ib a c illu s  จ ำน วน  3  ไอ โซ เลท  ได้ แ ก่  M D -3                    

(Lacti. rhamnosus 442), MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5) และ (Lacti. rhamnosus 2795) 

และ Streptococcus จำนวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ MD-2 (S. thermophilus 3284), MD-4            

(S. thermophilus 3504) และ MD-8 (S. thermophilus 4079) จากนั้นเพ่ือให้ได้แบคทีเรีย          

กรดแลคติกที่มีคุณสมบัติโพรไบโอติก จึงนำแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้มาศึกษาคุณสมบัติ                

โพรไบโอติกร่วมกับแบคทีเรียอ้างอิง 2 สายพันธุ์ (L. acidophilus TISTR 2365 และ L. curvatus 

TISTR 938) โดยทดสอบความสามารถทนต่อกรดและเกลือน้ำดี เนื่องจากการที่โพรไบโอติกจะให้ผลที่

เป็นประโยชน์ต่อโฮสต์ได้นั้นต้องสามารถอยู่รอดผ่านกระเพาะอาหารและลำไส้ และมีปริมาณเพียง

พอที่จะไปถึงลำไส้ใหญ่จากการศึกษาพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถทน

กรดที่ pH 2.5 เป็นเวลา 2 ชั่วโมงได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ในช่วง 16.35-85.77 เปอร์เซ็นต์ 

ยกเว้นไอโซเลท MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH 2) และ L. curvatus TISTR 938 

โดย L. acidophilus TISTR 2365 สามารถทนต่อกรดได้ดีที่สุด มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 85.77 

เปอร์เซ็นต์ และจากผลการทดสอบทนต่อเกลือน้ำดี พบว่า Lactobacillus, Lacticaseibacillus 

และ Streptococcus ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถทนต่อเกลือน้ำดี (0.3% w/v) เป็นเวลา 3 ชั่วโมง

ได้  โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตอยู่ ในช่วง 8.86 -99.50 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นไอโซเลท MD -1              

(L. delbrueckii subsp. bulgaricus CH2), MD-3 (Lacti. rhamnosus 442) และ MD-4                

(S. thermophilus 3504) โดย MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถทนต่อเกลือน้ำดี (0.3% 

w/v) ได้ดีที่สุดมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 99.50 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากเมื่อแบคทีเรียกรดแลคติกอยู่ใน

สภาพแวดล้อมที่เป็นกรดและเกลือซึ่งเป็นสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม แบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละ

สายพันธุ์จะมีกลไกต่าง ๆ เพ่ือปรับตัวให้มีชีวิตรอด นอกจากกรดและเกลือน้ำดีในระบบทางเดิน
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อาหารแล้ว ยาปฏิชีวนะที่ร่างกายได้รับเข้าไปยังมีส่วนส่งผลต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียในลำไส้อีก

ด้วย จึงศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ต่อการต้านทานยาปฏิชีวนะทั้งหมด 9 ชนิด ได้แก่ 

gentamycin, sulfamethoxazole, vancomycin, penicillin, clindamycin, tetracycline, 

e ryth rom ycin , ch lo ram phen ico l และ  am p ic illin  พบว่า  Lactobacillu s  และ 

Lacticaseibacillus ทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ  gentamycin, 

sulfamethoxazole และ vancomycin ได้ ยกเว้น MD-1 (L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

CH 2) และ L. acidophilus TISTR 2365 โดยไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 

(L. plantarum YLL-03) สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้ดีกว่าทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบ โดยสามารถ

ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะได้ 6 ชนิด ได้แก่ gentamycin, sulfamethoxazole, vancomycin, 

penicillin, clindamycin และ tetracycline ทั้งนี้การต้านทานต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรด

แลคแลคติกอาจเนื่องมาจาก แบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์ มีการต้านทานยาปฏิชีวนะแบบ 

intrinsic resistance หรือมีการปรับเปลี่ยนโครงสร้างที่ผนังเซลล์เพ่ือลดการออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะ

ได้ จากนั้นศึกษาประโยชน์ของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค และการต้านอนุมูล

อิสระ พบว่า supernatant ของ MD-3 (Lacti. rhamnosus 442), MD-5 (L. plantarum 3335), 

MD-6 (Lacti. paracasei W1-D-5), MD-7 (Lacti. rhamnosus 2795), MD-9 (L. rhamnosus 

HDB1311), MD-10 (L. plantarum 3335), และ MD-11 (L. casei F4S1) สามารถยับยั้งแบคทีเรีย

ก่อโรคได้ทั้ง 5 สายพันธุ์ ได้แก่ B. subtilis TISTR 008, E. coli TISTR 887, P. aeruginosa TISTR 

1287, S. aureus TISTR 885 และ S. Typhimurium TISTR 292  โดยไอโซเลท MD-10              

(L. plantarum 3335) สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 5 สายพันธุ์ ได้ดีที่สุด อาจเนื่องมาจากสาร

เมแทบอไลต์ใน supernatant ที่แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างขึ้นมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อ

โรคได้ นอกจากนี้ supernatant ของแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุ์ที่ทดสอบสามารถต้านอนุมูล

อิสระได้โดยมีค่า DPPH scavenging activity (%) อยู่ในช่วง 83.76-91.81 เปอร์เซ็นต์ โดยไอโซเลท 

MD-5 (L. plantarum 3335) มีคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุดสามารถต้านอนุมูลอิสระได้

เท่ากับ 91.81 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งในกรณีที่แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างสารที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระจะ

เข้าไปทำปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ โดยใช้กลไก radical scavenging ที่สามารถทำลายหรือยับยั้ง

อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น 

จากการศึกษาคุณสมบัติโพรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ร่วมกับแบคทีเรียอ้างอิง 

พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกส่วนใหญ่มีคุณบัติโพรไบโอติก จึงนำมาทดสอบผลต่อการลดระดับ
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คอเลสเตอรอล โดยทดสอบการสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase ซึ่งโพรไบโอติกที่สร้างเอนไซม์ 

bile salt hydrolase ได้จะสามารถลดคอเลสเตอรอลในร่างกายได้ผ่านการย่อยเกลือน้ำดี เนื่องจาก

คอเลสเตอรอลเป็นสารตั้งต้นของเกลือน้ำดี จึงส่งผลให้ลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือดได้ โดยจาก

การศึกษาพบว่ามีเพียงไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-

03) เท่านั้นที่สามารถสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase ได้ และพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสาย

พันธุ์ที่ทดสอบสามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองได้อยู่ในช่วง 14.92–82.70 เปอร์เซ็นต์ 

โดยไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลได้ดีที่สุด (82.70 

เปอร์เซ็นต์ ) รองลงมาได้แก่ ไอโซเลท MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถลดระดับ

คอเลสเตอรอลได้เท่ากับ 70.73 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งการลดลงของระดับคอเลสเตอรอลในหลอดทดลองอาจ

เกิดจาก lactobacillus สามารถ assimilate คอเลสเตอรอลในหลอดทดลองระหว่างการเจริญได้ จึง

คัดเลือก MD-5 (L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) ไปศึกษาเพ่ิมเติม 

พบว่าทั้ งสองไอโซเลทสามารถเจริญในอาหาร MRS ที่ เสริมด้วย 0.3% (w/v) ox gall และ 

cholesterol-PEG 600 (100 μg/ml) ที่ เวลา 6 12 18 และ 24 ชั่วโมง โดยมีเปอร์เซ็นต์

คอเลสเตอรอลในอาหาร MRS ลดลง แต่พบเปอร์เซ็นต์คอเลสเตอรอลสะสมที่เซลล์แบคทีเรียเพ่ิมขึ้น 

อาจกล่าวได้ว่า cell pellet ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ทดสอบมีความสามารถในการ assimilate 

คอเลสเตอรอลได้ 

จากผลการทดสอบความสามารถในการลดระดับคอเลสเตอรอลข้างต้น พบว่า ไอโซเลท MD-5     

(L. plantarum 3335) และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลใน

หลอดทดลองได้ดีกว่าทุกสายพันธุ์ที่ทำการทดสอบ จึงคัดเลือกมาศึกษาความเป็นพิษและการยับยั้ง

การสะสมไขมันต่อเซลล์ไขมัน 3T3-L1 preapdipocyte โดยการทดสอบหาความเข้มข้นของ 

lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ที่เวลา 24 48 ชั่วโมง และ 6 วัน 

พบว่า lyophilized cell-free supernatant (LCFS) ของทั้งสองไอโซเลทที่ความเข้มข้น 31.25, 

62.5, 125, 250 และ 500 μg/ml ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte และเมื่อนำความ

เข้มข้นดังกล่าวมาทดสอบผลต่อไขมันสะสมในเซลล์ 3T3-L1 adipocyte พบว่า lyophilized cell-

free supernatant (LCFS) ของไอโซเลท MD -5  (L. plantarum  3335) และ MD -10               

(L. plantarum YLL-03) มีผลในการลดไขมันสะสมลงเหลือ 40.96–69.57 เปอร์เซ็นต์ และ 42.08–

64.94 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ซึ่งไขมันสะสมมีค่าลดลงตามความเข้มข้นของ lyophilized cell-free 

supernatant (LCFS) ที่เพ่ิมขึ้น อาจเนื่องมาจากสารเมแทบอไลต์ ใน cell-free supernatant ที่ 
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Lactobacillus สร้างข้ึนสามารถควบคุม transcriptional factors ภายในเซลล์ได้ ซึ่งจะไปยับยั้งการ

แสดงออกของ adipocyte-specific gene ส่งผลให้มีการสร้าง fat droplet ภายในเซลล์ลดลง 

จากผลการศึกษาในครั้งนี้สรุปได้ว่าแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท MD-5 (L. plantarum 3335) 

และ MD-10 (L. plantarum YLL-03) ที่คัดแยกได้มีคุณสมบัติโพรไบโอติก มีความสามารถในการลด

คอเลสเตอรอลในหลอดทดลอง และสามารถลดไขมันสะสมในเซลล์ 3T3-L1 adipocyte ได ้

ข้อเสนอแนะ 

ผลการศึกษาในครั้งนี้อาจเป็นแนวทางในการนำไปศึกษาต่อไป เช่น ศึกษาการยับยั้งการสร้างไขมัน

ในเซลล์ (anti-adipogenesis) ร่วมกับพรีไบโอติก ศึกษาการลดไขมันในเซลล์ (thermogenesis) และ

ศึกษาในสัตว์ทดลอง เป็นต้น เพ่ือพัฒนาในการใช้ร่วมกับยาสังเคราะห์สำหรับภาวะเมแทบอลิกซินโด

รมต่อไป 
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ภาคผนวก ก  

การเตรียมอาหารเลี้ยงแบคทีเรียและอาหารเลี้ยงเซลล์ 

1. อาหารเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย 

1.1 De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth, pH 6.5± 0.20 

MRS broth media     55.15 กรัม 

น้ำกลั่น             1000.00 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนประกอบของอาหารลงในน้ำกลั่น จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความ

ดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15 นาที แล้วปล่อยให้อุณหภูมิของอาหารเย็นลง จากนั้นเก็บที่อุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

สูตรอาหาร (กรัม/ลิตร) 

 Peptone     10.00 กรัม 

 Beef extract     10.00 กรัม 

 Yeast extract       5.00 กรัม 

 Glucose     10.00 กรัม 

 Sodium acetate trihydrate     5.00 กรัม 

 Tween 80       1.00 กรัม 

 Dipotassium hydrogen phosphate    2.00 กรัม 

 Ammonium citrate      2.00 กรัม 

 Magnesium sulfate heptahydrate    0.10 กรัม 

Manganese sulfate tetrahydrate    0.05 กรัม 

1.2 De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar 

MRS broth media     55.15 กรัม 

Agar      15.00 กรัม 

น้ำกลั่น             1000.00 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนประกอบของอาหารลงในน้ำกลั่น ทำให้วุ้นละลายหมด (ใส) โดยใช้ความร้อน 

จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที แล้วปล่อยให้อุณหภูมิขิงอาหาร

เย็นลงประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส เขย่าภาชนะที่ใส่อาหารเพื่อให้วุ้นที่ตกตะกอนกระจาย
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ตัวก่อนเทใส่จานเพาะเชื้อประมาณ 20-25 มิลลิลิตร รอจนอาหารแข็งตัว เก็บที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส  

1.3 MRS agar เสริมด้วย 0.5% (w/v) taurodeoxycholic acid sodium salt (TDCA) 

และ CaCl2  

MRS broth media     16.54 กรัม 

TDCA      1.50 กรัม 

CaCl2      0.11 กรัม 

Agar      4.50 กรัม 

น้ำกลั่น             300.00 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนประกอบของอาหารและ agar ลงในน้ำกลั่น นำไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่ง

ความดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 

เป็นเวลา 15 นาที แล้วปล่อยให้อุณหภูมิของอาหารเย็นลงประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส 

แล้วเขย่าภาชนะที่ใส่อาหารเพ่ือให้วุ้นที่ตกตะกอนกระจายตัวก่อนเทใส่จานเพาะเชื้อประมาณ 

20-25 มิลลิลิตร รอจนอาหารแข็งตัวจากนั้น เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

1.4 MRS broth เสริมด้วย 0.3% (w/v) ox gall และ cholesterol-PEG 600 (100 

μg/ml) 

Freshly MRS broth     100.00 มิลลิลิตร 

Ox gall      0.30 กรัม 

cholesterol-PEG 600    0.01 กรัม 

ละลายส่วนประกอบของอาหาร จากนั้นนําไปกรองด้วยแผ่นกรองสาร (0.45 μM filter) 

ควรเตรียมและใช้ทันที 

1.5 Nutrient broth (NB) 

Nutrient broth       13.00 กรัม 

น้ำกลั่น             1000.00 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนประกอบของอาหารลงในน้ำกลั่น นำไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน้ำ 

(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 

นาที แล้วปล่อยให้อุณหภูมิของอาหารเย็นลง จากนั้นเก็บที่อุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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1.6 Nutrient agar (NA) 

Nutrient broth       13.00 กรัม 

Agar       15.00 กรัม 

น้ำกลั่น             1000.00 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนประกอบของอาหารและ agar ลงในน้ำกลั่น นำไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่ง

ความดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 

เป็นเวลา 15 นาที แล้วปล่อยให้อุณหภูมิของอาหารเย็นลงประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส 

แล้วเขย่าภาชนะที่ใส่อาหารเพ่ือให้วุ้นที่ตกตะกอนกระจายตัวก่อนเทใส่จานเพาะเชื้อประมาณ 

20-25 มิลลิลิตร รอจนอาหารแข็งตัวจากนั้น เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

2. อาหารเลี้ยงเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte 

2.1 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ที่ประกอบด้วย 10% fetal 

bovine serum และ 1% antibiotic (penicillin/streptomycin) 

DMEM (ละลายใน ultrapure water)    180.00 มิลลิลิตร   

Fetal bovine serum (FBS)    20.00 มิลลิลิตร 

Penicillin [100 μg/ml]    0.20 มิลลิลิตร 

Streptomycin [100 μg/ml]    0.20 มิลลิลิตร  

ผสมส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล์เข้าด้วยกัน แล้วปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 7.0-7.6 

ด้วย Sodium bicarbonate จากนั้นกรองด้วยตัวกรองที่มีกระดาษกรองขนาด 0.22 

ไมโครเมตร และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.2 Adipogenesis inducers (อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ประกอบด้วย 0.5 mM 3-

isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 1 μM dexamethasone (DEX) และ 10 

μg/ml insulin) 

DMEM (FBS+antibiotic) 100 มิลลิลิตร 

IBMX [0.5 M]      0.10 มิลลิลิตร 

DEX [1 mM]      0.10 มิลลิลิตร 

Insulin [10 mg/ml]     0.10 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข  

การเตรียมสารเคมี 

1. สารเคมีสำหรับแบคทีเรีย 

1.1 O-phthalaldehyde (0.5 mg/ml) 

O-phthalaldehyde     0.05 กรัม 

Glacial acetic acid     100 มิลลิลิตร 

ละลาย O-phthalaldehyde ในน้ำ Glacial acetic acid ผสมให้เข้ากันและควรใช้ทันที 
1.2 Phosphate Buffered Saline (PBS buffer), pH 7.4 

Sodium chloride     8.00 กรัม 

Potassium chloride    0.20 กรัม 

Disodium phosphate    1.42 กรัม 

Monopotassium phosphate   0.24 กรัม 

น้ำกลั่น      1000.00 มิลลิลิตร 

ละลายสารเคมีในน้ำกลั่น 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วปรับ pH ให้ได้เท่ากับ 7.4 

ด้วย 1M Hydrochloric acid จากนั้นปรับปริมาตรสารละลายให้เป็น 1000.00 มิลลิลิตร 

แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที แล้วปล่อยให้อุณหภูมิของอาหารเย็นลง 

เก็บสารเคมีที่อุณหภูมิห้อง 

1.3 PBS buffer ที่เสริมด้วย 0.3% bile salt 

PBS buffer       100.00 มิลลิลิตร 

Bile salt       0.3 กรัม 

ละลาย Bile salt ลง ใน PBS buffer ผสมให้เข้ากันและเก็บสารเคมีท่ีอุณหภูมิห้อง 

1.4 33% (w/v) Potassium Hydroxide (KOH) 

Potassium Hydroxide (KOH)   33.00 กรัม  
น้ำกลั่น      100.00 มิลลิลิตร  
ละลาย Potassium Hydroxide ในน้ำกลั่นผสมให้เข้ากัน และเก็บสารเคมีที่

อุณหภูมิห้อง 
1.5 50X TAE buffer  

Tris base      48.40 กรัม 
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0.5 M EDTA, pH 8.0    20.00 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid     11.42 มิลลิลิตร 

น้ำกลั่น      100.00 มิลลิลิตร 

ละลาย Tris base ในน้ำกลั่น แล้วเติม EDTA จากนั้นค่อย ๆ จากนั้นเติม Glacial 

acetic acid (ทำข้ันตอนนี้ในตู้ดูดควัน) ผสมให้เข้ากันและปรับให้มีปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอน้ำ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที แล้วปล่อยให้อุณหภูมิของอาหารเย็นลง 

เก็บสารเคมีที่อุณหภูมิห้อง 

 
2. สารเคมีสำหรับเซลล์ 3T3-L1 preadipocyte 

2.1 DEX (dexamethasone) [0.5 M] 

DEX      0.0333 กรัม 

98% Ethanol     0.10 มิลลิลิตร 

DMEM      0.90 มิลลิลิตร 

ละลาย DEX ลงใน 98% Ethanol ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติม DMEM และผสมให้เข้า

กันอีกครั้ง เก็บสารเคมีที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.2 4% formaldehyde 

37% formaldehyde    10.81 มิลลิลิตร 

Ultrapure water      89.19 มิลลิลิตร 

เจือจาง 37% formaldehyde ลงใน Ultrapure water ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเก็บ

สารเคมีที่อุณหภูมิห้อง 

2.3 IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) [0.5 M] 

IBMX      0.0333 กรัม 

DMSO      0.30 มิลลิลิตร 

ละลาย IBMX ลงใน DMSO ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเก็บสารเคมีที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

2.4 60% isopropanol 
100% isopropanol     60.00 มิลลิลิตร  
Ultrapure water     40.00 มิลลิลิตร 
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เจือจาง 100% isopropanol ลงใน Ultrapure water ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเก็บ
สารเคมีที่อุณหภูมิห้อง 
 

2.5 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) [5 

mg/ml] 

MTT      0.05 กรัม 

1XPBS      10.00 มิลลิลิตร  

ละลาย MTT ลงใน PBS ผสมให้เข้ากัน จากนั้นนําไปกรองด้วยแผ่นกรองสาร (0.22 μM 

filter) และเก็บสารเคมีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ไม่ควรเก็บเกิน 1 สัปดาห์) 

2.6 Oil Red O staining 
Oil Red O      6.00 มิลลิลิตร 
Ultrapure water      4.00 มิลลิลิตร 
เจือจาง Oil Red O ลงใน Ultrapure water ผสมให้เข้ากัน ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 

นาที จากนั้นนําไปกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman) ควรเตรียมและใช้ทันที (ใช้

ภายใน 20 นาท)ี 

2.7 Penicillin [100 μg/ml] 

Penicillin      0.50 กรัม 

Ultrapure water     5.00 มิลลิลิตร 

ละลาย Penicillin ลงใน Ultrapure water ผสมให้เข้ากัน จากนั้นนําไปกรองด้วยแผ่น

กรองสาร (0.22 μM filter) และเก็บสารเคมีที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
2.8 Simvastatin [10 mM] 

Simvastatin     0.0013 กรัม 

DMSO      0.30 มิลลิลิตร 

ละลาย Simvastatin ลงใน DMSO ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเก็บสารเคมีที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส 

2.9 Streptomycin [100 μg/ml] 

Streptomycin     0.50 กรัม 

Ultrapure water     5.00 มิลลิลิตร 
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ละลาย Streptomycin ลงใน Ultrapure water ผสมให้เข้ากัน จากนั้นนําไปกรองด้วย

แผ่นกรองสาร (0.22 μM filter) เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
2.10  0.4% Trypan blue 

Trypan blue      0.012 กรัม 

1X PBS       3.00 มิลลิลิตร  

ละลาย Trypan blue ลงใน PBS ผสมให้เข้ากัน แช่ใน water bath ประมาณ 5 นาที 

จากนั้นนําไปกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 2 (Whatman) และเก็บที่อุณหภูมิห้อง 
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