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เห็ดปะการังสกุล Ramaria จดัอยู่ในไฟลมั Basidiomycota มีจ านวนมากกว่า 200 สปีชีส์

ทัว่โลก ในประเทศไทยมีรายงานอยา่งน้อย 32 สปีชีส์ ในงานวิจยันีไ้ด้รวบรวมตวัอย่างเห็ดปะการังจาก
เขตรักษาพนัธุ์สตัว์ป่าภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิ จ านวน 39 ตวัอย่าง เพ่ือศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
และล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ LSU rDNA และ ITS พบว่า สามารถจัดจ าแนกได้ 3 สกุล 14 สปีชีส์ 
ได้แก่ R. conjunctipes var. tsugensis, R. aff. flava var. aurea, R. aff. rubribrunnescens, R. aff. 
vinosimaculans, Ramaria sp. 1, Ramaria sp. 2, Ramaria sp. 3, Ramaria sp. 4, Ramaria sp. 5, 
Ramaria sp. 6, Ramaria sp. 7, Ramaria sp. 8, Ramaria sp. 9, Ramaria sp. 10, Phaeoclavulina 
cokeri และ Lentaria sp. ในจ านวนนีมี้แนวโน้มเป็นสปีชีส์ใหม่ของโลกอย่างน้อย 3 สปีชีส์ จากนัน้
คดัเลือกเห็ดปะการังจ านวน 10 ตวัอยา่ง มาสกดัด้วยเอทานอลและเอทิลอะซิเตท เพ่ือทดสอบสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่าสารสกดัเห็ดปะการังด้วยเอทานอลมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบทั ง้  4  สายพันธุ์  (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli และ 
Pseudomonas aeruginosa) ได้ดีกว่าเอทิลอะซิเตท นอกจากนีส้ารสกัดจากเอทานอลของเห็ดทุก 
สายพันธุ์ยังมีคุณสมบตัิในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีดี เม่ือทดสอบด้วยวิธี DPPH, ABTS และ 
Chelating assay ชนิด ท่ี มีประสิท ธิภาพสูง ท่ีสุด  ไ ด้แก่  Lentaria sp. (PKWS15-164) (IC50 = 
0.009±0.001 mg/mL) ซึ่งผลท่ีได้สอดคล้องกับปริมาณฟลาโวนอยด์  (3,909.517±58.556 g QE/g 
extract) และสารประกอบฟีนอลทัง้หมด (461.955±8.783 g GAE/g extract) ท่ีตรวจพบ ส่วนการ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ alpha glucosidase พบว่ามีสารสกดัเห็ดเพียง 3 ชนิด เท่านัน้ท่ีสามารถ
ยับ ยั ง้ ไ ด้  โ ด ย เ ฉพ า ะ  Ramaria sp. 10 (PKWS15-181) (IC50 = 0.216±0.026 mg/mL) ซึ่ ง มี
ประสิทธิภาพดีไม่ต่างจากยา acarbose (IC50 = 33.782±0.523 mg/mL) อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
ส่วนผลการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ HMG-CoA reductase พบว่า สารสกัดส่วนใหญ่สามารถ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซมได้ มีคา่ร้อยละของอตัราการยบัยัง้ (% inhibition rate) อยู่ในช่วงร้อยละ 
13.13-97.98 สายพันธุ์ ท่ียับยัง้ได้ดีท่ีสุด ได้แก่  Lentaria sp. (PKWS15-164) (ร้อยละ 97.98) ซึ่งมี
อัตราการยับยัง้สูงกว่ายา pravastatin (ร้อยละ 95.51) อีกด้วย ผลการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอล
ด้วยเทคนิค LC-ESI-MS พบว่าสารสกดัทกุตวัอย่างพบสารท่ีมีมวลโมเลกลุเท่ากบั 416-416.1 m/z ซึ่ง
ใกล้เคียงกับสาร Peururin และสาร Ramipril ซึ่งมีฤทธ์ทางชีวภาพ นอกจากนีย้ังวิเคราะห์ปริมาณ
สารฟีนอลลิก แอซิด จ านวน 7 ชนิด ได้แก่ gallic acid, salicylic acid, valnilic acid, syringic acid, 
valnilin, coumaric acid และ benzoic acid พบในสารสกัดเห็ดทุกตวัอย่างในปริมาณท่ีแตกต่างกัน 
ซึ่งสารดงักล่าวท่ีมีรายงานว่ามีคณุสมบตัิเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ ต้านการอกัเสบ ชะลอวยั และต้าน
มะเร็งได้อีกด้วย 
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The coral mushroom genus Ramaria is the member of Phylum Basidiomycota. The 

genus is large, estimated to contain more than 200 species with worldwide distribution. Thirty 
two species are reported from Thailand. In This study, thirty-nine samples were collected from 
Phu Khieo Wildlife Sanctuary, Chaiyaphum province. The samples were identified by 
morphological characteristics and subjected to sequencing analysis of their nuclear 
ribosomal RNA (rDNA), the region of LSU rDNA and ITS. Based on morphological and 
molecular characteristics three genera (Ramaria, Phaeoclavulina and Lentaria) and fourteen 
species were obtained, included of R. conjunctipes var. tsugensis, R. aff. flava var. aurea, R. 
aff. rubribrunnescens, R. aff. vinosimaculans, Ramaria sp. 1, Ramaria sp. 2, Ramaria sp. 3, 
Ramaria sp. 4, Ramaria sp. 5, Ramaria sp. 6, Ramaria sp. 7, Ramaria sp. 8, Ramaria sp. 9, 
Ramaria sp. 10, Phaeoclavulina cokeri and Lentaria sp. At least three species may be added 
to those as new species. Ten samples were selected for bioactive compound studies using 
ethanol and ethyl acetate for extraction. The ethanolic extracts were better inhibited against 
4 bacterial strains (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and 
Pseudomonas aeruginosa) than ethyl acetate extracts. Moreover, all ethanolic extracts 
exhibited good potential for antioxidant activities analysed by three different methods of 
DPPH, ABTS and Chelating assay. The most effective extract was Lentaria sp. (PKWS15-164) 
(IC50 = 0.009±0.001 mg/mL) that conformed to flavonoid (3,909.517±58.556 g QE/g extract) 
and phenolic compound content (461.955±8.783 g GAE/g extract). Meanwhile, alpha-
glucosidase inhibition activity from ethanolic extracts of Ramaria sp. 10 (PKWS15-181) could 
inhibited this enzyme activity (IC50 = 0.216±0.026 mg/mL) and this was not significantly 
different from acarbose (IC50 = 33.782±0.523 mg/mL). Furthermore, most of the extracts for 
an inhibition of HMG-CoA reductase activity were varied between 13.13 to 97.98 % inhibition 
rate. The highest inhibition rate was Lentaria sp. (PKWS15-164) (97.98%) which effectively 
higher than pravastatin (95.51%). Phenolic compound were analyzed by LC-ESI-MS. It has 
been found that distinguished mass was ranged 416- 416.1 m/z. This was similar to Peururin 
and Ramipril. In addition, seven phenolic acids of gallic acid, salicylic acid, valnilic acid, 
syringic acid, valnilin, coumaric acid and benzoic acid were detected in all samples studied. 
These compounds have antioxidant activities, anti-inflammatory, anti-aging and anticancer 
properties.   
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ภูมิหลังและควำมส ำคัญของปัญหำ 

เห็ดสกุล Ramaria จัดอยู่ในไฟลัม Basidiomycota (วงศ์ Gomphaceae) เป็นหนึ่งในกลุ่ม
ของเห็ดปะการัง (coral fungi) ท่ีมีจ านวนชนิดมากท่ีสุด เห็ดสกุลนีมี้รูปร่างลกัษณะของดอกเห็ดเป็น
แท่งตัง้ขึน้ แตกก่ิงก้านคล้ายปะการังในท้องทะเล (coral-like structure) มีสีสนัสวยงามสะดดุตา เช่น 
สี เหลือง  สีน า้ตาล สีน า้ เ งิน  สีชมพู  และสี ส้ม บางชนิดด ารง ชีวิตเ ป็น เอคโตไมคอร์ ไรซา 
(ectomycorrhiza) อยู่ร่วมกับรากพืชแบบพึ่งพาอาศยั (symbiosis) พบมากในบริเวณป่าสน หรือสน
ผสมเต็งรังในสภาพดินค่อนข้างเป็นกรดอ่อน (1) บางชนิดสามารถรับประทานได้ เช่น Ramaria flava 
และ R. botrytis ในขณะท่ีบางชนิดไม่สามารถรับประทานได้เน่ืองจากมีสารพิษ เช่น R. formosa และ 
R. pallida(2) เห็ดสกุล Ramaria บางชนิดมีรายงานว่าสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้ เช่น 
สารต้านการเจริญของจลุินทรีย์ สารต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง และสารต้านอนมุลูอิสระ เป็นต้น (1) 
ตวัอยา่ง R. flava นอกจากจะสามารถรับประทานได้แล้ว ยงัพบวา่สารสกดัในชัน้เอทานอลมีคณุสมบตัิ
ต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านม (IC50 = 66.54 µg/mL) มะเร็งปอด (IC50 = 743.99 µg/ mL) และ
มะเร็งกระเพาะอาหาร (IC50 = 134.44 µg/ mL)(1) ได้อีกด้วย ส่วน R. subaurantiaca สามารถออก
ฤทธ์ิต้านเชือ้มาลาเรีย (Plasmodium falciparum สายพันธุ์  3D7) ซึ่งสารดังกล่าวได้แก่ pistillaria 
(IC50 = 0.23 µM) และ spermatinamine (IC50 = 1.9 µM)(3) ในขณะท่ี R. madagascariensis นอกจาก
จะมีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระและเซลล์มะเร็งแล้ว ยงัพบสารชนิดใหม่ในกลุ่ม bicyclic hemiacetal 
อีกด้วย ส่วน R. subalpina ซึ่งเป็นชนิดท่ีรับประทานได้ มีรสชาติดี ราคาแพง และยงัมีฤทธ์ิในการต้าน
อนมุลูอิสระ(4) เม่ือไมน่านมานีมี้รายงานว่า R. largentii มีคณุสมบตัใินการต้านพิษ (antigenotoxicity) 
และต้านอนมุลูอิสระได้(5) อย่างไรก็ตามการศกึษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดปะการังในประเทศ
ไทยนัน้ยงัไมเ่คยมีรายงานการศกึษาหรือข้อมลูตีพิมพ์มาก่อน  

ทัง้นีจ้ านวนชนิดของเห็ดสกุล Ramaria ท่ีมีรายงานแล้วมีจ านวนไม่น้อยกว่า 200 สปีชีส์         
ทัว่โลก(6) แตใ่นประเทศไทยมีรายงานเพียง 32 สปีชีส์ และในจ านวนนีเ้ป็นรายงานการค้นพบครัง้แรก
จ านวน 6 สปีชีส์ จากอุทยานแห่งชาติน า้หนาว จงัหวดัเพชรบูรณ์ (7-9,16-19) และเขตรักษาพนัธุ์สัตว์ป่า      
ภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิ(18) ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากข้อมูลการศึกษาของเห็ดปะการังในประเทศไทยมีจ านวน
น้อย ท าให้ข้อมลูของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีใช้ในการจดัจ าแนกชนิดของเห็ดกลุม่นีมี้จ ากดัและไม่
ละเอียดเพียงพอในการระบุชนิดท่ีถูกต้อง ท่ีส าคญัยงัไม่มีข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างเห็ด
สกลุ Ramaria จากประเทศไทยในฐานข้อมลูนานาชาต ิเชน่ GenBank และ Unite มาก่อน (สืบค้นเม่ือ
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วนัท่ี 1 พฤษภาคม พ.ศ. 2561) ท าให้ไม่สามารถเทียบเคียงและยืนยนัชนิดในระดบัสปีชีส์ได้ ท่ีผ่านมา
การจดัจ าแนกชนิดของเห็ดกลุ่มนีใ้นประเทศไทยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวซึ่งมี
ความยุ่งยาก ซบัซ้อน และต้องอาศยัประสบการณ์ของผู้ เช่ียวชาญ เน่ืองจากตวัอย่างเห็ดราท่ีพบใน
ประเทศไทยนัน้มีความหลากหลายสงูทัง้ชนิดพนัธุ์และรูปร่างลกัษณะ ซึง่สว่นใหญ่ตา่งไปจากต าราท่ีมี
รายงานในต่างประเทศ(6) แม้ว่าในปี 2553 ท่ีผ่านมาได้มีงานวิจยัท่ีศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของ
เห็ดปะการังจากอทุยานแหง่ชาตนิ า้หนาวด้วยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกลุ Amplified ribosomal DNA 
restriction analysis (ARDRA) ก็ตาม แต่เป็นการเปรียบเทียบเฉพาะกลุ่มเห็ดท่ีศึกษาในพืน้ท่ีเท่านัน้ 
รวมทัง้ไม่ได้ศกึษาถึงล าดบันิวคลีโอไทด์(7) ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้ึงเน้นการจดัจ าแนกชนิดของเห็ด
สกุล  Ramaria โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะพันธุกรรมโดยการหาล าดับ                
นิวคลีโอไทด์ท่ีสามารถใช้ในการระบชุนิดได้ เพ่ือใช้เป็นฐานข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์ของเห็ดชนิดนี ้
ในประเทศไทย โดยเลือกศึกษาเห็ดปะการังในพืน้ท่ีเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่าภูเขียว  จังหวัดชัยภูมิ 
เน่ืองจากมีสภาพภูมิอากาศเหมาะสมในการเจริญ มีความอุดมสมบูรณ์ โดยพืน้ท่ีส่วนใหญ่เป็น         
ป่าเต็งรัง ป่าสนผสมเต็งรัง และป่าดงดิบแล้ง ท่ีส าคญัมีรายงานการศกึษาเห็ดเอคโตไมคอร์ไรซาหลาย
ชนิดท่ียังไม่สามารถระบุชนิดได้ (18) จากนัน้ศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดสกุล Ramaria     
สายพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีแยกได้ในการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ ต้านการเจริญของจลุินทรีย์ ต้านการเจริญของ
เซลล์มะเร็ง ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการย่อยน า้ตาล และสงัเคราะห์คอเลสเตอรอล 
เป็นต้น 
 
วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 

1.  เพ่ือเก็บรวบรวมและจดัจ าแนกชนิดของเห็ดสกุล Ramaria และสกุลใกล้เคียงโดยอาศยั
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีววิทยาโมเลกลุ จากป่าสนผสมเต็งรัง เขตรักษาพนัธุ์สตัว์
ป่าภเูขียว จงัหวดัชยัภมูิ 

2.  เพ่ือสกดัและศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดสกุล Ramaria และสกลุใกล้เคียงใน
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ ต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง ยับยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการยอ่ยน า้ตาล และการสงัเคราะห์คอเลสเตอรอล 

3.  เพ่ือศึกษารูปแบบทางเคมีของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดเห็ดสกุล Ramaria 
และสกลุใกล้เคียงด้วยเทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) 

4.  เพ่ือวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลจากสารสกัดเห็ดสกุล Ramaria และสกลุใกล้เคียง ด้วย
เทคนิค  Liquid chromatography electronspray ionization mass spectrophotometry (LC-ESI-
MS) 
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ขอบเขตงำนวิจัย 

ตวัอย่างเห็ดสกุล Ramaria ท่ีรวบรวมจากพืน้ท่ีเขตรักษาพนัธุ์สัตว์ป่าภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิ  
ประเทศไทย น ามาแยกเพาะเลีย้งและจัดจ าแนกชนิดโดยการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาและ
ลกัษณะทางพนัธุกรรมโดยการหาล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ internal transcribed spacers (ITS) และ 
large subunit ribosomal DNA (LSU) แล้วน าไปเทียบเคียงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล 
GenBank และ Unite ศกึษาความสมัพนัธ์โดยการสร้างแผนภูมิเชิงวิวฒันาการต้นไม้ จากนัน้คดัเลือก
ตวัแทนไปสกัดสารด้วยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมเพ่ือทดสอบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น สารต้าน
อนุมูลอิสระ ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ ต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง และ ยับยัง้การท างานของ
เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการย่อยน า้ตาลและการสงัเคราะห์คอเลสเตอรอล จากนัน้น าสารสกดัไปศึกษา
สารประกอบฟีนอลด้วยเทคนิค LC-ESI-MS เพ่ือวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี  

 
 
ผลที่คำดว่ำจะได้รับจำกงำนวิจัย 

1.  ข้อมลูลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ  ITS และ LSU เพ่ือ
ใช้ระบุชนิดในระดับสปีชีส์ของเห็ดสกุล  Ramaria จากเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่าภูเขียว จังหวัดชัยภูมิ  
รวมทัง้แผนภมูิความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของชนิดเห็ดท่ีพบในประเทศไทยกบัตา่งประเทศ 

2.  ข้อมลูสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดสกลุ Ramaria ในด้านการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ 
สารต้านการเจริญของจุลินทรีย์ สารต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง และ สารยับยัง้การท างานของ
เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัการย่อยน า้ตาล และการสงัเคราะห์คอเลสเตอรอล เพ่ือเป็นข้อมลูในการศึกษา
เชิงลกึตอ่ไป 

3.  ข้อมลูรูปแบบทางเคมีของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัเห็ดสกลุ Ramaria จากการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-ESI-MS รวมทัง้โครงสร้างทางเคมีของสารสกดัท่ีนา่สนใจดงักล่าว 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
1. เหด็สกุล Ramaria  และความหลากหลายในประเทศไทย 

เห็ดปะการังในสกุล Ramaria S. F. Gray emend. Donk เป็นหนึ่งในกลุ่มเห็ดปะการัง (coral 
fungi) ท่ีมีจํานวนชนิดมากกว่า 200 สปีชีส์ (จากจํานวนเห็ดปะการังทัง้สิน้ 540 สปีชีส์) อยู่ในวงศ์ 
Gomphaceae จดัจําแนกตามหลกัอนกุรมวิธานได้ดงันี ้(6) 

Kingdom : Fungi 
Phylum  : Basidiomycota 
Class  : Basidiomycetes 
Order  : Gomphales 
Family  : Gomphaceae 
Genus  : Ramaria 
ทัง้นีย้ังสามารถแบ่งเป็นสกุลย่อยหรือ subgenus ได้ 4 สกุลย่อย โดยอาศัยลักษณะของ

ลวดลายบนผิวสปอร์ การปรากฏของโครงสร้างแคลมป์ คอนเนคชัน (clamp connection) เป็นต้น 
ได้แก่ subgenus Echinoramaria, Laeticolora, Lentoramaria และ Ramaria(6) 

เห็ดสกุล Ramaria มีรูปร่างลักษณะของดอกเห็ดแตกก่ิงก้านคล้ายปะการังในท้องทะเล        
มีสีสันหลากหลาย เช่น สีเหลือง สีนํา้ตาล สีนํา้เงิน สีชมพู และ สีส้ม บางชนิดดํารงชีวิตเป็น                   
เอคโตไมคอร์ไรซา (ectomycorrhiza) (ภาพประกอบ 1) อยู่ ร่วมกับรากพืชแบบพึ่งพาอาศัย 
(symbiosis) พบมากในบริเวณป่าสนหรือสนผสมเตง็รังในดินท่ีมีสภาพคอ่นข้างเป็นกรดอ่อน บางชนิด
สามารถรับประทานได้ เช่น Ramaria aurea, R. botrytis, R. botrytoides, R. cyanocephala, R. 
fennica และ R. flava(1,6,7,8,9) แตบ่างชนิดไม่สามารถรับประทานได้ เช่น R. formosa และ R. pallida 
เน่ืองจากมีสารพิษทําให้เกิดอาการวิงเวียน คล่ืนไส้ อาเจียน และท้องเดินได้ แต่มักไม่ทําให้ถึงชีวิต 
ยกเว้นเกิดอาการแพ้ท่ีรุนแรง(2) 
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ภาพประกอบ  1 ตัวอย่างเห็ดปะการังในสกุล Ramaria (a) Ramaria flava  (b) R. formosa              

(c) R. botrytis (d) R. asiatica (e) R. aurea และ (f) R. apiculata 
 

ท่ีมา: (a) Wikipedia.  (2009).  Retrieved April 16, 2017 from https:// 
en.wikipedia.org/wiki/Ramaria_flava#/media/File:AD2009Sep06_Ramaria_flava_01.jpg.(10) (b) 
Ronald L. Exeter.  (2014).  Retrieved April 16, 2017 from http://www.mykoweb. com 
/CAF/species/Ramaria_formosa.html.  (online)(11)  (c) David Noble.  (2014).  
Retrieved April 16, 2017 from http://www.david-noble.net/ Tasmania/Reserve Apr14/ 
Acropolis2.html.  (online).(12)  (d) Daniel Winkler.  (2009).  Retrieved April 16, 2017 from 
http://mushroaming.com/ Bhutan_Mushrooms.  (online)(13) (e) George Barron.  (2012).  
Retrieved April 16, 2017 from https://atrium.lib. uoguelph.ca/xmlui/handle/10214/4188.  
(online).(14) (f) Agorastos Papatsanis.  (2013).   Retrieved April 16, 2017 from http://www. 
discoverwildlife. com/gallery/fabulous-fungi-photo-gallery-agorastos-papatsanis.  (online).(15) 
 

ในประเทศไทยมีรายงานจํานวนชนิดของเห็ดสกุล Ramaria โดยการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเพียง 32 สปีชีส์ (ตาราง 1) เท่านัน้ ซึ่งส่วนใหญ่เป็นรายงานจากภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย(7,8,9) นิวัฒ เสนาะเมือง (2553) รายงานจํานวนชนิดของเห็ด

C
c

แ
 

 
 

http://www.mykoweb/
http://www.david-noble.net/
https://atrium.lib/
http://www/
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ปะการังซึ่งเก็บรวบรวมได้จากอทุยานแห่งชาติภูเรือ จงัหวดัเลย และอทุยานแห่งชาตินํา้หนาว จงัหวดั
เพชรบรูณ์จํานวน 9 สปีชีส์ ซึ่งแบง่ออกเป็นเห็ดปะการังสกลุ Ramaria และ Phaeoclavulina(9) (ตาราง 
1) โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ตอ่มาในปีเดียวกนั แอมมณี มณีวลัย์ (2553) และ Maneevan, 
et al. (2010) รายงานจํานวนชนิดของเห็ดปะการังท่ีพบในอทุยานแห่งชาตินํา้หนาว  จงัหวดัเพชรบรูณ์ 
โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล  Amplified ribosomal DNA 
restriction analysis (ARDRA) ในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ internal transcribed spacers (ITS) 
ด้วยไพร์เมอร์ ITS1F และ ITS4 จากนัน้ย่อยชิน้ดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction enzymes) 
แล้วจดักลุม่ตามขนาดของแถบแบนดีเอ็นเอท่ีได้ สามารถจดัจําแนกชนิดเห็ดสกลุ Ramaria ได้ จํานวน 
9 สปีชีส์  ได้แก่  R. botrytoides, R. concolor, R. conjunctipes, R. cystidiophora var. fabiolens, 
R. flava, R. rubripermanens, R. sanguinipes, R. sino-conjunctipes และ R. velocimutans(7,8) ซึง่
ในจํานวนนีเ้ป็นรายงานครัง้แรกในประเทศไทย จํานวน 4 สปีชีส์ ได้แก่ R. botrytoides, R. concolor, 
R. conjunctipes แ ล ะ  R. velocimutans(7) ทั ง้ นี ใ้ น ปี  พ .ศ . 2554 Chandrasrikul, et al. (2011)               
ได้รวบรวมข้อมลูของเห็ดในกลุ่ม Basidiomycetes ในประเทศไทย พบว่ามีจํานวนสปีชีส์ของเห็ดสกุล 
Ramaria ทัง้สิน้ 29 สปีชีส์ (ตาราง 1) ซึ่งต่อมาในปี พ.ศ. 2557 สํานักงานพัฒนาเศรษฐกิจจากฐาน
ชีวภาพ (องค์การมหาชน) ได้แสดงบญัชีรายการทรัพย์สินชีวภาพของเห็ดสกุล Ramaria จํานวน 5    

สปีชีส์(17) ซึง่ในจํานวนนีมี้ 1 สปีชีส์ ท่ีรายงานครัง้แรกในประเทศไทย ได้แก่ R. flaviceps นอกจากนีผ้ล

การศกึษาของ ปรียาภรณ์ ดอกไม้ (2557) และ Dokmai, et al. (2015) ถึงสงัคมราเอคโตไมคอร์ไรซาใน
ป่าสนผสมเต็งรัง พืน้ท่ีเขตรักษาพนัธุ์สตัว์ป่าภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิ โดยการศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยา และลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS พบเห็ดสกลุ Ramaria จํานวน 7 สปีชีส์ ซึง่ในจํานวนนีมี้เพียง 
1 สปีชีส์ ท่ีสามารถระบชุนิดได้ และเป็นรายงานแรกในประเทศไทยคือ R. largentii (ตาราง 1) ในขณะ
ท่ีอีก 6 สปีชีส์ ยังไม่สามารถระบุชนิดได้ เน่ืองจากมีค่าร้อยละความเหมือน (%similarity) ต่ํากว่า     
ร้อยละ 97 กบัชนิดของเห็ดสกลุ Ramaria ในฐานข้อมลู GenBank และ Unite(18,19)  

ส่วนในการศึกษาเห็ดปะการังในสกุล Pheoclavulina และ Lentaria ซึ่งเป็นเห็ดท่ีมีลักษณะ
ใกล้เคียงกับ Ramaria โดยเห็ด Pheoclavulina ส่วนใหญ่พบการเจริญบนซากไม้ ก้านและก่ิงของ   
ดอกเห็ดมีโทนสีนํา้ตาล แต่มีสีของปลายก่ิงท่ีสดใส ลวดลายบนผิวของเบสิดิโอสปอร์มีลักษณะเป็น
หนามแหลมและมีสีนํา้ตาล ตวัอย่างเช่น Phaeoclavulina cokeri (syn. Ramaria cokeri) ท่ีมีดอกเห็ด
สีนํา้ตาลอมส้ม และมีก่ิงปลายสีส้มสด ซึ่งในอดีตนัน้ถูกจัดอยู่ในสกุล Ramaria(21) ในประเทศไทยมี
รายงาน 2 สปีชีส์ คือ P. cyanocephala และ P. cokeri(7)(8)(9) ส่วนเห็ดปะการังสกลุ Lentaria จดัอยู่ใน
วงศ์ Lentariaceae  พบการเจริญบนซากไม้ มีเส้นในสีขาวปกคลุมบริเวณท่ีเจริญ ดอกเห็ดมีสีโทนสี
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นํา้ตาล เบสิดิโอสปอร์มีลกัษณะเป็นแท่งยาวผิวเรียบและไม่มีสี (6) ในประเทศไทยนัน้ มีรายงานเพียง 1 
ชนิดท่ีไมส่ามารถระบสุปีชีส์ได้(21) 
 
 
ตาราง 1 รายช่ือเห็ดสกลุ Ramaria และ Phaeoclavulina ท่ีมีรายงานในประเทศไทย  
 

รายช่ือเห็ดปะการัง  เอกสารอ้างอิง 

Phaeoclavulina cokeri (R.H. Petersen) Giachini  (7)(8)(9) 
Phaeoclavulina cyanocephala (Berk. & M.A. Curtis) Giachini (7)(8)(9) 
Ramaria araiospora Marr & D.E. Stuntz. (16) 
Ramaria botrytis (Pers.) Ricken (16)(17) 
Ramaria botrytoides (Peck.) Corner  (7)(8)(9)(16) 
Ramaria broomei (Cotton & Wakef.) R.H. Petersen (16) 
Ramaria cacao (Coker) Corner (16) 

Ramaria concolor (Corner) R.H. Petersen (7)(8)(9)(16) 
Ramaria conjunctipes (Coker) Corner (7)(8)(9) 
Ramaria cyanocephala (Berk. & M.A. Curtis) Corner (7)(8)(9)(16)(17) 
Ramaria cystidiophora var. fabiolens Marr & D.E. Stuntz. (7)(8)(9)(16) 
Ramaria ochraceovirens (Jungh.) Donk (16) 
Ramaria palmata (Scop.) Holmsk (16) 
Ramaria rubripermannes Marr & D.E. Stuntz. (7)(8)(9)(16) 
Ramaria sanguinea (Pers.) Quél. (16)(17) 
Ramaria sanguinipes R.H. Petersen & M. Zang (7)(8)(9)(16) 
Ramaria sinoconjunctipes R.H. Petersen & M. Zang (7)(8)(9)(16)(17) 
Ramaria stricta (Pers.) Quél. (16) 
Ramaria stricta var. concolor Corner (16) 
Ramaria velocimutans Marr & D.E. Stuntz. (7)(8)(9)(16) 
Ramaria eumorpha (P. Karst.) Corner (16) 
Ramaria fennica (P. Karst.) Ricken (16) 
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ตาราง 1 (ตอ่) 
 

รายช่ือเห็ดปะการัง เอกสารอ้างอิง 

Ramaria fennica var. fennica (P. Karst.) Ricken (16) 
Ramaria flava (Fr.) Quél.  (16) 
Ramaria flava (Schaeff.) Quél. (7)(8)(9)(16) 
Ramaria flaviceps Corner, K.S. Thind & Anand (17) 
Ramaria formasa (Pers.) Quél. (16) 
Ramaria fumosiavellanea Marr & D.E. Stuntz. (16) 
Ramaria gracilis (Pers.) Quél. (16) 
Ramaria grandis (Perk) Corner (16) 
Ramaria invalii (Cotton & Wakef.) Donk (16) 
Ramaria largentii Marr & D.E. Stuntz (18)(19) 
Ramaria murrillii (Coker) Corner (16) 
Ramaria nigrescens Brinkmann ex Donk (16) 

 
 
2. การจัดจ าแนกชนิดเหด็สกุล Ramaria 

การจดัจําแนกชนิดของเห็ดสกุล Ramaria นัน้ต้องอาศยัข้อมูลทัง้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
และลักษณะทางพันธุกรรมร่วมกันในการระบุชนิด  เช่น เ ดียวกับเห็ดราชนิด อ่ืนๆ ในกลุ่ม 
Basidiomycetes ซึง่อธิบายโดยสงัเขปได้ดงันี ้
 

2.1. การจัดจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ด โดยบนัทึกรายละเอียดทัง้หมดท่ีสงัเกตได้

ด้วยตาเปล่า และภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereomicroscope) เช่น สี ขนาด รูปร่างของ
ดอกเห็ด และการแตกก่ิง ส่วนลักษณะอ่ืนท่ีมีขนาดเล็ก เช่น เบสิเดีย (basidia) และเบสิดิโอสปอร์ 
(basidiospore) ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) ในขณะท่ีลวดลายบน
ผิวสปอร์ศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  (scanning electron microscope) 
เป็นต้น 
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2.1.1 การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ 
การศกึษาขนาด รูปร่าง ลกัษณะตา่งๆ ของดอกเห็ด ได้แก่ โคนดอก การแตกก่ิง ปลาย

ยอด และอ่ืนๆ ท่ีสามารถสงัเกตได้ทัง้หมด (ภาพประกอบ 2) 
2.1.1.1ลกัษณะของโคน (stipes) การแตกก่ิง (branching) และปลายยอด (tips) 
   ลักษณะรูปร่าง  ขนาด  และสีของโคนดอก  การแตกก่ิง ก้านของดอกเห็ด                       

มีความสําคญัอย่างยิ่งในการจดัจําแนกชนิดของเห็ดสกลุ Ramaria บางชนิดเม่ือเจริญเต็มท่ีมีลกัษณะ
ของโคนดอกอวบใหญ่ เช่น R. flavoralba และ R. formosa บางชนิดมีก้านยาว เช่น R. fragillima, R. 
longicaulis และ R. zippelii ในขณะท่ีบางชนิดมีก้านเรียวเล็ก เช่น R. polypus และบางชนิดมีหลาย
ลักษณะร่วมกันในดอกเดียว (ภาพประกอบ 3) โคนดอกบางชนิดเกิดจากการรวมกันของก้านเล็กๆ 
หลายๆ ก้าน  (fascilalate) (ภาพประกอบ  3a, d, e) บางชนิดเกิดจากก้านใหญ่ท่ีหลอมรวมกัน 
(compound) แล้วแตกเป็นก้านเล็กหลายก้าน  (ภาพประกอบ 3b, c) นอกจากขนาดของโคนแล้ว
ลกัษณะของผิวสมัผสั เช่น เรียบ ขรุขระ หรือการมีเมือกคล้ายเจลาติน รวมทัง้ความเหนียว หรือเปราะ 
ของดอกเห็ดล้วนแตมี่ความสําคญัในการจดัจําแนกชนิดทัง้สิน้(6,21) 
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ภาพประกอบ 2 ภาพวาดลายเส้นของดอกเห็ดสกลุ Ramaria แสดงส่วนประกอบตา่งๆ รวมทัง้การนบั
ชัน้ของการแตกก่ิง 

 
ท่ีมา: Corner. (2005). A monograph of Clavaria and allied genera. pp. 543-636.(6) 
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ภาพประกอบ 3 ภาพวาดลายเส้นของดอกเห็ดสกลุ Ramaria แสดงลกัษณะของโคนและก้านดอก (a) 
R. flavoralba, (b) R. formosa, (c) R. longicaulis, (d) R. zippelii และ (e) R. polypus  

 
ท่ีมา: Corner. (2005). A monograph of Clavaria and allied genera. pp. 543-636. (6) 

 

 

ส่วนลักษณะของการแตกก่ิง  รัศมีของก่ิง  จํานวนชัน้  จํานวนก่ิงในแต่ละชัน้ 
(ภาพประกอบ 2) เป็นอีกลักษณะสําคญัท่ีใช้ในการจัดจําแนกชนิดของเห็ดสกุล  Ramaria บางชนิด
แตกก่ิงแบบทีละคู่ท่ีสมมาตรกัน (symmetrical dichotomy) เช่น R. fragillima บางชนิดแตกก่ิงแบบ
ไข ว้ทแยง  (decussation) เช่น  R. zippelii บางชนิดแตก ก่ิง ทีละคู่ ท่ี ไม่สมมาตรกัน  (unequal 
dichotomy) หรือแตกแบบหลายก่ิงเท่าๆ กัน (polychrotomy) เช่น R. zippelii หรือการแตกหลายก่ิง
แบบเจริญไม่เท่ากนั (unequal development of branches) (ภาพประกอบ 4) ทัง้นีเ้ห็ดสกลุ Ramaria 
เป็นเห็ดปะการังท่ีมีการแตกก่ิงมาก และซบัซ้อนท่ีสดุเม่ือเทียบกบัเห็ดปะการังสกลุอ่ืน  เช่น Clavaria, 
Lentaria, Phaeoclavulina และ Ramariopsis(6,21) 
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ภาพประกอบ 4 ภาพวาดลายเส้นรัศมีการแตกก่ิงของเห็ดปะการังและตวัอยา่งชนิดของเห็ดปะการัง (a) 

symmetrical dichotomy (Ramaria fragillima), (b) decussation (R. zippelii), (c) unequal 
dichotomy (R. fragillima), (d) polychotomy (R. zippelii), (e) unequal development of 
branches, (f) pyxidate branching (Clavicorona candelabrum) และ (g) attenuate tips 
(Lentaria surculus) 

 
ท่ีมา: Corner. (2005). A monograph of Clavaria and allied genera. pp. 543-636. (6) 

 
 

นอกจากนีล้กัษณะของปลายยอด เช่น ปลายแหลม ปลายทู่ หรือปลายท่ีมีการแตก
ยอดทีละ 2 ยอด หรือ 4 ยอด ล้วนใช้ในการจําแนกชนิดซึ่งบางชนิดสงัเกตยาก โดยเฉพาะสปีชีส์ท่ีมี
ความใกล้ชิดกนัมากหรือดอกเห็ดท่ียงัเจริญไมเ่ต็มท่ี โดยเห็ดสกลุ Ramaria นัน้ พบการแตกของปลาย
ยอด  ทีละ 2 ยอด หรือ 4 ยอด โดยการแตกของปลายยอดทีละ 2 ยอด มกัเป็นปลายแหลม ส่วนการ
แตกปลายยอดทีละ 4 ยอด มกัเป็นปลายทูเ่ม่ือสงัเกตภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ(23) 
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2.1.1.2 ลกัษณะของสีดอก รอยชํา้ และลกัษณะอ่ืนๆ 
   สีของดอกเห็ดและรอยชํา้เป็นอีกหนึ่งลกัษณะท่ีสําคญั เน่ืองจากสีดอกสามารถใช้

จําแนกชนิดของเห็ดบางสปีชีส์ได้ และสามารถบอกได้ถึงสีของสปอร์เห็ดบางสปีชีส์อีกด้วย ตวัอย่าง 
Ramaria subgenus Lentoramaria และ subgenus Echinoramaria สีดอกส่วนใหญ่ มีโทนสีนํา้ตาล 
หรือสีดิน ส่วน subgenus Ramaria และ subgenus Laeticolora มักมีสีสันสดใส เช่น สีชมพู สีส้ม 
และสีแดง เป็นต้น ส่วนรอยชํา้ของดอกเห็ดเกิดเม่ือดอกเห็ดถูกแรงกระทําจากภายนอก  เช่น แรงตดั 
หรือแรงบีบบริเวณโคนดอกหรือก่ิง ทําให้เนือ้เย่ือดอกเห็ดมีสีเปล่ียนไป เช่น เปล่ียนเป็นสีนํา้ตาล สีแดง 
สีแดงอมนํา้ตาล สีม่วงอมนํา้ตาล สีเขียว และสีแดงอมม่วง ซึ่งมกัจะเห็นการเปล่ียนสีเม่ือดอกเห็ดสด
เทา่นัน้(22) 

   สว่นลกัษณะอ่ืนๆ ท่ีใช้ในการจดัจําแนกชนิด เชน่ การชิมรส เน่ืองจากเห็ดแตล่ะชนิด
มีรสชาติเฉพาะตวั ซึ่งการชิมนัน้ทําโดยตดัดอกเห็ดเป็นชิน้เล็ก แล้วนําไปสัมผัสท่ีลิน้หรือเคีย้วเพียง
เล็กน้อย จากนัน้คายออก เน่ืองจากบางชนิดมีพิษ โดยรสชาติเห็ดมีทัง้รสอ่อน รสฝาด รสขม และ       
รสเผ็ด(21,22)  
 

2.1.2 การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง 
การศึกษาลกัษณะต่างๆ ท่ีมีโครงสร้างขนาดเล็กต้องใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 

เชน่ รูปร่างลกัษณะของเบสิดิโอสปอร์ (basidiospore) เบสิเดียม (basidium) ซิสทีเดีย (cystidia) และ 
แคลมป์ คอนเนคชนั (clamp connection) ซึ่งมีความสําคญัอย่างยิ่งในการจดัจําแนกชนิดโดยเฉพาะ
ในระดบัสปีชีส์ 
 

2.1.2.1 รูปร่างลักษณะของเบสิเดียม (basidium) ซิสทีเดีย (cystidia) และ แคลมป์ 
คอนเนคชนั (clamp connection) 

   ลั ก ษ ณ ะ เ บ สิ เ ดี ย ม ข อ ง เ ห็ ด ส กุ ล  Ramaria เ ป็ น แ บ บ  holobasidium 
(ภาพประกอบ 5a) มีสเตอริกมา (sterigma) ทําหน้าท่ียดึสปอร์ไว้เหมือนหนามขนาดเล็กตัง้ขึน้ สว่นชัน้
ของไฮเมเนียม  (hymenium) พบทัง้หนาและ /หรือบางขึน้อยู่กับสปีชี ส์  บางชนิดพบซิสทีเ ดีย 
(ภาพประกอบ 6) เช่น R. polypus และ R. cystidiophora ในขณะท่ีบางชนิดไม่พบซิสทีเดีย  ส่วน
ลกัษณะของเส้นใยมกัพบโครงสร้างของแคลมป์ คอนเนคชัน่ (ภาพประกอบ 5) 
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ภาพประกอบ 5 ภาพวาดลายเส้นของตวัอย่างโครงสร้างท่ีพบในเห็ดสกุล Ramaria (a) เบสิเดีย และ 

สเตอริกมา, (b) ชัน้ไฮเมเนียม, (c) ซิสทีเดียท่ีพบในชัน้ไฮเมเนียม และ (d) โครงสร้างแคลมป์  
คอนเนคชนั 

 
ท่ีมา: Corner. (2005). A monograph of Clavaria and allied genera. pp. 543-636. (6) 
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ภาพประกอบ 6 ภาพวาดลายเส้นของตัวอย่างรูปแบบของซิสทิเดีย (cystidia) ตัวอย่าง เช่น (a) 
moniliform (b) cylindrical (c) clavate และ (d) uniform เป็นต้น 

 
ท่ีมา: Dictionary of the Fungi. (2016). Retrieved April 16, 2017 from http://www.david 

moore.org.uk/21st_Century_Guidebook_to_Fungi_PLATINUM/Assets/Hyphal_differentiation_
Resources.html (24)  

 
 

2.1.2.2 รูปร่างลกัษณะ สี ขนาด และลวดลายบนผิวเบสิดโิอสปอร์  
เบสิดิโอสปอร์ของเห็ดสกุล Ramaria ส่วนใหญ่พบจํานวน 4 สปอร์ มีส่วนน้อยท่ี

พบ 1-3 สปอร์ สีของสปอร์สามารถพบได้ทัง้สีใส สีเหลือง สีนํา้ตาล หรือสีสนิม รูปร่างลักษณะของ
สปอร์มีความหลากหลาย บางชนิดรูปร่างกลม รี หรือรูปไข่ บางชนิดอาจมีลกัษณะของส่วนปลายใหญ่
กว่าส่วนโคน ทัง้นีล้กัษณะของผิวสปอร์เป็นอีกลกัษณะท่ีมีความสําคญัในการระบุชนิด เช่น ลกัษณะ
ผิวเรียบ (smooth) ลักษณะผิวขรุขระมีลวดลายตามยาว (striate) ลักษณะขรุขระมีลวดลายตุ่มนูน
กระจายทั่วสปอร์ (verrucose หรือ warted) และลักษณะขรุขระมีหนาม  (echinulate หรือ spiny) 
(ภาพประกอบ 6) ทัง้นี  ้ส่วนใหญ่ต้องศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
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(scanning electron microscope) ซึ่งลกัษณะลวดลายบนผิวสปอร์สามารถใช้ในการจดัจําแนกชนิด
ในระดบั subgenus ได้ ดงันี ้

subgenus Echinoramaria ผิวสปอร์มีลักษณะขรุขระมีหนาม  พบแคลมป์             
คอนเนคชั่น ดอกเห็ดมีสีไม่สดใส ส่วนใหญ่เป็นโทนสีนํา้ตาล (dingyochraceous ถึง brown) Type 
species คือ R. cyanocephala 

subgenus Lentoramaria ผิวสปอร์เ รียบหรือขรุขระเป็นตุ่มนูน  พบแคลมป์            
คอนเนคชัน่ ดอกเห็ดเจริญบนไม้ มีขนาดเล็กถึงขนาดกลาง โทนสีนํา้ตาล Type species คือ R. stricta 

subgenus Ramaria ผิวสปอร์ขรุขระเป็นตุ่มนูนหรือเป็นลายทาง  ส่วนใหญ่มี
ความยาวเฉล่ียมากกว่า 11 ไมโครเมตร พบแคลมป์ คอนเนคชัน่ ดอกเห็ดมีสีหลากหลาย ส่วนใหญ่มีสี
ครีมหรือสีอ่อน และมกัพบว่าปลายก่ิงมีสีต่างจากดอกเห็ด เช่น โคนสีขาวปลายสีชมพู เป็นต้น Type 
species คือ R. botrytis 

subgenus Laeticolora ผิวสปอร์เรียบหรือขรุขระเป็นตุ่มนูน สปอร์มีความยาว
เฉล่ียน้อยกว่า 11 ไมโครเมตร บางชนิดพบแคลมป์ คอนเนคชัน่ บางชนิดไม่พบ ดอกเห็ดมีสีสดใส ซึ่ง 
subgenus นีพ้บมากท่ีสดุ Type species คือ R. formosa(22) 

 
 

 
 
 

ภาพประกอบ 7 ภาพวาดลายเส้นของเบสิดโิอสปอร์ แสดงลวดลายบนผิวสปอร์แบบตา่งๆ (a) ลกัษณะ
ผิวเป็นลายทาง (Ramaria botrytis), (b) ลกัษณะผิวขรุขระเป็นตุม่นนู (R. formosa), (c) ลกัษณะ
ผิวขรุขระเป็นตุม่นนู (R. flava) และ (d) ลกัษณะผิวขรุขระมีหนาม (R. fragillima) 

 
ท่ีมา: Corner. (2005). A monograph of Clavaria and allied genera. pp. 543-636. (6) 
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2.1.3 การศกึษาการเกิดปฏิกิริยาเคมี 
การเกิดสีของปฏิกิริยาเคมีระหว่างเนือ้เย่ือเห็ดสดกับสารละลายเคมี สามารถใช้เป็น

ข้อมูลในการจดัจําแนกชนิดของเห็ดราหลายชนิด รวมทัง้เห็ดสกุล Ramaria ซึ่งนิยมใช้สารละลาย  3 
ชนิด ได้แก่ สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด์ (KI) เข้มข้น 10% โดยทําปฏิกิริยากบัเนือ้เย่ือดอกเห็ดสด 
พบว่าบางชนิดจะเปล่ียนสีดอกเห็ดเป็นสีนํา้เงิน  (amyloid reaction) บางชนิดไม่เกิดการเปล่ียนสี  
(non-amyloid) หรือบางชนิดเป็นสีนํา้ตาลแดง (dextrinoid reaction) ส่วนสารละลายเฟอรัสซลัเฟต 
(FeSO4) เข้มข้น 10% บางชนิดเกิดสีนํา้เงินอมเขียว(26) ในขณะท่ีสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 
(KOH) เข้มข้น 10% สามารถให้สีท่ีแตกต่างกัน เช่น R. fennica เกิดสีแดงอมม่วง (violaceous) เป็น-
ต้น(26) 
 

2.2 การจัดจ าแนกชนิดด้วยวิธีทางชีววิทยาโมเลกุล 
เน่ืองจากการจดัจําแนกชนิดโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยามีความยุ่งยากซับซ้อน

และต้องอาศยัประสบการณ์ความเช่ียวชาญเฉพาะด้าน ดงันัน้จึงมีการนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกลุ 
เชน่ การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอด้วยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) เทคนิค Amplified ribosomal 
DNA restriction analysis (ARDRA) และการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) มาใช้ชว่ยใน
การจัดจําแนกชนิด ซึ่งมีหลายงานวิจัยท่ีรายงานว่าสามารถใช้ในการจัดจําแนกชนิดเห็ดราได้  ส่วน
งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัเห็ดปะการังนัน้มีไม่มากนกั ตวัอย่างเช่น งานวิจยัของ Humpert, et al. (2001) 
ศกึษาลําดบันิวคลีโอไทด์ของเห็ดสกลุ Ramaria และสกลุใกล้เคียง ได้แก่ Clathrus, Clavariadelphus, 
Gautieria, Gomphus, Hysterangium, Kavinia และ Pseudocolus บริเวณบางส่วนของยีน nuclear 
large subunit ribosomal DNA (nuc LSU rDNA) ขนาดประม าณ  610 bp และ ดี เ อ็น เอ ข อ ง                   
ไมโตคอนเดรีย mitochondrial small subunit ribosomal DNA (mt SSU rDNA) ขนาดประมาณ 470 
bp จํานวน 51 ตวัอย่าง รวมทัง้สร้างแผนภูมิวิวฒันาการ (phylogenetic tree) พบว่าสปีชีส์ตา่งๆ ของ
เห็ดสกุล Ramaria ของ subgenus ต่างๆ ไม่ได้รวมอยู่ใน clade เดียวกันทัง้หมด แต่มีการกระจาย
แบบ heterogeneity คือบางสปีชีส์แยกกันอยู่คนละ clade ซึ่งสปีชีส์ส่วนใหญ่รวมอยู่ใน  clade 
เดียวกบั R. subgenus Ramaria ในขณะท่ี subgenus อ่ืนแยกกนัอยู่คนละ clade(26) Giachini, et al. 
(2010) ศึกษาแผนภูมิวิวัฒนาการของเห็ดราในอันดับ  Geastrales, Gomphales (รวมถึงวงศ์  
Gomphaceae สกลุ Ramaria), Hysterangiales และ Phallales โดยศกึษาลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 
LSU, mitochondrial small subunit ribosomal DNA (mit-12SrDNA) และ mitochondrial atp6 DNA 
(mit-atp6-DNA)(20) ผลการศกึษาท่ีได้สอดคล้องกบัการศกึษาของ Humpert, et al. (2001) คือเห็ดสกลุ 
R. subgenus Ramaria รวมอยู่ใน clade เดียวกันมีความสมัพนัธ์กันแบบ monophyletic นอกจากนี ้
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ยงัแสดงให้เห็นความสมัพนัธ์ของเห็ดสกลุอ่ืนๆ ท่ีใกล้เคียงอีกด้วย(22) Petersen, et al. (2014) ได้เสนอ  
สปีชีส์ใหมข่องเห็ดสกลุ Ramaria จากประเทศคาซคัสถาน จํานวน 2 สปีชีส์ โดยการศกึษาลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาและลําดบันิวคลีโอไทด์ของ LSU บริเวณ D1-D3 (ขนาด 905 bp) และบริเวณ internal 
transcribed spacers (ITS) ได้แก่ R. admiratia และ R. calvodistalis(27) ในประเทศไทยการศึกษา
ด้วยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลของเห็ดสกุล Ramaria นัน้มีเพียงรายงานของ Maneevun, et al. 
(2012) ซึ่งศึกษาเห็ดสกุล Phaeoclavulina และ Ramaria จากอุทยานแห่งชาตินํา้หนาว  จังหวัด
เพชรบรูณ์ โดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและทางชีววิทยาโมเลกลุ Amplified ribosomal DNA 
restriction analysis (ARDRA) โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ด้วยไพร์เมอร์ ITS1F และ ITS4 
จากนัน้ย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction enzymes) และจดักลุ่มตามขนาดแถบแบนดีเอ็นเอท่ี
ได้ สามารถจดัจําแนกชนิดเห็ดสกลุ Ramaria ได้จํานวน 9 สปีชีส์ ซึง่ในจํานวนนีเ้ป็นเห็ดปะการังชนิดท่ี
มีรายงานครัง้แรกในประเทศไทยจํานวน  4 สปีชีส์ ได้แก่ Ramaria botrytoides, R. concolor, R. 
conjunctipes และ R. velocimutans(7,8) นอกจากนี ้ปรียาภรณ์ ดอกไม้ (2557) และ Dokmai, et al. 
(2015) ศึกษาความสัมพันธ์ของรากและดอกเห็ดเอคโตไมคอร์ไรซาในพืน้ท่ีป่าสนผสมเต็งรังในเขต
รักษาพนัธุ์สตัว์ป่าภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิ โดยใช้ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS พบเห็ดสกุล Ramaria 
จํานวน 7 ตัวอย่าง มีเพียง R. largentii เท่านัน้ท่ีสามารถระบุชนิดได้และมีค่าร้อยละความเหมือน 
(%similarity) กับฐานข้อมูล GenBank และ Unite เท่ากับร้อยละ 99 ในขณะท่ีอีก 6 ตวัอย่าง ยังไม่
สามารถระบุชนิดได้ เน่ืองจากมีค่าร้อยละความเหมือนต่ํากว่าร้อยละ 97 ตวัอย่างเช่น Ramaria sp. 
PKBP12-24 (89% similarity กบั Ramaria sp. Accession No. DQ365621), Ramaria sp. PKBP12-
25 (85% similarity กับ  R. gelatiniaurantia var. violeitingens Accession No. EU697261) และ 
Ramaria sp. PKBP12-02 (93% similarity กับ  R. rubribrunnescens Accession No. EU697262) 
เป็นต้น(18,19) อย่างไรก็ตามการจัดจําแนกชนิดเห็ดสกุล Ramaria ในประเทศไทยนัน้ยงัเป็นเร่ืองท่ียาก
นอกจากจะมีข้อมลูของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีจํากดัและขาดรายละเอียดของเห็ดแตล่ะชนิดแล้ว  
ยงัไมมี่ข้อมลูของลําดบันิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมลูอีกด้วย 
 
3. การศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเหด็สกุล Ramaria และเหด็เอคโตไมคอร์-
ไรซาชนิดกนิได้ 

เห็ดสกลุ Ramaria หลายชนิดดํารงชีวิตเป็นเอคโตไมคอร์ไรซ่า อาศยัอยู่ร่วมกบัรากพืชชัน้สงู
แบบพึง่พาอาศยัโดยตา่งฝ่ายตา่งได้ประโยชน์ร่วมกนั เชน่ ราจะผลิตเอนไซม์และกรดอินทรีย์ปรับสภาพ
ดนิให้เป็นกรดออ่น ชว่ยในการยอ่ยเศษซากพืชแล้วดดูซมึสารอาหารเข้าสูเ่ซลล์ช่วยในการเจริญของพืช 
โดยเฉพาะธาตอุาหารฟอสฟอรัส ซึง่มกัจบัตวัเป็นผลกึภายในดนิทําให้พืชนํามาใช้ไมไ่ด้(28) ในขณะท่ีพืช
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จะให้สารอาหารคาร์โบไฮเดรตและอ่ืนๆ กับรา ทัง้นีใ้นประเทศเกาหลีใต้ได้นํา R. botrytis มาใช้เป็น  
หัว เ ชื อ้ ในการปลูก ต้ นก ล้ าข อง พื ช ตระ กูลสน  Pinus densiflora พ บว่าสาม ารถส ร้า ง ร า ก                          
เอคโตไมคอร์ไรซาได้ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางเท่ากับ 325-380 ไมโครเมตร(29) ตวัอย่าง Ramaria ท่ีมี
ร ายง านว่ า เ ป็น เอค โตไ ม ค อ ร์ ไ รซ่ า  เ ช่น  R. acrisiccescens, R. aurea, R. celerivirescens,                 
R. cyaneigranosa, R. flavobrunnescens var. aromatica, R. largentii, R. sandaracina, R. 
spinulosa และ R. subbotrytis(30) 

เห็ดสกุล Ramaria บางชนิดสามารถรับประทานได้ สารอาหารส่วนใหญ่มักประกอบด้วย 
คาร์โบไฮเดรต โปรตีน วิตามิน และ เกลือแร่ จดัเป็นอาหารสขุภาพ เหมาะสําหรับผู้ ท่ีต้องการควบคมุ
นํา้หนกัเน่ืองจากมีเส้นใยสงูและแคลอรีต่ํา สําหรับข้อมลูการศกึษาของสารอาหารในเห็ดสกลุ Ramaria 
นัน้มีน้อยมาก ตวัอย่างเช่น R. flava มีรายงานว่ามีคาร์โบไฮเดรตเท่ากับร้อยละ  65 โปรตีนร้อยละ 
35.55 ไนโตรเจนร้อยละ 5.6 ไขมันร้อยละ 5.2 และให้พลังงานเท่ากับ 540 กิโลแคลอรีต่อ 100 กรัม
นํา้หนักแห้งของดอกเห็ด  นอกจากนีย้ังเป็นแหล่งของ Zn, Mn, Fe และ Cu อีกด้วย (31) ปัจจุบัน
การศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและสรรพคุณทางยาจากเห็ดราโดยเฉพาะเห็ดท่ีสามารถ
รับประทานได้มีจํานวนเพิ่มสงูขึน้ เชน่ ประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ สารต้านการเจริญ
ของจลุินทรีย์ สารต้านเซลล์มะเร็ง สารลดระดบันํา้ตาล และสารลดการอกัเสบ เป็นต้น 

 
3.1 สารต้านอนุมูลอิสระ 

สารอนุมูลอิสระ (free radical) เป็นสารท่ีมีอิเล็กตรอนไม่ครบคู่ในวงรอบอะตอม หรือมี
อิเล็กตรอนเด่ียว (unpaired electron) ซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีไม่เสถียร จึงสามารถไปดึงอิเล็กตรอนจาก
โมเลกลุของสารอ่ืนๆ ทําให้เกิดปฏิกิริยาตอ่เน่ืองกนัเป็นลกูโซ ่เกิดการทําลายเซลล์ในร่างกาย และอาจ
เป็นสาเหตขุองโรคตา่งๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหวัใจ และโรคความจําเส่ือม เป็นต้น ตวัอย่าง
ของอนุมูลอิสระ เช่น superoxide (O2

-•), hydroxyl (HO•), hydroperoxyl (HO2
•), carbonate radical 

(CO3
•) และ nitrate radical (NO3

-•) ซึ่งสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือสารท่ีสามารถหยุดการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของสารอนุมลูอิสระได้ หรือสามารถกําจดัอนมุลูอิสระได้ ทัง้นีส้ารต้านอนุมูล
อิสระมีทัง้ชนิดท่ีเป็นเอนไซม์ เช่น superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione 
peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR) แ ล ะ ช นิ ด ท่ี ไ ม่ ใ ช่ เ อ น ไ ซ ม์  เ ช่ น  วิ ต า มิ น อี  
(tocopherol), วิตามินซี (ascorbic acid), กลูต้าไธโอน (glutathione), แซนโทน (xanthone) และ 
สารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) เป็นต้น ซึง่สารในกลุม่ของสารประกอบฟีนอลนัน้เป็นสาร
กลุ่มใหญ่ประกอบด้วยโครงสร้างท่ีเป็นวงแหวนมีหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อยหนึ่งหมู่ ตวัอย่างเช่น สาร  
ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) และ ฟลาโวนอล (flavonol) (32)  (ภาพประกอบ 8) ซึ่งสารในกลุ่มนีจ้ะทํา
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หน้าท่ีต้านอนุมูลอิสระโดยการให้อิเล็กตรอนทําให้โมเลกุลของสารอนุมูลอิสระเสถียร นอกจากนีส้าร  
ฟลาโวนอยด์ยงัช่วยในการลดการอกัเสบ ช่วยในการไหลเวียนของเลือด ต้านการเจริญของแบคทีเรีย 
และลดคอเลสเตอรอลได้ อีกด้วย ซึง่ในการตรวจวดัสารต้านอนมุลูอิสระสามารถทําได้หลายวิธี เชน่ วิธี 
scavenging activity of ABTS radical และวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical เป็น
ต้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 8 ตวัอย่างโครงสร้างทางเคมีของสารต้านอนมุลูอิสระ 
 

ท่ี ม า : Wikipedia. (2017). Retrieved April 20, 2017 from https://en.wikipedia.org/wiki/ 
antioxidant(33) 

 
 

ทัง้นีมี้รายงานการศกึษาสารสกดัจากเห็ดกินได้หลายชนิดท่ีสามารถออกฤทธ์ิต้านอนมุลู
อิสระได้ ปอ้งกนัการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ท่ีตอ่เน่ือง สารในกลุม่พอลิแซคคาไรด์ท่ีพบในเห็ดเป็นสาร
กลุ่มหนึ่งท่ีได้รับความสนใจและมีรายงานว่ามีคุณสมบตัิต้านอนุมูลอิสระได้ ตวัอย่างงา นวิจัยของ   

 

https://en.wikipedia.org/wiki/
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Sui, et al. (2014) ท่ีศึกษาสารสกัดหยาบของพอลิแซคคาไรด์จากเห็ดกินได้จํานวน 4 ชนิด ได้แก่ 
Agaricus bisporus, Auricularia auricula, Flammulina velutipes และ  Lentinus edodes พ บว่า
สารสกัดจาก A. bisporus มีประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีดีท่ีสุด (34) ส่วน Zhang, et 
al. (2015)    ใช้นํา้สกัดเห็ดกินได้จํานวน 5 ชนิด พบว่าสารสกัดท่ีได้มีประสิทธิภาพในการต้านอนมุลู
อิสระท่ีดี โดยเฉพาะเห็ด Inonotus obliquus มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด รองลงมาคือ Ganoderma 
lucidum, Lentinus edodes, Tremella fuciformis และ  Auricularia auricula ตาม ลําดับ  เ ม่ื อ
เปล่ียนตวั            ทําละลายเป็นเอทานอลพบวา่สารสกดัจากเห็ด I. obliquus ก็ยงัสามารถต้านอนมุลู
อิสระได้ดีท่ีสดุเช่นเดิม จึงทําให้เห็ดชนิดนีไ้ด้รับความสนใจในการศกึษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ 
อย่างแพร่หลาย(35)  Lui, et al. (2012) ศกึษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของเห็ดกินได้ 5 ชนิด (Clitocybe 
maxima, Catathelasma ventricosum, Stropharia rugosoannulata, Craterellus cornucopioides 
และ Laccaria amethystea) ในรูปของสารประกอบฟีนอล (phenols) เออร์โกสเตอรอล (ergosterol)        
โทโคฟีรอล (tocopherol) วิตามินซี (ascorbic acid) และกรดอะมิโนจําเป็น พบว่าสารสกดัท่ีได้มีฤทธ์ิ
ในการต้านอนุมูลอิสระ  และลดระดับนํา้ตาลในเลือดท่ีดี (36) ต่อมา Zhang, et al. (2009) ศึกษา         
เห็ดชิตาเกะ (Lentinula edodes) ซึ่งนิยมบริโภคกันอย่างแพร่หลายเพราะมีคุณค่าทางอาหารและ
สรรพคณุทางยา พบว่ากระบวนการทําเห็ดให้แห้งมีผลตอ่ปริมาณของสารประกอบฟีนอลท่ีพบในดอก
เห็ด โดยการทําให้แห้งท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ช่วยให้เห็ดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมด
และมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ ท่ีดีท่ีสุด นอกจากนีก้ารศึกษาสารสกัดจากดอกเห็ด 
Ganoderma sinensis และจากเส้นใยเห็ดท่ีได้จากการเพาะเลีย้งด้วยตัวทําละลาย 2 ชนิด ได้แก่      
เมทานอล และนํา้ร้อน พบว่าสารสกดัทัง้หมดมีคณุสมบตัิในการต้านอนมุลูอิสระ มีคา่ half maximum 
effective concentration (EC50) เท่ากับ 0.95-10.00 มิลลิกรัมของสารสกัดต่อมิลลิลิตร (37) ส่วน
การศกึษาในเห็ดสกลุ Ramaria นัน้พบวา่มีจํานวนไมม่ากนกั โดย Gursoy, et al. (2010) ใช้สารละลาย
เมทานอลในการสกัดเห็ด Ramaria flava, Rhizopogon roseolus และ Russula delica แล้วศึกษา
คุณสมบัติของสารสกัดในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีต่างๆ เช่น 1-1-diphenyl-2-picryhydrazyl 
(DPPH) free radical scavenging, วิ ธี  reducing power และ วิ ธี  metal chelating activity รวมทัง้  
ยงัได้ศกึษาปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมด สารฟลาโวนอยด์ และสารเบต้าแคโรทีน พบวา่ R. flava 
มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีดีท่ีสุด มีค่า % chelating activity เท่ากับ 96.75±0.28 % 
นอกจากนีย้งัมีปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมดและสารฟลาโวนอยด์สงูท่ีสดุจากเห็ดท่ีศกึษาทัง้หมด
อีกด้วย (38) และต่อมา Acharya, et al. (2017) มีรายงานการศึกษาเห็ด Ramaria subalpina จาก
ประเทศอินเดีย ซึง่เป็นเห็ดกินได้ท่ีมีราคาแพง เน่ืองจากมีรสชาติอร่อย และมีสรรพคณุทางยา ทัง้นีส้าร
สกัดจากตัวทําละลายเมทานอลนอกจากจะมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระท่ีดีแล้ว ยังมีปริมาณ
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สารประกอบฟีนอลท่ีสูงอีกด้วย(4) ในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาสารสกัดจากเห็ดกินได้ 4 ชนิด 
ได้แก่ Rugiboletus extremiorientalis, Russula emetic, Russula sp. และ Phlebopus portentosus 
โดยวดัปริมาณสารประกอบฟีนอลและสารฟลาโวนอยด์ทัง้หมด คณุสมบตัใินการต้านอนมุลูอิสระ และ
รูปแบบทางเคมีของสารกลุ่มฟีนอลด้วยวิธี high performance liquid chromatography (HPLC) 
พบว่าสารประกอบของเห็ดทัง้  4 ชนิด สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ และสารสกัดจากเห็ด R. 
extremiorientalis ประกอบด้วยสาร  gallic acid, protocatechuic acid, catechin, vanillic acid, 
syringic acid, sinapic acid, ferulic acid, hydroxycinnamic acid, rutin และ apigenin ซึ่งสามารถ
นําไปใช้ประโยชน์ในทางเภสชัโภชนศาสตร์ได้(39)  

 
3.2 สารต้านการเจริญของจุลินทรีย์ 

การศึกษาสารต้านการเจริญของจุลินทรีย์เพ่ือการค้นพบยาปฏิชีวนะ  และ/หรือยา          
ฆ่าเชือ้รานัน้ มีการศึกษากันอย่างต่อเน่ือง โดยงานวิจัยส่วนใหญ่เน้นการศึกษาจากพืชสมุนไพร 
จุลินทรีย์ในกลุ่มแอคติโนไมซีส และราเอนโดไฟท์ ในขณะท่ีการศึกษาจากเห็ดราชัน้สูงในกลุ่ม 
basidiomycetes นัน้มีจํานวนน้อย แต่อย่างไรก็ตามมีเห็ดกลุ่มนีห้ลายชนิดท่ีมีสรรพคณุในการต้าน
การเจริญของจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ ได้ดี เชน่ งานวิจยัของ Ramesh; & Manohar; (2010) ศกึษาสารสกดั
จาก              เมทานอลของเห็ดกินได้จํานวน 6 ชนิด ได้แก่ Lycoperdon perlatum, Cantharellus 
cibarius, Clavaria vermiculris, Ramaria formosa, Marasmius oreades แ ล ะ  Pleurotus 
pulmonarius ในการต้านการเจริญของจุลินทรีย์ (Staphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus 
subtilis ATCC6633, Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 และ 
Candida albicans ATCC60192) ด้วยวิธี agar well diffusion พบวา่สารสกดัจากเห็ดทกุชนิดสามารถ
ต้านการเจริญของจลุินทรีย์ได้ โดยสารสกดัจากเห็ด M. oreades สามารถต้านการเจริญของจลุินทรีย์
ทดสอบได้ทุกชนิด และแสดงค่า minimum inhibitory concentration (MIC) ท่ี ต่ําท่ีสุดกับเชือ้ B. 
subtilis (MIC = 3 mg/mL), S. aureus (MIC = 2 mg/mL), E. coli (MIC = 2 mg/mL), P. aeruginosa 
(MIC = 3 mg/mL) และ C. albicans (MIC = 2 mg/mL) ส่วนสารสกัดจากเห็ด R. formosa สามารถ
ต้านการเจริญของจลุินทรีย์ทดสอบได้ทกุชนิดเช่นกนั แตคํ่านวณคา่ MIC ได้เม่ือทดสอบกบั S. aureus 
(MIC = 2 mg/mL) และ  P. aeruginosa (MIC = 3 mg/mL) เท่านัน้ (40) ต่อมา Alves, et al. (2012) 
ศกึษาสารสกัดจากเห็ดป่าจํานวน 13 ชนิด พบว่า Russula delica และ Fistulina hepatica สามารถ
ต้านการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบได้ 3 สายพันธุ์  (Escherichia coli, Morganella morganii และ 
Peatuerella multocida) และแบคทีเรียแกรมบวก 6 สายพันธุ์  ได้แก่ (Staphylococcus aureus, 
methicillin-resistance Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Listeria 
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monocytogenes, Streptococcus agalactiae และ Streptococcus pyogenes)(41) และในปี ค.ศ. 
2012 มีงานวิจัยของ Centko, et al. (2012) ซึ่งแยกสารสกัดด้วยเอทานอลจากดอกเห็ด Ramaria 
cystidiophora ได้สารบริสุทธ์ิชนิดใหม่ ramariolides A-D ท่ีมีฤทธ์ิในการต้านการเจริญของเชือ้ 
Mycobacterium smegmatis และ M. tuberculosis ซึ่งสารท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสดุคือ ramariolide A 
มีค่า MIC = 8 µg/mL และ 128 µg/mL กับเชือ้ M. smegmatis และ M. tuberculosis ตามลําดับ 
นอกจากนีย้งัสามารถต้านการเจริญของเชือ้ Micrococcus luteus และ S. aureus ได้อีกด้วย ในขณะ
ท่ีสารสกดัจาก R. botrytis สามารถต้านการเจริญของแบคทีเรีย E. faecalis และ L. monocytogenes 
ได้ และมีคา่ minimum bactericidal concentration (MBC) ตอ่เชือ้ P. multocida และ S. agalactiae 
เทา่กบั 20 mg/mL และ MBC ตอ่เชือ้ S. pyogenes เทา่กบั 10 mg/mL ตามลําดบั(42) นอกจากนี ้Han, 
et al. (2016) ทําการสกดัสารจากเห็ด R. botrytis ด้วยตวัทําละลาย 4 ชนิด (อะซิโตน, เอธิลอะซิเตท, 
เอทานอล และ เมทานอล) และทดสอบคณุสมบตัิในการต้านการเจริญของแบคทีเรียพบว่าสารสกัด
ด้วยเอธิลอะซิเตทสามารถต้านการเจริญของแบคทีเรียได้ 4 สายพนัธุ์ คือ Enterobacter cloacae, E. 
coli, P. aeruginosa และ S. aureus รองลงมาคือ เอทานอล เมทานอล และอะซิโตน ทัง้นีส้ารสกัด
ด้วยตวัทําละลายทัง้ 4 ชนิด ไมส่ามารถต้านการเจริญของเชือ้ B. subtilis และ S. aureus ได้(43) 

ในประเทศไทย Chomcheon; et  al. (2013) ได้แยกเชือ้เห็ดกินได้ 2 ชนิด Pleurotus 
citrinopileatus และ Tricholoma crassum มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้  2 ชนิด ได้แก่ potato 
dextrose broth (PDB) และ yeast extract sucrose broth (YES) แล้วสกดัมาทดสอบคณุสมบตัิต้าน
การเจริญของแบคทีเรีย E. coli ATCC25922 และ S. aureus ATCC25923 ด้วยวิธี paper disc 
diffusion พบว่าสารสกดัจากอาหารเลีย้งเชือ้ PDB ของเห็ด P. citrinopileatus ต้านการเจริญของเชือ้
ทดสอบได้ดีท่ีสุด โดยมีค่า MIC ต่อเชือ้ E. coli และ S. aureus เท่ากับ 5 mg/mL และ 2 mg/mL 
ตามลําดบั สว่นสารสกดัจาก T. crassum แสดงประสิทธิภาพท่ีน้อยกวา่ นอกจากนีก้ารใช้อาหารเลีย้ง
เชือ้ PDB ยงัให้สารท่ีสามารถต้านการเจริญของจลุินทรีย์ทดสอบดีกว่าอาหาร YES(44) 

 
3.3 สารต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง 

โรคมะเร็งเป็นอีกโรคหนึง่ท่ีมีคนเสียชีวิตจํานวนมาก และเพิ่มสงูขึน้ทกุปี สารต้านมะเร็งท่ี
มีประสิทธิภาพจึงมีความจําเป็นและมีการศึกษากันอย่างต่อเน่ือง โดยเฉพาะสารต้านมะเร็งจาก
ธรรมชาติซึ่งได้รับความสนใจอย่างมาก สารสกดัจากจลุินทรีย์ในกลุ่มเห็ดราอาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง 
เช่น การศึกษาสารสกัดจากเห็ด Pleurotus eryngii ในกลุ่ม triterpenoids ซึ่งพบว่ามีฤทธ์ิในการต้าน
เซลล์มะเร็งเต้านม MCF-7 ได้ (45) นอกจากนีส้ารสกัดในกลุ่ม  carboxymethylated beta-glucan 
(CMPTR) ท่ีแยกได้จากดอกเห็ด Pleurotus tuberregium ก็มีคณุสมบตัิในการต้านเซลล์มะเร็งเต้านม 
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MCF-7 ได้ และมีค่า Inhibitory concentration (IC50) เท่ากับ 204 µg/mL(46) ทัง้นีมี้การศึกษาสาร 
ergosterol peroxide และ  9,11-dehydroergosterol peroxide ซึ่ ง แยกไ ด้จ าก เห็ด  Ganoderma 
lucidum พบวา่สามารถยบัยัง้เซลล์มะเร็งเต้านมได้เช่นกนั(47) สว่นการศกึษาสารสกดัจากเห็ด R. flava 
ซึ่งเป็นเห็ดกินได้ ด้วยตวัทําละลายเอทานอล พบว่าสามารถต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งได้ 3 ชนิด 
คือเซลล์มะเร็งเต้านม MDA-MB-231  ค่า (IC50 = 66.54 µg/mL) รองลงมาคือเซลล์มะเร็งปอด NCI-
H520 (IC50 = 134.44 µg/mL)  และเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร BGC-803 (IC50 = 743.99 µg/mL) 
เม่ือทดสอบด้วยวิธี MTT assay(1) ตอ่มา Sadi, et al. (2016) ศกึษาสารสกดัจากเห็ดป่ากินได้จํานวน 6 
ชนิด (R. flava, Agrocybe molesta, Volvopluteus gloiocephalus, Lactarius deliciosus, Bovista 
plumbea และ Tricholoma terreum) ในการต้านเซลล์มะเร็งตบั HepG2 และคณุสมบตัิ   ในการต้าน
อนมุลูอิสระและการเจริญของจลุินทรีย์ พบว่าสารสกดัด้วยเมทานอลของเห็ด V. gloiocephalus และ
สารสกดัด้วยนํา้ของ R. flava มีความเป็นพิษกับเซลล์มะเร็งมากท่ีสุด(48) เม่ือไม่นานมานี ้Zhou, et al 
(2017) ได้แยกสารชนิดใหม่ ubiquitin-like antitumor protein (RBUP) จากดอกเห็ด R. botrytis ซึ่งมี
นํา้หนักโมเลกุลเท่ากับ 18.5 kDa และมีลําดับของกรดอะมิโนคล้ายกับสาร  ubiquitin ของเห็ด 
Coprinellus congregates เท่ากับ 69% เม่ือนําสาร RBUP เข้มข้น 20 µM ทดสอบความเป็นพิษกับ
เซลล์มะเร็งพบว่าสามารถต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งปอด A549 ได้ดีท่ีสดุ โดยเหลือเซลล์รอดชีวิต
เพียง 32.39% นอกจากนีย้งัมีคณุสมบตัิของ hemagglutination และ DNase activity ซึ่งสารดงักล่าว
นา่จะเป็นประโยชน์ในด้านการแพทย์ตอ่ไป(49) 
 

3.4 สารลดระดับน า้ตาลในเลือด และสารออกฤทธ์ิอ่ืนๆ 
ปัจจุบนัคนจํานวนมากป่วยเป็นโรคเบาหวานซึ่งอาจเกิดจากความผิดปกติของการผลิต

ฮอร์โมนอินซูลิน (insulin) จากตบัอ่อนไม่เพียงพอเน่ืองจากเบต้าเซลล์ (beta cells) ถูกทําลายด้วย
ระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกาย (เบาหวานชนิดท่ี 1) หรือเกิดจากภาวะดือ้ตอ่อินซูลิน คือตบัอ่อนสามารถ
ผลิตอินซูลินได้แต่ไม่เพียงพอ และไม่สามารถนํานํา้ตาลเข้าสู้ เซลล์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ อาจ
เน่ืองจากความผิดปกติของรีเซปเตอร์ (receptor) ของอินซูลินในการนํานํา้ตาลเข้าสู่เซลล์ ทําให้ผู้ ป่วย
เบาหวานมีระดบันํา้ตาลในเลือดสงูผิดปกต ิ(เบาหวานชนิดท่ี 2) นอกจากนีส้ภาพความเป็นอยูแ่ละการ
บริโภคอาหารของคนในปัจจบุนั ทําให้จํานวนคนป่วยเป็นโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 เพิ่มมากขึน้ การศกึษา
สารสกัดท่ีมีคุณสมบตัิในการลดระดบันํา้ตาลจึงมีจํานวนเพิ่มสูงขึน้ตามมาด้วย เช่น การศึกษาของ 
Kiho, et al. (2000) โดยสกัดสาร Tremellastin จากดอกเห็ด Tremella aurantia พบว่าสามารถลด
ระดบันํา้ตาลและไตรกลีเซอไรด์ในเลือดของหนูทดลองท่ีเป็นเบาหวานได้ (50) นอกจากนี ้Xu, et al. 
(2010) ได้ศกึษาสารสกดัพอลิแซคคาไรด์ จากเห็ด Inonotus obliquus  ในหนท่ีูเป็นโรคเบาหวานโดย
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ให้หนูกินสารสกัดปริมาณ 150 และ 300 mg/kg ของนํา้หนักตวั พบว่าสามารถลดระดับนํา้ตาลใน
เลือดได้ร้อยละ 16.64 และร้อยละ 20.09 (ในวนัท่ี 7) และร้อยละ 29.71 และร้อยละ 36.36 (ในวันท่ี 
21) ตามลําดบั(51) ในขณะท่ีสารสกัดจากเห็ด Pleulotus eryngii สามารถลดระดบันํา้ตาลในหนูท่ีเป็น
เบาหวานได้เม่ือให้หนกิูนสารสกดัปริมาณ 100 และ 200 mg/kg ของนํา้หนกัตวั โดยสารสกดัดงักล่าว
จะชว่ยเพิ่มระดบัความเข้มข้นของอินซูลินและไกลโคเจนในเลือดให้เพิ่มสงูขึน้(52) 

ส่วนการศกึษาในระดบัห้องปฏิบตัิการนัน้ได้มีการศกึษาบทบาทของสารสกดัจากเห็ดใน
การยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ alpha-amylase (ย่อยแปง้ (starch) ได้นํา้ตาลมอลโตสและกลโูคส) 
และเอนไซม์ alpha-glucosidase (ย่อยนํา้ตาลมอลโตสได้กลูโคส) ทําให้ระดบันํา้ตาลซึ่งเป็นผลจาก
การยอ่ยแปง้นัน้ลดลง ตวัอยา่งการศกึษาสารสกดัด้วย n-hexane จากเห็ด Coriolus versicolor พบวา่
สามารถยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ alpha-amylase ได้ดี ขณะท่ีสารสกดัจากเห็ด Grifola frondosa 
ยับยัง้การทํางานของเอนไซม์ alpha-glucosidase ได้ดีเช่นกัน อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพกบัยาเบาหวาน acarbose พบว่ายามีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ 
alpha-amylase ดีกว่าสารสกัดจากเห็ด แต่มีประสิท ธิภาพน้อยกว่าในการยับยั ง้ เอนไ ซม์                 
alpha-glucosidase และเม่ือวิเคราะห์สารสกัดด้วยเทคนิค GC-MS พบว่าปริมาณของ oleic acid 
แ ล ะ  linoleic acid ท่ี พ บ ใ น ส า ร ส กั ด สั ม พั น ธ์ กั บ ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ใ น ก า ร ยั บ ยั ้ง เ อ น ไ ซ ม์                                 
alpha-glucosidase(53) เ ม่ือไม่นานมานี  ้ Bae, et al. (2016) ศึกษาสารสกัดจากเห็ด  Pleurotus 
cornbucopiae ในการยับยัง้เอนไซม์ alpha-glucosidase พบว่าการสกัดด้วยนํา้กลั่นท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส นาน 12 ชัว่โมง มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด และเม่ือแยกสารให้บริสุทธ์ิพบว่าประกอบด้วย 
hexapeptides สองชนิด ชนิดแรกคือ Thr-Ile-Ala-Phe-Phe-Ile-Asp (นํา้หนกัโมเลกุลเท่ากับ 678.79 
Da) ชนิดท่ีสอง คือ Tyr-Tyr-Ala-Ile-Gly-Asp (นํา้หนักโมเลกุลเท่ากับ 643.77 Da) และเม่ือนําไป
ทดสอบกบัหนทูดลองท่ีเป็นโรคเบาหวานพบว่าสามารถลดระดบันํา้ตาลในเลือดได้เม่ือให้กินสารสกัด
ปริมาณเท่ากบั 50 และ 300 mg/kg ของนํา้หนกัตวั(54) ตอ่มา Kewnarin, et al. (2016) ศกึษาสารสกดั
จากเมทานอลของเห็ดกินได้จํานวน 4 ชนิด ได้แก่ Rugiboletus extremiorientalis, Russula emetia, 
Russula sp. และ Phlebopus portentosus ในการยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ alpha-glucosidase 
พบว่าสารสกัดจากเห็ด R. extremiorientalis สามารถยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ได้ดีท่ีสุด มีคา่ % 
inhibitory activity เท่ากับ 55.5± 3.9% (เม่ือสกัดด้วยเมทานอล) และ 54.4± 1.2% (เม่ือสกัดด้วย
นํา้)(40) Chommuenwai, et al. (2013) แยกสารสกดัจากเห็ด Ramaria subaurantiaca และพบว่าสาร
บริสุทธ์ิท่ีแยกได้มีคุณสมบัติในการต้านเชือ้มาลาเรีย (Plasmodium falciparum 3D7) ได้แก่ สาร 
spermatinamine (มีคา่ IC50 = 0.23 µM) และสาร pistillarin (มีคา่ IC50 = 1.90 µM)(3) อีกด้วย 
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นอกจากนี ้ความสามารถในการเป็นสารลดคอเลสเตอรอสในเลือด ซึ่งคอเลสเตอรอลท่ี
มากเกินไปในกระแสเลือดจะส่งผลให้เกิดโรคไขมนัอุดตนัในหลอดเลือด ดงันัน้จึงสนในการเป็นสาร
ยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ HMG CoA reductase ซึ่งในปัจจุบนันีย้าในกลุ่ม statin สามารถยบัยัง้ 
หรือเป็น ตวัยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ดงักล่าวได้ ส่งผลให้ ชะลอการสงัเคราะห์และเพิ่มขึน้ของ    
คอเสลเตอรอลในเลือดได้(55) รายานของ Gunde-Cimerman และ Cimerman (1995) ศึกษาปริมาณ
สารลดคอเลสเตอรอลท่ีสกดัจากดอกเห็ด Pleurotus ostreatus หรือเห็ดนางรมท่ีมีขนาดแตกต่างกนั
ระหว่าง 2-15 เซนติเมตรด้วยตัวทําละลาย 3 ชนิด คือ เมทานอล :นํา้ (1:1 V/V) เมทานอล และ 
ไนโตรเจนเหลว ผสมกับ เมทานอล:นํา้ (1:1 V/V) จากนัน้ นําไปทดตรวจสอบหา lovastatin ด้วยวิธี 
HPLC (เปรียบเทียบกับ lovastatin มาตรฐาน) พบสารดังกล่าว จากการสกัดด้วย เมทานอล และ 
ไนโตรเจนเหลว ผสมกบั เมทานอล:นํา้ (1:1 V/V) มีปริมาณ 1300 และ 2500 ไมโครกรัมตอ่กรัมนํา้หนกั
แห้ง ตามลําดบั และพบวา่ สารดงักลา่วนัน้ สามารถสกดัได้มากท่ีสดุจากบริเวณหมวกเห็ด และ ไมพ่บ
สารจากสารสกัดท่ีสกัดด้วยโคนของเห็ด(55) ต่อมาในปี 2017 ศึกษาสารความสามารถในการเป็นสาร
ยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ HMG CoA reductase จาก Ganoderma leucocontextum ด้วยตวัทํา
ละลาย 2 ชนิดคือ เอทิลอาซิเตท และ นํา้ จากนัน้ ตรวจสอบด้วยวิธี NMR พบสารใหม่ในกลุ่ม 
meroterpenoids 3 ชนิด คือ ganoleucin A-C (1-3) และสาร ganomycin ท่ีทราบโครงสร้างแล้ว หรือ 
meroterpenoids (4-8) อีก 5 ชนิด เม่ือทดสอบภายในหลอดทอลอง (in vitro) พบว่า ganomycin 
(meroterpenoids 4 และ 5) ให้ผลการเป็นสารยับยัง้การทํางานของเอนไซม์  HMG CoA reductase 
(IC50) เท่ากับ 12.3 ± 1.7 และ 29.3 ± 2.5  มิลลิโมลาร์ ตามลําดับ ซึ่งมีค่าต่ํากว่ายา Atorvastatin 
(32.1 ± 7.7 มิลลิโมลาร์) (56) 



 

 

บทที่ 3 
วธีิด ำเนินงำนวจิัย 

 
1. อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

 
ตาราง 2 อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 
 

อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง บริษัท ประเทศ 
กระดาษกรอง (filter paper) Whatman No.1 GE healthcare 

companies  
UK 

กลอ่งควบคมุอณุหภมูิ (heat box) Heto USA 
กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) Olympus Japan 
กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ (stereo microscope) Olympus Japan 
เข็มฉีดยา (syringe) NIPRO Thailand 
คอลมัน์ส าหรับ HPLC (inertsil ODS-3 column C18, 

150×4.6 มิลลิเมตร, ขนาด 5 ไมโครเมตร) 
Shimadzu Japan 

เคร่ืองเขย่าสาร (shaker) Sartorius Germany 
เคร่ืองชัง่สาร IKA Malaysia 
เคร่ืองถ่ายภาพเจล (Gel Doc™ XR+ Gel 

Documentation System) 
Bio-rad USA 

เคร่ืองดดูสญุญากาศ (vacuum pump) Rocker science Taiwan 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงแบบควบคมุอณุหภมูิ (refrigerated 

centrifuge) 
Sorvall USA 

เคร่ืองเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ (DNA thermocycler) Hangzhou Bioer China 
เคร่ืองยวีู-วิสิเบลิ สเปคโตรโฟโตมิเตอร์  

(UV-spectrophotometer) 
Jenway UK 

เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) Fisher Scientific UK 
เคร่ืองอบตวัอยา่งแห้ง (dehydration machine) Verasu Thailand 
เคร่ืองอิเลคโทรโฟรีซิส (electrophoresis apparatus) Hangzhou Bioer China 
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ตาราง 2 (ตอ่) 
 

อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง บริษัท ประเทศ 
เคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมนุ (rotary evaporator) Buchi Germany 
เคร่ือง high performance liquid chromatography 

(HPLC) 
Shimadzu 

 
Japan 

 
ชดุเคร่ืองแก้วกรองสารละลาย Pyrex USA 
ตู้ควบคมุอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส Sanyo Japan 
ตู้บม่เชือ้ (incubator) Nitech Thailand 
เตาไมโครเวฟ (microwave) Imarflex Thailand 
ตู้ปลอดเชือ้ (laminar flow) Shel-lab Germany 
ตู้อบฆา่เชือ้ (hot air sterilization oven) Fisher Scientific UK 
แผน่กรองเมมเบรนเซลลโูลสอาซิเตท (cellulose 

acetate filter) 
Filtrex USA 

แผน่กรองเมมเบรนเทฟลอน (PTPE syringe filter) Filter-Bi China 
แผน่โครมาโตกราฟีแบบบาง (thin layer 

chromatography) 
Merck KGaA Germany 

หม้อนึง่ความดนัไอน า้ (autoclave) Tomy Thailand 

 
 
2. อำหำรเลีย้งเชือ้และสำรเคมี 

 
ตาราง 3 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี บริษัท ประเทศ 
Absolute ethanol RCI labscan Thailand 
Acetic acid Merck KGaA Germany 
Acetonitrile RCI labscan Thailand 

Agar Marine chemical India 
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ตาราง 3 (ตอ่) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี บริษัท ประเทศ 
Agarose Research organics lnc USA 
Alpha amylase Sigma-Aldrich USA 
Aluminium chloride Sigma-Aldrich USA 
Ampicillin องค์การเภสชักรรม Thailand 
Benzoic acid Sigma-Aldrich USA 
Bultylate hydroxy toluene Sigma-Aldrich USA 
Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) Amresco USA 
Calcium chloride (CaCl2) Univar Australia 
Coumaric acid Sigma-Aldrich USA 
D-glucose anhydrous Fisher Scientific UK 
Diammonium hydrodent orthophosphate Ajax New Zealand 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) RCI labscan Phillipin 
Dinitrosalicylic acid Sigma-Aldrich USA 
Disodium hydrogen phosphate Ajax New Zealand 
Ethanol (commercial grade) เคมีภณัฑ์ Thailand 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  Ajax New Zealand 
Favorprep™ Gel/PCR purification mini kit Favorgen Biotech Taiwan 
Folin Ciocalteu reagent Sigma-Aldrich USA 
Ferrozine Fluka USA 
Gallic acid Sigma-Aldrich USA 
Green gel solution  Vivantis  Malaysia 
Glycerol  Merck KGaA Germany 
Hexane Ajax New Zealand 
Iron (II) chloride (ferrous ion) Loba USA 
Isopropanol Merck KGaA Germany 
Isopropylthiogalactose (IPTG) Bio basic Canada 
Luria Bertani Broth  Titan biotech India 
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ตาราง 3 (ตอ่) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี บริษัท ประเทศ 
Methanol (analytical grade) RCI labscan Thailand 
Methanol (HPLC grade) RCI labscan Thailand 
Müeller hinton broth (MHB) Merck KGaA Germany 
4-nitrophenyl alpha-D-glucopyranoside Sigma-Aldrich USA 
Phenol: chloroform: isopropanol  IBI Scientific USA 
Potato dextrose agar (PDA) Himedia India 
Potassium iodide Qrëcë™ malaysai 
Potassium hydroxide Qrëcë™ malaysai 
Potassium sodium tartrate Ajax New Zealand 
Quercetin Sigma-Aldrich USA 
RBC TA cloning kit RBC Bioscience Taiwan 
Silica gel SANPONT China 
Salicylic acid Sigma-Aldrich USA 
Sodium acetate Ajax New Zealand 
Sodium carbonate Ajax New Zealand 
Sodium dihydrogen phosphat Ajax New Zealand 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Ajax New Zealand 
Sodium hydroxide Merck KGaA India 
Sodium nitrite Ajax New Zealand 
Sodium potassium tartrate Ajax New Zealand 
Starch Ajax New Zealand 
Syringic acid Sigma-Aldrich USA 
Tris hydrochloric buffer Vivantis Malaysia 
Tris Borate EDTA (TBE) buffer National Diagnostics England 
Taq DNA polymerase (Phire® Plant direct 

PCR master mix) 
 

Thermo Scientific™ 
 

Germany 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี บริษัท ประเทศ 
Taq DNA polymerase (Top Taq) Qiagen USA 
Vanillic acid Sigma-Aldrich USA 
Vanillin  Sigma-Aldrich USA 
Water HPLC grade RCI labscan Thailand 
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid 
 

Sigma-Aldrich 
 

USA 
Water sterile DNase/RNase-free Thermo Scientific™ Germany 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma-Aldrich USA 
2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) 

Sigma-Aldrich USA 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

Sigma-Aldrich USA 

6X loading dye RBC Bioscience Taiwan 
1,500 bp DNA ladder Thermo Scientific™ Germany 

 
 
3. ชุดทดลองส ำเร็จรูป 
 
ตาราง 4 ชดุทดลองส าเร็จรูป 
 
ชดุทดลองส าเร็จรูป บริษัท ประเทศ 
Favorprep™ DNA extraction mini kit Favorgen Biotech Taiwan 
Favorprep™ Gel/PCR purification mini kit Favorgen Biotech Taiwan 
HMG-CoA reductase  Sigma-Aldrich USA 
RBC TA cloning kit RBC Bioscience Taiwan 
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4. กำรรวบรวมตัวอย่ำงเหด็สกุล Ramaria 
รวบรวมตวัอย่างดอกเห็ดท่ีสมบูรณ์ของเห็ดสกุล Ramaria ในพืน้ท่ีป่าสนผสมเต็งรัง ณ เขต

รักษาพนัธุ์สตัว์ป่าภเูขียว จงัหวดัชยัภมูิ โดยรักษาตวัอยา่งดอกเห็ดใสใ่นถงุกระดาษ หรือกลอ่งพลาสติก
อยา่งระมดัระวงัเน่ืองจากดอกเห็ดมีความเปราะบางและหกัง่าย จากนัน้บนัทกึรูป และวนัเดือนปีท่ีเก็บ 
เพ่ือเป็นข้อมลูในการศกึษาการจดัจ าแนกชนิดตอ่ในห้องปฏิบตักิาร 

 
5. กำรจัดจ ำแนกชนิดของเหด็สกุล Ramaria 

การจัดจ าแนกชนิดของเห็ดสกุล Ramaria ต้องอาศัยทัง้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา                          
การเกิดปฏิกิริยาเคมีของเนือ้เย่ือดอกเห็ดกับสารละลาย และลกัษณะทางพนัธุกรรมโดยการหาล าดบั   
นิวคลีโอไทด์ร่วมกนัในการระบชุนิด 

 
5.1 กำรศึกษำทำงสัณฐำนวิทยำและกำรเกิดสีของเนือ้เยื่อดอกเห็ดเม่ือท ำปฏิกิริยำ

กับสำรเคมี 
โดยการศกึษาลกัษณะภายนอกท่ีมองเห็นได้ด้วยด้วยตาเปล่าและภายใต้กล้องจลุทรรศน์  

แบบสเตอริโอ และการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีของเนือ้เย่ือดอกเห็ดกบัสารละลายทดสอบ โดยน าตวัอย่าง
ดอกเห็ดปะการังท่ีรวบรวมได้มาศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 
เช่น ขนาด ลักษณะการแตกก่ิง จ านวนก่ิง และสีดอก โดยเทียบกับแผ่นสีมาตรฐานของ Flora of 
British Fungi: Colour Identification Chart (Edinburgh Royal Botanic Garden) จากนั น้ศึกษา
ลกัษณะอ่ืนๆ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ ได้แก่ ลกัษณะผิวสมัผสัของก้านดอก และลกัษณะ
ของปลายก่ิง เป็นต้น นอกจากนีไ้ด้ตัดเนือ้เย่ือดอกเห็ดสดมาทดสอบการเกิดสีกับสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) เข้มข้น 10 % สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด์ (KI) และสารละลาย
เฟอรัสซลัเฟต (FeSO4) เข้มข้น 10 % บนัทกึสีท่ีเกิดขึน้(8,30) 

ตวัอย่างดอกเห็ดท่ีเจริญเต็มท่ีน ามาท าลายพิมพ์สปอร์ (spore print) แล้วเตรียมสไลด์
ด้วยสารละลาย melzer’s reagent (ภาคผนวก ก) และน า้กลั่น บันทึกลักษณะ รูปร่างและสีของ          
เบสิดิโอสปอร์ (basidiospores) จากนัน้ตดัเนือ้เย่ือดอกเห็ดมาท าสไลด์เพ่ือศกึษาลกัษณะโครงสร้างท่ี
ส าคญัอ่ืนๆ ได้แก่ เบสิเดีย (basidia) เส้นใย (hyphae) แคลมป์ คอนเนคชัน่ (clamp connection) และ
ซิสทิเดีย (cystidia) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ส่วนขนาดเบสิดิโอสปอร์วดัจากสปอร์จ านวน 
30 สปอร์ตอ่ตวัอย่าง จากนัน้คดัเลือกตวัแทนเห็ดปะการังแตล่ะชนิดมาศกึษาลกัษณะของลวดลายบน
ผิวสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด เพ่ือชว่ยในการจดัจ าแนกชนิดเบือ้งต้น(7,8,18) 



33 

 

 

ส่วนดอกเห็ดน ามาอบให้แห้งบรรจุในถุงพลาสติกภายใต้สภาวะสุญญากาศ เพ่ือเก็บ
รักษาเป็นตวัอยา่งแห้ง (fungal herbarium) ใช้ในการอ้างอิงตอ่ไป 
 

5.2 กำรศึกษำลักษณะทำงพันธุกรรมโดยกำรหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
5.2.1 การสกดัดีเอ็นเอ 

น าตวัอย่างดอกเห็ดสกุล Ramaria มาสกัดดีเอ็นเอจากเนือ้เย่ือดอกเห็ดสดโดยการ
บดให้ละเอียดแล้วสกดัตามวิธีในคูมื่อชุดสกัดดีเอ็นเอของ  FAVOPREP™ Genomic DNA extraction 
kit (ภาคผนวก ค) สารละลายดีเอ็นเอท่ีได้น าไปวัดความเข้มข้นท่ีความยาวคล่ืน  260 นาโนเมตร 
(OD260) (OD เท่ากับ 1.0 เทียบได้กับปริมาณดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) และความยาวคล่ืน 
280 นาโนเมตร (OD280) ด้วยเคร่ืองยูวีวิซิเบิลสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ เพ่ือวดัความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 
(OD260/OD280) ซึ่งควรมีค่าอยู่ระหว่าง 1.8-1.9(57) จากนัน้เก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกวา่จะน ามาใช้งาน 
 

5.2.2 การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส (polymerase chain 
reaction, PCR) 

ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอนัน้เลือกศึกษาดีเอ็นเอ  2 บริเวณ ได้แก่ บริเวณ internal 
transcribed spacers (ITS) และ large subunit ribosomal DNA (LSU) โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีแสดงใน
ภาพประกอบ 9 ตาราง 5 

 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 9 แผนภาพแสดงต าแหนง่ของไพรเมอร์ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS และ LSU 
  

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Tedersoo, et al. (2008). Strong host preference of ectomycorrhizal 
fungi in a Tasmanian wet sclerophyll forest as revealed by DNA barcoding and taxon-specific 
primers. New Phytologist. 180: 479-490.(58) 
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ตาราง 5 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลอง 
 

บริเวณท่ี
ศกึษา 

ไพรเมอร์  ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5' - 3') ท่ีมา 

ITS ITS1 forward TCCGTAGGTGAACCTGCGG (55) 
 ITS1F forward CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA (56) 
 ITS4B reverse CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG (56) 
 ITS4 reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC (55) 
LSU LROR forward ACCCGCTGAACTTAAGC (57) 
 LR5 reverse TCCTGAGGGAAACTTCG (57) 

 
 

5.2.2.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS ใช้คู่ ไพรเมอร์ของ ITS1/ITS4B หรือ 

ITS1F/ITS4B ขึน้กับชนิดตวัอย่าง (59-61) จากนัน้ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ Top Taq 2X mastermix kit 
ดงัตาราง 6 แล้วเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอตามโปรแกรมในตาราง 7 
 
 
ตาราง 6 สว่นผสมของปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของเห็ดสกลุ Ramaria 
 

สว่นประกอบ          ปริมาตรท่ีใช้งาน (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสดุท้าย 
Forward primer (10 µM) 1 0.4 ไมโครโมลาร์ 
Reverse primer (10 µM) 1 0.4 ไมโครโมลาร์ 
ดีเอ็นเอต้นแบบ 5 10-100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
Top Taq 2X master mix 12.5 1 ยนูิต 
น า้กลัน่ท่ีปราศจาก DNase และ RNase 5.5  

 
หมายเหต:ุ ปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 25 ไมโครลิตร 
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ตาราง 7 เวลาและอณุหภมูิท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของเห็ดสกลุ Ramaria  
 

ปฏิกิริยา PCR อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

Initial denaturation 94 5 
Denaturation 94 1 
Annealing 50-56* 1 

Extension 72 2 
Final Extension 72 10 

ท าซ า้ตัง้แตข่ัน้ตอน Denaturation ถึง Extension จ านวน 35 รอบ 

 
หมายเหต:ุ * หมายถึง ชว่งอณุหภมูิท่ีอาจปรับเปล่ียนตามความเหมาะสมกบัชนิดของเห็ด 
 

 
5.2.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน LSU 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ LSU ใช้คู่ไพรเมอร์ LROR/LR5(61) รายละเอียด
แสดงในตาราง 5 จากนัน้ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้เอนไซม์ Top Taq 2X master mix kit ดงัตาราง 6 
แล้วเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอตามโปรแกรมในตาราง 8 
 
 
ตาราง 8 เวลาและอณุหภมูิท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ LSU ของเห็ดสกลุ Ramaria 
 

ปฏิกิริยา PCR อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

Initial denaturation 94 5 
Denaturation 94 1 
Annealing 55 1 
Extension 72 2 
Final Extension 72 10 
ท าซ า้ตัง้แตข่ัน้ตอน Denaturation ถึง Extension จ านวน 35 รอบ 
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5.2.3 การตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเ อ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซีส            
(gel electrophoresis) 

ขนาดของชิน้ดีเอ็นเอท่ีผ่านการเพิ่มจ านวนด้วยวิธี PCR น ามาตรวจสอบด้วยวิธี        
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยใช้เจลอะกาโรส (agarose gel) เข้มข้น 1% (น า้หนกัตอ่ปริมาตร) ใน
สารละลาย 0.5X Tris-borate (TBE) buffer (ภาคผนวก ก) หลอมเจลให้ละลายด้วยไมโครเวฟ แล้ว
เตมิ สารละลาย Green gel ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เทลงในถาดแมพ่ิมพ์ท่ีมีการวางหวีเพ่ือท าให้เจลเป็น
ช่องส าหรับหยอดตัวอย่าง รอให้เจลเย็นและแข็งตัวจึงดึงหวีออก น าเจลท่ีแข็งไปวางไว้ในเคร่ือง  
อิเล็กโทรโฟรีซีสท่ีมีสารละลาย 0.5X TBE buffer จากนัน้หยอดผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มจ านวน
ด้วยวิธี PCR ลงในชอ่งเจลโดยใช้แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1,500 bp DNA ladder ในการเทียบเคียง การ
แยกขนาดของชิน้ดีเอ็นเอใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 30 นาที แล้วน าเจลไปตรวจดูแถบแบน         
ดีเอ็นเอและบนัทกึภาพด้วยเคร่ืองถ่ายภาพเจลภายใต้แสงอลัตร้าไวโอเลต  

 
5.2.4 การท าดีเอ็นเอให้บริสทุธ์ิและการวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ 

น าผลผลิตของดีเอ็นเอท่ีได้จากการท า PCR มาท าให้บริสุทธ์ิด้วย FAVOPREP™ 
purification mini kit (ภาคผนวก ค) ตามวิธีในคู่มือผู้ ผลิตแล้วน าชิน้ดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิมาตรวจสอบ    
อีกครัง้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส ตามวิธีในข้อ 5.2.3 ก่อนน าไปวิเคราะห์หาล าดับ                
นิวคลีโอไทด์ต่อไป ผลของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้น ามาตรวจวิเคราะห์ความถูกต้องด้วยโปรแกรม 
Chromas 1.56 (Technelysium Pty. Ltd) จากนัน้น าไปเทียบเคียงกับฐานข้อมูล GenBank ด้วย
โ ป ร แ ก ร ม  BLASTn (https://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/) แ ล ะ ฐ า น ข้ อ มู ล  Unite 
(https://unite.ut.ee/) ส าหรับ ITS ของเอคโตไมคอร์ไรซา เพ่ือเป็นข้อมลูในการระบชุนิดร่วมกบัลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยา 

 
5.2.5 การเช่ือมต่อชิน้ดีเอ็นเอกับเวคเตอร์ การย้ายเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน และการคดัเลือก

โคโลนี 
ในกรณีท่ีไม่สามารถอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์จากชิน้ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิได้โดยตรง           

น าชิน้ดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิมาเช่ือมต่อกับ TA cloning vector ตามส่วนผสมในตาราง 9 จากนัน้บ่มท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน แล้วถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่แบคทีเรียเจ้าบ้าน 
Escherichia coli สายพนัธุ์ Top10  
 
  

https://unite/
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ตาราง 9 ปริมาตรและสารเคมีท่ีใช้ในการเช่ือมตอ่ชิน้ดีเอ็นเอกบัเวคเตอร์ 
  

สว่นประกอบ ปริมาตรท่ีใช้งาน (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสดุท้าย 
Ligation buffer A 1 1 เทา่ 
Ligation buffer B 1 1 เทา่ 
PCR product (DNA insert) 2 200 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
RBC TA cloning vector 4 100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase 1 2 ยนูิต 
RNase free water 1 - 

 
หมายเหต:ุ ปริมาตรสทุธิเทา่กบั 10 ไมโครลิตร และบม่ท่ี 4 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัว่โมง 
 

โดยน าเซลล์แบคทีเรียปริมาตร 50 ไมโครลิตร แช่ในน า้แข็งให้ละลาย จากนัน้เติม
สว่นผสมท่ีเช่ือมตอ่ชิน้ดีเอ็นเอกบัเวคเตอร์แล้วปริมาตร 2 ไมโครลิตร คนให้เข้ากนัอยา่งเบามือ แล้วบม่
ในน า้แข็งนาน 30 นาที ก่อนน าไป heat shock ท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที แล้วน ามา
แช่น า้แข็งทนัที เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Luria Bertani Broth (LB broth) 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ก่อนน าไปเขย่าท่ี 37 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 250 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง เม่ือครบเวลา น าเซลล์ไป spread บนอาหาร LB agar ท่ีมีการเติม ampicillin เข้มข้น 100  
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร, X- Gal เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร และ IPTG เข้มข้น 40 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ก) แล้วท า
การ spread เชือ้ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
คดัเลือกโคโลนีสีขาว มาเพาะเลีย้งในอาหาร LB broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท่ีเติม ampicillin เข้มข้น 
100  มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร น าไปเขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนัน้เก็บเซลล์ใส่หลอดไมโครเซ็นติฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบเท่ากับ 8,000g เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนน า้ทิง้แล้วเก็บเฉพาะตะกอน
เซลล์เพ่ือน าไปสกดัพลาสมิด (ภาคผนวก ค) และน าไปเพิ่มจ านวนผลผลิตดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลีเมอเรสตามวิธีในข้อ 5.2.2 ท าชิน้ดีเอ็นเอให้บริสทุธ์ิและวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ตอ่ไป(62) 
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5.2.6 การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเห็ดสกุล Ramaria โดยการสร้าง
แผนภมูิวิวฒันาการต้นไม้ (phylogenetic tree) 

ในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการสร้างจากข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
เห็ดสกุล Ramaria ท่ีได้จากการทดลอง ร่วมกับล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล  GenBank ท่ีมีค่า 
ร้อยละความเหมือน (%similarity) สูงสุดกับตัวอย่างท่ีได้ศึกษา รวมทัง้สปีชีส์ใกล้เคียง โดยน ามา
จัดเ รียงแนวความสัมพันธ์  (multiple sequence alignment)  ด้วยโปรแกรม Clastal W(63) และ
ตรวจสอบด้วยโปรแกรม BioEdit (North Carolina State University, U.S.A.) จากนัน้สร้างแผนภูมิ
วิวฒันาการต้นไม้ด้วยวิธี Bayesian ด้วยโปรแกรม Mrbayes(64) โดยโปรแกรมจะมีการสร้างแผนภมูิซ า้
กันเป็นจ านวน 10,000 ครัง้เพ่ือให้ได้แผนภูมิท่ีมีความเป็นไปได้และถูกต้องท่ีสุดและน าลักษณะ
ดงักลา่วไปวิเคราะห์ร่วมกบัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
 
6 กำรคัดแยกเพำะเลีย้งเชือ้เหด็สกุล Ramaria บริสุทธ์ิบนอำหำรเลีย้งเชือ้ 

น าดอกเห็ดสกุล Ramaria สดมาแยกเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ โดยใช้การฉีกเนือ้เย่ือ
บริเวณก้านดอก จากนัน้ใช้ forcep ท่ีปราศจากเชือ้ดึงเนือ้เย่ือดอกเห็ดด้านในออกมาวางบนอาหาร
เลีย้งเชือ้แข็ง 3 ชนิด ได้แก่ Potato dextrose agar (PDA), Modified Norkarn’s C (MNC)(65) และ 
Czapek’s Dox agar(66) (ภาคผนวก ข) ท่ีเติมยา streptomycin เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส จนพบการเจริญของเส้นใยรา ศกึษาลกัษณะของเส้นใย
ราโดยการท าสไลด์ด้วยสีย้อม lactophenol cotton blue แล้วศกึษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง 
จากนัน้เก็บรักษาเส้นใยเห็ดบริสทุธ์ิเพ่ือใช้ในการศกึษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพตอ่ไป 
  
7 กำรสกัดสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพจำกตัวอย่ำงดอกเหด็สกุล Ramaria 

น าตัวอย่างดอกเห็ดแห้งสกุล  Ramaria แต่ละชนิด ท่ีมีจ านวนตัวอย่างมากพอมาบดให้
ละเอียดด้วยเคร่ืองบด จากนัน้น าไปสกดัด้วยตวัท าละลาย 2 ชนิด ได้แก่ สารละลายเอทานอลเข้มข้น 
95% และสารละลายเอธิลอะซิเตท โดยใช้ปริมาณตวัอย่างเห็ดบดต่อตวัท าละลายเท่ากับ 5 กรัมของ
ตัวอย่างเห็ด ต่อ 100 มิลลิลิตรของตัวท าละลาย ใส่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปเขย่าท่ี
ความเร็ว 100 รอบตอ่นาที นาน 24 ชัว่โมง ท่ีอณุหภูมิห้อง เม่ือครบเวลาน าสารสกัดท่ีได้มากรองผ่าน
กระดาษกรอง (Whatman™ No.1) เพ่ือแยกส่วนของเห็ดออกมา น าไปสกดัซ า้ด้วยตวัท าละลายเดิม  3 
ครัง้ สว่นน า้ของสารสกดัท่ีได้ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร น าไปท าให้เข้มข้นด้วยเคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบ
สุญญากาศ  (rotary evaporator) เ ม่ือแห้งน าไปชั่งน า้หนักสารสกัดท่ีได้  แล้วละลายกลับด้วย              
ตวัท าละลายเดมิ ปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 5 มิลลิลิตร(1) 
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8. กำรศึกษำสำรออกฤทธ์ิทำงชีวภำพของสำรสกัดจำกดอกเหด็สกุล Ramaria 
ในการศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและคุณสมบตัิทางเภสัชวิทยาของสารสกัดจากเห็ด

สกุล Ramaria ได้แบ่งการทดสอบออกเป็น 5 ด้าน ได้แก่ 1) คุณสมบัติในการยับยัง้การเจริญของ
จุลินทรีย์  2) คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ สารฟลาโวนอยด์  และสารประกอบฟีนอลทัง้หมด        
3) คณุสมบตัิในการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็ง 4) คณุสมบตัิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 
alpha-glucosidase และ alpha-amylase และ 5) คุณสมบัติในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ 
HMG-CoA reductase 

 
8.1 กำรศึกษำคุณสมบัติในกำรยับยัง้กำรเจริญของจุลินทรีย์ 

น าสารสกดัจากเห็ดด้วยตวัท าละลายเอทานอลและเอธิลอะซิเตทจากวิธีการทดลองในข้อ 
4 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาระเหยตวัท าละลายออกจนแห้ง ชัง่น า้หนกัของสารสกดั แล้วละลายด้วย 
DMSO เข้มข้น 10% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ก่อนน าไปทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของ
แบคทีเรีย 

8.1.1 การทดสอบด้วยเทคนิค agar well diffusion 
แบคทีเรียจ านวน 4 สายพันธุ์  ได้แก่ Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia 

coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27813 และ Staphylococcus aureus ATCC 
25926 โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้ Müller-hinton agar (MHA) เชือ้ทดสอบปรับความเข้มข้นให้มีคา่เท่ากับ
ค่าดดูกลืนแสง 600 นาโนเมตร (OD600) 0.08 (0.5 McFarland standard) จากนัน้เจาะอาหารให้เป็น
หลมุด้วย cork borer ท่ีมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางเทา่กบั 5 มิลลิเมตร ด้วยเทคนิคปลอดเชือ้แล้วใส่สาร
สกดัปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในหลมุ น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ถ้า
สารสกดัสามารถยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ได้จะเกิดวงใสท่ีไม่มีการเจริญของเชือ้  วดัขนาดเส้นผ่าน
ศนูย์กลางของวงใส ทัง้นีใ้ช้สารละลาย DMSO เข้มข้น 10% เป็นชดุควบคมุ (negative control)(1) 
 

8.1.2 การหาคา่ minimum inhibitory concentration (MIC) และ minimum bactericidal 
concentration (MBC) 

น าสารสกดัท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ได้จากวิธีการทดลองในข้อ 8.1.1 
มาหาค่ า  MIC ด้ ว ย วิ ธี  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
assay(1) โดยการเจือจางสารสกัดเป็นล าดบัทีละ 2 เท่า ด้วยสารละลาย DMSO เข้มข้น 10% ในการ
ทดลองท าใน 96 well plate โดยใช้สารสกดัปริมาตร 50 ไมโครลิตร เตมิอาหารเลีย้งเชือ้ MHB ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร จากนัน้เติมเชือ้ทดสอบท่ีความเข้มข้น 106 cfu/mL ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
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กนัด้วยปิเปต บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชัว่โมง ในการตรวจผลจะเติมสารละลาย MTT 
เข้มข้น 0.12 มิลลิโมลาร์ (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บม่ตอ่ท่ีอณุหภมูิเดมินาน 4 ชัว่โมง ถ้า
สารสกดัสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้จลุินทรีย์ได้ส่วนผสมจะใสเน่ืองจากไม่มีการเจริญของเชือ้ แต่
ถ้าสารสกัดไม่สามารถยับยัง้ได้ เชือ้จะเจริญและผลิตเอนไซม์ dehydrogenase รีดิวส์สาร MTT เกิด
ตะกอนเซลล์สีม่วงของ formazan ในการทดลองนีใ้ช้ยา ampicillin เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็น positive control และใช้ DMSO เข้มข้น 10% เป็น negative control ทัง้นี ้MIC คือความเข้มข้น
ของสารสกดัท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ได้ 

สว่นการทดสอบ MBC ให้เลือกหลมุทดสอบท่ีให้ผล MIC และหลมุท่ีมีความเข้มข้น
ของสารสงูขึน้ท่ีตดิกนั จ านวน 3 หลมุ โดยดดูสารปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาหยดลงบนอาหารแข็ง MHA 
บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชัว่โมง สงัเกตการเจริญของเชือ้ โดยความเข้มข้นของสารสกดั
ท่ีน้อยท่ีสดุท่ีไมพ่บการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย คือ MBC(43) 

 
8.2 กำรศึกษำสำรต้ำนอนุมูลอิสระ สำรฟลำโวนอยด์ และสำรประกอบฟีนอลทัง้หมด 

สารสกัดจากเห็ดท่ีได้จากวิธีการทดลองในข้อ 7 น ามาทดสอบคุณสมบัติในการต้าน
อนมุลูอิสระ สารฟลาโวนอยด์ และสารประกอบฟีนอลทัง้หมดด้วยวิธีดงัตอ่ไปนี ้

 
8.2.1 การทดสอบคณุสมบตัใินการต้านอนมุลูอิสระด้วยปฏิกิริยาของ 2,2-   diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities 
น าสารสกัดจากเห็ดมาเจือจางเป็นล าดับทีละ  2 เท่า  (two-fold dilution) ด้วย

สารละลายเอทานอลเข้มข้น 95% (1:2 ถึง 1:256 v/v) ดูดสารสกัดแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 900 
ไมโครลิตร ใสใ่นหลอดทดลอง เตมิสารอนมุลูอิสระ DPPH• เข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ (ภาคผนวก ก) 300 
ไมโครลิตรผสมให้เข้ากนั บม่ท่ีอณุหภมูิห้องในท่ีมืดนาน 30 นาที เม่ือครบเวลาน ามาวดัคา่การดดูกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ โดยชุดควบคุมใช้สารละลาย    
เอทานอลนอลเข้มข้น 95% แทนสารสกัด ซึ่งความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดได้
ค านวณจากสีท่ีจางลงของ DPPH ดงัสมการ 
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DPPH• (สีน า้เงิน) + AH (สารต้านอนมุลูอิสระ) ---> DPPH-H (สีเหลือง) + A• 
 

จากนัน้ค านวณคา่ร้อยละการยบัยัง้ (% inhibition) จากสตูร 
% inhibition = [(Ac-As)/Ac] x 100 
Ac = คา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ (เอทานอลเข้มข้น 95%) 
As = คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดั 

 
ค่าร้อยละการยับยัง้ของสารสกัดท่ีระดับการเจือจางต่างๆ น ามาสร้างกราฟ

ความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารสกัดเพ่ือค านวณหาค่า  IC50 คือความเข้มข้นของสารสกัดท่ี
สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ร้อยละ  50 ซึ่งสารมาตรฐานท่ีใช้เทียบเคียงได้แก่  Butylated hydroxy 
toluene (BHT)(67) 

 
8.2.2 การทดสอบคณุสมบตัิในการต้านอนมุลูอิสระด้วยปฏิกิริยาของ 2,2’-Azino-bis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS+) radical scavenging activities 
น าสารสกดัจากเห็ดมาเจือจางเป็นล าดบัทีละ 2 เท่า ด้วยน า้กลัน่ (1:2 ถึง 1:256 v/v) 

ดูดสารสกัดแต่ละความเข้มข้นปริมาตร  125 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง เติมสารอนุมูลอิสระ 
ABTS•+ เข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 880 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง
ในท่ีมืดนาน 6 นาที เม่ือครบเวลาน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  734 นาโนเมตร          
ด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ โดยชุดควบคมุใช้น า้กลัน่แทนสารสกัดซึ่งความสามารถในการต้าน
สารอนมุลูอิสระของสารสกดัค านวณจากสีท่ีจางลงของ ABTS ดงัสมการ 

 
ABTS•+ (สีเขียวอมน า้เงิน) + AH (สารต้านอนมุลูอิสระ) ---> ABTS (สีจางลง) + A• 

 
จากนัน้ค านวณคา่ร้อยละการยบัยัง้ (% inhibition) จากสตูร 
% inhibition = [(Ac-As)/Ac] x 100 
Ac = คา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ (น า้กลัน่) 
As = คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดั 
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ค่าร้อยละการยับยัง้ของสารสกัดท่ีระดับการเจือจางต่างๆ  ท่ีได้น ามาสร้างกราฟ
ความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารสกัดเพ่ือค านวณหาค่า  IC50 คือความเข้มข้นของสารสกัดท่ี
สามารถต้านอนมุลูอิสระได้ร้อยละ 50 สารมาตรฐานท่ีใช้เทียบเคียงได้แก่ Trolox®(67) 
 

8.2.3 การทดสอบความสามารถในการเป็นสารคีเลท (chelating agent) โดยการท า
ปฏิกิริยากบัสาร ferrous ion (Ferrous ion chelating assay) 

เป็นการทดลองท่ีศกึษาคณุสมบตัขิองสารสกดัในการเป็น chelating agent เพ่ือยบัยัง้
การเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ ferrous ion-ferrozine เทียบกบั positive control ชนิด EDTA โดยน า
สารสกดัเห็ดท่ีสกัดด้วยเอทานอลมาเจือจางเป็นล าดบัทีละ 2 เท่า ด้วยน า้กลัน่ จากนัน้เติมเมทานอล 
ปริมาตร 925 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วเติมสารละลายเฟอร์รัส คลอไรด์  (FeCl2) (ภาคผนวก ก) 
เข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ เติมสารละลายเฟอร์โรซิน (Ferrozine solution) 
(ภาคผนวก ก)  เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนัน้น าไปเขย่าท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 นาที เม่ือครบเวลา วดัคา่สีท่ีเปล่ียนไปท่ีความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร จากนัน้หาคา่ร้อยละ
การยบัยัง้จากสมการ 

 
AH (สารคีเลท)+Fe2++ferrozine (ไมมี่สี) ---> A-Fe  + Ferrozine (ไมมี่สี) 

 
AH (ไมใ่ชส่ารคีเลท)+Fe2++ferrozine (ไมมี่สี) ---> AH + Ferrozine-Fe complex (สีม่วง) 

 
จากนัน้ค านวณคา่ร้อยละการยบัยัง้ (% inhibition) จากสตูร 
% inhibition = [(Ac-As)/Ac] x 100 
Ac = คา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ (น า้กลัน่) 
As = คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดั 

 
ค่าร้อยละการยับยัง้ของสารสกัดท่ีระดับการเจือจางต่างๆ  ท่ีได้น ามาสร้างกราฟ

ความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารสกัดเพ่ือค านวณหาค่า  IC50 คือความเข้มข้นของสารสกัดท่ี
สามารถยบัยัง้การเกิดสารประกอบเชิงซ้อนได้ร้อยละ 50 สารมาตรฐานท่ีใช้เทียบเคียงได้แก่ EDTA(68) 
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8.2.3 การหาปริมาณของสารประกอบฟลาโวนอยด์ (Total flavonoid contents) 
น าสารสกัดจากเห็ดมาหาปริมาณของสารประกอบฟลาโวนอยด์  โดยใช้สารสกัด

ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง เติมสารละลายโซเดียมไนไตรท์ (NaNO2) เข้มข้น 1:20 
w/v (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วเตมิ
สารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ (AlCl3) เข้มข้น 1:10 w/v  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้น 0.5 โมลาร์  (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร
และน า้กลั่น 950 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น ามาตรวจค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  415         
นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ คา่ท่ีได้น าไปเทียบเคียงกบักราฟมาตรฐานของ Quercetin 
รายงานผลเป็น g QE/g extract(69) 

 
8.2.5 การหาปริมาณของสารประกอบฟีนอล (Total phenolic compounds) 

น าสารสกัดจากเห็ดมาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลด้วยวิธี  Folin-Ciocalteu’s 
method(67) โดยน าสารสกัดปริมาตร  100 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง  เติมสารละลาย  Folin-
Ciocalteu reagent ท่ีเจือจาง 10 เท่า (v/v) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ก) และสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) เข้มข้น 7.5% (w/v) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมสาร
ต่างๆ ให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง ในท่ีมืด เป็นเวลา 30 นาที แล้วน ามาตรวจค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 735 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ค่าท่ีได้น าไปเทียบเคียงกับกราฟ
มาตรฐานของ Gallic acid รายงานผลเป็น g GAE/g extract 

 
8.3 กำรศึกษำคุณสมบัตใินกำรยับยัง้กำรเจริญของเซลล์มะเร็งของสำรสกัด 

น าสารสกัดจากเห็ดท่ีได้จากตวัท าละลายเอทานอลและเอธิลอะซิเตท  มาระเหยให้แห้ง
แล้วละลายด้วยสารละลาย DMSO เข้มข้น 100% จากนัน้น ามาทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การ
เจริญของเซลล์มะเร็ง ได้แก่ มะเร็งเต้านม (MCF7-breast cancer) มะเร็งช่องปาก (KB-Oral cavity 
cancer) มะ เ ร็ งปอด  (NCI-H187-small cell lung cancer) ด้ วยวิ ธี  Resazurin microplate assay 
(REMA) โดยท าการสง่ทดสอบท่ีศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหง่ชาติ 

 
8.4 กำรศึกษำคุณสมบัติในกำรยับยัง้กำรท ำงำนของเอนไซม์ alpha-glucosidase 

ในการวดัคณุสมบตัขิองสารสกดัในการลดปริมาณน า้ตาลในรูปของการยบัยัง้การท างาน
ของเอนไซม์ alpha-glucosidase โดยน าสารสกัดมาปรับให้มีความเข้มข้นต่างๆ (0.5, 1, 1.5, 2 และ 
2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ในสารละลาย DMSO ปริมาตร 125 ไมโครลิตร แล้วเติมเอนไซม์ alpha-
glucosidase เ ข้ ม ข้น  0.025 ยูนิ ตต่อมิ ลลิ ลิ ต ร  ในสารละลาย  phosphate buffer (pH 6.9)      
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(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แล้วเตมิสารตัง้
ต้น p-nitrophenyl-alpha-D-glucopyranoside (PNPG) (ภาคผนวก ก) เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร จากนัน้บม่ตอ่นาน 20 นาที หยดุปฏิกิริยาด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
(ภาคผนวก ก) เข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 405 นาโนเมตร โดยเทียบกบัปฏิกิริยาท่ีเตมิสารละลาย DMSO แทนสารสกดั (negative control) 
จากนัน้ค านวณคา่ร้อยละในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ (% inhibition)(70) ตามสมการ 

 
PNPG (ไมมี่สี) + alpha-glucosidase --- > D-glucose + p-nitrophenol (สีเหลือง) 

 
% inhibition = [(Ac – As) / Ac] x 100 
Ac = คา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ (DMSO) 
As = คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดั 
 
คา่ร้อยละการยบัยัง้ของสารสกดัท่ีระดบัการเจือจางตา่งๆ น ามาสร้างกราฟความสมัพนัธ์

กบัความเข้มข้นของสารสกดั เพ่ือค านวณหาคา่ IC50 คือความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสามารถยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ alpha- glucosidase ได้ร้อยละ 50  โดยสารมาตรฐานท่ีใช้เทียบเคียงคือยารักษา
โรคเบาหวาน acarbose 
 

8.5 กำรศึกษำคุณสมบัติในกำรยับยัง้กำรท ำงำนของเอนไซม์ alpha-amylase 
น าสารสกดัมาปรับให้มีความเข้มข้นตา่งๆ (0.5, 1, 1.5, 2 และ 2.5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

ในสารละลาย DMSO ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วเติมเอนไซม์ alpha-amylase เข้มข้น 2  ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ในสารละลาย phosphate buffer (pH 6.9) (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนัน้เติมสารละลาย soluble starch (ภาคผนวก ก)  
เข้มข้นร้อยละ 1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้วเติม
สารละลาย 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บม่ท่ี 100 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที จากนัน้วดัปริมาณ reducing sugar โดยวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
520 นาโนเมตร โดยใช้ positive control เป็น acarbose คา่ท่ีได้รายงานเป็น IC50 เช่นเดียวกับการวัด
เอนไซม์ alpha-glucosidase จากนัน้ค านวณค่าร้อยละในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์  (% 
inhibition)(70) ตามสมการ 
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% inhibition = [(Ac – As) / Ac] x 100 
Ac = คา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ (DMSO) 
As = คา่การดดูกลืนแสงของสารสกดั 
 
คา่ร้อยละการยบัยัง้ของสารสกดัท่ีระดบัการเจือจางตา่งๆ น ามาสร้างกราฟความสมัพนัธ์

กบัความเข้มข้นของสารสกดั เพ่ือค านวณหาคา่ IC50 คือความเข้มข้นของสารสกดัท่ีสามารถยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ alpha-amylase ได้ร้อยละ 50  โดยสารมาตรฐานท่ีใช้เทียบเคียงคือยารักษา
โรคเบาหวาน acarbose 

 
8.6 กำรศึกษำคุณสมบัตใินกำรยับยัง้กำรท ำงำนของเอนไซม์ HMG -CoA reductase 

ในการวดัคณุสมบตัิของสารสกัดในการลดระดบัคอเลสเตอรอลในรูปของการยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ HMG -CoA reductase โดยน าสารสกัดมาระเหยตวัท าละลายออกจนหมด แล้ว
ละลายกลบัในสารละลายท่ีมีอตัราส่วนของ DMSO:น า้กลัน่เท่ากับ 1:10 (DMSO เข้มข้นร้อยละ 10)  
ปรับให้มีความเข้มข้นต่างๆ เติมลงใน 96 well plate ปริมาตร 174 ไมโครลิตร จากนัน้เติมสารสกัด 
ปริมาตร 10  ไมโครลิตร ก่อนการเติม NADPH ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ตามด้วยสารตัง้ต้น HMG-CoA 
ปริมาตร 12 ไมโครลิตร และเร่ิมปฏิกิริยาโดยการเติมเอนไซม์ HMG-CoA reductase ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร จากนัน้วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร โดยอ่านค่าทุกๆ 20 วินาที 
เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้น าคา่ท่ีวดัได้มาสร้างกราฟเพื่อหาคา่ slope และค านวณหาร้อยละของอตัรา
การยบัยัง้ (% inhibition rate) ตามสมการ (53) 

 
 ร้อยละของอตัราการยบัยัง้ (% inhibition rate) = [(A-B)/A]x100 

A = คา่ slope ของกราฟปฏิกิริยาควบคมุ 
B = คา่ slope ของกราฟปฏิกิริยาสารสกดั 

 
9. กำรวิเครำะห์รูปแบบทำงเคมีของสำรสกัดจำกเห็ดสกุล Ramaria ด้วยเทคนิค 
High performance liquid chromatography (HPLC) 

การวิเคราะห์รูปแบบทางเคมีของสารสกดัด้วยเทคนิค HPLC เป็นการศกึษาความหลากหลาย
และจ านวนของสารสกดัจากเห็ดชนิดตา่งๆ ในเบือ้งต้นโดยเน้นการศกึษาสารประกอบฟีนอลเป็นหลกั 
เพ่ือเป็นข้อมลูในการเลือกศึกษาชนิดของสารในเชิงลึกต่อไป โดยน าสารสกัดเห็ดท่ีได้จากการทดลอง
ในข้อ 7 ท่ีอยู่ในตวัท าละลายเอทานอล กรองผ่านเมมเบรนชนิด PTPE syringe filter (Filter-Bi) ท่ีมี
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ขนาดของตวักรองเทา่กบั 0.22 ไมโครเมตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
ผ่านคอลมัน์ inertsill ODS-3 ขนาดกว้าง 4.6 มิลลิเมตร ยาว 300 มิลลิเมตร ท่ีบรรจุด้วย silica base 
(C18) ขนาด 5 ไมโครเมตร ใช้ตวัท าละลายเคล่ือนท่ี (mobile phase) เป็นแบบระบบไล่ความเข้มข้น 
(gradient phase) ซึ่งประกอบด้วยน า้กลัน่ (ท่ีเติม orthophosphoric acid เข้มข้นร้อยละ 1 (v/v)) (A) 
และ สารอาซิโตไนไตรล์ (acetonitrile) (B) (ตาราง 10) โดยมีอตัราการไหลเทา่กบั 0.3 มิลลิลิตรตอ่นาที 
ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน 272 นาโนเมตร สารมาตรฐานท่ีใช้ คือ 
gallic acid(39) จากรูปแบบทางเคมีของสารท่ีตรวจวดัได้น ามาวิเคราะห์มวลโมเลกลุของสารด้วยวิธี 
 
 
ตาราง 10 อตัราความเข้มข้นในการทดลองด้วยเทคนิค HPLC 
 

ร้อยละความเข้มข้นสารละลาย A 
(น า้กลัน่ ท่ีเตมิ orthophosphoric 

acid ร้อยละ 1 (v/v)) 

ร้อยละความเข้มข้นสารละลาย B 
(acetonitrile) 

ระยะเวลา (นาที) 

94 6 0-12 
88 12 12-20 
60 40 20-30 
40 60 30-38 
10 90 38-48 
0 0 48-53 
94 6 53-60 

 
 
10. กำรวิเครำะห์สำรโดยวิธี Liquid chromatography- electrospray ionization- mass 
spectrophotometry (LC-ESI-MS)  

น าสารสกัดของมากรองด้วยเมมเบรนชนิด  PTPE syringe filter (Filter-Bi) ท่ีมีขนาดของ    
ตวักรองเท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร โดยให้ได้ปริมาตรสทุธิ 3 มิลลิลิตร จากนัน้ บรรจใุนขวดสีชาเพ่ือส่ง
วิเคราะห์ ณ ศนูย์เคร่ืองมือ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสรุนารี ด้วยเทคนิค LC-ESI-MS โดยใช้คอลมัน์และ
ระบบในการทดลองเช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 9 โดยอาศยัหลกัการแยกสารเบือ้งต้นด้วยเทคนิค 
HPLC จากนัน้วิเคราะห์มวลโมเลกุลของสารท่ีแยกได้ด้วยเทคนิค ESI-MS โดยสารสกัดท่ีแยกผ่าน
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คอลมัน์ HPLC แล้วจะท าให้เกิดการแตกตวัเป็นไอออน และวดัคา่มวลตอ่ประจ ุ(m/z) ซึ่งในการศกึษา
ครัง้นีก้ าหนดให้สแกนหามวลโมเลกลุของสารท่ีมีขนาดระหวา่ง 100-800 m/z แล้วน ามาวิเคราะห์เทียบ
คา่กบัฐานข้อมลู massbank 

 
11. กำรวิเครำะห์ปริมำณกรดฟีนอลิกบำงชนิดเทียบกับสำรมำตรฐำน ด้วยเทคนิค 
MRM-MS/MS  

น าสารสกดัมากรองด้วยเมมเบรนชนิด PTPE syringe filter (Filter-Bi) ท่ีมีขนาดของตวักรอง
เท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร สารท่ีได้น าไปวิเคราะห์ปริมาณกรดฟีนอลิก เทียบกับมาตรฐาน จ านวน 7 
ชนิด ได้แก่  gallic acid, salicylic acid, valnilic acid, syringic acid, valnilin, coumaric acid และ 
benzoic acid ด้วยเคร่ือง MRM-MS/MS 
 
12. กำรวิเครำะห์ผลทำงสถติ ิ
 ท าการวิเคราะห์ผลทางสถิต ิone way ANOVA เปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยวิธี Turkey’s HSD ท่ีระดบั
นยัส าคญั (p<0.05) โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS statistics 20 
 

 



 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การเกบ็รวบรวมตัวอย่างเหด็ปะการังและการจัดจ าแนกชนิด 

ตวัอย่างดอกเห็ดปะการัง ได้เก็บรวบรวมจากเขตรักษาพันธุ์สัตว์ป่าภูเขียว จังหวัดชัยภูมิ 
บริเวณพืน้ท่ีป่าสนผสมเตง็รัง เพ่ือน ามาแยกเพาะเลีย้งเชือ้และจดัจ าแนกชนิดตามลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาและหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ส่วนดอกเห็ดท่ีเหลืออบแห้งเก็บรักษาเป็นตัวอย่างเห็ดแห้งเพ่ือ
การศกึษาอ้างอิงตอ่ไป 
 

1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
ในการรวบรวมตวัอย่างดอกเห็ด จากเขตรักษาพนัธุ์สตัว์ป่าภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิ บริเวณ

พืน้ท่ีป่าสนผสมเต็งรัง พบว่าได้ตวัอย่างเห็ดปะการังท่ีมีลกัษณะท่ีสมบูรณ์ทัง้สิน้จ านวน 39 ตวัอย่าง 
จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสี ขนาด รูปร่างของการแตกก่ิง แคลมป์คอนเนคชั่น ( clamp 
connection) ซิสทิเดีย (cystidia) เบสิเดีย (basidia) เบสิดโิอสปอร์ (basidiospores) และลกัษณะของ
ลวดลายบนผิวสปอร์ (spore ornamentation) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
รวมทัง้การเกิดปฏิกิริยาทางเคมีของสารละลายกับเนือ้เย่ือดอกเห็ด สามารถจัดจ าแนกชนิดเห็ด
ปะการังได้ 3 สกุล คือ Ramaria (14 สปีชีส์) Lentaria (1 สปีชีส์) และ Phaeoclavulina (1 สปีชีส์) 
(ตาราง 11) เน่ืองจาก Ramaria เป็นสกุลหลกัท่ีพบในการศึกษาครัง้นี ้ประกอบด้วย 14 สปีชีส์ ซึ่งใน
จ านวนนีเ้ป็น สปีชีส์ท่ียงัไม่สามารถระบุได้อย่างถูกต้องถึง 10 สปีชีส์ รวมทัง้คาดว่าน่าจะเป็นสปีชีส์
ใหม่ของโลกอย่างน้อย 2 สปีชีส์ อีกด้วย ได้แก่ R. conjunctipes var. tsugensis, R. aff. flava var. 
aurea,  R. aff. rubribrunnescens, R. aff. vinosimaculans, Ramaria sp. 1, Ramaria sp. 2,  
Ramaria sp. 3, Ramaria sp. 4, Ramaria sp. 5, Ramaria sp. 6, Ramaria sp. 7, Ramaria sp. 8, 
Ramaria sp. 9 และ Ramaria sp. 10 รายละเอียดแสดงในตาราง 11   

ในขณะท่ีอีก 2 สกลุ คือ Lentaria และ Phaeoclavulina ซึง่มีลกัษณะของดอกเห็ดแตกก่ิง
ก้านคล้ายกับ Ramaria โดยเฉพาะ Phaeoclavulina เป็นสกุลท่ีแยกมาจาก Ramaria subgenus 
Echinoramaria คือมีผิวสปอร์ท่ีมีลักษณะขรุขระ คล้ายหนาม ซึ่งต้องศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด จึงจะสามารถแยกความแตกต่างได้อย่างชัดเจน ในการศึกษาครัง้นีพ้บ        
1 สปีชีส์ ได้แก่ P. cokeri (R.H. Petersen) Giachini (Syn. R. cokeri R.H. Petersen) 
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สว่น Lentaria เป็นอีกสกลุหนึง่ท่ีจดัอยูใ่นกลุม่เห็ดปะการัง วงศ์ Lentariaceae ลกัษณะ
ภายนอกคล้ายกบั Ramaria แตผ่ิวของสปอร์มีลกัษณะเรียบ พบ 1 สปีชีส์ คือ Lentaria sp. (PKWS15-
164)  

ทัง้นีจ้ากผลการแยกเพาะเลีย้งเชือ้บริสทุธ์ิบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีแตกตา่งกนั 3 ชนิด ได้แก่ 
PDA, MNC และ Czapek’s dox agar พบว่า ไม่สามารถแยกเชือ้บริสุทธ์ิได้ในการศึกษาครัง้นี ้อาจ
เน่ืองจากเห็ดปะการังมีลกัษณะเป็นก่ิงก้านท่ีมีขนาดเล็ก เปราะแตกหกัง่าย ท าให้แยกเนือ้เย่ือชัน้ในมา
เพาะเลีย้งได้ยาก และปนเปือ้นจากราชนิดอ่ืนได้ง่าย ท่ีส าคญัไมพ่บการเจริญของเส้นใยราจากสปอร์ 
 
 

ตาราง 11 สกลุและชนิดของเห็ดปะการังท่ีพบในการศกึษาครัง้นี ้
 

วงศ ์ สกลุและสปีชีส์ ตวัอยา่งท่ีศกึษา 
Gomphaceae Ramaria conjunctipes var. 

tsugensis Marr & D.E. Stuntz 
PKWS14-18 

 Ramaria aff. flava var. aurea 
(Coker) R.H. Petersen  

PKWS15-171 

 Ramaria aff. rubribrunnescens PKWS14-17, PKWS14-26, PKWS14-
33, PKWS14-47 

 Ramaria aff. vinosimaculans  PKWS15-29, PKWS15-49, PKWS14-
54, PKWS15-74, PKWS15-236, 
PKWS15-25, PKWS15-109  

 Ramaria sp. 1  
 

PKWS15-95, PKWS15-96, PKWS15-
222 

 Ramaria sp. 2  PKWS15-221, PKWS15-235 
 Ramaria sp. 3  PKWS14-02, PKWS14-07, PKWS14-

19, PKWS14-24, PKWS14-35, 
PKWS14-51 

 Ramaria sp. 4  PKWS14-25, PKWS14-28, PKWS14-
31, PKWS14-39, PKWS14-46,  

  PKWS15-208 
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ตาราง 11 (ตอ่) 
 

วงศ ์ สกลุและสปีชีส์ ตวัอยา่งท่ีศกึษา 
 Ramaria sp. 5 PKWS15-214 
 Ramaria sp. 6 PKWS15-232 
 Ramaria sp. 7 PKWS14-12 
Gomphaceae Ramaria sp. 8 PKWS14-30 
 Ramaria sp. 9 PKWS15-92 

 Ramaria sp. 10 PKWS15-181  

 Phaeoclavulina cokeri (R.H. 
Petersen) Giachini  

(Syn. Ramaria cokeri R.H. 
Petersen) 

PKWS15-194  

Lentariaceae Lentaria sp. PKWS15-164 

 
หมายเหตุ: ตวัอักษรหนา คือ ตวัอย่างท่ีเลือกไปศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเน่ืองจากมีจ านวน

ตวัอยา่งเพียงพอ 
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ตาราง 12 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดปะการังสกุล R. conjunctipes var. tsugensis และ R. 
aff. flava var. aurea 

 
ลักษณะ R. conjunctipes var. 

tsugensis Marr & D.E. Stuntz 
R. aff. flava var. aurea 
(Coker) R.H. Petersen 

ลกัษณะดอกเห็ด   
ขนาด กว้าง x สงู (เซนตเิมตร) 2.5-3 x 5 2-3 x 3-8  
สีของดอกเห็ด   

ฐาน สีครีม (pale ochracous) สีครีม (pale ochracous) 
สว่นกลาง (ก่ิง) สีครีม (pale ochracous) สีเหลือง (yellow) 
ปลาย สีครีม (pale ochracous) สีเหลือง (yellow) 

ฐานของดอกเห็ด ฐานเดี่ยว ผอม ฐานร่วม (compound) 
คอ่นข้างสัน้ 

การแตกก่ิง   
ลกัษณะ แตกก่ิงเรียวเล็ก ก่ิงปิด แตกก่ิงไมย่าว โค้ง ก่ิงเปิด

เล็กน้อย 
จ านวนชัน้ (ชัน้) 3-5 4-6 
ก่ิงปลาย dichotomy unequal development of 

branching 
ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
เบสิดโิอสปอร์    

ขนาด ยาว x กว้าง 
(ไมโครเมตร) 

6-10 x 4-6 9-12.6 x 4-6 

สีและรูปร่าง คอ่นข้างยาวรี (elongate 
ellipsoid) เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

คอ่นข้างยาวรี (elongate 
elipsoid) เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

ลวดลายบนผิวสปอร์ ขรุขระเป็นตุม่นนูชดัเจน (strong 
verrucose) 

ขรุขระเป็นตุม่นนู (verrucose) 

เบสิเดีย holobasidia แบบ clavate holobasidia แบบ clavate  
สเตอริกมา 2-4 2-4 
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ตาราง 12 (ตอ่)  
 
ลักษณะ R. conjunctipes var. tsugensis 

Marr & D.E. Stuntz 
R. aff. flava var. aurea 
(Coker) R.H. Petersen 

ซิสทิเดีย ไมพ่บ ไมพ่บ 
แคลมป์ คอนเนคชัน่ ไมพ่บ ไมพ่บ 

ลกัษณะภายใต้กล้อง ภาพประกอบ 10 ภาพประกอบ 11 
ตวัอยา่งท่ีศกึษา PKWS14-18 PKWS15-171 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 10 R. conjunctipes var. tsugensis (PKWS14-18) a) ดอกเห็ด และ b) เบสิดิโอสปอร์

มีลวดลายขรุขระเป็นตุม่นนู (verrucose) 
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ภาพประกอบ 11 R. aff. flava var. aurea (PKWS15-173) a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์ขรุขระเป็น

ตุม่นนู (verrucose), c) สเตอริกมา 4 อนั และ d) เบสิดิโอสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  
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ตาราง 13 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดปะการัง R. aff. rubribrunnescens และ R. aff. 
vinosimaculans 

 
ลักษณะ R. aff. rubribrunnescens R. aff. vinosimaculans 
ลกัษณะดอกเห็ด   
ขนาด กว้าง x สงู (เซนติเมตร) 6 x 5.5 1.5-6 x 6-10 
สีของดอกเห็ด   

ฐาน สีครีมอมน า้ตาล (pale buff) พบ
รอยช า้สีมว่งเข้ม (rutescent) 

สีครีม พบรอยช า้สไีวน์แดง 
(vinascent) 

สว่นกลาง (ก่ิง) สีครีมอมน า้ตาล (pale buff) สีครีมถงึสีเหลืองออ่น (pale 
yellow) 

ปลาย สีครีมอมเหลือง  

(pale ochracous) 
สีเหลือง (yellow) 

ฐานของดอกเห็ด ฐานร่วม (compound) ไมก่ว้าง
มาก 

ฐานร่วม (compound) ไมก่ว้าง
มาก 

การแตกก่ิง   
ลกัษณะ ก่ิงสัน้โค้งและอวบ แตกก่ิงตรง ยาวเรียว คอ่นข้าง

เปิด 
จ านวนชัน้ (ชัน้) 3-5 6-8 
ก่ิงปลาย dichotomy symmetrical dichotomy 

ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
เบสิดิโอสปอร์    

ขนาด ยาว x กว้าง 
(ไมโครเมตร) 

8.5-12.2 x 3.5-5.0 (8-)9-12 x 4-6 

สีและรูปร่าง คอ่นข้างรี (elongate ellipsoid) สี
เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

คอ่นข้างรี (elongate ellipsoid) 
สีเหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear)  

ลวดลายบนผิวสปอร์ ขรุขระเป็นตุม่นนู (verrucose) ขรุขระเป็นตุม่นนูชดัเจน 
(verrucose) 

เบสิเดีย holobasidia แบบ clavate holobasidia แบบ clavate 
สเตอริกมา 4 2-4 
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ตาราง 13 (ตอ่) 
 
ลักษณะ R. aff. rubribrunnescens R. aff. vinosimaculans 

ซิสทิเดีย clavate, utriform, urniform, 
cylindrical, fusiform 

clavate, lageniform, utriform, 
urniform, cylindrical, fusiform 

แคลมป์ คอนเนคชัน่ ไมพ่บ ไมพ่บ 

ลกัษณะภายใต้กล้อง ภาพประกอบ 12 ภาพประกอบ 13 

ตวัอย่างท่ีศกึษา PKWS14-17, PKWS14-26, 
PKWS14-33, PKWS14-47 

PKWS15-29, PKWS15-49, 
PKWS14-54, PKWS15-74, 
PKWS15-236, PKWS15-25, 
PKWS15-109 

 
 

 
 
 

ภาพประกอบ 12 R. aff. rubribrunnescens (PKWS14-47) a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์ขรุขระเป็น
ตุม่นนู (verrucose) และ c) เบสิดโิอสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 
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ภาพประกอบ 13 R. aff. vinosimaculans (PKWS15-109) a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์ขรุขระเป็น

ตุ่มนูน (verrucose), c) ซิสทิเดีย (ลูกศร), d) เบสิดิโอสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบสอ่งกราด และ e) สเตอริกมา 4 อนั (ลกูศร) และเบสิดโิอสปอร์ 

 
  

 



57 

 

ตาราง 14 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดปะการังสกลุ Ramaria sp. 1 และ Ramaria sp. 2 
 
ลักษณะ Ramaria sp.1 Ramaria sp.2 
ลกัษณะดอกเห็ด   
ขนาด กว้าง x สงู (เซนตเิมตร) 3-6 x 4-11 3-5 x 4.5-6 
สีของดอกเห็ด   

ฐาน สีขาวครีมถึงสีน า้ตาลอ่อน 
(buff) 

สีครีม (pale ochracous) 

สว่นกลาง (ก่ิง) สีน า้ตาล (straw) สีน า้ตาลครีม (pale buff) 
ปลาย สีน า้ตาล (straw) สีน า้ตาลครีม (pale buff) 

ฐานของดอกเห็ด ฐานร่วม (compound) อวบและ
ยาว 

ฐานร่วม (compound) 

การแตกก่ิง   
ลกัษณะ แตกก่ิงสัน้ใหญ่ในชัน้ 1-2 และ

แตกก่ิงสัน้เล็กในชัน้ 3-8 ก่ิงปิด 
แตกก่ิงสัน้ ชัน้ลา่งจะแตกก่ิง
ยาวกว่าชัน้บน  ก่ิงคอ่นข้าง
เปิด 

จ านวนชัน้ (ชัน้) 6-8 4-6 
ก่ิงปลาย double dichotomy discussation 

ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
เบสิดโิอสปอร์    

ขนาด ยาว x กว้าง 
(ไมโครเมตร) 

(8.2-)9-12.4(-13) x 4-6 9.7-12.5(-13) x 4-5(-7) 

สีและรูปร่าง คอ่นข้างรี (elongate ellipsoid) 
เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

คอ่นข้างรี (ellipsoid) 
เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

ลวดลายบนผิวสปอร์ ขรุขระเป็นตุม่นนูชดัเจน 
(strong verrucose) 

ขรุขระเป็นตุม่นนูใหญ่ชดัเจน 
(strong verrucose) 

เบสิเดีย holobasidia แบบ clavate holobasidia แบบ clavate 
สเตอริกมา 2-4 2-4 
ซิสทิเดีย clavate และ lecythiform clavate 
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ตาราง 14 (ตอ่) 
 
ลักษณะ Ramaria sp.1 Ramaria sp.2 
แคลมป์ คอนเนคชัน่ พบ ไมพ่บ 

ลกัษณะภายใต้กล้อง ภาพประกอบ 14 ภาพประกอบ 15 
ตวัอยา่งท่ีศกึษา PKWS15-95, PKWS15-96, 

PKWS15-222 
PKWS15-221, PKWS15-235 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 14 Ramaria sp. 1 (PKWS15-95) a) ดอกเห็ด, b-c) เบสิดิโอสปอร์ขรุขระเป็นตุ่มนูน 
(verrucose), d) ซิสทิเดีย (ลกูศร) และ e) เบสิดิโอสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
สอ่งกราด  
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ภาพประกอบ 15 Ramaria sp. 2 (PKWS15-221) a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์บนเบสิเดียมท่ีมีสเต
อริกมา (ลูกศร), c) ซิสทิเดีย (ลูกศร) และ d) เบสิดิโอสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบสอ่งกราด 
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ตาราง 15 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดปะการังสกลุ Ramaria sp. 3 และ Ramaria sp. 4 
 
ลักษณะ Ramaria sp. 3 Ramaria sp. 4 
ลกัษณะดอกเห็ด   
ขนาด กว้าง x สงู (เซนตเิมตร) 3.5-5 x 5-9.5 6-11 x 5-14 
สีของดอกเห็ด   

ฐาน สีน า้ตาล (straw) สีขาวครีม (pale cream) 
สว่นกลาง (ก่ิง) สีน า้ตาลแดงถึงน า้ตาลเข้ม 

(radish brown) 
สีขาวครีม (pale cream) 

ปลาย สีน า้ตาลเข้ม (snuff brown) สีขาวครีม (pale cream) 
ฐานของดอกเห็ด ฐานร่วม (compound) ไมก่ว้าง ฐานร่วม (compound) ไม่

กว้าง 
การแตกก่ิง   

ลกัษณะ ก่ิงเล็กเรียวไมย่าวมาก คอ่นข้าง แตกก่ิงซบัซ้อน 2-4 แฉกในชัน้
แรกๆ ก่ิงปิด 

จ านวนชัน้ (ชัน้) 6-8 4-5 
ก่ิงปลาย dichotomy poly dichotomy 

ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
เบสิดโิอสปอร์    

ขนาด ยาว x กว้าง 
(ไมโครเมตร) 

10-13.1(-14) x 4.4-6(-7) 6-9 x 4-6 

สีและรูปร่าง คอ่นข้างยาวรี (elongate 
ellipsoid) เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

คอ่นข้างรี (ellipsoid) 
เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

ลวดลายบนผิวสปอร์ ขรุขระเป็นตุม่นนู (verrucose) ขรุขระเป็นตุม่นนู (verrucose) 
เบสิเดีย holobasidia แบบ clavate holobasidia แบบ clavate 
สเตอริกมา 2-4 2-4 
ซิสทิเดีย clavate และ lecythiform clavate, uteriform, 

lecythiform 
แคลมป์ คอนเนคชัน่ ไมพ่บ ไมพ่บ 
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ตาราง 15 (ตอ่) 
 
ลักษณะ Ramaria sp. 3 Ramaria sp. 4 

ลกัษณะภายใต้กล้อง ภาพประกอบ 16 ภาพประกอบ 17 

ตวัอยา่งท่ีศกึษา PKWS14-02, PKWS14-07, 
PKWS14-19, PKWS14-24, 
PKWS14-35, PKWS14-51 

PKWS14-25, PKWS14-28, 
PKWS14-31, PKWS14-39, 
PKWS14-46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 16 Ramaria sp. 3 (PKWS14-02)  a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์ขรุขระเป็นตุ่มนูน 

(verrucose), c) เบสิดิโอสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  และ d)             
เบสิเดียม (ลกูศร) 
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ภาพประกอบ 17 Ramaria sp.4 (PKWS14-46) a) ดอกเห็ด และ b) เบสิดิโอสปอร์มีลวดลายขรุขระ

เป็นตุม่นนู (verrucose) 
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ตาราง 16 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดปะการังสกลุ Ramaria sp. 5 และ Ramaria sp. 6 
 
ลักษณะ Ramaria sp. 5 Ramaria sp. 6 
ลกัษณะดอกเหด็   
ขนาด กว้าง x สงู (เซนติเมตร) 6 x 5.5 1.5-6 x 6-10 
สีของดอกเหด็   

ฐาน สีขาวอมน า้ตาล พบรอยช า้
เปลี่ยนเป็นสีน า้ตาล 
(flavescent) 

สีน า้ตาลอ่อน (pale buff) พบ
รอยช า้สีไวน์แดง (vinascent) 

สว่นกลาง (ก่ิง) สีขาวอมน า้ตาล (pale buff) พบ
รอยช า้เปลี่ยนเป็นสีน า้ตาล 
(flavescent) 

สีน า้ตาลอ่อน (pale buff) 

ปลาย สีเหลือง (yellow) สีน า้ตาลอ่อน (pale buff) 
ฐานของดอกเหด็ ฐานร่วม (compound) ค่อนข้าง

สัน้ 
ฐานร่วม (compound) ไม่กว้าง
มาก 

การแตกก่ิง   
ลกัษณะ แตกก่ิงไมย่าว โค้งงอและใหญ่ใน

ชัน้ท่ี 1-2 ก่ิงเปิดเลก็น้อย 
แตกก่ิงตรง ยาวเรียว ค่อนข้าง
เปิด 

จ านวนชัน้ (ชัน้) 4-5 6-8 
ก่ิงปลาย unequal development of 

branching 
symmetrical dichotomy 

ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
เบสดิิโอสปอร์    

ขนาด ยาว x กว้าง 
(ไมโครเมตร) 

8-11 x 3-4.5 (9-)10-12.6 x 3.8-5(-6) 

สีและรูปร่าง ค่อนข้างรี (elongate ellipsoid) 
เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear)  

ค่อนข้างรี (elongate ellipsoid) 
เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

ลวดลายบนผิวสปอร์ ขรุขระเป็นตุ่มนนู (verrucose) ขรุขระเป็นตุ่มนนูชดัเจน 
(strongly verrucose) 

เบสเิดีย holobasidia แบบ clavate holobasidia แบบ clavate 
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ตาราง 16 (ตอ่) 
 
ลักษณะ Ramaria sp. 5 Ramaria sp. 6 

สเตอริกมา 4 2-4 

ซสิทเิดีย ไม่พบ fusiform 

แคลมป์ คอนเนคชัน่ ไม่พบ ไม่พบ 

ลกัษณะภายใต้กล้อง ภาพประกอบ 18 ภาพประกอบ 19 

ตวัอย่างท่ีศกึษา PKWS15-214 PKWS15-232 
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ภาพประกอบ 18 Ramaria sp.5 (PKWS15-214) a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์มีลวดลายขรุขระ      

ไมเ่รียบ และ c) ซิสทิเดีย (ลกูศรชี)้ 
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ภาพประกอบ 19 Ramaria sp.6 (PKWS15-232)  a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์มีลวดลายขรุขระ   

เป็นตุม่นนู (verrucose), c-d) เบสิดโิอสปอร์บนเบสิเดียม (ลกูศร) 
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ตาราง 17 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดปะการังสกลุ Ramaria sp. 7 และ Ramaria sp. 8 
 
ลักษณะ Ramaria sp. 7 Ramaria sp. 8 
ลกัษณะดอกเห็ด   
ขนาด กว้าง x สงู (เซนตเิมตร) 2.1-2.2 x 3.5-3.8 5 x 6-7 
สีของดอกเห็ด   

ฐาน สีเหลืองอ่อน (pale yellow) สีน า้ตาลครีม (pale buff) 
สว่นกลาง (ก่ิง) สีเหลืองอ่อน (pale yellow) สีน า้ตาลครีม (pale buff) 
ปลาย สีเหลือง (yellow) สีน า้ตาลครีม (pale buff) 

ฐานของดอกเห็ด ฐานร่วม (compound) อวบและ
กว้าง 

ฐานร่วม (compound) แคบ
และสัน้ 

การแตกก่ิง   
ลกัษณะ ก่ิงอวบหนาและสัน้ ก่ิงเปิด แตกก่ิงยาว ก่ิงคอ่นข้างอวบ 

โค้ง ก่ิงเปิดเล็กน้อย 
จ านวนชัน้ (ชัน้) 2-4 7-10 
ก่ิงปลาย poly dichotomy discussation 

ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
เบสิดโิอสปอร์    

ขนาด ยาว x กว้าง 
(ไมโครเมตร) 

6-8 x 4-5 5.8-6.8 x 3-4.5 

สีและรูปร่าง คอ่นข้างรี (ellipsoid) 
เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

คอ่นข้างรีเล็กน้อย (ellipsoid)  
เหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

ลวดลายบนผิวสปอร์ ขรุขระเป็นตุม่นนูชดัเจน 
(verrucose) 

ขรุขระเป็นตุม่นนูเล็กน้อย 
(verrucose) 

เบสิเดีย   
สเตอริกมา 4 4 
ซิสทิเดีย ไมพ่บ ไมพ่บ 
แคลมป์ คอนเนคชัน่ พบ ไมพ่บ 

ลกัษณะภายใต้กล้อง ภาพประกอบ 20 ภาพประกอบ 21 
ตวัอยา่งท่ีศกึษา PKWS14-12 PKWS14-30 
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ภาพประกอบ 20 Ramaria sp.7 (PKWS14-12) a) ดอกเห็ด และ b) เบสิดิโอสปอร์มีลวดลายขรุขระ

เป็นตุม่นนู (verrucose) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 21 Ramaria sp.8 PKWS14-30 a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์มีลวดลายขรุขระเป็น   

ตุม่นนู (verrucose) และ c) เบสิดโิอสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 
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ตาราง 18 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดปะการังสกลุ Ramaria sp. 9 และ Ramaria sp. 10 

 
ลักษณะ Ramaria sp. 9 Ramaria sp. 10 
ลกัษณะดอกเห็ด   
ขนาด กว้าง x สงู (เซนตเิมตร) 2-4 x 4-10 4-11 x 6-10 
สีของดอกเห็ด   

ฐาน สีขาวครีม (buff) สีขาวอ่อนอมชมพ ู
(pinkish white) 

สว่นกลาง (ก่ิง) สีครีมน า้ตาล (pale coffee) สีน า้ตาลออ่นอมชมพู 
(pinkish buff) 

ปลาย สีเหลือง (yellow) สีน า้ตาลออ่นอมชมพู 
(pinkish buff) 

ฐานของดอกเห็ด ฐานร่วม (compound) อวบและ
ยาวเล็กน้อย 

ฐานร่วม (compound) กว้าง
ใหญ่มาก 

การแตกก่ิง   
ลกัษณะ แตกก่ิงตรงไมย่าวมาก ก่ิงปลาย

งอ ก่ิงปิด 
แตกก่ิงสัน้ๆ คล้ายบล็อคโคล่ี 

จ านวนชัน้ (ชัน้) 6-10 6-8 
ก่ิงปลาย unequal development of 

branches 
poly dichotomy 

ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
เบสิดโิอสปอร์    

ขนาด ยาว x กว้าง 
(ไมโครเมตร) 

9-12 x 4-6(-7.4) 5-8(-9.5) x 4-5 

สีและรูปร่าง คอ่นข้างรี (elipsoid) 
เหลืองอมเขียว ใส (yellowish 
green, clear) 

คอ่นข้างกลม (ovoid) 
สีเหลืองอมเขียว ใส 
(yellowish green, clear) 

ลวดลายบนผิวสปอร์ ขรุขระเป็นตุม่นนู (verrucose) ขรุขระเป็นตุม่นนู (verrucose) 
เบสิเดีย holobasidia แบบ clavate holobasidia แบบ clavate 
สเตอริกมา 2-4 2-4 
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ตาราง 18 (ตอ่) 
 
ลักษณะ Ramaria sp. 9 Ramaria sp. 10 
ซิสทิเดีย cylindrical และ clavate cylindrical และ clavate 
แคลมป์ คอนเนคชัน่ ไมพ่บ ไมพ่บ 

ลกัษณะภายใต้กล้อง ภาพประกอบ 22 ภาพประกอบ 23 
ตวัอยา่งท่ีศกึษา PKWS15-92 PKWS15-181 

 
 

 

 
 
 
ภาพประกอบ 22 Ramaria sp.9 (PKWS15-92) a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์, c) ซิสทีเดีย (ลูกศร) 

และ d) เบสิ-เดีย และเบสิดิโอสปอร์ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดมีลวดลาย
ขรุขระเป็นตุม่นนู (verrucose) 
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ภาพประกอบ 23 Ramaria sp.10 (PKWS15-181) a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์ค่อนข้างกลม มี

ลวดลายขรุขระเล็กน้อย, c) เบสิเดีย (ลูกศร) และ d) เบสิดิโอสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 
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ตาราง 19 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดปะการังสกลุ Phaeoclavulina cokeri และ Lentaria sp. 
 
ลักษณะ Phaeoclavulina cokeri (R.H. 

Petersen) Giachini 
Lentaria sp. 

ลกัษณะดอกเห็ด   
ขนาด กว้าง x สงู (เซนตเิมตร) 4-6 x 8-10 1-6 x 4-11 
สีของดอกเห็ด   

ฐาน สีขาว (white) สีน า้ตาล (straw) 
สว่นกลาง (ก่ิง) สีน า้ตาลอมส้ม 

(brownish orange) 
สีน า้ตาล (straw) 

ปลาย สีส้ม (orange) สีครีม ถึง ขาวอมน า้ตาล 
(pale milk coffee) 

ฐานของดอกเห็ด ฐานร่วม (compound) ฐานร่วม (compound) 
การแตกก่ิง   

ลกัษณะ แตกก่ิงตรงยาว คอ่นข้างปิด แตกก่ิงตรงเรียว ก่ิงปิด 
จ านวนชัน้ (ชัน้) 6-8 6-8 
ก่ิงปลาย double dichotomy unequal development of 

branches 
ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
เบสิดโิอสปอร์    

ขนาด ยาว x กว้าง 
(ไมโครเมตร) 

(9-)10-12(-13.6) x 4-6(-7.6) (8.5-)9.2-12.5(-13.9) x (2.2-) 
2.8-3.6(-4.1) 

สีและรูปร่าง คอ่นข้างรี (ellipsoid) สีน า้ตาล
แดง (reddish brown) 

ยาวรี (slander elongate 
ellipsoid) เขียวใส (green, 
clear) 

ลวดลายบนผิวสปอร์ หนามแหลม (spiny) เรียบ (smooth) 
เบสิเดีย holobasidia แบบ clavate holobasidia แบบ clavate 
สเตอริกมา 2-4 2-4 
ซิสทิเดีย clavate cylindrical 
   



73 

 

 
ตาราง 19 (ตอ่) 
 
ลักษณะ Phaeoclavulina cokeri (R.H. 

Petersen) Giachini 
Lentaria sp. 

แคลมป์ คอนเนคชัน่ พบมาก ไมพ่บ 

ลกัษณะภายใต้กล้อง ภาพประกอบ 24 ภาพประกอบ 25 

ตวัอยา่งท่ีศกึษา PKWS15-194 PKWS15-164 
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ภาพประกอบ 24 P. cokeri (PKWS15-194) a) ดอกเห็ด, b) เบสิดโิอสปอร์มีลวดลายขรุขระเป็นตุม่นนู 

(verrucose), c) ซิสทิเดีย (ลูกศร) และเบสิดิโอสปอร์ท่ีติดอยู่บนปลายเบสิเดียม , d) เบสิเดียม 
(ลกูศร) และ e) เบสิดโิอสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 
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ภาพประกอบ 25 Lentaria sp. PKWS15-164 a) ดอกเห็ด, b) เบสิดิโอสปอร์รูปร่างยาวผิวเรียบ c)    

เบสิดโิอสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (ลกูศร), d) ซิสทิเดีย (ลกูศร) และ 
e) เบสิเดียมและสเตอริกมา (ลกูศร) 
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ข้อสงัเกตของตวัอยา่งท่ีพบในการศกึษาครัง้นีคื้อ 
R. conjunctipes var. tsugensis (PKWS14-18) เ ม่ือเทียบเคียงกับข้อมูลท่ีมีรายงานใน

ประเทศไทยพบวา่ไม่มีรายงานมาก่อน ซึ่งตวัอย่างท่ีศกึษามีลกัษณะทางสณัฐานท่ีคล้ายคลึงกบัข้อมลู
ของ R. conjunctipes var. tsugensis Marr & D.E. Stuntz โดยมีลกัษณะของดอกเห็ด ได้แก่ รูปร่าง
ลักษณะของดอกเห็ด และการแตกก่ิง รวมทัง้รูปร่างขนาดของสปอร์ ตรงกับท่ีรายงานโดย Marr & 
Stunzt (1973)(71) ยกเว้นสีของดอกเห็ดในรายงานกล่าวว่าโคนก้านมีสีขาว ก่ิงสีน า้ตาลอมส้ม และ
ปลายก่ิงสีเหลือง ในขณะท่ีตวัอยา่งท่ีศกึษามีสีน า้ตาลครีมตลอดทัง้ดอก 

R. aff. flava var. aurea (PKWS15-171) ตวัอย่างท่ีศึกษามีลักษณะใกล้เคียงกับ R. flava 
(Schaeff.) Quel. ท่ีรายงานโดย นิวัฒ เสนาะเมือง (2553)(9) จากอุทยานแห่งชาติน า้หนาว จังหวัด
เพชรบรูณ์ แตมี่การแตกก่ิงในลกัษณะปิดมากกว่า และดอกเห็ดมีสีเหลืองอ่อน ท่ีส าคญัมีขนาดสปอร์
เล็กกว่า R. flava (11-18.5 x 4-6.5 ไมโครเมตร) นอกจากนีข้้อมูลของ R. flava ท่ีรายงานโดย EJ.H. 
Corner (2005)(6) ระบวุ่าดอกเห็ดมีสีเหลืองก ามะถนัหรือสีเหลืองมะนาว บางครัง้อาจพบรอยช า้สีไวน์
แดง หรือสีแดงอมมว่ง ปลายก่ิงแตกแบบ poly dichotomy ท่ีส าคญัไมพ่บซิสทิเดีย แตต่วัอยา่งท่ีศึกษา
พบซิสทิเดียหลายแบบ อย่างไรก็ตามขนาดสปอร์ใกล้เคียงกับ R. flava var. aurea (Coker) R.H. 
Petersen (8.3-11.5(12.6) x 3.3-4.1 ไมโครเมตร) 

R. aff. rubribrunnescens (PKWS14-17, PKWS14-26, PKWS14-33, PKWS14-47) 
ตวัอย่างท่ีศึกษาใกล้เคียงกับ R. rubribrunnescens Marr & D.E. Stuntz. รายงานโดย Exeter et al. 
(2006)(22) ได้แก่ สีของดอกเห็ดท่ีมีโคนสีขาวและก่ิงมีสีเหลืองอ่อนอมส้ม (light salmon color) ก้านเม่ือ
เจริญเต็มท่ีหรือแก่จะมีสีไวน์ (wine-colored) สปอร์มีขนาด 10-14 x 3.5-5 ไมโครเมตร ผิวสปอร์มี
ลวดลายขรุขระเล็กน้อยถึงเรียบ และไม่พบแคลมป์ คอนเนคชัน่ ในขณะท่ีตวัอย่างท่ีพบมีลักษณะท่ี
แตกต่างเพียงเล็กน้อย ได้แก่ ก่ิงมีสีครีมอมน า้ตาลอ่อน (pale buff) สปอร์มีขนาดเล็กกว่าเล็กน้อย 
(8.5-12.2 x 3.5-5.0 ไมโครเมตร) และท่ีส าคญัผิวสปอร์มีลวดลายขรุขระเป็นตุ่มนูนชดัเจน ซึ่งยงัไม่มี
รายงานการค้นพบ R. rubribrunnescens ในประเทศไทยมาก่อน  

R. aff. vinosimaculans (PKWS15-74, PKWS15-236, PKWS15-25, PKWS15-109) 
ตัวอย่างท่ีศึกษามีลักษณะใกล้เคียงกับ R. vinosimaculans Marr & D.E. Stuntz(71) เช่น รูปร่าง
ลกัษณะของดอกเห็ด การแตกก่ิง รวมทัง้สีของก่ิงท่ีมีสีครีมถึงสีเหลือง ท่ีส าคญัคือรอยซ า้ท่ีก้านมีสีไวน์
แดง ตรงกับลกัษณะตวัอย่างท่ีศึกษา ยกเว้นขนาดของสปอร์ตวัอย่างท่ีศึกษามีขนาดเล็กกว่าเท่ากับ   
(8-)9.0-12.0 x 4.0-6.0 ไมโครเมตร ส่วน R. vinosimaculans ท่ีรายงานโดย Petersen & Scates 
(1988)(72) มีขนาดเท่ากับ 11.2-14.0 x 4.3-5.0 ไมโครเมตร Marr & Stuntz (1973)(71) รายงานว่ามี
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ขนาดเท่ากบั 9.0-13.5 x 3.5-5.0 ไมโครเมตร อย่างไรก็ตามในประเทศไทยยงัไม่มีรายงานการค้นพบ 
R. vinosimaculans มาก่อน 

Ramaria sp. 1 (PKWS15-95) ตวัอย่างท่ีศึกษามีลกัษณะทางสณัฐานต่างจากตวัอย่างท่ีมี
รายงานในประเทศไทย แต่มีลกัษณะใกล้เคียงกบั R. verlotensis Marr & D.E. Stuntz(71)  ได้แก่ สีของ
ดอกเห็ดมีสีเหลืองอมส้ม (salmon color) ปลายมีสีเหลืองอ่อน สปอร์มีขนาดเท่ากับ 9.0-11.0 x 4.5-
6.0 ไมโครเมตร และมีลวดลายขรุขระเป็นตุม่นนูชดัเจน สว่นตวัอยา่งท่ีศกึษาก่ิงและปลายก่ิงมีสีน า้ตาล 
(straw) สปอร์มีขนาดเท่ากับ (8.2-)9- 12.4(-13) x 4-6 ไมโครเมตร และมีลวดลายขรุขระเป็นตุ่มนูน
ชัดเจน แต่การแตกก่ิงของ R. verlotensis มีลักษณะเป็นก้านสัน้ๆ คล้ายดอกกระหล ่า ซึ่งต่างจาก
ตวัอย่างท่ีศกึษา ท่ีส าคญัพบแคลมป์ คอนเนคชัน่ และซิสทิเดีย ซึ่งไม่พบใน R. verlotensis นอกจากนี ้
ตวัอย่างท่ีศกึษายงัใกล้เคียงกบั R. vinosimaculans Marr & D.E. Stuntz(22)  ในแง่ของรูปร่างการแตก
ก่ิง สีของก่ิง และขนาดของสปอร์ แตต่า่งตรงท่ีก้านดอกไมพ่บรอยช า้สีไวน์แดง และลวดลายท่ีผิวสปอร์
ขรุขระเล็กน้อยถึงคอ่นข้างเรียบ และไมพ่บซิสทิเดีย ดงันัน้ตวัอยา่งท่ีพบนีจ้งึยงัไมส่ามารถระบชุนิดได้ 

Ramaria sp. 2 (PKWS15-221) มีลักษณะทางสัณฐานท่ีแตกต่างจากตวัอย่างท่ีมีรายงาน
มาก่อน ชนิดท่ีมีความใกล้เคียงคือ R. mediterranea Schild & Franchi ท่ีรายงานโดย Daniels & 
Perez-Gorjon (2009)(73)  พบในประเทศสเปน และอิตาลี ตวัอย่างท่ีพบในการศึกษาครัง้นีมี้ก้าน ก่ิง 
และปลายก่ิงสีครีม (pale buff) ฐานของดอกเป็นฐานร่วม (compound) คล้ายกนั แตข่นาดของสปอร์
ตวัอย่างใหญ่กว่ามาก (9.0-13.0 x 4.0-7.0 ไมโครเมตร) และมีลวดลายบนผิวชดัเจน (very strongly 
verrucose)  ในขณะ ท่ีสปอ ร์ของ  R. mediterranea มี ขนาดเ พียง  (6-)7.5-9(-10) x 3.5-4.5(-5) 
ไมโครเมตร อีกชนิดท่ีมีความใกล้เคียงคือ R. rasilispora Marr & D.E. Stuntz. var. rasilispora(22) ท่ีมี
รูปร่างดอกเห็ด การแตกก่ิงคล้ายคลงึกนั แตสี่ของปลายก่ิงมีสีเหลือง (yellowish) สปอร์มีขนาดเล็กกว่า
เล็กน้อย (8.3-11.5 x 3.6-4.3 ไมโครเมตร) และผิวคอ่นข้างเรียบ ดงันัน้ตวัอยา่งท่ีพบนีจ้งึยงัไมส่ามารถ
ระบชุนิดได้ 

Ramaria sp. 3 (PKWS14-02) เป็นตวัอย่างท่ีมีก่ิงและปลายก่ิงสีน า้ตาลแดงชดัเจน แตกก่ิง
แบบ dichotomy ส่วนโคนสีน า้ตาลอ่อนกว่าก่ิง สปอร์ค่อนข้างใหญ่และมีลวดลายขรุขระเป็นตุ่มนูน
ชดัเจน ลกัษณะตา่งๆ เหลา่นี ้(ตาราง 15) ยงัไมพ่บรายงานในประเทศไทยมาก่อน จงึจดัเห็ดกลุม่นีเ้ป็น
กลุม่ท่ียงัไมส่ามารถระบชุนิดได้ และมีแนวโน้มวา่จะเป็นชนิดใหม ่ 

Ramaria sp. 4 (PKWS14-25, PKWS14-28, PKWS14-31, PKWS14-39, PKWS14-46) 
เป็นอีกกลุม่ท่ีมีลกัษณะใกล้เคียงกบั R. verlotensis Marr & D.E. Stuntz(71) และ R. rubribrunnescens 
Marr & D.E. Stuntz(71) ในแง่ของรูปร่างดอกเห็ด ก้านและก่ิงมีสีเหลืองอมส้ม แต่ตวัอย่างท่ีศึกษามีสี
ครีม สปอร์มีลวดลายขรุขระเป็นตุม่นนูชดัเจน และสปอร์มีขนาดเล็กกวา่ ซึง่ไมส่ามารถระบชุนิดได้  
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Ramaria sp. 5 (PKWS15-214) ลกัษณะของตวัอย่างก้านและก่ิงมีสีขาวอมน า้ตาล มีขนาด
ใหญ่ การแตกก่ิงสว่นใหญ่พบบริเวณปลายดอก แตล่ะก่ิงมีขนาดสัน้ โค้งงอ ปลายก่ิงมีสีเหลือง สปอร์มี
ลวดลายขรุขระเป็นตุ่มนูนเล็กน้อย ลักษณะไม่ใกล้เคียงกับตวัอย่างท่ีสืบค้น จึงยังไม่สามารถระบุ   
ชนิดได้ 

Ramaria sp. 6 (PKWS15-232) มีลักษณะใกล้เคียงกับ R. vinosimaculans Marr & D.E. 
Stuntz(22) และ R. aff. vinosimaculans (PKWS15-105, PKWS15-74) ท่ีพบในการศึกษาครัง้นี ้ตา่งท่ี
รูปร่างการแตกก่ิงของดอกเห็ด ตวัอย่างท่ีศกึษา PKWS15-232 มีการแตกก่ิงท่ีละเอียดกว่า แตล่ะก่ิงมี
ขนาดเล็ก มกัแตกท่ีส่วนปลาย สีดอกโทนเหลืองครีมท่ีสว่าง สปอร์มีผิวไม่เรียบขรุขระเป็นตุ่มนูน จึง
แยกตวัอยา่งนีอ้อกจากกลุม่อ่ืนๆ ซึง่ยงัไมส่ามารถระบชุนิดได้ 

Ramaria sp. 7 (PKWS14-12) มีลกัษณะใกล้เคียงกบั R. rasilispora var. rasilispora Marr 
& D.E. Stuntz(22) คือดอกเห็ดมีสีครีมท่ีบริเวณฐาน ก่ิงและปลายก่ิงมีสีเหลือง ท่ีส าคญัเนือ้เย่ือดอกเห็ด
สดท าปฏิกิริยากบัสารละลายไอโอดีนเกิด amyloid reaction ออ่นๆ (weak) ใช้เวลาประมาณ 1 ชัว่โมง 
ซึ่งตัวอย่างท่ีศึกษาไม่ได้ท าการทดสอบ นอกจากนีผ้ิวสปอร์ของ R. rasilispora var. rasilispora มี
ลกัษณะเรียบหรือขรุขระเป็นตุม่นนูเล็กน้อย (smooth to very finely warted) สปอร์มีขนาด 8.3-11.5 x 
3.6-4.3 ไมโครเมตร ในขณะท่ีสปอร์ของ PKWS14-12 มีความขรุขระชดัเจน และสปอร์มีขนาดเล็ก 6-8 
x 4-5 ไมโครเมตร จงึไมส่ามารถระบชุนิดได้ 

Ramaria sp. 8 (PKWS14-30) ลักษณะดอกเห็ดมีสีน า้ตาลครีมหรือสีเหลืองอ่อนอมส้ม 
( light salmon color) ตลอดทัง้ดอก คล้ายสีของ R. rubribrunnescens Marr & D.E. Stuntz(71) แต่
ลกัษณะการแตกก่ิงตา่งกนั ท่ีส าคญัไมพ่บรอยช า้สีน า้ตาลแดงท่ีก้าน ฐานร่วมแคบสัน้ แตกก่ิงคอ่นข้าง
เปิดเล็กน้อยก่ิงอวบโค้ง 2-4 ชัน้ และปลายก่ิงมีลกัษณะแตกก่ิงไมแ่นน่อน (discussation) สว่นลกัษณะ
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์มีขนาด 5.8-6.8 x 3-4.5 ไมโครเมตร ไม่มีการพบแคลมป์คอนเนคชั่น จาก
ลกัษณะท่ีกล่าวมาข้างต้น ไมพ่บการรายงานในประเทศไทยมาก่อน จงึแยกตวัอย่างนีอ้อกจากกลุ่มอ่ืน
และยงัไมส่ามารถระบชุนิดได้ 

Ramaria sp. 9 (PKWS15-92) ลักษณะดอกเห็ดมีฐานสีขาวครีม  (buff) ก่ิงสีครีมน า้ตาล 
(pale coffee) และปลายก่ิงสีเหลือง ฐานร่วมยาวเล็กน้อย แตกก่ิงปลายตัง้ตรงจ านวนมากคือ 6-10 ชัน้ 
ปลายก่ิงมีลักษณะไม่เท่ากัน (unequal development of branching) สปอร์มีขนาด  9-12 x 4-6 
ไมโครเมตร ผิวขรุขระเป็นตุม่นนูชดัเจน (verrucose) พบ 2-4 สเตอริกมาบนเบสิเดีย พบซิสทิเดียรูปร่าง 
cylindrical และ clavate และไม่พบแคลมป์คอนเนคชั่น จากลักษณะท่ีกล่าวมาข้างต้น ไม่พบการ
รายงานในประเทศไทยมาก่อน จงึแยกตวัอยา่งนีอ้อกจากกลุม่อ่ืน และยงัไมส่ามารถระบชุนิดได้ 
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Ramaria sp. 10 (PKWS15-181) มีสีของดอกเห็ดตา่งจากชนิดอ่ืนๆ ท่ีพบในการศกึษาครัง้นี ้
คือมีก้านสีขาวอมชมพู ก่ิงและปลายก่ิงสีน า้ตาลอ่อนอมชมพู คล้ายกับกลุ่มของ R. botrytis (Pers.) 
Ricken มีการแตกก่ิงสัน้ๆ คล้ายบล็อคโคล่ี ซึ่งเคยมีรายงานในประเทศไทย(22) แตต่วัอย่าง PKWS15-
181 มีรูปร่างสปอร์เกือบกลม และขนาดคอ่นข้างเล็ก (5-8 x 4-5 ไมโครเมตร) ตา่งจาก R. botrytis (11-
17 x 4-6 ไมโครเมตร(22) อยา่งชดัเจน จงึจดัอยูใ่นกลุม่ท่ียงัไมส่ามารถระบชุนิดได้ 

Phaeoclavulina cokeri (PKWS15-194) ตัวอย่างท่ีศึกษานีมี้ลักษณะสอดคล้องกับ P. 
cokeri (R.H. Petersen) Giachini ท่ีมีรายงานจากอุทยานแห่งชาติน า้หนาว จังหวัดเพชรบูรณ์ โดย 
Maneevun et al. (2012)(8) และ นิวฒั เสนาะเมือง (2553)(9) มีลกัษณะท่ีส าคญัของสกลุนีคื้อ ลวดลาย
บนผิวสปอร์มีคล้ายหนาม (spiny) ซึง่ต้องศกึษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอน 

Lentaria. sp. (PKWS15-164) เป็นสกุลหนึ่งท่ีมีรายงานในประเทศไทยน้อย ก่อนหน้านีมี้
รายงานโดย วัชรพรรณ พลอามาตย์ (2554)(21) พบ Lentaria sp. จ านวน 1 สปีชีส์ ซึ่งมีขนาดสปอร์
เท่ากับ 13.0-16.0 x 4.0-5.0 ไมโครเมตร แต่ในการศึกษาครัง้นีพ้บตวัอย่างท่ีมีขนาดสปอร์เล็กกว่า
เท่ากับ (8.5) 9.2-12.5(-14) x (2.2-)2.8-3.5 (-4) ไมโครเมตร คล้ายคลึงกับ L. patouillardii (Bres.) 
Corner(6) ซึ่งมีขนาดสปอร์เท่ากับ 7-8(-10) x 2.0-2.5 ไมโครเมตร ผิวสปอร์เรียบ พบ 4 สเตอริมาบน  
เบสิเดีย และพบแคลมป์ คอนเนคชัน่ ซึ่งตา่งจากตวัอย่างท่ีศกึษา (ตาราง 19) จึงจดัอยู่ในกลุ่มท่ียงัไม่
สามารถระบุชนิดได้ ตัวอย่างท่ีท าการศึกษา มีความคล้ายกับ L. bambusina P.Zhang & Zuo 
H.Chen(74) ท่ีมีรายงานจากสาธารณรัฐประชาชนจีนเม่ือเร็วๆ นี ้คือมีขนาดสปอร์เท่ากับ (9-)9.5-13    
(-15) x 2.5-3.5 ไมโครเมตร ตา่งท่ีการแตกก่ิงของตวัอยา่งเป็นแบบร่วม ฐานมีสีน า้ตาลแดง ก่ิงสีน า้ตาล
ถึงสีครีม ปลายก่ิงมีสีครีมถึงสีขาว พบ 2-4 สเตอริกมา และซิสทิเดีย ในขณะท่ี L. bambusina โคนและ
ก้านมีสีเดียวกนัคือน า้ตาลแดง และปลายก่ิงมีสีขาว ท่ีส าคญัพบ 4 สเตอริกมา ไมพ่บซิสทิเดีย จงึยงัไม่
สามารถระบชุนิดได้ และมีแนวโน้มท่ีจะเป็นชนิดใหมอี่กด้วย 

 

1.2 ผลการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Ramaria และแผนภูมวิวัฒนาการ 
เน่ืองจากลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ Ramaria เพียงอยา่งเดียวนัน้อาจไมเ่พียงพอต่อ

การจดัจ าแนกชนิด โดยเฉพาะเม่ือเทียบเคียงกบัข้อมูลท่ีมีรายงานในประเทศไทย เพราะรายงานส่วน
ใหญ่เป็นบญัชีรายช่ือท่ีขาดรายละเอียดทางสณัฐานวิทยา ท่ีส าคญัขาดข้อมลูทางพนัธุกรรมของล าดบั
นิวคลีโอไทด์ Ramaria สปีชีส์ต่างๆ จากประเทศไทย ในฐานข้อมูลนานาชาติ เช่น GenBank และ 
Unite  

ดงันัน้ในการศึกษาครัง้นีจ้ึงได้เลือกตวัแทนเห็ดจ านวน 25 ตวัอย่าง มาสกดัดีเอ็นเอ และ
เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ large subunit ribosomal DNA (LSU) พบว่ามีขนาดประมาณ 800-900   
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คู่เบส (ภาพประกอบ 26) เม่ือน าไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ แล้วเทียบเคียงกับฐานข้อมูล 
GenBank และ Unite ผลแสดงในตาราง 20 พบว่ามีเพียงตัวอย่างของ PKWS15-74 เท่านัน้ท่ีมีค่า  
ร้อยละความเหมือน (%identity) เท่ากับร้อยละ 99 กับ R. rubribrunnescens (KX670963.1) และ
ร้อยละ 98 กับ R. vinosimaculans (KP637052.1) แต่ลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายคลึงกับ          
R. vinosimaculans มากกวา่ ในขณะท่ีตวัอยา่งสว่นใหญ่ท่ีศกึษา มีคา่ร้อยละความเหมือน (%identity) 
ต ่ากว่าร้อยละ 99 กับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล ทัง้นีย้ังพบว่าตัวอย่างเห็ดท่ีมีลักษณะทาง
สัณฐานต่างกัน แต่มีล าดบันิวคลีโอไทด์ของ LSU เหมือนกัน ซึ่งอาจเน่ืองจากบริเวณ LSU เหมาะ
ส าหรับการจดัจ าแนกชนิดในระดบัสกลุมากกวา่สปีชีส์  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 26 เจลอิเล็กโตโฟรีซิสของการเพิ่มจ านวนบริเวณ LSU (M) 1,500 bp DNA ladder, (1) 

PKWS14-01, (2) PKWS14-05, (3) PKWS14-07, (4) PKWS14-12, (5) PKWS14-17, (6) 
PKWS14-18, (7) PKWS14-19, (8) PKWS14-24, (9) PKWS114-29, (10) PKWS15-31 และ 
(11) PKWS15-33 

 
 

จากนัน้ได้คดัเลือก 20 ตวัอยา่ง มาศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ internal transcribed 
spacers (ITS) พบว่ามีขนาดประมาณ 500-700 คู่เบส (ภาพประกอบ 27) ผลการเทียบเคียงล าดับ    
นิวคลีโอไทด์แสดงในตาราง 20 ซึง่พบวา่ทกุตวัอยา่งท่ีศกึษามีคา่ร้อยละความเหมือน ต ่ากวา่ร้อยละ 97 
คือมีค่าอยู่ในช่วงร้อยละ 82 - 95 แสดงให้เห็นว่าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Ramaria ท่ีได้จาก
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การศกึษาครัง้นี ้ไม่ตรงกบัข้อมลูท่ีมีในฐานข้อมลูนานาชาติมาก่อน ท่ีส าคญัมีคา่ร้อยละความเหมือน
ต ่าท าให้ขาดข้อมูลของล าดบันิวคลีโอไทด์ในการยืนยัน แต่อย่างไรก็ตามผลการเทียบเคียงท่ีได้ช่วย
ยืนยนัชนิดของเห็ดสปีชีส์ต่างๆ ท่ีพบในการศึกษาครัง้นีว้่าแตกต่างจากท่ีมีรายงานในประเทศต่างๆ 
อย่างชัดเจนอีกด้วย นอกจากนีล้ าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้สามารถใช้เป็นฐานข้อมูลของตวัอย่างเห็ด 
Ramaria, Phaeoclavulina และ Lentaria ท่ีได้จากประเทศไทย เพ่ือการเทียบเคียงในอนาคตตอ่ไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 27 เจลอิเล็กโตโฟรีซิสของการเพิ่มจ านวนบริเวณ ITS (M) 1,500 bp DNA ladder, (1) 

PKWS15-194, (2-5) PKWS15-181, (6) PKWS15-222, (7) PKWS15-109, (8) PKWS15-25, 
(9) PKWS15-235, (10) PKWS15-232, (11) PKWS15-92 (12) PKWS15-74 แ ล ะ  (13) 
PKWS15-221 
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ตาราง 20 ผลการเทียบเคียงของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ LSU และ ITS โดยโปรแกรม BAST กบัฐานข้อมลู GenBank และ Unite 
 

ชนิด รหสั LSU ITS 
Blast Result Accession 

No. 
%Identity Blast Result Accession 

No. 
%Identity 

R. conjunctipes var. 
tsugensis 

PKWS14-18 Ramaria conjunctipes var. 
Sparsiramosa 

JX287484 98 - - - 

R. aff. flava var. aurea PKWS15-171 Ramaria vinosimaculans KP637052 98 Ramaria rubribrunnescens KT307882 82 

R. aff. 
rubribrunnescens 

PKWS14-17 Ramaria rubribrunnescens KP658133 98 Ramaria vinosimaculans KP658133 85 

 PKWS14-26 Ramaria rubribrunnescens KP658133 98 Ramaria vinosimaculans KP658133 89 
 PKWS14-47 Ramaria rubribrunnescens KP658133 98 Ramaria vinosimaculans KP658133 82 

R. aff. vinosimaculans PKWS14-54 Ramaria rubribrunnescens KP658133 99 Ramaria vinosimaculans KP658133 87 

 PKWS15-74 Ramaria rubribrunnescens KX670963 99 Ramaria sp. KT824242 95 
 PKWS15-109 Ramaria rubribrunnescens JX269129 98 Ramaria vinosimaculans KP658133 89 

Ramaria sp. 1  PKWS15-95 Ramaria vinosimaculans KP637052 98 Ramaria verlotensis KX574480 94 

Ramaria sp. 2  PKWS15-221 Ramaria rasilispora var. 
rasilispora 

KX670981 96 Ramaria mediterranea AJ408370 93 

Ramaria sp. 3  PKWS14-02 Ramaria botrytis EU652386 96 Ramaria rubrievanescens UDB024967 87 

 PKWS14-07 Ramaria botrytis EU652386 95 - - - 82 
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ตาราง 20 (ตอ่)  
 

ชนิด รหสั LSU ITS 
Blast Result Accession 

No. 
%Identity Blast Result Accession 

No. 
%Identity 

Ramaria sp. 3 PKWS14-19 Ramaria botrytis EU652386 96 - - - 

 PKWS14-24 Ramaria botrytis EU652386 95 - - - 
 PKWS14-35 Ramaria botrytis EU652386 96 - - - 

Ramaria sp. 4 PKWS14-25 Ramaria conjunctipes var. 
sparsiramosa 

JX287484 98 Ramaria verlotensis KX574480 94 

 PKWS14-28 Ramaria conjunctipes var. 
sparsiramosa 

JX287484 98 Ramaria verlotensis KX574480 95 

 PKWS14-39 Ramaria conjunctipes var. 
sparsiramosa 

JX287484 98 Ramaria verlotensis KX574480 94 

 PKWS14-46 Ramaria conjunctipes var. 
sparsiramosa 

JX287484 98 - - - 

 PKWS15-208 - - - Ramaria verlotensis KX574480 93 

Ramaria sp. 5 PKWS15-214 - - - Ramaria sp. EU486433 80 

Ramaria sp. 6 PKWS15-232 Ramaria vinosimaculans KP637052 98 Ramaria sp. KT824242 76 

Ramaria sp. 7 PKWS14-12 Ramaria amyloidea JX269115 97 - - - 

Ramaria sp. 8 PKWS14-30 Ramaria amyloidea JX269115 97 - - - 83 
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ตาราง 20 (ตอ่)  
 

ชนิด รหสั LSU ITS 
Blast Result Accession 

No. 
%Identity Blast Result Accession 

No. 
%Identity 

Ramaria sp.9  PKWS15-92 Ramaria vinosimaculans KP637052 98 Ramaria sp. KT824242 97 

Ramaria sp.10 PKWS15-181 Ramaria apiculata KX670976 99 Ramaria sp. KY986436 79 

Phaeoclavulina cokeri PKWS15-194 Ramaria sp. KP012956 99 Ramaria sp. KP012956 89 

Lentaria sp. PKWS15-164 Lentaria micheneri AF261546 95 Lentaria sp. KU324496 93 

 
 
 

84 
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ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ LSU และ ITS น ามาสร้างแผนภูมิความสมัพนัธ์ ร่วมกบัล าดบั
นิวคลีโอไทด์ของ Ramaria และสกลุใกล้เคียง จากฐานข้อมลู GenBank และ Unite เพ่ือแสดงต าแหน่ง
ของตวัอยา่งเห็ดท่ีพบในประเทศไทย ผลแสดงในภาพประกอบ 27 และ 28 ตามล าดบั 

จากแผนภูมิความสมัพนัธ์ท่ีวิเคราะห์ด้วยล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ LSU ของตวัอย่าง 
Ramaria, Phaeoclavulina และ Lentaria จ านวน 27 ตวัอย่าง (ภาพประกอบ 27) ท่ีพบในการศึกษา
ครัง้นี ้กบัตวัอย่างท่ีใกล้เคียงจากฐานข้อมลู GenBank จ านวน 16 ตวัอย่าง พบว่าสามารถแบง่ได้เป็น 
3 clades ใหญ่คือ clade I เป็นกลุม่ของเห็ดสกลุ Lentaria รวมตวัอยา่ง Lentatia sp. PKWS15-164 ท่ี
ไ ด้จากการศึกษาครัง้นี  ้clade II เป็น Ramaria subgenus Lentoramaria ของ R. apiculata var. 
brunnea ส่วน clade III เป็นกลุ่มใหญ่ท่ีสุดท่ีประกอบด้วย Ramaria subgenus Laeticolora และ 
subgenus Ramaria จากแผนภูมิความสมัพนัธ์แสดงให้เห็นว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของ LSU สามารถ
แยกเห็ดปะการัง Ramaria ได้ตาม subgenus แตไ่มส่ามารถแยกความแตกตา่งในระดบัสปีชีส์บางสปี
ชีส์ได้ ตัวอย่างเช่น Ramaria sp. 1 (PKWS15-95), Ramaria sp.6 (PKWS15-232), Ramaria sp. 9 
(PKWS15-92), R. aff. rubribrunnescens (PKWS14-47, PKWS14-17, PKWS14-26), R. aff. 
vinosimaculans (PKWS14-54, PKWS15-74, PKWS15-109) ซึ่ ง เ ป็นตัวอย่างจากประ เทศไทย
ทัง้หมดจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน ทัง้ๆ ท่ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกัน และ Ramaria sp.7 
(PKWS14-12) จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ Ramaria sp. 8 (PKWS14-30) ซึ่งมีลักษณะต่างกัน เป็นต้น 
แสดงให้เห็นวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ LSU ไมเ่หมาะท่ีจะใช้ในการระบชุนิดในระดบัสปีชีส์ แตอ่ย่างไร
ก็ตามจะสงัเกตเห็นว่าตวัอย่าง Ramaria จากประเทศไทยจะจบักลุ่มแยกออกจาก Ramaria ชนิดอ่ืนๆ 
ท่ีได้จากฐานข้อมลูนานาชาต ิ
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ภาพประกอบ 28 ภาพแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเห็ดปะการังสกุล Ramaria โดยใช้

ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ LSU ด้วยวิธี Bayesian โดยก าหนดให้ Phaeoclavulina cokeri เป็น 
outgroup ตวัเลขท่ีก่ิงคือคา่ propability 
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จากแผนภูมิความสัมพันธ์ท่ีวิเคราะห์ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 และ 5.8S 
rDNA ของตวัอยา่ง Ramaria และ Lentaria จ านวน 15 ตวัอยา่ง ท่ีพบในการศกึษาครัง้นี ้กบัตวัอยา่งท่ี
ใกล้เคียงจากฐานข้อมลู GenBank และ Unite จ านวน 31 ตวัอยา่ง พบวา่ตวัอยา่งท่ีมีลกัษณะใกล้เคียง
กนัจะจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกนั (ภาพประกอบ 28) เช่น clade Ia เป็นกลุ่มของ R. vinosimaculans และ
สายพันธุ์ ใกล้เคียง รวมทัง้ R. aff. vinosimaculans (PKWS15-74, PKWS15-109), Ramaria sp.6 
(PKWS15-232) และ Ramaria sp.9 (PKWS15-92) ซึ่งมีโทนสีของดอกเห็ดสีครีม เหลืองอ่อน และมกั
พบรอยช า้สีไวน์แดงท่ีก้าน สว่น clade Ib เป็นกลุม่ของ R. mediterranea ซึง่มีเพียงล าดบันิวคลีโอไทด์
เดียวในฐานข้อมลู ในขณะท่ี clade Ic เป็นกลุม่ของ R. botrytis ซึง่มีดอกเห็ดโทนสีขาวอมชมพ ูรวมทัง้
ตัวอย่าง Ramaria sp. 8 (PKWS15-181) และ clade Id เป็นกลุ่มท่ีมีโทนสีเหลืองอมส้มของ R. 
rubribrunnescens, R. verlotensis และ  Ramaria sp.4 (PKWS14-21, PKWS14-25, PKWS14-28, 
PKWS14-31, PKWS14-39 และ PKWS15-208) ซึ่งเป็นกลุ่มตวัอย่างของประเทศไทยท่ีแยกออกมา
จากชนิดอ่ืนด้วยค่าความเช่ือมัน่ (bootstrap) ท่ีสงู ทัง้นีท้กุตวัอย่างท่ียงัไม่สามารถระบุชนิดได้ แสดง
การแยกก่ิงออกจากกนัอยา่งชดัเจนอีกด้วย 

เน่ืองจากเห็ดปะการังในสกุล Lentaria sp. (PKWS15-164) ท่ีพบในการศึกษาครัง้นี ้มี
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีแตกตา่งจากชนิดท่ีมีรายงานในประเทศไทย และมีล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 
ITS ท่ีมีค่าร้อยละความเหมือนเท่ากับ 93 กับ Lentaria bambusina (GenBank accession number 
KU324496) ซึง่เป็นการยืนยนัว่าเป็นคนละชนิดกนัสอดคล้องกบัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา นอกจากนี ้
Lentaria มีจ านวนสปีชีส์ท่ียอมรับเท่ากับ 17 สปีชีส์ ดังนัน้จึงได้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ ITS ของ 
Lentaria ทัง้หมดจาก GenBank และ Unite จ านวน 16 ตวัอย่าง มาสร้างแผนภูมิความสมัพนัธ์ แสดง
ในภาพประกอบ 29 พบว่าตวัอย่างจากประเทศไทยแยกก่ิงความสัมพันธ์ออกจาก L. bambusina 
(KU324496 และ KU870448) อยา่งชดัเจนด้วยคา่ propability เทา่กบั 0.99 ยืนยนัได้วา่ตา่งสปีชีส์กนั 
ซึง่มีแนวโน้มท่ีจะเป็นสปีชีส์ใหมแ่ละรายงานวา่พบจากประเทศไทยเป็นครัง้แรก  
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ภาพประกอบ 29 ภาพแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเห็ดปะการังสกุล Ramaria โดยใช้

ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S rDNA ด้วยวิธี Bayesian โดยก าหนดให้ Lentaria เป็น 
outgroup ตวัเลขท่ีก่ิงคือคา่ propability    
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ภาพประกอบ 30 ภาพแผนภมูิความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของ Lentaria sp.(PKWS15-164) ท่ีพบใน

ประเทศไทยกับฐานข้อมูล โดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ด้วยวิธี Bayesian 
โดยก าหนดให้ Clavariadelphus truncatus เป็น outgroup ตวัเลขท่ีก่ิงคือคา่ propability 
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2 สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและการศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
ตวัแทนเห็ดปะการัง Ramaria, Phaeoclavulina และ Lentaria ท่ีมีจ านวนตวัอย่างเพียงพอ 

10 ตวัอย่าง น ามาสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 95 ได้สารสกดัท่ีมีน า้หนกัอยู่ในช่วง 
0.097 – 0.501 กรัมต่อกรัมน า้หนักแห้ง และตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท ได้สารสกัดท่ีมีน า้หนักอยู่
ในช่วง 0.013 – 0.135 กรัมต่อกรัมน า้หนกัแห้ง (ตาราง 21) จากน า้หนกัสารสกัดแสดงให้เห็นว่าการ
สกดัด้วยเอทานอลได้น า้หนกัสารมากกว่า ทัง้นีส้ารสกดัจากตวัท าละลายทัง้สองชนิดมีสีน า้ตาลอ่อนถึง
สีน า้ตาล 
 
ตาราง 21 น า้หนกัสารสกัดจากดอกเห็ด Ramaria, Phaeoclavulina และ Lentaria ด้วยตวัท าละลาย

เอทานอล และเอทิลอะซิเตท  
 

ชนิด รหสั น า้หนกัสารสกดัตอ่น า้หนกัตวัอยา่งแห้ง 
1 กรัม (g/g dry weight) 

เอทานอล เอทิลอะซิเตท 
Ramaria aff. flava var. aurea PKWS15-173 0.230 0.018 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-74 0.501 0.013 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-109 0.305 0.019 
Ramaria sp. 1 PKWS15-95 0.103 0.019 
Ramaria sp. 2 PKWS15-221 0.150 0.017 
Ramaria sp. 3 PKWS14-02 0.240 0.019 
Ramaria sp. 9 PKWS15-92 0.129 0.020 
Ramaria sp. 10 PKWS15-181 0.150 0.020 
Phaeoclavulina cokeri PKWS15-194 0.200 0.018 
Lentaria sp. PKWS15-164 0.097 0.135 

 
 

สารสกัดท่ีได้น าไปทดสอบคุณสมบตัิทางชีวภาพ ดงันี ้1) คณุสมบตัิในการยบัยัง้การเจริญ
ของจลุินทรีย์  2) คณุสมบตัิในการต้านอนมุูลอิสระ สารฟลาโวนอยด์ และสารประกอบฟีนอลทัง้หมด 
3) คณุสมบตัิในการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็ง 4) คณุสมบตัิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 
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alpha-glucosidase และ alpha-amylase และ 5) คุณสมบัติในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ 
HMG-CoA reductase ซึง่ผลแสดงดงัตอ่ไปนี ้

 
2.1 การศึกษาคุณสมบัตกิารเป็นสารต้านการเจริญของจุลินทรีย์ 

สารสกดัจากเห็ดปะการังด้วยตวัท าละลายเอทานอล และเอทิลอะซิเตท ท่ีได้น ามาระเหย
ตวัท าละลายทัง้สองชนิดออกให้หมด แล้วละลายด้วย DMSO เข้มข้นร้อยละ 10 ก่อนน ามาศึกษา
ประสิทธิภาพในการต้านการเจริญของจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar well diffusion และค านวณหาค่า MIC 
และ MBC 

 
2.1.1 การต้านการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธี agar well diffusion 

น าสารสกัดจากเห็ดปะการังทัง้ 10 ชนิด มาทดสอบประสิทธิภาพในการต้านการ
เจริญของจลุินทรีย์ จ านวน 4 สายพนัธุ์ ได้แก่ Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27813 และ  Staphylococcus aureus ATCC 25926 
ด้วยวิ ธี  agar well diffusion โดยใช้สาร DMSO เ ข้ม ข้น ร้อยละ 10 เ ป็น negative control และ 
ampicillin เข้มข้น 10 มิลลิกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น positive control พบว่าสารสกัดด้วยเอทานอล
ส่วนใหญ่สามารถยับยัง้การเจริญของ S. aureus ได้มากท่ีสุด (9 ตวัอย่าง) รองลงมาคือ E. coli (6 
ตัวอย่าง), B. subtilis (4 ตัวอย่าง) และ P. aeruginosa (4 ตัวอย่าง) ในขณะท่ีสารสกัดด้วยเอทิล     
อะซิเตท สามารถยับยัง้การเจริญของ B. subtilis ได้เพียงชนิดเดียวเท่านัน้ ได้แก่ Ramaria aff. 
vinosimaculans (PKWS15-74), Ramaria sp. 1 (PKWS15-95), Ramaria sp. 9 (PKWS15-92) และ 
Lentaria sp. (PKWS15-164) นอกจากนีย้งัพบวา่สารสกดัด้วยเอทานอลของ Lentaria sp. (PKWS15-
164) สามารถยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ได้ทัง้ 4 สายพนัธุ์ (ภาพประกอบ 31) 

ทัง้นีส้ารสกัดด้วยเอทิลอะซิเตทส่วนใหญ่ไม่สามารถยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ได้ 
อาจเน่ืองจากชนิดของสารสกัดท่ีได้จากตวัท าละลายต่างกัน และท่ีส าคญัคือปริมาณสารสกัดด้วย
เอทิลอะซิเตทมีปริมาณน้อยกว่าการสกัดด้วยเอทานอล ซึ่งอาจไม่เพียงพอในการยบัยัง้การเจริญของ
แบคทีเรีย  
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ภาพประกอบ 31 ผลการทดสอบสารสกัดด้วยเอทานอลในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียทดสอบ
ด้วยวิธี agar well diffusion 

 
2.1.2 การหาคา่ MIC และ MBC 

ตวัอยา่งสารสกดัท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ทดสอบได้ น ามาค านวณหา
ค่ า  MIC แ ล ะ  MBC ด้ ว ย วิ ธี  MTT (3-(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
bromide) โดยใช้สาร DMSO เข้มข้นร้อยละ 10 เป็น negative control และ ampicillin เข้มข้น 10 
มิลลิกรัมกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น positive control พบว่ามีสารสกัดจากเอทานอลของเห็ด 4 ชนิด ท่ี
สามารถยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ได้ทัง้ 4 สายพันธุ์  ได้แก่ R. aff. vinosimaculans (PKWS15-
109), Ramaria sp. 2 PKWS15-221, Ramaria sp.10 PKWS15-181 และ  Lentaria sp. PKWS15-
164 ซึ่งสารสกัดจากเห็ดท่ีมีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ S. aureus และ E. coli ได้ดีท่ีสุดคือ 
Ramaria sp. 10 PKWS15-181 (MIC = 7.5 mg/mL, MBC = 15 mg/mL) ส่วนสารสกัดจากเห็ดท่ี
สามารถท าลายเชือ้ B. subtilis และ P. aeruginosa ได้ดีท่ีสดุคือ R. aff. vinosimaculans (PKWS15-
109) (MIC = 18.6 mg/mL, MBC = 37.2 mg/mL) และ  Lentaria sp. PKWS15-164 (MIC = 7.4 
mg/mL, MBC = 33.6 mg/mL) ตามล าดบั (ตาราง 22) จากผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าสารสกัด
จากเห็ด Ramaria ส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ได้อย่างน้อย 1 สาย
พันธุ์  ยกเว้นสารสกัดจาก R. aff. flava var. aurea (PKWS15-173) ท่ีไม่เกิดวงใสในการยับยัง้การ
เจริญของแบคทีเรียตัง้แต่การทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion อาจเน่ืองจากสารสกัดท่ีเตรียมได้
จากการทดลองนีมี้ความเข้มข้นต ่าท่ีสดุจงึไม่เพียงพอในการยบัยัง้และฆา่เชือ้จลุินทรีย์ทดสอบ ในขณะ
ท่ีสารสกัดจากเอทิลอะซิเตทพบว่าเม่ือน ามาค านวณหาค่า MIC แล้วไม่สามารถค านวณได้เพราะท่ี
ความเข้มข้นสงูสดุท่ีทดสอบไมส่ามารถยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์สายพนัธุ์ใดได้เลย 
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ตาราง 22  ประสิทธิภาพในการยับยัง้และการท าลายจุลินทรีย์ของสารสกัดจากเอทานอลของเห็ด
ปะการัง 

 

ชนิดของเห็ด การยบัยัง้และการท าลายจลุินทรีย์ (mg/mL) 
S. aureus 

ATCC 25926 
B. subtilis 

ATCC 6633 
E. coli ATCC 

25922 
P. aeruginosa 
ATCC 27813 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
Ramaria aff. flava var. 

aurea (PKWS15-173) 
- - - - - - - - 

R. aff. vinosimaculans 
(PKWS15-74) 

27.4 54.8 - - 27.4 54.8 - - 

R. aff. vinosimaculans 
(PKWS15-109) 

9.3 37.2 18.6 37.2 9.3 37.2 9.3 37.2 

Ramaria sp. 1 
(PKWS15-95) 

16.35 32.7 - - - - - - 

Ramaria sp. 2  
(PKWS15-221) 

17.8 17.8 17.8 >35.6 17.8 35.6 17.8 35.6 

Ramaria sp. 3  
(PKWS14-02) 

8.25 16.6 - - - - - - 

Ramaria sp. 9  
(PKWS15-92) 

14.2 >14.2 - - 14.2 >14.2 - - 

Ramaria sp. 10  
(PKWS15-181) 

7.5 15.0 7.5 >15.0 7.5 15.0 7.5 >15.0 

Phaeoclavulina cokeri  
(PKWS15-194) 

7.45 >7.45 - - - - - - 

Lentaria sp.  
(PKWS15-164) 

16.8 33.6 16.8 >33.6 16.8 33.6 8.4 33.6 
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2.2 การศึกษาคุณสมบัตกิารเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
เน่ืองด้วยสารสกัดเห็ดจากเอทิลอะซิเตทมีความเข้มข้นน้อย และมีประสิทธิภาพต ่า จึง

ไม่ได้น ามาศึกษาคุณสมบัติของสารออกฤทธ์ิในด้านอ่ืนๆ ต่อ ส่วนสารสกัดจากเอทานอลทัง้ 10 
ตวัอย่าง น ามาละลายในตวัท าละลายท่ีเหมาะสมก่อนน ามาวดัคณุสมบตัิในการต้านอนมุลูอิสระโดย
ใช้วิ ธีการวัดการต้านอนุมูลอิสระด้วยปฏิกิริยาของ diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical 
scavenging activities แ ล ะ ก า ร ต้ า น อ นุ มู ล อิ ส ร ะ ด้ ว ย ป ฏิ กิ ริ ย า ข อ ง  2,2’-Azino- bis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS•+) radical scavenging activities 
ซึ่งผลท่ีได้รายงานเป็นค่าความเข้มข้นของสารสกัดท่ีสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ร้อยละ  50 (IC50) 
(mg/mL) ผลแสดงดงัภาพประกอบ 32 (ตาราง 23) พบว่าทัง้ 2 วิธีให้ผลไปในทางเดียวกัน และทุก
ตวัอยา่งท่ีทดสอบมีคณุสมบตัิในการต้านอนมุลูอิสระท่ีดี โดยตวัอย่างท่ีมีคา่ IC50 ต ่าท่ีสดุ 3 อนัดบัแรก
คือ Lentaria sp. (PKWS15-164), P. cokeri (PKWS15-194) และ Ramaria sp. 3 (PKWS14-02) ซึ่ง
มีค่าเท่ากับ 0.009±0.001, 0.032±0.001 และ 0.046±0.004 mg/mL ตามล าดบั เม่ือทดสอบด้วยวิธี 
DPPH ซึ่งสารสกัดจาก Lentaria sp. (PKWS15-164) และ P. cokeri (PKWS15-194) นัน้มีค่าไม่ต่าง
จาก positive control ชนิด BHT (IC50 = 0.015±0.0003 mg/mL) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

ในขณะท่ีเม่ือทดสอบด้วยวิธี ABTS พบว่าเป็นตวัอย่างท่ีมีคา่ IC50 ต ่าท่ีสดุ 3 อนัดบัแรก
คือ Lentaria sp. (PKWS15-164), P. cokeri (PKWS15-194) และ Ramaria sp. 10 (PKWS15-181) 
ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.069±0.003, 0.800±0.049 และ 0.984±0.075 mg/mL ซึ่งค่าของสารสกัดจาก 
Lentaria sp. (PKWS15-164) ไมต่า่งจาก positive control ชนิด Trolox (IC50 = 0.002±0.01 mg/mL) 
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ซึ่งทัง้วิธี DPPH และ ABTS อาศยัหลักการเดียวกันคือสารสกัดสามารถ

ยับยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของสารอนุมูลอิสระของ DPPH•+ และ ABTS•+ โดยการให้
อิเล็กตรอนเพ่ือยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาต่อเน่ือง นอกจากนีไ้ด้วดัความสามารถของสารสกัดในแง่ของ
การเป็นตัวยับยัง้การแย่งจับอิเล็กตรอนโดยโลหะเหล็ก chelating agent โดยใช้ ferrous chloride 
เทียบกับ positive control ชนิด EDTA (IC50 = 0.050±0.001 mg/mL) ผลแสดงในภาพประกอบ 32 
พบว่าตัวอย่าง ท่ี มีค่า  IC50 ต ่ า ท่ีสุด  3 อันดับแรก คือ  Lentaria sp. (PKWS15-164), P. cokeri 
(PKWS15-194) แ ล ะ  R. aff. vinosimaculans (PKWS15-74) ซึ่ ง มี ค่ า เ ท่ า กั บ  1.676±0.221, 
1.499±0.229 และ 2.282±0.123 mg/mL ตามล าดบั อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ จากผลการวิเคราะห์
แสดงวา่สารสกดัจากเห็ดทกุตวัอยา่งท่ีทดสอบมีคณุสมบตัเิป็นสารต้านอนมุลูอิสระท่ีดี 
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ภาพประกอบ 32 กราฟแสดงประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระของสารสกดัจาก Ramaria, 
Phaeoclavulina และ Lentaria ด้วยวิธี a) DPPH, b) ABTS และ c) chelating agent  

 
หมายเหต:ุ ตวัอกัษร a-i แสดงคา่นยัส าคญัทางสถิต ิจากการวดัผลจ านวน 3 ซ า้ 
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2.3 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์และสารประกอบฟีนอลทัง้หมด  
ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ จากการวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วย

เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ เทียบเคียงกับกราฟมาตรฐานของ  Quercetin (ภาพประกอบ 33) โดย
รายงานผลเป็น g QE/g extract พบว่าสารสกัดทัง้ 10 ตัวอย่าง มีค่าอยู่ในช่วง 53.049±1.694 ถึง 
3,909.517±58.556 g QE/g extract ซึ่งตัวอย่างท่ีมีค่าสูงท่ีสุดคือ Lentaria sp. (PKWS15-164) P. 
cokeri (PKWS15-194) และ Ramaria sp. 3 (PKWS14-02) ตามล าดบั (ตาราง 23)  

นอกจากนีไ้ด้วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมด ด้วยวิธีมาตรฐาน Folin-
Ciocalteu’s method โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของสาร Gallic acid (ภาพประกอบ 34) รายงานผล
เป็น g GAE/g extract พบวา่สารสกดัทัง้ 10 ตวัอยา่ง มีคา่อยูใ่นชว่ง 5.756±0.247 ถึง 461.955±8.783 
g GAE/g extract ซึ่งตัวอย่างท่ีมีค่าสูงท่ีสุดคือ Lentaria sp. (PKWS15-164) P. cokeri (PKWS15-
194) และ Ramaria sp. 3 (PKWS14-02) ตามล าดบั (ตาราง 23)  

เม่ือศกึษาความสมัพนัธ์ของปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมดกับประสิทธิภาพในการ
ต้านอนมุลูอิสระพบว่ามีความสมัพนัธ์กนัคือ ตวัอย่างท่ีมีประสิทธิภาพในการต้านอนมุลูอิสระสงู (IC50 
ต ่า) จะมีปริมาณสารประกอบฟีนอลท่ีสูงด้วย ผลกราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารประกอบ       
ฟีนอลทัง้หมดและประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระท่ีวัดด้วยวิธี DPPH (r2 = 0.98), ABTS (r2 = 
0.94) และ Ferrous ion chelating assay (r2 = 0.63) (ภาพผนวก ง) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 33 กราฟมาตรฐานของ Quercetin 
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ภาพประกอบ 34 กราฟมาตรฐานของ Gallic acid 
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ตาราง 23 ประสิทธิภาพของสารสกดัจากเห็ดปะการังในการต้านอนมุลูอิสระ สารฟลาโวนอยด์ และสารประกอบฟีนอลทัง้หมด  
 

ชนิด รหัส Antioxidant activities 
(IC50 mg/mL) 

Total flavonoid 
content  

(g QE/g extract) 

Total phenolic 
content  

(g GAE/g extract) DPPH ABTS Chelating agent 
Ramaria aff. flava var. aurea PKWS15-173 0.500±0.009a 1.426±0.055a 7.720±0.224c 75.031±0.887a 9.873±0.272ab 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-74 0.285±0.007b 2.444±0.135b 2.282±0.123a 94.030±1.033ab 14.733±0.388b 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-109 0.501±0.013a 2.029±0.010c 11.961±1.369d 60.809±1.880a 5.756±0.247a 
Ramaria sp. 1 PKWS15-95 1.043±0.005e 6.001±0.060e 25.692±2.199e 58.503±0.654a 12.355±1.378ab 
Ramaria sp. 2 PKWS15-221 0.106±0.004f 2.883±0.060f 40.163±1.821f 56.785±0.534a 15.352±1.417b 
Ramaria sp. 3 PKWS14-02 0.046±0.001g 1.649±0.032g 10.327±0.653d 138.784±2.531b 41.304±0.702c 
Ramaria sp. 9 PKWS15-92 0.564±0.013d 1.892±0.013c 5.862±0.560bc 53.049±1.694a 13.164±0.712ab 
Ramaria sp. 10 PKWS15-181 0.209±0.004c 0.984±0.075d 5.092±0.436b 74.185±0.980a 39.687±0.919c 
Phaeoclavulina cokeri PKWS15-194 0.032±0.001gh 0.800±0.049h 1.499±0.229a 3765.877±33.753c 148.471±1.445d 
Lentaria sp. PKWS15-164 0.009±0.001i 0.069±0.003i 1.676±0.221a 3909.517±58.556d 461.955±8.783e 
BHT  0.015±0.001hi     
Trolox   0.002±0.010i    
EDTA    0.050±0.001a   

 
หมายเหต:ุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษ a-i ในตารางแสดงให้เห็นความแตกตา่งของคา่เฉลีย่ในแตล่ะการทดลองตามคอลมัน์ที่ p<0.05 
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2.4 คุณสมบัตขิองสารสกัดในการต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง 
สารสกัดเอทานอล และเอทิลอะซิเตท ท่ีมีความเข้มข้นสูง ของเห็ดปะการังจ านวน 3 

ตวัอยา่ง ได้แก่ R. aff. vinosimaculans (PKWS15-109), Ramaria sp. 1 (PKWS15-95) และ Lentaria 
sp. (PKWS15-164) ส่งไปทดสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็ง  3 ชนิด คือ 
มะเร็งเต้านม (MCF7-breast cancer) มะเร็งช่องปาก (KB-Oral cavity cancer) และ มะเร็งปอด 
(NCI-H187-small cell lung cancer) ด้ ว ย วิ ธี  Resazurin microplate assay (REMA)                               
ณ ศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ จากผลการทดสอบพบว่าสารสกดัจากเห็ดทัง้ 3 
ตวัอย่างท่ีสกดัด้วยเอทานอลและเอธิลอะซิเตท ไม่สามารถยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งได้ ท่ีความ
เข้มข้นเทา่กบั 10 mg/mL ในขณะท่ี positive control ของสาร tamoxifen และ doxorubicin มีคา่ IC50 
เทา่กบั 7.83 และ 9.55 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (เม่ือทดสอบกบัเซลล์มะเร็งเต้านม) สาร ellipticine และ 
doxorubicin มีค่า IC50 เท่ากับ 3.06 และ 0.678 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (เม่ือทดสอบกับเซลล์มะเร็ง
ช่องปาก) ส่วนสาร ellipticine และ doxorubicin มีค่า IC50 เท่ากับ 2.85 และ 0.134 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (เม่ือทดสอบกบัเซลล์มะเร็งปอด) 
 

2.5 คุณสมบัติของสารสกัดในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ alpha-glucosidase 
และ alpha-amylase 

สารสกัดเอทานอลของเห็ดปะการังจ านวน 10 ตวัอย่าง น ามาทดสอบคณุสมบตัิในการ
ลดปริมาณน า้ตาล โดยวดัจากประสิทธิภาพในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ alpha-glucosidase 
และ alpha-amylase โดยเทียบกับยาท่ีใช้ในการรักษาโรคเบาหวาน acarbose พบว่ามีสารสกัดจาก
เห็ดเพียง 3 ชนิด ท่ีสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ alpha-glucosidase ได้ ซึ่งตัวอย่างท่ีมี
ประสิท ธิภาพสูง ท่ีสุด  ไ ด้แก่  Ramaria sp. 10 (PKWS15-181)  (IC50 = 0.216 ±0.026 mg/mL) 
รองลงมาคือ P. cokeri (PKWS15-194) (IC50 = 12.91 ±0.111 mg/mL) ซึ่งมีประสิทธิภาพไม่ตา่งจาก
ยา acarbose มีค่า  IC50 = 33.78 ±0.523 mg/mL อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  ในขณะท่ี R. aff. 
vinosimaculans (PKWS15-74) มีค่าน้อยท่ีสุดคือมีค่า IC50 = 48.231± 1.115 mg/mL ทัง้นีไ้ม่มีสาร
สกัดจากเห็ดชนิดใดท่ีสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ alpha-amylase ได้ ในขณะท่ียา 
acarbose สามารถยบัยัง้ได้ดีมีคา่ IC50 = 3.514± 0.018 mg/mL (ตาราง 24) 
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ตาราง 24 ประสิทธิภาพของสารสกัดจากเห็ดปะการังในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ alpha-
glucosidase และ alpha-amylase 

 

ชนิด รหสั การยบัยัง้กิจกรรมของเอนไซม์ (IC50) mg/mL 
Alpha-glucosidase Alpha-amylase 

Ramaria aff. flava var. aurea PKWS15-173 - - 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-74 48.231±1.115b - 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-109 - - 
Ramaria sp. 1 PKWS15-95 - - 
Ramaria sp. 2 PKWS15-221 - - 
Ramaria sp. 3 PKWS14-02 - - 
Ramaria sp. 9 PKWS15-92 - - 
Ramaria sp. 10 PKWS15-181 0.216±0.026a - 
Phaeoclavulina cokeri PKWS15-194 12.908±0.11a - 
Lentaria sp. PKWS15-164 - - 
Acarbose  33.782±0.523ab 3.514±0.018 

 
หมายเหต:ุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษในตารางแสดงให้เห็นความแตกตา่งของคา่เฉล่ียในแตล่ะการทดลอง
ตามคอลมัน์ท่ี p<0.05 
 
 

2.6 คุณสมบัตขิองสารสกัดในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ HMG-CoA reductase 
สารสกัดเอทานอลของเห็ดปะการังจ านวน 10 ตวัอย่าง น ามาทดสอบคณุสมบตัิในการ

ลดคอเลสเตอรอล โดยวัดจากประสิทธิภาพในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ HMG-CoA 
reductase โดยเทียบกับยารักษาโรคไขมันสูง Pravastatin รายงานผลเป็นอัตราการยับยัง้ (% 
inhibition rate) (ตาราง 25) พบว่ามีสารสกดั 8 ตวัอย่าง ท่ีสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ได้ มี
ค่า อยู่ในช่วง 13.13 – 97.98 % inhibition rate ตวัอย่างท่ีมีอัตราการยับยัง้สูงท่ีสุด ได้แก่ P. cokeri 
(PKWS15-194) รองลงมาคือ Ramaria sp.2 (PKWS15-221) และ Lentaria sp. (PKWS15-164) ซึ่ง
มีค่าเท่ากับ 97.98, 85.86 และ 72.73 % ตามล าดับ นอกจากนีย้ังพบว่าสารสกัดจาก P. cokeri 
(PKWS15-194) มีอตัราการยบัยัง้เอนไซม์ท่ีสงูกว่า Pravastatin อีกด้วย ในขณะท่ีสารสกดัจาก R. aff. 
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vinosimaculans (PKWS15-74) และ Ramaria sp. 3 (PKWS14-02) ไมส่ามารถยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์ได้ 

 
 
ตาราง 25 ประสิทธิภาพของสารสกดัจากเห็ดปะการังในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ HMG-CoA 

reductase 
 

ชนิด รหสั อตัราการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ HMG-
CoA reductase (%inhibition rate) 

Ramaria aff. flava var. aurea PKWS15-173 13.13 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-74 ND 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-109 76.76 
Ramaria sp. 1 PKWS15-95 28.28 
Ramaria sp. 2 PKWS15-221 85.86 
Ramaria sp. 3 PKWS14-02 ND 
Ramaria sp. 9 PKWS15-92 38.39 
Ramaria sp. 10 PKWS15-181 37.38 
Phaeoclavulina cokeri PKWS15-194 97.98 
Lentaria sp. PKWS15-164 72.73 
Pravastatin  95.51 

 
หมายเหต:ุ ND คือ Not detected ตรวจไมพ่บการยบัยัง้  
 
3 ผลการวิ เคราะห์สารประกอบฟีนอลโดยวิ ธี  Liquid Chromatography-Mass 
Spectrophotometry (LC-MS) 

เ น่ืองจากข้อมูลของสารสกัดเอทานอลจากเห็ดปะการังทัง้  10 ตัวอย่าง ท่ีศึกษา  มี
ประสิทธิภาพในการต้านอนมุลูอิสระท่ีดี และมีปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมดท่ีสงู จึงน าสารสกัด
ดงักล่าวมาศึกษารูปแบบทางเคมี (chemical profile) ด้วยวิธี HPLC ตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน 272   
นาโนเมตร จากนัน้วิเคราะห์พีคท่ีปรากฏด้วยการหามวลโมเลกลุด้วยเคร่ือง LC-MS เพ่ือวิเคราะห์มวล
โมเลกุลของสารท่ีพบเป็นหลกั เทียบกับฐานข้อมูล massbank นอกจากนีไ้ด้ท าการวิเคราะห์ปริมาณ



102 

 

สารประกอบฟีนอลท่ีมีคณุสมบตัิในการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระเทียบเคียงกบัสารมาตรฐานจ านวน 7 
ชนิด 
 

3.1 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) 
สารสกัดเอทานอลจากเห็ดปะการังทัง้ 10 ตวัอย่าง น ามาวิเคราะห์รูปแบบทางเคมีของ

สารด้วยเทคนิค HPLC ท่ีความยาวคล่ืน 272 นาโนเมตร โดยใช้ระบบท่ีอาศัยความเข้มข้นของ            
โมบายเฟสท่ีต่างกันในแต่ละช่วงเวลา (gradient) และใช้สารมาตรฐาน คือ gallic acid พบว่าสารแต่
ละชนิดมีการแสดงออกของพีคหลกั (หรือพีคท่ีตรวจพบความเข้มข้นของสารสงู) ในเวลาท่ีแตกตา่งกนั
แสดงดงัตาราง 26 (ภาคผนวก จ) โดยสารสกัดส่วนใหญ่พบในช่วง 8 นาทีแรกของการวิเคราะห์ พีค
หลกัแสดงด้วยสญัลกัษณ์ “ * ” พบวา่สารสกดัแตล่ะตวัอย่างมีพีคหลกัจ านวน 1-3 พีค เทา่นัน้ นอกนัน้
เป็นพีคย่อย แสดงให้เห็นว่าสารหลักท่ีตรวจพบในสารสกัดน่าจะคล้ายคลึงกันซึ่งอาจเป็นสารชนิด
เดียวกนั สารสกดัท่ีมีพีคตรงกนัมากท่ีสดุท่ีเวลา 2.7 นาที มี 6 ตวัอยา่ง เป็นสารหลกัท่ีพบปริมาณสงูใน 
R. aff. vinosimaculans (PKWS15-109), Ramaria sp. 1 (PKWS15-95) แ ล ะ  Ramaria sp. 9 
(PKWS15-92) ส่วนท่ีเวลา 3.6 นาที ตรวจพบสารหลักท่ีมีปริมาณสารสูงท่ีสุด และตรงกันจ านวน 3 
ตัวอย่าง ไ ด้แก่  R. aff. flava var. aurea (PKWS15-173), R. aff. vinosimaculans (PKWS15-109) 
และ Ramaria sp. 10 (PKWS15-181) นอกจากนีย้ังพบว่าสารสกัดจาก P. cokeri (PKWS15-194) 
และ Lentaria sp. (PKWS15-164) มีสารหลักท่ีพบปริมาณสูงต่าง จาก Ramaria ชนิดอ่ืน คือ P. 
cokeri (PKWS15-194) พบสารหลกัท่ีเวลา 2.97, 3.52 และ 4.60 นาที ส่วน Lentaria sp. (PKWS15-
164) พบสารหลกัท่ีเวลา 2.53 และ 2.83 นาที  
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ตาราง 26 ผลของพีคสารสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลจาก Ramaria, Phaeoclavulina และ 
Lentaria ซึง่ตรวจวดัได้ท่ีเวลาตา่งๆ ความยาวคล่ืน 272 นาโนเมตร ด้วยเทคนิค HPLC 

 
เวลา 
(นาที) 

ตวัอยา่งเห็ดท่ีศกึษา 
Ramaria 
aff. flava 
var. aurea 

R. aff. 
vinosi-

maculans 

R. aff. 
vinosi-

maculans 

Ramaria 
sp. 1 

Ramaria 
sp. 2 

Ramaria 
sp. 3 

Ramaria 
sp. 9 

Ramaria 
sp. 10 

Phaeo- 
clavulina 
cokeri 

Lentaria 
sp. 

PKWS 15-
173 

PKWS 
15-74 

PKWS 
15-109 

PKWS 
15-95 

PKWS 
15-221 

PKWS 
14-02 

PKWS 
15-92 

PKWS 
15-181 

PKWS 
15-194 

PKWS 
15-164 

0-1 - - - - 0.27 - - - 0.28 - 
- - - - - 0.37 - - - - 
- - - - 0.60 - - - - - 
- - - - - 0.70 - - - - 
- - - - - - - - 0.86 - 

1-2 - - - - - - - - 1.20 - 
2-3 2.27 - - - - - - - - - 
 - 2.33 - - - 2.30 - - 2.31 - 
 - - - - - - - - - 2.53* 
 - 2.60 - - 2.63* 2.69* - - - - 
 2.75 2.76* - 2.71* - - 2.71* 2.71 2.71 - 
 - - - - - - - - - 2.83* 
 2.97 2.94* - - - - - - 2.97* - 
3-4 - - - - - 3.07* 3.01* - - - 
 - - - - - - - 3.18 - - 
 - - - - - - - 3.28 - - 
 3.38 - - - - - - - - - 
 - - - - - - - - 3.52* 3.52 
 3.61* - 3.61* - - - - 3.65* -  
 - - - - - - - - - 3.88 
4-5 - - - - 4.18 - - - -  
 - - - - - - - - - 4.27 
 - - - 4.43 - - 4.49 - - - 
 - - - - - 4.60 - - 4.60* - 
 - - - - - 4.78 - - - - 
5-6 - - 5.60 - - - - - - - 
 - - - - 5.89 - - - - - 
 - - - - - - - 5.96 - - 
7-8 - - - - - - - 7.17 - - 

 
หมายเหตุ: แถบสีเทาแสดงต าแหน่งของพีคสารท่ีพบในตัวอย่างตัง้แต่ 3 ตัวอย่างขึน้ไป และ
เคร่ืองหมาย * คือพีคท่ีพบสารมากท่ีสดุในแตล่ะตวัอยา่ง 
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3.2 การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC-ESI-MS 
จากผลการวิเคราะห์รูปแบบทางเคมีของสารสกัดเอทานอลจากเห็ดปะการังจ านวน 10 

ตวัอย่าง ในเบือ้งต้นด้วยวิธี HPLC ผลแสดงในตาราง 26 ได้น ามาวิเคราะห์ต่อด้วยระบบของโมบาย
เฟสและคอลมัน์เดมิจากการทดลองก่อนหน้านี ้โดยการท าให้สารเป็นไอออน (electrospray ionization 
interface, ESI) ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 272 นาโนเมตร เพ่ือวิเคราะห์มวลโมเลกลุของสารด้วยเคร่ือง 
mass spectrophotometry ก าหนดให้สแกนหามวลโมเลกุลของสารท่ีมีขนาดระหว่าง 100-800 และ
คดัเลือกมวลโมเลกลุของสารท่ีมีคา่สงูสดุ 10 อนัดบัแรกแสดงผลในตาราง 27 โดยสญัลกัษณ์ “ * ” คือ
มวลโมเลกลุของสารท่ีพบท่ีเวลาตรงกบัผลการทดลองก่อนหน้านีแ้ละเป็นพีคหลกั  

ผลการทดลองพบว่าสารท่ีมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 416 – 416.1 เป็นสารท่ีพบในสารสกัด
จากเห็ดปะการังทุกตัวอย่าง ซึ่งตวัอย่างท่ีพบปริมาณสูงได้แก่ R. aff. flava var. aurea (PKWS15-
173), R. aff. vinosimaculans (PKWS15-109) และ  Ramaria sp.10 (PKWS15-181) เ ม่ื อน า ไป
เทียบเคียงกับฐานข้อมูล massbank พบว่ามีมวลโมเลกุลใกล้เคียงกับสาร Puerarin (416.1036) 
(ภาพประกอบ 23) ซึ่งมีรายงานว่ามีฤทธ์ิทางยาช่วยในการเพิ่มการไหลเวียนของหลอดเลือดหวัใจ ลด
การก่อตวัของลิ่มเลือด(75) และสาร Ramipril (416) มีรายงานวา่เป็นกลุม่ยาใช้ในการรักษาโรคความดนั
โลหิตสงู(76) 

สารท่ีมีมวลโมเลกลุเท่ากับ 180.8-181 พบในสารสกดัจ านวน 9 ตวัอย่าง ยกเว้น R. aff. 
vinosimaculans (PKWS15-109) และพบปริมาณสงูใน Ramaria sp.1 (PKWS15-95), Ramaria sp.2 
(PKWS15-221), Ramaria sp.3 (PKWS14-02), Ramaria sp.9 (PKWS15-92) เม่ือน าไปเทียบเคียง
กับฐานข้อมูล massbank พบว่ามีมวลโมเลกุลใกล้เคียงกับสาร Caffeic acid (180) ซึ่งมีคุณสมบตัิ
เป็นสารต้านอนมุลูอิสระ(77) 

สารท่ีมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 213.9-214 พบในสารสกัดจ านวน 8 ตวัอย่าง ในปริมาณไม่
สูง เ ม่ือน า ไปเ ทียบเ คียงกับฐานข้อมูล  massbank พบว่า มีมวลโมเลกุลใกล้ เ คียงกับสาร 
Phenoxybenzoic acid (214.0576) ซึง่มีคณุสมบตัเิป็นสารต้านอนมุลูอิสระ 

สารท่ีมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 195 พบในสารสกัดจ านวน 7 ตวัอย่าง ในปริมาณไม่สูงเม่ือ
น าไปเทียบเคียงกับฐานข้อมูล massbank พบว่ามีมวลโมเลกุลใกล้เคียงกับสาร Dimethyluric acid 
(195.0518 และ 195.4028) ซึง่มีคณุสมบตัเิป็นสารต้านอนมุลูอิสระ 

สารท่ีมีมวลโมเลกุลเท่ากับ 187-187.1 พบในสารสกัดจ านวน 5 ตวัอย่าง ในปริมาณไม่
สูงเม่ือน าไปเทียบเคียงกับฐานข้อมูล massbank พบว่ามีมวลโมเลกุลใกล้เคียงกับสาร Catechin 
(187) ซึง่มีคณุสมบตัเิป็นสารต้านอนมุลูอิสระ 
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นอกจากนีย้งัพบสารมวลโมเลกลุเท่ากบั 255.2 ในสารสกดัจาก R. aff. flava var. aurea 
(PKWS15-173) และ Ramaria sp.3 (PKWS14-02) ซึ่งมีมวลโมเลกุลใกล้เคียงกับสาร Riboflavin 
(255.2) หรือวิตามิน B2 เม่ือเทียบกับฐานข้อมูลอีกด้วย ส่วนผลของการเทียบเคียงมวลโมเลกุลของ
สารสกัดอ่ืนๆ แสดงในตาราง 27 และภาพประกอบ 35 อย่างไรก็ตามผลท่ีได้เป็นการเทียบเคียงกับ
ฐานข้อมูล massbank เท่านัน้ซึ่งต้องวิเคราะห์เปรียบเทียบกับสารบริสุทธ์ิอีกครัง้จึงจะยืนยันผลได้
อยา่งถกูต้อง 

 
ตาราง 27 การวิเคราะห์ชนิดสารประกอบฟีนอลจากสารสกัดเห็ด Ramaria, Phaeoclavulina และ 

Lentaria ด้วยวิธี HPLC-ESI-MS  
 

ชนิดของสารสกดั รหสั m/z Retention time 

Ramaria aff. flava var. aurea PKWS15-173 214 [4] 2.507-2.600 

  180.9* [1] 2.623-2.877 
  416.1* [5] 3.572-3.734 

  195 [3] 7.382-7.861 
  128 9.959-10.823 
  187 [2] 32.561-32.738 
  121, 265 [11] 34.320-34.744 
  329.1 36.047-36.418 
  255.2 [10] 39.881-44.942 
    
R. aff. vinosimaculans PKWS15-109 181, 221* [1] 2.337-2.854 
  176.8* [8] 2.947-3.062 

  416.1 [5] 3.595-3.764 
  146 [6] 4.775-5.006 
  195 [3] 7.305-8.239 
  128 10.036-10.630 
  152.9 19.347-19.794 
  383.1 [14] 27.377-27.878 
  265 [11] 34.304-34.705 
  213.9 [4] 2.399-2.584 
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ตาราง 27 (ตอ่) 
 

ชนิดของสารสกดั รหสั m/z Retention time 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-74 172.9, 222 [9] 2.623-3.101 

  416.1* [5] 3.595-3.741 

  409 5.824-5.986 
  195 [3] 6.827-7.321 

  187 [2] 32.422-32.653 

  154.9, 199 34.165-34.335 

  329 35.963-36.256 

    

Ramaria sp. 1 PKWS15-95 214 [4] 2.507-2.569 

  144.1, 173, 180.9* [1] 2.661-2.862 

  176.9 [8] 2.939-3.055 

  416.1 [5] 3.487-3.757 

  195.0 [3] 7.089-8.161 

  128 9.210-10.684 

  383.1 [14] 27.570-27.786 

  187.1 [2] 32.507-32.638 
    

Ramaria sp. 2 PKWS15-221 180.8, 222* [1] 2.445-3.255 

  243 3.286-3.410 
  134 3.433-3.510 
  129, 194, 416 [5] 3.595-3.718 
  128 7.583-8.246 

  214 [4] 27.300-27.570 

  172.9 30.185-30.401 

    
Ramaria sp.3 PKWS14-02 214 [4] 2.507-2.584 
  180.8* [1] 2.646-2.854 

  176.9* [8] 2.947-3.109 
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ตาราง 27 (ตอ่) 
 

ชนิดของสารสกดั รหสั m/z Retention time 
Ramaria sp.3 PKWS14-02 416.1 [5] 3.510-3.772 
  195 [3] 7.429-8.215 

  128 10.175-10.992 

  152.9 [7] 19.432-19.979 
  459.1 27.308-27.523 
  187 [2] 32.538-32.723 
  255.2 [10] 42.296-45.320 
    
Ramaria sp.9 PKWS15-92 218 2.322-3.422 
  214.8 [4] 2.449-2.584 
  181* [1] 2.646-2.800 

  176* [8] 2.939-3.070 

  354.9 [13] 3.194-3.255 
  416.1 [5] 3.610-3.746 
  146, 195 [3] 4.821-4.983 
  128, 290 [12] 9.689-10.630 
    
Ramaria sp.10 PKWS15-181 180.9* [1] 2.661-2.846 
  416* [5] 3.602-3.710 

  195 [3] 4.790-5.014 
  128, 290 [12] 8.200-9.018 
  125 12.821-13.577 
  136 26.660-26.791 
  214 [4] 27.439-27.562 
  383 [14] 27.662-27.724 
  329.2 35.893-36.479 
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ตาราง 27 (ตอ่) 
 

ชนิดของสารสกดั รหสั m/z Retention time 
Phaeoclavulina cokeri PKWS15-194 214 [4] 2.368-2.222 
  180.8 [1] 2.646-2.693 
  416.1* [5] 3.595-3.749 

  145.9 4.806-4.037 
  168.9 9.588-10.098 
  128 10.344-10.892 
  109, 153 [7] 19.154-20.056 
  232.6 23.751-24.338 
  193.0 36.834-36.996 
    
Lentaria sp. PKWS15-164 223 2.09-2.34 
  189.9* 2.5-3.2 
  416.1* [5] 3.55-3.98 
  128, 132.9 8.99-10.46 
  109, 153 [7] 18.81-19.75 
  459.1 27.33-27.75 
  187 [2] 32.53-32.66 
  180.9 [1] 33.09-33.33 

 
หมายเหต:ุ * หมายถึงมวลโมเลกลุของสารท่ีตรงกบัเวลาท่ีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC, ตวัอกัษรหนา 
หมายถึงมวลโมเลกลุของสารท่ีพบเป็นพีคหลกัในปริมาณสงูจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC และ 
ตวัเลขท่ีอยูใ่นเคร่ืองหมาย [ ] หมายถึงเลขอ้างอิงโครงสร้างสารแสดงในภาพประกอบ 35 
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ภาพประกอบ 35 โครงสร้างทางเคมีของสารท่ีได้จากการเทียบเคียงน า้หนักโมเลกุลของสารกับ

ฐานข้อมลู massbank   
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3.3 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลลิกบางชนิดเทียบกับสารมาตรฐาน ด้วยเทคนิค 
MRM-MS/MS 

สารสกัดเอทานอลของเห็ดปะการัง 10 ตวัอย่าง น ามาวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ      
ฟีนอลบางชนิดท่ีมีคณุสมบตัิเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ โดยเทียบกบัสารมาตรฐาน 7 ชนิด ได้แก่ gallic 
acid, salicylic acid, valnilic acid, syringic acid, valnilin, coumaric acid และ benzoic acid ด้วย
เคร่ือง MRM-MS/MS ผลแสดงในตาราง 28 พบว่าสารสกัดทุกตวัอย่างตรวจพบสารมาตรฐานทัง้ 7 
ชนิด ในปริมาณท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ สาร gallic acid พบปริมาณ 45.09-4560.34 ไมโครกรัมต่อลิตร 
มากท่ีสุดใน P. cokeri (PKWS15-194) สาร salicylic acid พบปริมาณ 62.64-697.23 ไมโครกรัมต่อ
ลิตร  มากท่ีสุดใน Ramaria sp.2 (PKWS15-221) สาร valnilic acid พบปริมาณ 22.92-469.54 
ไมโครกรัมต่อลิตร  มากท่ีสุดใน Lentaria sp. (PKWS15-164) สาร syringic acid พบปริมาณ         
1.21-58.73 ไมโครกรัมต่อลิตร มากท่ีสุดใน Lentaria sp. (PKWS15-164) สาร valnilin acid พบ
ปริมาณ 22.92-469.54 ไมโครกรัมต่อลิตร มากท่ีสดุใน Lentaria sp. (PKWS15-164) สาร coumaria 
acid พบปริมาณ 2.66-211.77 ไมโครกรัมต่อลิตร มากท่ีสุดใน R. aff. vinosimaculans (PKWS15-
74) และ สาร benzoic acid พบปริมาณ 5.10-31.95 ไมโครกรัมต่อลิตร มากท่ีสุดใน Ramaria sp.2 
(PKWS15-221) จากผลรวมของสารประกอบฟีนอลท่ีตรวจวัดพบว่าสารสกัดจาก P. cokeri 
(PKWS15-194) มีปริมาณสูงท่ีสุดเท่ากับ 5,186.85 ไมโครกรัมต่อลิตร รองลงมาคือ Lentaria sp. 
(PKWS15-164) มีปริมาณเท่ากับ 1,267.53 ไมโครกรัมต่อลิตร และ Ramaria sp.10 (PKWS15-181) 
มีปริมาณเท่ากบั 1,141.23 ไมโครกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั สอดคล้องกบัผลการวดัสารต้านอนมุลูอิสระ 
สารฟลาโวนอยด์ และสารประกอบฟีนอลทัง้หมด ในการทดลองก่อนหน้านี ้
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ตาราง 28 ปริมาณสารประกอบกรดฟีนอลิกชนิดตา่งๆ ท่ีตรวจพบจากสารสกดัจากเห็ดปะการังด้วยเทคนิค MRM-MS/MS โดยเทียบกบัสารมาตรฐาน 
 

ชนิดของสารสกดั รหสั ปริมาณสารตา่งๆ ท่ีตรวจพบ (µg/L) 

Gallic 
acid 

Salicylic 
acid 

Valnilic 
acid 

Syringic 
acid 

Valnilin Coumaric 
acid 

Benzoic 
acid 

ปริมาณสาร
ทัง้หมด 

Ramaria aff. flava var. aurea PKWS15-173 66.67 85.28 47.61 5.80 15.94 5.93 21.92 249.15 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-109 18.67 62.64 35.75 4.23 15.05 5.41 19.67 161.42 
R. aff. vinosimaculans PKWS15-74 65.00 311.93 99.59 2.83 15.02 211.77 6.69 712.83 
Ramaria sp.10 PKWS15-181 651.75 374.08 48.65 4.21 38.68 8.66 15.20 1141.23 
Ramaria sp.9 PKWS15-92 48.11 95.66 22.92 3.30 15.23 6.31 22.42 213.95 
Ramaria sp.1 PKWS15-95 105.98 238.54 136.32 8.41 31.77 60.63 6.19 587.84 
Ramaria sp.2 PKWS15-221 129.33 697.23 28.36 4.34 33.95 25.09 31.95 950.25 
Ramaria sp.3 PKWS14-02 45.09 133.03 45.39 1.21 44.26 2.66 23.39 295.03 
Phaeoclavulina cokeri PKWS15-194 4560.34 502.10 35.69 4.55 25.90 33.60 24.67 5186.85 

Lentaria sp. PKWS15-164 221.86 400.08 469.54 58.73 91.50 20.72 5.10 1267.53 
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บทที่ 5 
สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

 
เห็ดปะการังจ านวน 39 ตวัอย่าง จากเขตรักษาพนัธุ์สตัว์ป่าภูเขียว จงัหวดัชยัภูมิ  สามารถจดั

จ าแนกชนิดตามลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ large subunit ribosomal 
DNA (LSU rDNA) และ internal transcribed spacers (ITS) พบว่าสามารถจดัจ าแนกได้ 3 สกุล คือ 
Ramaria (37 ตวัอย่าง) Phaeoclavulina (1 ตวัอย่าง) และ Lentaria (1 ตวัอย่าง) ซึ่ง Ramaria เป็น
สกลุท่ีพบมากท่ีสดุ ประกอบด้วย 14 สปีชีส์ ซึง่ทกุสปีชีส์ยงัไมเ่คยมีรายงานในประเทศไทยมาก่อน และ
เป็นชนิดท่ียังไม่สามารถระบุได้อย่างถูกต้องถึง 10 สปีชีส์  ได้แก่  Ramaria conjunctipes var. 
tsugensis (จ า น วน  1 ตั ว อ ย่ า ง ),  R. aff. flava var. aurea (จ า น วน  1 ตัว อย่ า ง ),  R. aff. 
rubribrunnescens (จ านวน 5 ตัวอย่าง), R. aff. vinosimaculans (จ านวน 7 ตัวอย่าง), Ramaria 
sp.1 (จ านวน 3 ตวัอย่าง), Ramaria sp.2 (จ านวน 2 ตวัอย่าง), Ramaria sp.3 (จ านวน 6 ตวัอย่าง), 
Ramaria sp.4 (จ านวน 6 ตวัอย่าง), Ramaria sp.5 (จ านวน 1 ตวัอย่าง), Ramaria sp.6 (จ านวน 1 
ตัวอย่าง), Ramaria sp.7 (จ านวน 1 ตัวอย่าง), Ramaria sp.8 (จ านวน 1 ตัวอย่าง), Ramaria sp.9 
(จ านวน 1 ตวัอย่าง) และ Ramaria sp.10 (จ านวน 1 ตวัอย่าง) ส่วน Phaeoclavulina พบ 1 สปีชีส์
ได้แก่ P. cokeri ซึง่เคยมีรายงานการค้นพบในประเทศไทยแล้ว ในขณะท่ีสกลุ Lentaria พบ 1 สปีชีส์ ท่ี
ยงัไมส่ามารถระบสุปีชีส์ได้และมีแนวโน้มเป็นสปีชีส์ใหมข่องโลกอีกด้วย  

ในประเทศไทยมีรายงานจ านวน Ramaria ท่ีพบแล้วเพียง 32 สปีชีส์ (ตาราง 1)(7-9,16-19) ซึ่งมี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาต่างจากตัวอย่างท่ีพบในการศึกษาครัง้นี ้ดังนัน้ R. conjunctipes var. 
tsugensis, R. aff. flava var. aurea, R. aff. rubribrunnescens และ R. aff. vinosimaculans จึงเป็น
รายงานแรกท่ีพบในประเทศไทย นอกจากนีย้งัมี Ramaria อีก 10 สปีชีส์ ท่ียงัไม่สามารถระบสุปีชีส์ได้ 
เน่ืองจากมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างจากข้อมูลของสปีชีส์ท่ีเคยมีรายงานมาก่อน ซึ่งใน
จ านวนนีมี้แนวโน้มท่ีจะเป็นสปีชีส์ใหม่ของโลกอย่างน้อย 2 สปีชีส์ ท่ีมีจ านวนและข้อมูลตัวอย่าง
สมบรูณ์ ได้แก่ Ramaria sp.2 (PKWS15-221 และ PKWS15-235) และ Ramaria sp.4 (PKWS14-25, 
PKWS14-28, PKWS14-31, PKWS14-39, PKWS15-208) ส่วนอีก 8 สปีชีส์  ท่ียังไม่สามารถระบุ       
สปีชีส์ได้นัน้ บางตวัอย่างมีจ านวนดอกเห็ดน้อย หรือไม่สมบูรณ์ หรือขาดข้อมูลทางสัณฐานวิทยา    
บางประการท่ีใช้ในการระบุสปีชีส์ หรือมีลักษณะก ่ากึ่งกับสปีชีส์ท่ีเคยมีรายงานมาก่อนมากกว่า          
1 สปีชีส์ ท าให้ยงัไม่สามารถระบุสปีชีส์ได้ชดัเจนว่าเป็นสปีชีส์ใหม่หรือไม่ ซึ่งต้องศกึษาเทียบเคียงกับ
ตัวอย่างต้นแบบแรก (holotype) ในหอพันธุ์ ไม้ (herbarium) รวมทัง้พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยล าดับ          
นิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างต้นแบบแรกกบัตวัอย่างท่ีศกึษา อยา่งไรก็ตามลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีใช้
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ในการระบุ สปีชีส์ของ Ramaria นัน้มีความส าคญัอย่างมาก ซึ่งส่วนใหญ่ข้อมูลท่ีใช้ เทียบเคียงและ
อ้างอิงมกัเป็นข้อมูลจากเอกสารหรือต าราจากการศึกษาตวัอย่างในต่างประเทศเน่ืองจากในประเทศ
ไทยมีข้อมลูจ ากดั ซึ่งอาจมีลกัษณะบางประการท่ีแตกตา่งกนัเน่ืองจาก สภาพภูมิอากาศ ลกัษณะของ
ดิน และชนิดของพืชอาศยัในกรณีท่ีด ารงชีวิตเป็นไมคอร์ไรซา ส าหรับประเทศไทยมีรายงานว่าพบการ
เจริญในป่าสน หรือสนผสมเต็งรังซึ่งมีการเจริญของพืชในวงศ์ยางและสน (8,19) นอกจากนีผ้ลการศกึษา
ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ LSU ของตวัอย่าง Ramaria ท่ีศกึษาจ านวน 25 ตวัอย่าง พบว่าไม่สามารถ
แยกความแตกต่างในระดับสปีชีส์ ท่ีใกล้เคียงกันได้ แต่สามารถแยกกลุ่มตาม subgenus คือ 
subgenus Lentoramaria, Laeticolora และ Ramaria ได้เน่ืองจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ LSU มี
ความแปรปรวนน้อยในระดบัสปีชีส์(25,26) และเหมาะส าหรับการจดักลุม่ในระดบัสกลุมากกว่าแตส่งัเกต
ได้ว่าตัวอย่างของ Ramaria ท่ีพบจากประเทศไทยนัน้แยกก่ิงความสัมพันธ์ออกจากตัวอย่างใน
ฐานข้อมลู GenBank ท่ีมาจากประเทศตา่งๆ ผลการทดลองนีส้อดคล้องกับการศกึษาของ Humpert, 
et al. (2001)(25) ท่ีศึกษาแผนภูมิวิวัฒนาการของเห็ดสกุล Ramaria และสกุลใกล้เคียง โดยใช้ล าดบั    
นิวคลีโอไทด์บริเวณ LSU และ mitochondrial small subunit ribosomal DNA พบว่าสปีชีส์ตา่งๆ ของ 
subgenus Ramaria รวมอยู่ใน clade เดียวกันและมีความสมัพนัธ์แบบ monophyletic เช่นเดียวกับ
การศกึษาของ Giachini, et al. (2010)(26) ในขณะท่ีผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของ 
Ramaria ท่ีศกึษาจ านวน 14 ตวัอย่าง พบว่ามีคา่ร้อยละความเหมือนของทกุตวัอย่างต ่ากว่า 97 (เป็น
คา่ท่ียอมรับว่าเป็นสปีชีส์เดียวกนั) คืออยู่ในช่วงร้อยละ 76-95 เน่ืองจากในฐานข้อมลู GenBank และ 
Unite ไม่มีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Ramaria จากประเทศไทยมาก่อน อย่างไรก็ตามแผนภูมิ
ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการแสดงการแยกก่ิงของ Ramaria spp. ท่ีไมส่ามารถระบสุปีชีส์ได้ออกจากส
ปีชีส์อ่ืนๆ ด้วยค่าpropability ท่ีสูง (0.99-1.00) ซึ่งสนับสนุนผลของลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ี
แตกตา่งกนัของแตล่ะสปีชีส์(25,26) 

ส่วน Phaeoclavulina เป็นสกุลท่ีแยกมาจาก Ramaria subgenus Echinoramaria มีการ
เจริญบนซากไม้ ดอกเห็ดมีสีหม่น แตป่ลายก่ิงมีสีสด เช่น สีเขียว ฟ้า ส้ม เป็นต้น ลกัษณะท่ีส าคญัของ
เห็ดสกุลนีคื้อลวดลายบนผิวสปอร์มีลักษณะคล้ายหนาม (spiny)(6)  ซึ่งต้องศึกษาภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์อิเล็กตรอน ในการศกึษาครัง้นีพ้บ 1 สปีชีส์ คือ P. cokeri (PKWS15-194) เคยมีรายงานแล้ว
จากอทุยานแหง่ชาตนิ า้หนาว จงัหวดัเพชรบรูณ์ (8,9) ซึง่ในประเทศไทยมีรายงานเพียง 2 สปีชีส์ ได้แก่ P. 
cokeri (R.H. Petersen) Giachini และ  P. cyanocephala (Berk. & M.A. Curtis) Giachini(8,9,16,17) 
แม้ว่าผลของการเทียบเคียงของล าดับนิวคลีโอไทด์ ITS มีค่าร้อยละความเหมือนเท่ากับ 89 กับ 
Ramaria sp. (Accession No. KP012956) อาจเน่ืองจากในฐานข้อมูลไม่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ ITS 
ของ P. cokeri  
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ในขณะท่ี Lentaria เป็นอีกสกลุหนึ่งท่ีจดัอยู่ในกลุ่มของเห็ดปะการัง ประกอบด้วย 17 สปีชีส์ 
ทั่วโลก(78) มีการเจริญบนซากไม้และผิวสปอร์เรียบ (6) ในประเทศไทยมีเพียงรายงานเดียวท่ีพบโดย      
วัชรพรรณ พลอามาตย์ (2554) ซึ่งไม่ได้ระบุสปีชีส์ ตัวอย่าง Lentaria sp. ท่ีรายงานมีขนาดสปอร์
เท่ากับ 13.0-16.0 x 4.0-5.0 ไมโครเมตร พบในโครงการพัฒนาป่าชุมชนบ้านอ่างเอ็ด (มูลนิธิชัย
พัฒนา) จังหวัดจันทบุรี (21) ส่วนตัวอย่าง Lentaria sp. (PKWS15-164) ท่ีพบในการศึกษาครัง้นี มี้
ลกัษณะและขนาดของสปอร์ใกล้เคียงกับ L. bambusina P.Zhang & Zuo H.Chen(74) แตต่า่งท่ีสีของ
ดอกเห็ด จ านวนสเตอริกมาท่ีพบ รวมทัง้ซิสทิเดีย  จึงยังไม่สามารถระบุสปีชีส์ได้ นอกจากนีผ้ลของ
ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS แสดงคา่ร้อยละความเหมือนสงูสดุกบั L. bambusina (Accession No. 
KU324496 และ KU870448) เท่ากับร้อยละ 93 ประกอบกับแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
แสดงการแยกก่ิงของ Lentaria sp. (PKWS15-164) ออกจาก Lentaria สปีชีส์อ่ืนๆ ด้วยคา่ความเช่ือมัน่
ท่ีสงู เป็นการยืนยนัว่า Lentaria sp. (PKWS15-164) นา่จะเป็นสปีชีส์ท่ีตา่งจากท่ีเคยมีรายงานมาก่อน
ซึ่งรายงานจากประเทศไทยเป็นครัง้แรก ข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ LSU และ ITS ของ 
Ramaria, Phaeoclavulina และ Lentaria ท่ีได้จากการศึกษาครัง้นี ้รวม 46 ข้อมูล (LSU 26 ข้อมูล 
และ ITS 20 ข้อมูล) เป็นการสร้างฐานข้อมูลของตัวอย่างเห็ดปะการังท่ีพบในประเทศไทย เพ่ือใช้
เทียบเคียงและเป็นแหลง่อ้างอิงในระดบัชาตแิละนานาชาตติอ่ไปในอนาคต  

จากการแยกเพาะเลีย้งเชือ้เห็ดปะการังบริสุทธ์ิบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีต่างกัน 3 ชนิด ได้แก่ 
Potato dextrose agar (PDA), Modified Norkarn’s C (MNC)(65) และ Czapek’s Dox agar(66)  พบวา่ 
ไมส่ามารถแยกเชือ้บริสทุธ์ิได้ในการศกึษาครัง้นี ้อาจเน่ืองมาจากเห็ดปะการังมีลกัษณะเป็นก่ิงก้านท่ีมี
ขนาดเล็ก เปราะ แตกหกัง่าย ท าให้แยกเนือ้เย่ือชัน้ในออกมาเพาะเลีย้งได้ยาก และเกิดการปนเปือ้น
จากราชนิดอ่ืนได้ง่ายเพราะเส้นใยของเห็ดเจริญช้า ท่ีส าคญัไม่พบการเจริญของเส้นใยราจากสปอร์ 
นอกจากนีอ้าจเน่ืองมาจากชนิดของอาหารท่ีเพาะเลีย้งซึ่งก่อนหน้านีมี้รายงานว่า R. botrytis สามารถ
แยกเพาะเลีย้งได้บนอาหาร DTM (ประกอบด้วย glucose 20 กรัม, starch 30 กรัม, yeast extract 4 
กรัม, soytone 2 กรัม, MgSO4 0.6 กรัม, FeCl2 0.2 มิลลิกรัม, pyridoxine 1 มิลลิกรัม, agar 15 กรัม 
ต่อปริมาตร 1 ลิตร, pH 5)(79) และมีรายงานอีกว่าการเพาะเลีย้งเห็ดบางชนิดท่ีสามารถผลิตสารหรือ
เอนไซม์ ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญนัน้ควรแยกเพาะเลีย้งโดยใช้อาหารเหลวก่อนในเบือ้งต้นซึ่งอาจ
ใช้กระดาษกรองท่ีปราศจากเชือ้ช่วยในการพยงุเนือ้เย่ือดอกเห็ดไมใ่ห้จมลงในอาหาร และเม่ือสารตา่งๆ 
ท่ีเห็ดผลิตออกมาในระยะแรกเจือจางในอาหารเหลวแล้ว จะท าให้เกิดการเจริญของเส้นใย  เม่ือเส้นใย
เห็ดเจริญจงึย้ายมาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งตอ่ไป(80)  

จากข้อมลูและชนิดของเห็ดได้คดัเลือกตวัแทนเห็ดปะการัง Ramaria, Phaeoclavulina และ 
Lentaria ท่ีมีจ านวนตวัอยา่งเพียงพอ 10 ตวัอยา่ง น ามาสกดัด้วยตวัท าละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 
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95 และตวัท าละลายเอทิลอะซิเตท พบว่าได้สารสกดัจากตวัท าละลายเอทานอล (0.097 – 0.501 กรัม
ตอ่กรัมน า้หนกัแห้ง) มากกว่าเอทิลอะซิเตท (0.013 – 0.135 กรัมตอ่กรัมน า้หนกัแห้ง) เม่ือค านวณต่อ
น า้หนกัแห้งของเห็ดเร่ิมต้นท่ีเท่ากนั ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจยัของ Liu, et al. (2013) ท่ีศกึษาสารสกัด
จากเห็ด R. flava ท่ีสกัดด้วยตวัท าละลายต่างๆ ได้แก่ เอทานอล, เอทิลอะซิเตท, ปิโตรเล่ียม  อีเทอร์,     
บิวทานอล และ น า้ พบว่าสารสกัดจากเอทานอลให้ปริมาณสารสูงท่ีสุด รองลงมาคือ บิวทานอล,        
ปิโตรเล่ียม อีเทอร์, น า้ และเอทิลอะซิเตท ตามล าดบั (1) ทัง้นีข้ึน้กบัความมีขัว้ของสารสกดัและสารจาก
เห็ดแต่ละชนิดท่ีสามารถละลายได้ในตวัท าละลายดงักล่าว สารสกัดเห็ดปะการังท่ีได้น าไปทดสอบ
คณุสมบตัิทางชีวภาพดงันี ้1) คณุสมบตัิในการยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์  2) คณุสมบตัิในการต้าน
อนมุลูอิสระ สารฟลาโวนอยด์ และสารประกอบฟีนอลทัง้หมด 3) คณุสมบตัใินการยบัยัง้การเจริญของ
เซลล์มะเร็ง  4) คุณสมบัติในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์  alpha-glucosidase และ alpha-
amylase และ 5) คณุสมบตัใินการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ HMG-CoA reductase 

คณุสมบตัขิองสารสกดัในการยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์จ านวน 4 สายพนัธุ์ ได้แก่ Bacillus 
subtilis ATCC6633, Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27813 และ 
Staphylococcus aureus ATCC25926 ด้วยวิธี agar well diffusion จากนัน้ค านวณหาค่า MIC และ 
MBC ด้วยวิธี MTT assay พบว่าสารสกดัจากเห็ด Ramaria ส่วนใหญ่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การ
เจริญของจลุินทรีย์ได้อย่างน้อย 1 สายพนัธุ์ ยกเว้นสารสกดัจาก R. aff. flava var. aurea (PKWS15-
173) ท่ีไม่สามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียทดสอบได้ อาจเน่ืองจากสารสกัดท่ีเตรียมได้ในการ
ทดลองนีมี้ความเข้มข้นต ่าท่ีสุดจึงไม่เพียงพอในการยับยัง้และฆ่าเชือ้แบคทีเรียทดสอบ จากผลการ
ทดลอง  S. aureus ถูกยับยั ง้ ไ ด้มาก ท่ีสุด  (MIC = 7.45 – 17.8 mg/mL) รองลงมา คือ  E. coli              
(MIC = 9.3 – 33.6 mg/mL), B. subtilis (MIC = 7.5 – 18.6 mg/mL) แ ล ะ  P. aeruginosa                  
(MIC = 7.5 -  17.8 mg/mL) นอกจากนีย้งัพบวา่สารสกดัจากเอทานอลสามารถยบัยัง้ได้ดีกว่าสารสกัด
จากเอทิลอะซิเตท อาจเน่ืองจากความเข้มข้นของสารสกัดท่ีได้จากเอทิลอะซิเตทมีปริมาณน้อยไม่
เพียงพอในการยบัยัง้ หรือชนิดของสารออกฤทธ์ิท่ีสามารถละลายได้ในเอทานอลมากกว่าเอทิลอะซิเตท 
หรือประสิทธิภาพการละลายของสารสกัดจากเอทิลอะซิเตทต ่า หรือไม่มีสารออกฤทธ์ิในสารสกัดท่ีได้ 
แม้วา่งานวิจยัของ Ramesh & Manohar (2010) ศกึษาสารสกดัจากเมทานอลของ R. formosa พบว่า
สามารถยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ทดสอบได้หลายชนิด รวมทัง้ S. aureus และ P. aeruginosa มี
ค่า MIC เท่ากับ 2 mg/mL และ 3 mg/mL ตามล าดับ (40) ส่วนงานวิจัยของ Centko, et al. (2012) 
รายงานว่าสารสกัดจากเอทานอลของ R. botrytis สามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย  P. 
multocida, S. agalactiae และ S. pyogenes ได้ และมีค่า MBC เท่ากับ 20, 20 และ 10  mg/mL 
ตามล าดบั(42) ส่วนสารสกดัเอทานอลจาก R. flava ท่ีรายงานโดย Liu, et al. (2013) ในการยบัยัง้การ
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เ จ ริญของ  S. aureus, B. subtilis และ  E. coli พบว่า มีค่า  MIC เท่ ากับ  6.25, 25, 100 mg/mL 
ตามล าดับ(1) ในขณะท่ี Han, et al. (2016) ทดสอบสารสกัดจากเห็ด R. botrytis ด้วยตวัท าละลาย      
4 ชนิด (อะซิโตน เอธิลอะซิเตท เอทานอล และ เมทานอล) และทดสอบคณุสมบตัใินการต้านการเจริญ
ของแบคทีเรียพบว่าสารสกดัด้วยเอธิลอะซิเตทสามารถต้านการเจริญของแบคทีเรียได้ 4 สายพนัธุ์ คือ 
Enterobacter cloacae, E. coli, P. aeruginosa และ S. aureus รองลงมาคือ เอทานอล เมทานอล 
และอะซิโตน(43) จากข้อมลูท่ีอ้างอิงข้างต้นแสดงให้เห็นว่าคณุสมบตัิของสารสกดัจาก Ramaria ในการ
ยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์นัน้ ขึน้อยูก่บัสายพนัธุ์เห็ดและชนิดของตวัท าละลายในการสกดั อยา่งไรก็
ตามในประเทศไทยยังไม่มีรายงานการศึกษาสารสกัดจากเห็ดปะการังในการยับยัง้การเจริญของ
จลุินทรีย์มาก่อน ข้อมลูท่ีได้นีจ้ึงเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการน าไปพฒันาขัน้ตอนการสกดัและการทดสอบ
ประสิทธิภาพตอ่ไป 

คุณสมบตัิของสารสกัดเอทานอลจากเห็ดปะการังในการต้านอนุมูลอิสระท่ีทดสอบในการ
ทดลองนีมี้ 3 หลกัการด้วยกนั คือ  

1) วิ ธี  DPPH และ ABTS radical scavenging activities เ ป็นหลักการทดสอบท่ีวัด

ความสามารถของสารสกดัในการยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของสารอนมุลูอิสระของ DPPH•+ 

และ ABTS•+ โดยการให้อิเล็กตรอนเพ่ือยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาต่อเน่ือง วิธีนีเ้ป็นท่ียอมรับและนิยมใช้
ในเกือบทกุการทดสอบสารต้านอนมุลูอิสระ ผลการทดสอบด้วยวิธี DPPH ของสารสกดัเห็ดปะการังมี
ค่า IC50 อยู่ในช่วง 0.009±0.001- 1.043±0.005 mg/mL ส่วนการทดสอบด้วย ABTS มีค่า IC50 อยู่
ในช่วง 0.069±0.003- 6.001±0.060 mg/mL ซึ่งพบว่าสารสกัดจากตวัอย่าง Lentaria sp. (PKWS15-
164) มีค่า IC50 ต ่าท่ีสุด และมีค่าไม่ต่างจาก positive control (BHT และ trolox) อย่างมีนัยส าคัญ  
ทางสถิติ ในงานวิจัยของ Liu, et al. (2013) ในการทดสอบสารต้านอนุมูลอิสระของ R. flava ท่ีสกัด
ด้วยเอทานอลโดยวิธี DPPH พบว่ามีค่า IC50 เท่ากับ 0.034±0.003 mg/mL(1) ซึ่งอยู่ในช่วงเดียวกับ
ตวัอยา่งท่ีศกึษา และการศกึษาของ Aprotosoaie, et al. (2017) ในการทดสอบสารสกดัเอทานอลของ 
R. largentii ด้วยวิธี ABTS พบว่ามีคา่ IC50 เท่ากบั 0.0643±0.002 mg/mL(5) แม้ว่าการศกึษาสารต้าน
อนมุลูอิสระจากเห็ดปะการังมีไม่มากนัน้ แตผ่ลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าเห็ดกลุ่มนีมี้แนวโน้มในการ
เป็นสารต้านอนมุลูอิสระท่ีดีได้  

2) วิธี Ferrous ion chelating assay (หรือ chelating activity) อาศยัหลกัการในการเป็น
สารยับยัง้การแย่งจับอิเล็กตรอนของโลหะเหล็ก เน่ืองจาก ferrous ions ในปฏิกิริยาท าให้เกิด       
อนุมูลอิสระของไฮดรอกซิล (OH) ซึ่งเป็นสารตวักลางของไฮดรอกไซด์ ไอออน สามารถเกิดปฏิกิริยา           
ออกซิเดชัน่กบัดีเอ็นเอท าให้เกิดมิวเตชัน่ของยีน (gene mutation) ได้ดงันัน้การแย่งจบัอิเล็กตรอนของ
โลหะ ferrous ions จึงมีบทบาทส าคญัในการลดการเกิดอนมุลูอิสระของไฮดรอกซิล (81)  ในการทดลอง
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นีจ้ึงเป็นการศึกษาคณุสมบตัิของสารสกดัในการเป็น metal chelator เพ่ือยบัยัง้การเกิดสารประกอบ
เชิงซ้อนของ ferrous ion-ferrozine(82)  เม่ือเทียบกับ positive control (EDTA) พบว่าสารสกัดของ 
Lentaria sp. (PKWS15-164), P. cokeri (PKWS15-194) R. aff. vinosimaculans (PKWS15-74) มี
คา่ IC50 ไม่ตา่งจาก positive control อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ผลการทดสอบของสารสกดัเอทานอล
จาก R. largentii ด้วยวิ ธี  Ferrous ion chelating assay มีค่า IC50 เท่ากับ 2.497±0.006 mg/mL(5) 
ในขณะท่ีสารสกัดเมทานอลจาก R. flava มีค่า IC50 เท่ากับ 20 mg/mL(38) นอกจากนีง้านวิจัยของ 
Khatua, et al. (2015) ท่ีสกดัสารจากเห็ด R. aurea ด้วยสารละลายโพลีฟีนอล พบวา่มีคา่ IC50 เทา่กบั 
0.95 mg/mL(83) เป็นต้น จากผลการทดสอบท่ีได้นีแ้สดงให้เห็นว่าสารสกัดจากเห็ดปะการังมี
ประสิทธิภาพท่ีดีในการเป็น metal chelator  

3) การวดัปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมดด้วยวิธี Folin-Ciocalteu’s method เป็นการ
วัดทางอ้อม เน่ืองจากสารประกอบฟีนอลบางชนิดมีคุณสมบตัิในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น  
ฟลาโวนอยด์ และ ฟีนอลลิก แอซิด ผลของปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมดจากสารสกดัเห็ดปะการัง
มีค่าอยู่ในช่วง 5.756±0.247 ถึง 461.955±8.783 g GAE/g extract ซึ่งตัวอย่างท่ีมีค่าสูงท่ีสุดคือ 
Lentaria sp. (PKWS15-164), P. cokeri (PKWS15-194) แล Ramaria sp.3 (PKWS14-02) ตามล าดบั 
ในงานวิจัยของ Gursoy, et al. (2010) วัดปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมดของ R. flava, 
Rhizopogon roseolus และ Russula delica ท่ีสกัดด้วยเมทานอลพบว่า R. flava มีปริมาณสูงท่ีสุด
เท่ากับ 10.51 ug GAE/mg extract(38) ในขณะท่ี Liu, et al. (2013) รายงานปริมาณสารประกอบ        
ฟีนอลทัง้หมดของ R. flava จากการสกัดด้วยตวัท าละลายต่างๆ พบว่าสารสกัดด้วยเอทานอลมีค่า
เทา่กบั 12.95±0.41 mg GAE/g dry weight(1) เม่ือศกึษาความสมัพนัธ์ของปริมาณสารประกอบฟีนอล
ทัง้หมดกบัประสิทธิภาพในการต้านอนมุลูอิสระพบว่ามีความสมัพนัธ์กันคือตวัอย่างท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการต้านอนมุลูอิสระสงู (มีคา่ IC50 ต ่า) จะมีปริมาณสารประกอบฟีนอลท่ีสงูด้วย ผลแสดงโดยกราฟ
ความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมดกบัประสิทธิภาพในการต้านอนมุลูอิสระท่ีวดั
ด้วยวิธี DPPH (r2 = 0.98), ABTS (r2 = 0.94) และ Ferrous ion chelating assay (r2 = 0.63) สอดคล้อง
กบังานวิจยั Vamanu; & Nita (2013) ท่ีศกึษาความสมัพนัธ์ของปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมดกับ
สารต้านอนุมูลอิสระพบว่ามีความสมัพันธ์ไปในทางเดียวกัน เช่น การศึกษากราฟความสมัพนัธ์ของ
สารประกอบฟีนอลทัง้หมดกับสารต้านอนมุูลอิสระของสารสกัดเห็ด Boletus edulis ด้วยวิธี ABTS มี
คา่ r2 เทา่กบั 0.86 เม่ือสกดัด้วยเมทานอล และ r2 เทา่กบั 0.94 เม่ือสกดัด้วยเอทานอล(84)  

ส่วนผลการวัดปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทัง้หมดของสารสกัดเห็ดปะการังใน
การศึกษาครัง้นีพ้บว่ามีค่าอยู่ในช่วง 53.049±1.694 ถึง 3,909.517±58.556 g QE/g extract ซึ่ง
ตัวอย่างท่ีมีค่าสูงท่ีสุดคือ Lentaria sp. (PKWS15-164), P. cokeri (PKWS15-194) และ Ramaria 
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sp.3 (PKWS14-02) ตามล าดบั สอดคล้องกับปริมาณสารประกอบฟีนอลทัง้หมด ผลการวดัปริมาณ  
ฟลาโวนอยด์ท่ีได้มีค่าค่อนข้างสูง เม่ือเทียบกับสารสกัดด้วยเมทานอลของ R. flava พบว่ามีปริมาณ
เท่ากับ 500 mg QE/mg extract(38) ส่วนการศึกษาสารสกัดจาก R. subalpine โดย Acharya, et al. 
(2017) พบว่ามีปริมาณสารฟลาโวนอยด์เท่ากับ 2,500±0.500 mg QE/mg extract นอกจากนีย้งัพบ 
เบ ต้าแคโร ทีน  (0.0239±0.002 µg/mg extract), ไล โคปีน  (0.0122±0.002 µg/mg extract) และ 
แอสคอร์บิก แอซิด (0.083±0.007 µg/mg extract)(4) สารประกอบฟลาโวนอยด์มีคุณสมบตัิเป็นสาร
ต้านอนมุลูอิสระ ช่วยลดระดบัคลอเลสเตอรอลในเลือด ยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ และช่วยปอ้งกนั
การเกิดมะเร็ง(85)  

คณุสมบตัิในการต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งของสารสกัดเห็ดปะการังจ านวน 3 ตวัอย่าง 
( R. aff. vinosimaculans (PKWS15-109), Ramaria sp.1 (PKWS15-95) แ ล ะ  Lentaria sp. 
(PKWS15-164) ท่ีสกัดด้วยเอทานอลและเอทิลอะซิเตท ซึ่งคดัเลือกไปทดสอบกับเซลล์มะเร็ง 3 ชนิด 
ได้แก่ มะเร็งเต้านม (MCF7-breast cancer) มะเร็งช่องปาก (KB-Oral cavity cancer) และ มะเร็ง
ปอด (NCI-H187-small cell lung cancer) ในเบือ้งต้นพบวา่ไม่สามารถยบัยัง้ได้ แม้วา่ในงานวิจยัของ 
Liu, et al. 2013 รายงานว่าสารสกัดเอทานอลจาก R. flava มีฤทธ์ิในการยับยัง้เซลล์มะเร็งเต้านม 
MDA-MB-231  (IC50 = 66.54 µg/mL) รองลงมาคือเซลล์มะเร็งปอด NCI-H520 (IC50 = 134.44 
µg/mL)  และเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร BGC-803 (IC50 = 743.99 µg/mL) เม่ือทดสอบด้วยวิธี MTT 
assay(1) ส่วนสารสกัดจาก R. flava โดย Sadi, et al. (2016) พบว่าสามารถยับยัง้เซลล์มะเร็งตับ 
HepG2 ได้ (48) รวมทัง้สารสกัดจาก R. botrytis คือ ubiquitin-like antitumor protein (RBUP) ซึ่งมี
ความเป็นพิษกบัเซลล์มะเร็งพบว่าสามารถต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งปอด A549 ได้ดี(49) อย่างไรก็
ตามจากตวัอยา่งท่ีศกึษาในการทดลองนีไ้มพ่บฤทธ์ิดงักลา่ว อาจเน่ืองจากสารท่ีสกดัได้ไมมี่ฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้เซลล์มะเร็งทดสอบ หรือมีปริมาณน้อยจนไมส่ามารถยบัยัง้ได้ 

คุณสมบัติในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์  alpha-glucosidase และ alpha-amylase 
ของสารสกัดเอทานอลจากเห็ดปะการังพบว่ามีสารสกัดจากเห็ดเพียง 3 ชนิด ท่ีสามารถยับยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ alpha-glucosidase ได้ โดยเฉพาะ Ramaria sp.10 (PKWS15-181) (IC50 = 0.22 
±0.026 mg/mL) รองลงมา คือ  Phaeoclavulina cokeri (PKWS15-194)  (IC50 = 12.91 ±0.111 
mg/mL) ซึ่งมีประสิทธิภาพดีกว่ายา acarbose (IC50 = 33.78 ±0.523 mg/mL) อย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิในขณะท่ีไมมี่สารสกดัจากเห็ดชนิดใดท่ีสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ alpha-amylase ได้ 
สว่นยา acarbose สามารถยบัยัง้ได้ดีมีคา่ IC50 = 3.51 ±0.018 mg/mL รายงานสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้
การท างานของเอนไซม์ alpha-glucosidase และ alpha-amylase จากเห็ด Ramaria นัน้มีจ านวนน้อย 
ตัวอย่าง เช่นสารสกัด เอทานอลของ  R. largentii สามารถยับยั ง้ การท างานของ เอนไซ ม์                     
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alpha-glucosidase ได้ มีค่า IC50 = 8.6±0.1 µg/mL (acarbose มีค่า IC50 = 72.2±0.3 µg/mL) (84) 
นอกจากนีมี้รายงานว่าสารสกดัจากเห็ดกินได้ Hericium erinaceus มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์ alpha-glucosidase ซึ่งพบว่าเป็นสารในกลุ่มพอลิแซคคาไรด์(87) Xu, et al. (2010) ได้ศึกษา
สารสกดัพอลิแซคคาไรด์ จากเห็ด Inonotus obliquus  ในหนท่ีูเป็นโรคเบาหวานโดยให้หนกิูนสารสกัด
ปริมาณ 150 และ 300 mg/kg ของน า้หนกัตวั พบวา่สามารถลดระดบัน า้ตาลในเลือดได้ร้อยละ 16.64 
และร้อยละ 20.09 (ในวนัท่ี 7) และร้อยละ 29.71 และร้อยละ 36.36 (ในวนัท่ี 21) ตามล าดบั(52)  อยา่งไร
ก็ตามคุณสมบัติของสารสกัดจากเห็ดปะกา รัง ท่ีสามารถยับยั ง้การท างานของเอนไซม์                      
alpha-glucosidase ได้นีมี้แนวโน้มท่ีดีในการพัฒนาต่อยอดเพ่ือใช้ในการรักษาโรคระดับน า้ตาล        
ในเลือดสูงได้ เน่ืองจากเอนไซม์ชนิดนีเ้ป็นเอนไซม์ส าคญัในกระบวนการเมแทบอลิซึ่มท่ีสามารถย่อย 
โอลิโกแซคคาไรด์เปล่ียนเป็นน า้ตาลกลูโคสดงันัน้การยับยัง้หรือการชะลอการท างานของเอนไซม์
ดงักลา่วจงึสามารถชว่ยลดหรือชะลอการเพิ่มขึน้ของปริมาณน า้ตาลในเลือดได้(50)   

คุณสมบัติในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ HMG-CoA reductase ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ี
ส าคญัในกระบวนการสงัเคราะห์คอเลสเตอรอล ผลการทดสอบพบว่าสารสกดัส่วนใหญ่สามารถยบัยัง้
การท างานของเอนไซม์ได้ มีค่าร้อยละของการยับยัง้ (%inhibition rate) อยู่ในช่วง 13.13 – 97.98 
ตัวอย่างท่ีมีอัตราการยับยัง้สูงท่ีสุด ได้แก่  P. cokeri (PKWS15-194) รองลงมาคือ Ramaria sp.2 
(PKWS15-221) และ Lentaria sp. (PKWS15-164) ซึ่งมีค่าเท่ากับร้อยละ 97.98, 85.86 และ 72.73 
ตามล าดับ ท่ีส าคัญสารสกัดจาก P. cokeri (PKWS15-194) มีอัตราการยับยัง้เอนไซม์ท่ีสูงกว่า 
positive control ชนิด pravastatin อีกด้วย แม้ว่าก่อนหน้านีมี้รายงานว่าสารสกัดจากเห็ด Pleurotus 
sapidus, P. saca และ P. ostreatus ท่ีสามารถผลิตสาร mevinolin มีฤทธ์ิยับยัง้การท างานของ
เอนไซม์ HMG-CoA reductase ได้และเม่ือน าไปทดสอบกับหนูทดลองก็พบว่าสามารถลดระดับ
คอเลสเตอรอลได้ดี(86) อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ชนิดนีจ้ากสาร
สกดัเห็ดปะการัง Ramaria, Phaeoclavulina และ Lentaria มาก่อน ซึ่งการยบัยัง้เอนไซม์ HMG-CoA 
reductase จะช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลได้ เช่นเดียวกับการท างานของยาในกลุ่ม statins เช่น 
pravastatin, lovastatin และ simvastatin เป็นต้น  

การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลของสารสกดัเอทานอลจากเห็ดปะการังด้วยวิธี LC-ESI-MS 
โดยการแยกสารสกัดเบือ้งต้นด้วยเทคนิค HPLC จากนัน้วิเคราะห์มวลโมเลกุลของสารท่ีแยกได้ด้วย
เทคนิค ESI-MS โดยสารสกัดท่ีแยกผ่านคอลัมน์ HPLC แล้วจะท าให้สารเกิดการแตกตวัเป็นไอออน 
(electrospray ionization, ESI) และวดัค่ามวลต่อประจุ (m/z) ซึ่งในการศึกษาครัง้นีก้ าหนดให้สแกน
หามวลโมเลกลุของสารท่ีมีขนาดระหว่าง 100-800 m/z แล้วเทียบคา่กบัฐานข้อมลู massbank พบว่า
สารสกดัเห็ดปะการังท่ีทดสอบทกุตวัอยา่งพบพีคของสารท่ีมีมวลโมเลกลุเทา่กบั 416 – 416.1 m/z เม่ือ
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เทียบกับฐานข้อมูล massbank พบว่ามีมวลโมเลกุลใกล้เคียงกับสาร puerarin (416.1036) ซึ่งมี
รายงานว่ามีฤทธ์ิทางยาช่วยในการเพิ่มการไหลเวียนของหลอดเลือดหวัใจ ลดการก่อตวัของลิ่มเลือด 
และสาร ramipril (416) ซึ่งมีรายงานว่าเป็นกลุ่มยาใช้ในการรักษาโรคความดนัโลหิตสงู นอกจากนีย้งั
พบพีคของสารท่ีมีมวลโมเลกุลต่างๆ แตกต่างกันในแต่ละชนิดของสารสกัดเม่ือเทียบกับฐานข้อมูล 
massbank พบว่าใกล้เคียงกับสารต่างๆ ดังนี ้caffeic acid (180-180.1), dimethyluric acid (195), 
phenoxybenzoic acid (213.9-214), coumaric acid (146), methoxylcinamic acid (176.8-176.9), 
synaptic acid (222), protpchatechuic acid (152.9-153), 4,6-dimethyl-3(4’-hydroxyphenyl) 
coumarin (265) และ epichatechin (290) ซึ่งสารเหล่านีมี้คุณสมบตัิเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ต้าน
การอักเสบ ชะลอวัย และต้านมะเร็ง (88) นอกจากนีย้ังพบพีคท่ีมีมวลโมเลกุลตรงกับสาร riboflavin 
(225.2) หรือ วิตามิน B2 และ fusarenone (354.9) ซึ่งมีรายงานว่าเป็นสารทุติยภูมิท่ีพบในราอีกด้วย 
อย่างไรก็ตามผลท่ีได้เป็นการเทียบเคียงกบัฐานข้อมลู massbank เท่านัน้ซึ่งต้องวิเคราะห์เปรียบเทียบ
กับสารบริสุทธ์ิ หรือท าการแยกสารให้บริสุทธ์ิแล้ววิเคราะห์จึงจะยืนยนัผลได้อย่างถูกต้องแท้จริง แต่
อย่างไรก็ตามสารสกัดท่ีวิเคราะห์พบสารประกอบฟีนอลจ านวนมากท่ีมีแนวโน้มเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระท่ีดีและ/หรือสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีนา่สนใจอีกด้วย 

ดงันัน้จงึได้น าสารสกดัจากเห็ดปะการังมาวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลลิก แอซิด บางชนิดท่ีมี
คุณสมบตัิเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยเทียบกับสารมาตรฐาน 7 ชนิด ได้แก่ gallic acid, salicylic 
acid, valnilic acid, syringic acid, valnilin, coumaric acid และ  benzoic acid ด้วยเคร่ือง MRM-
MS/MS พบว่าสารสกัดทุกตวัอย่างตรวจพบสารมาตรฐานทัง้ 7 ชนิด ในปริมาณท่ีแตกต่างกัน และ
ผลรวมของสาร ฟีนอลลิก แอซิด ท่ีตรวจวดัได้พบวา่สารสกดัจาก P. cokeri (PKWS15-194) มีปริมาณ
สงูท่ีสดุ รองลงมาคือ Lentaria sp. (PKWS15-164) และ Ramaria sp.10 (PKWS15-181) สอดคล้อง
กบัผลการวดัสารต้านอนมุลูอิสระ สารฟลาโวนอยด์ และสารประกอบฟีนอลทัง้หมด ในการทดลองก่อน
หน้านีเ้คยมีรายงานการศกึษาสารประกอบฟีนอลจากสารสกดัจากเห็ดกินได้ 4 ชนิด ได้แก่ Phlebopus 
portentosus, Rugiboletus extremiorientalis, Russula emetic, Russula sp. ด้ วย เทคนิค  HPLC 
เทียบกบัสารมาตรฐานและวดัท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร พบสาร gallic acid, protocatechuic 
acid, catechin, vanillic acid, syringic acid, rutin, sinapic acid, ferulic acid, m-coumaric acid, 
rosmarinic acid, quercetin และ  apigenin ในสารสกัด เห็ดแต่ละชนิดแตกต่างกันขึ น้อยู่ กับ             
สายพนัธุ์ (39) นอกจากนีง้านวิจยัของ Nowacka, et al. (2015) ศึกษาสารประกอบฟีนอลจากสารสกัด
เห็ดจ านวน 31 ชนิด ด้วยวิธี LC-ESI-MS เทียบกบัสารมาตรฐานพบสาร gallic acid, protocatechuic 
acid, gentisic acid, 4-OH-benzoic acid, vanillic acid, caffeic acid, syringic acid, coumaric 
acid, ferulic acid, salicylic acid, veratric acid, synaptic acid, 3-OH-cinnamic acid แ ล ะ 
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rosmarinic acid(89) ซึ่งบางชนิดสอดคล้องกับการศึกษาในครัง้นี ้และเม่ือไม่นานมานี ้Yahia, et al. 
(2017) ได้ศึกษาสารสกัดจากเห็ดป่ากินได้ในประเทศแมกซิโก รวมทัง้ R. flava ด้วยวิธี LC-ESI-MS 
พบสาร  caffeic acid, malic acid, protocatechuic acid derivative, shikimic acid, vanillic acid 
desoxyhexoside, catequin hexosemalonate-carboxyl, sinapic acid และ isoramnethin  ซึ่งส่วน
ใหญ่เป็นสารฟีนอลลิก แอซิด เชน่กนั(77)  

ผลท่ีได้จากงานวิจัยนีน้อกจากจะได้ฐานข้อมูลของเห็ดปะการังชนิดต่างๆ ท่ีเพิ่มขึน้ใน
ประเทศไทยแล้ว ยงัได้ฐานข้อมลูของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS และ LSU เพ่ือใช้ในการระบุสปีชีส์
ท่ีสามารถใช้เทียบเคียงและอ้างอิงของสายพนัธุ์ ท่ีพบในประเทศ รวมทัง้ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ
ของชนิดเห็ดท่ีพบในประเทศไทยกับต่างประเทศ ซึ่งในการศึกษาครัง้นีพ้บ Ramaria ท่ีคาดว่าจะเป็น
ชนิดใหมข่องโลกอย่างน้อย 2 สปีชีส์และ Lentaria 1 สปีชีส์นอกจากนีส้ารสกดัจากตวัแทนเห็ดปะการัง
ท่ีศกึษายงัมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีน่าสนใจได้แก่ สารต้านการเจริญของจลุินทรีย์ สารต้านอนมุลูอิสระ สาร 
ฟลาโวนอยด์ สารประกอบฟีนอล สารยับยัง้การท างานของเอนไซม์ alpha-glucosidase และ      
HMG-CoA reductase อีกด้วย 
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สารเคมีและบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 
1. 0.5X Tris borate (TBE) buffer 

Tris borate buffer (TBE)  50 มิลลิลิตร 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 950 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำย TBE ละลำยหมดแล้วบรรจขุวด 

 
2. 1% Agarose 

Agarose 1 กรัม 
0.5X Tris borate (TBE) buffer 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัแล้วให้ควำมร้อนจนผง agarose ละลำย 

 
3. 10% KOH 

Potassium hydroxide (KOH) 10 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 

 
4. 10% KI 

Potassium iodide (KI) 10 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 

 
5. 0.1% Phosphoric acid 

Phosphoric acid 1 มิลลิลิตร 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
น ำมำผสมกันจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกันแล้วกรองด้วยกระดำษกรอง Whatman® No.1  
จำกนัน้บรรจใุสข่วด 

 



 
6. 0.14 M Potassium persulfate 

Potassium persulfate (K2S2O8) 0.1892 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 5 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวดสีชำ 

 
7. 0.1 M Calcium chloride 

Calcium chloride (CaCl2) 11.1 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วนึง่ฆำ่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส 
ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้บรรจขุวดแล้วเก็บไว้ในท่ีอณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส 
 

8. 0.1 M Calcium chloride + 15% glycerol 
Calcium chloride (CaCl2) 11.1 กรัม 
Glycerol 15 มิลลิลิตร 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
สำรละลำยนีจ้ะแบง่กำรเตรียมออกเป็น 2 สว่น คือ 1. กำรเตรียมสว่นของ glycerol เข้มข้น  
ร้อยละ 30 โดยเตมิ glycerol ปริมำตร 15 มิลลิลิตร ในน ำ้กลัน่ 35 มิลลิลิตร 2. กำรเตรียม
 calcium chloride เข้มข้น 0.2 โมลำร์ โดยเตมิ calcium chloride 11.1 กรัม ในน ำ้กลัน่ 50 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกนั จำกนัน้เทสว่นผสมท่ี 1 และ 2 เข้ำด้วยกนั น ำมำผสมกนัจนเป็นเนือ้
เดียวกนัแล้วนึง่ฆำ่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้
บรรจขุวดแล้วเก็บไว้ในท่ีอณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส 

 
9. 1:10 Folin-ciocalteu reagent 

Folin-ciocalteu reagent 10 มิลลิลิตร 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจภุำชนะทบึแสง 

 
10. 0.7 M Na2CO3 

Na2CO3 75 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 



น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 
 
11. 1:10 AlCl3 (w/v) 

AlCl3 1 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกันจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกันภำยในตู้ดดูควนั เน่ืองจำกสำร AlCl3 มีน ำ้หนกั
เบำ สำมำรถลอยฟุ้งออกมำจำกขวดได้ และเม่ือผสมกับน ำ้แล้วสำรจะเกิดควำมร้อนสูงและ
เดือดได้ 

 
12. 1 M NaOH 

NaOH 4 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 

 
13. 5 mM p-Nitrophenyl-alpha-D-glucopyranoside (PNPG) 

PNPG 0.0603 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวดสีชำ 
 

14. 2% Hexadecetyl trimethylammonium bromide (CTAB) 
CTAB 4 กรัม 
1 mM Tris (pH 8) 20 มิลลิลิตร 
0.25 mM EDTA 16 มิลลิลิตร 
NaCl 16.4 กรัม 
polyvinylpyrrolidone (PVP) 4 กรัม 
Beta-mercaptoethanol 20 ไมโครลิตร 

 ในกำรใช้งำนจงึจะเตมิ Beta-mercaptoethanol  
 
15. 7 mM 2,2´-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) 

solution 
ABTS 0.0192 มิลลิกรัม 



140 mM Potassium persulfate 88 ไมโครลิตร 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 5 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกันในขวดท่ีมีกำรห่อด้วยกระดำษฟอยล์ จำกนัน้บ่มท่ี
อุณหภูมิห้องนำน 12-16 ชัว่โมง น ำมำตรวจค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 734 นำโน-
เมตร ด้วยเคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร์ โดยปรับให้มีค่ำกำรดูดกลืนแสงเท่ำกับ 0.7 ก่อนน ำไป
ทดสอบ 

 
16. 0.2 mM 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) solution 

DPPH 7.9 มิลลิกรัม 
Methanol ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัและเก็บไว้ในขวดท่ีมีกำรหอ่ด้วยกระดำษฟอยล์ 

 
17. Acetonitrile 

Acetonitrile 1 ลิตร 
Phosphoric acid 1 มิลลิลิตร 

 น ำมำผสมกันจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกันแล้วกรองด้วยแผ่นกรองเมมเบรนเซลลูโลส         
อะซิเตท (cellulose acetate filter) จำกนัน้บรรจใุสข่วด 

 
18. Melzer’s reagent 

Iodine 1.5 กรัม 
Potassium iodide 5 กรัม 
Chloral hydrate 100 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำสว่นผสมไปให้ควำมร้อนโดยห้ำมเดือด จนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวดสีชำ 

 
19. 0.71 mM Gallic acid 

Gallic acid 2.4 มิลลิกรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 20 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 
 

  



20. 2 mM Ferrous chloride 
Ferrous chloride (FeCl2) 25 มิลลิกรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 
 

21. 5 mM Ferrozine 
Ferrozine 93 มิลลิกรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 
 

22. 1% Soluble starch 
soluble starch 1 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกันและน ำไปให้ควำมร้อนโดยเคร่ืองไมโครเวฟ จนกว่ำน ำ้แป้งจะมีลักษณะใสหรือ
จนกวำ่สำรละลำยเป็นเนือ้เดียว รอให้เย็นตวัแล้วบรรจขุวด 

 
23. 1 M Sodium phosphate buffer pH 6.9 

Na2HPO4 54.0 กรัม 
NaH2PO4 77.9 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
อตัรำสว่นนีเ้ป็นอตัรำส่วนท่ีท ำให้ 1 M Sodium phosphate buffer มีคำ่ pH 6.9 จำกนัน้ผสม
ให้เข้ำกนั สำมำรถใช้ได้โดยไมต้่องนึง่ฆำ่เชือ้ด้วยควำมดนั 
 

24. 0.1 M Sodium phosphate buffer pH 6.9 
Na2HPO4 5.40 กรัม 
NaH2PO4 7.79 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
อัตรำส่วนนีเ้ป็นอัตรำส่วนท่ีท ำให้ 0.1 M Sodium phosphate buffer มีค่ำ pH 6.9 จำกนัน้
ผสมให้เข้ำกนั สำมำรถใช้ได้โดยไมต้่องนึง่ฆำ่เชือ้ด้วยควำมดนั 
 

  



25. 20 mM Sodium phosphate buffer pH 6.9 in 6mM NaCl 
Na2HPO4 5.40 กรัม 
NaH2PO4 7.79 กรัม 
NaCl 0.35 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
อัตรำส่วนนีเ้ป็นอัตรำส่วนท่ีท ำให้ 1 mM Sodium phosphate buffer มีค่ำ pH 6.9 จำกนัน้
ผสมให้เข้ำกนั สำมำรถใช้ได้โดยไม่ต้องนึง่ฆ่ำเชือ้ด้วยควำมดนั เน่ืองจำกสำรมีควำมเข้มข้นต ่ำ
จึงต้องท ำกำรเจือจำง buffer จำกสต็อกท่ีมีควำมเข้มข้นสงู โดยใช้น ำ้กลัน่ 800 มิลลิลิตร และ 
buffer 200 มิลลิลิตร และจำกนัน้จงึท ำกำรเตมิเกลือ NaCl เป็นขัน้ตอนสดุท้ำย 

  
26. 0.04 mM Quercetin 

Quercetin 2.4 มิลลิกรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 20 มิลลิลิตร 

 น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 
 
27. 0.1 g/ mL Streptomycin solution 

Streptomycin 1 กรัม 

น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วกรองด้วย 0.22 µm filter 

 
28. Dinitrosalicylic acid reagent 

Dinitrosalicylate salt 5 กรัม 
NaOH 8 กรัม 
Sodium potassium tartrate 150 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 500 มิลลิลิตร 
ท ำกำรละลำย Dinitrosalicylate salt ใน 2M NaOH (8 กรัม ) ปริมำตร 100 มิลลิลิตร ท่ี
อุณหภูมิ 80-90 องศำเซลเซียส จำกนัน้ เติมสำรละลำย Sodium potassium tartrate (150 
กรัม ละลำยในน ำ้กลั่น 250 มิลลิลิตร) ในขณะท่ีสำรละลำยยังร้อน จำกนัน้ปรับปริมำตรให้
ครบ 500 มิลลิลิตร บรรจุขวดสีชำหรือขวดท่ีมีกำรห่อฟอยด์เพ่ือป้องกันแสง เก็บไว้ท่ี  
อณุหภมูิห้อง 
 



29. 10 mM Trolox 
Trolox 0.014 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 

 
30. 0.12 mM 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT)  

MTT 10 มิลลิกรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 2 มิลลิลิตร 

 น ำมำผสมกนัจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกนัแล้วบรรจขุวด 
 
31. น า้กล่ันส าหรับ HPLC 

น ำ้กลัน่ 1 ลิตร 
Phosphoric acid 0.1 มิลลิลิตร 
น ำมำผสมกันจนสำรละลำยเป็นเนือ้เดียวกัน ปรับปริมำตรให้เท่ำกับ 10 ลิตร แล้วกรองด้วย
แผน่กรองเมมเบรนเซลลโูลสอะซิเตท จำกนัน้บรรจใุสข่วด 
 

32. 10 mg/L Benzoic acid  
Benzoic acid 0.01 มิลลิกรัม 
เอทำนอล ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 

 กรองด้วย PTPE syringe filter แล้วบรรจขุวดสีชำ 
 

33. 10 mg/L Coumaric acid  
Coumaric acid 0.01 มิลลิกรัม 
เอทำนอล ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 

 กรองด้วย PTPE syringe filter แล้วบรรจขุวดสีชำ 
 

34. 10 mg/L gallic acid 
Gallic acid 0.01 มิลลิกรัม 
เอทำนอล ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 

 กรองด้วย PTPE syringe filter แล้วบรรจขุวดสีชำ 
 



35. 10 mg/L salicylic acid 
Salicylic acid 0.01 มิลลิกรัม 
เอทำนอล ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 

 กรองด้วย PTPE syringe filter แล้วบรรจขุวดสีชำ 
 

36. 10 mg/L syringic acid 
Syringic acid 0.01 มิลลิกรัม 
เอทำนอล ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 

 กรองด้วย PTPE syringe filter แล้วบรรจขุวดสีชำ 
 

37. 10 mg/L vanillic acid 
Vanillic acid 0.01 มิลลิกรัม 
เอทำนอล ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 

 กรองด้วย PTPE syringe filter แล้วบรรจขุวดสีชำ 
 

38. 10 mg/L vanillin 
Vanillin 0.01 มิลลิกรัม 
เอทำนอล 10 มิลลิลิตร 

 กรองด้วย PTPE syringe filter แล้วบรรจขุวดสีชำ 
 

39. Solution I 
Glucose  90.2 มิลลิกรัม 
Tris-HCL 30.25 มิลลิกรัม 
EDTA 29.2 มิลลิกรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 

 น ำส่วนผสมละลำยเนือ้เดียวกนั ปรับปริมำตรให้เท่ำกบั 10 มิลลิลิตร แล้วนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 
121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิว้ และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
จนกวำ่จะใช้งำน 

 
  



40. Solution II 
NaOH 8 มิลลิกรัม 
SDS 2 มิลลิลิตร 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 10 มิลลิลิตร 

 น ำส่วน แยกเป็น 2 ส่วน โดยละลำยสำรในน ำ้กลัน่อย่ำงละ 5 มิลลิลิตร ละลำยเนือ้เดียวกัน
แล้วนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ จำกนัน้ เม่ือ
จะใช้งำน เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส จนกว่ำจะใช้งำน และก่อนใช้งำน จึงค่อยเท
สว่นผสมทัง้ 2 ผสมกนั  
 

 
41. Solution III 

Potassium acetate 29.46 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 88.5 มิลลิลิตร 

 น ำสว่นผสมละลำยเนือ้เดียวกนั ปรับ pH ด้วย galcial acetic acid ปริมำตร 22.5 มิลลิลิตร 
แล้วนึง่ฆำ่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ และเก็บท่ี
อณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส จนกวำ่จะใช้งำน 

 
42. 3M sodium acetate 

Sodium acetate 24.6 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 100 มิลลิลิตร 

 น ำสว่นผสมละลำยเนือ้เดียวกนั ปรับ pH ด้วย galcial acetic acid แล้วคอ่ยปรับปริมำตรอีก
ครัง้ให้ครบ 100 มิลลิลิตร ด้วยนน ำ้กลัน่ แล้วนึง่ฆำ่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนั
ไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ และเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส จนกวำ่จะใช้งำน 

 

 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 

อาหารเลีย้งเชือ้ที่ใช้ในการทดลอง 
  



ภาคผนวก ข 

 
อาหารเลีย้งเชือ้ที่ใช้ในการทดลอง 

 
1. Potato dextrose agar (PDA) 

Potato dextrose agar 39 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
น ำส่วนผสมไปให้ควำมร้อนจนวุ้ นละลำย ปรับปริมำตรให้เท่ำกับ 1 ลิตร แล้วนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดันไอ 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิว้ จำกนัน้รอให้เย็นตัวลง
ประมำณ 50 องศำเซลเซียส แล้วจงึเตมิยำ streptomycin ควำมเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่ลิตร 
 

2. Modified Norkrans’s C agar (MNC) 
NH4-Tartate 500 มิลลิกรัม 
KH2PO4 1,000 มิลลิกรัม 
MgSO4.7H2O 500 มิลลิกรัม 
Glucose 10 กรัม 
Casein hydrolysate 0.23 กรัม 
Yeast extract 0.5 กรัม 
Thiamine HCl 50 ไมโครกรัม 
0.5 M FeCl3  1 มิลลิลิตร 
0.5 M ZnSO4 1 มิลลิลิตร 
Agar  15 มิลลิลิตร 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
ปรับ pH ให้มีค่ำเท่ำกับ 5.6-5.8 ก่อนเติมวุ้น น ำส่วนผสมไปให้ควำมร้อนจนวุ้นละลำย ปรับ
ปริมำตรให้เท่ำกบั 1 ลิตร แล้วนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์
ต่อตำรำงนิว้หลัง จำกนัน้ รอให้เย็นตัวลงประมำณ 50 องศำเซลเซียส แล้วจึงเติมยำ 
streptomycin ควำมเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่ลิตร 
 

  



3. Czapek’s dox agar 
Sucrose 30 กรัม 
NaNO2 2 กรัม 
K3PO4 1 กรัม 
MgSO4  0.5 กรัม 
KCl  0.5 กรัม 
FeSO4 0.01 กรัม 
Agar  15 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
ในกำรเตรียม จะผสมส่วนผสมทัง้หมดยกเว้น sucrose ในน ำ้กลัน่แล้วปรับปริมำตรให้ได้ 900 
มิลลิลิตร จำกนัน้น ำไปให้ควำมร้อนก่อนจะน ำไปนึ่งฆ่ำเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส 
ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ สว่น sucrose นัน้ จะท ำกำรผสมกบัน ำ้กลัน่ 100 มิลลิลิตร
ท่ีเหลือ แล้วนึ่งฆ่ำเชือ้โดยใช้อณุหภูมิ 110 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ 
เพ่ือปอ้งกนักำรไหม้ของน ำ้ตำล จำกนัน้น ำทัง้ 2 สว่น มำผสมกนัด้วยเทคนิคปลอดเชือ้ จำกนัน้
รอให้เย็นประมำณ 50 องศำเซลเซียส แล้วจึงเติมยำ streptomycin ควำมเข้มข้น 10 
ไมโครกรัมตอ่ลิตร 
 

4. Miller Luria Bertani Broth (LB broth) 
Miller Luria Bertani media 21 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
น ำสว่นผสมไปให้ควำมร้อนจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรับปริมำตรให้เท่ำกบั 1 ลิตร แล้วนึง่ฆำ่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ 
 

5. Miller Luria Bertani Agar (LB Agar) 
Miller Luria Bertani media 21 กรัม 
Agar  15 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
น ำสว่นผสมไปให้ควำมร้อนจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรับปริมำตรให้เท่ำกบั 1 ลิตร แล้วนึง่ฆำ่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ 
 

  



6. Müller Hinton agar (MHA) 
Müller Hinton media 38 กรัม 
Agar  15 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
น ำสว่นผสมไปให้ควำมร้อนจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรับปริมำตรให้เท่ำกบั 1 ลิตร แล้วนึง่ฆำ่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ 
 

7. Müller Hinton broth (MHB) 
Müller Hinton media 38 กรัม 
น ำ้กลัน่ ปรับปริมำรตสดุท้ำยให้เทำ่กบั 1 ลิตร 
น ำสว่นผสมไปให้ควำมร้อนจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรับปริมำตรให้เท่ำกบั 1 ลิตร แล้วนึง่ฆำ่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตำรำงนิว้ 
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วิธีการทดลองส าหรับชุดทดลองส าเร็จ (Kits) 
และการเตรียมอ่ืนๆ 

  



ภาคผนวก ค 
วิธีการทดลองส าหรับชุดทดลองส าเร็จ (Kits) และการเตรียมอ่ืนๆ 

 
1. FAVOPREP™ genomic DNA extraction kit 

กำรสกัดดีเอ็นเอผ่ำนชุดทดลองส ำเร็จเร่ิมจำกกำรบดชิน้เนือ้เย่ือให้ละเอียด จำกนัน้เติมสำร 
FAPG1 ปริมำตร 400 ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลำน ำ
เนือ้เย่ือท่ีบม่ไปป่ันเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนเซลล์ท่ี 11,239g เป็นเวลำ 5 นำที จำกนัน้ดดูสำรละลำยออก
มำแล้วเติมสำร FAPG2 ปริมำตร 130 ไมโครลิตร และน ำไปแช่เย็นท่ี -20 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 
นำที แล้วจึงดดูส่วนของเหลวมำกรองด้วย filter column จำกนัน้น ำไปป่ันเหว่ียงท่ี 11,239g เวลำ 2 
นำที อีกครัง้ แล้วเก็บเอำส่วนของเหลวมำเตมิ FAPG3 ปริมำตร 1.5 เทำ่ ของของเหลวท่ีวดัปริมำตรได้ 
แล้วน ำไปกรองด้วย FAPG column น ำไปป่ันเหว่ียงท่ี 11,239g เวลำ 2 นำที และเก็บส่วนของ FGPG 
column ซึ่งมีดีเอ็นเออยู่มำ ล้ำงดีเอ็นเอด้วย W1 buffer ปริมำตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหว่ียงท่ี 11,239 
g เวลำ 2 นำที  และล้ำงด้วย wash buffer ปริมำตร 750 ไมโครลิตร  ป่ันเหว่ียงท่ีเง่ือนไขเดิม จำกนัน้
เท wash buffer ทิง้ แล้วป่ันแหง่ตอ่อีก 5 นำทีเพ่ือก ำจดั buffer ให้หมดไป และชะดีเอ็นเอด้วย elution 
buffer ปริมำตร 100 ไมโครลิตร 

 
2. FAVOPREP™ purification mini kit 

กำรท ำดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิผ่ำนชุดทดลองส ำเร็จเร่ิมจำกกำรน ำ PCR products หรือชิน้วุ้นท่ีมี
แถบดีเอ็นเอ เติมสำร FADF ปริมำตรเป็น 5 เท่ำของปริมำตรของเหลวทัง้หมด (ในกรณีท่ีต้องกำร       
ดีเอ็นเอผ่ำนชิน้วุ้ น จะเติมสำร FADF ปริมำตร 500 ไมโครลิตร และต้องบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง หรือจนกว่ำวุ้นจะละลำยหมด) จำกนัน้จึงดดูส่วนของของเหลวมำกรอง
ด้วย FADF column จำกนัน้น ำไปป่ันเหว่ียงท่ี 11,239g เวลำ 2 นำที เพ่ือก ำจัดส่วนท่ีเป็นของเหลว 
และเก็บส่วนของดีเอ็นเอท่ีอยู่ใน column จำกนัน้ล้ำงดีเอ็นเอด้วย wash buffer ปริมำตร 750 
ไมโครลิตร  และป่ันเหว่ียงท่ีเง่ือนไขเดมิ จำกนัน้เท wash buffer ทิง้แล้วป่ันแห้งตอ่อีก 5 นำทีเพ่ือก ำจดั 
buffer ให้หมดไป และชะดีเอ็นเอด้วย elution buffer ปริมำตร 50 ไมโครลิตร 
 
3. การเตรียมเซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ Top10 เจ้าบ้าน 

เร่ิมจำกกำรเลีย้งเซลล์แบคทีเรีย E. coli สำยพนัธุ์ Top10 บนอำหำรแข็ง Luria Bertani agar 
(LB agar) เพ่ือให้ได้เชือ้ท่ีบริสทุธ์ิ บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 18 ชัว่โมง จำกนัน้ คดัเลือก 1 
โคโลนีไปเลีย้งในอำหำรเหลว Luria Bertani broth (LB broth) ปริมำตร 2 มิลลิลิตร แล้วน ำไปเขย่ำท่ี
ควำมเร็ว 250 รอบตอ่นำที อณุหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เวลำ 18 ชัว่โมง จำกนัน้น ำมำขยำยปริมำตร



โดยกำรถ่ำยเชือ้ 200 ไมโครลิตร เลีย้งในฟลำสก์ท่ีมี LB broth ปริมำตร 100 มิลลิลิตร จำกนัน้ บ่ม
จนกว่ำเชือ้มีกำรเจริญควำมขุ่นท่ีเหมำะสม ท่ี 0.3-0.5 โดยวัดควำมขุ่นท่ีควำมยำวคล่ืน 600 นำโน
เมตร (0.5 Mcfarland standard) จำกนัน้น ำฟลำสก์ไปแช่ในน ำ้แข็งเป็นเวลำ 1 ชัว่โมง และน ำเชือ้ไป
ป่ันเหว่ียงท่ีควำมเร็วรอบ 3,000 รอบตอ่นำที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศำเซลเซียส เวลำ 10 นำที เทสว่นอำหำร
ทิง้ จำกนัน้เติมสำรละลำยแคลเซียมคลอไรด์ เข้มข้น 0.1 โมลำร์ ปริมำตร 40 มิลลิลิตร เพ่ือก ำจดัผนงั
เซลล์ และท ำกำรเขยำ่เบำๆจนกวำ่เซลล์จะละลำยหมด แล้วน ำไปป่ันเหว่ียงท่ีควำมเร็วรอบ 3,000 รอบ
ต่อนำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เวลำ 10 นำที อีกครัง้ เทสำรละลำยทิง้ จำกนัน้เติมสำรละลำย
ผสมท่ีควำมเข้มข้นสุดท้ำยต้องเป็น แคลเซียมคลอไรด์ เข้มข้น 0.1 โมลำร์และกลีเซอรอล ร้อยละ 15 
(v/v) ปริมำตร 5 มิลลิลิตร ท ำกำรเขย่ำเบำๆจนกว่ำเซลล์จะละลำยหมดอีกครัง้ และแบ่งใส่หลอดไม
โครทปู ปริมำตร 100 ไมโครลิตร โดยในข้ำนตอนกำรเตรียมเซลล์เจ้ำบ้ำนนัน้ ทกุขัน้ตอนต้องเตรียมใน
ระบบท่ีเย็นเทำ่นัน้ และจำกนัน้เก็บเซลล์เจ้ำบ้ำนไว้ในอณุหภมูิ -80 องศำเซลเซียส จนกวำ่จะใช้งำน 
 
4. การเช่ือมดีเอ็นเอที่ต้องการกับเวคเตอร์ (Ligation) 

ในกำรทดลองนี ้จะน ำชิน้ดีเอนเอท่ีเป็นผลผลิตของกำรเพิ่มจ ำนวนบริเวณ ITS ท่ีผ่ำนกำรท ำ
ให้บริสทุธ์ิแล้ว จำกนัน้ เตมิสำรตำ่งๆท่ีเป็นสำรประกอบในชดุทดลอง ดงันี ้Ligation buffer A ปริมำตร 
1ไมโครลิตร Ligation buffer B ปริมำตร 1 ไมโครลิตร  PCR product (DNA insert) ปริมำตร 2 
ไมโครลิตร RBC TA cloning vector ปริมำตร 4 ไมโครลิตร T4 DNA ligase ปริมำตร 1 ไมโครลิตร 
RNase free water (ปรำศจำกเชือ้) ปริมำตร 1 ไมโครลิตร จำกนัน้กวนสำรให้เข้ำกบัโดยปลำยทิป และ
บม่ในตู้เย็นท่ีอณุหภมูิ 4 องศำ เป็นเวลำ 24 ชัว่โมงก่อนน ำมำถ่ำยโอนเข้ำสูเ่ซลล์เจ้ำบ้ำน 
 



 
 

ภำพประกอบ 36 TA cloning vector แสดงต ำแหนง่ท่ีมีกำรแทรกชิน้ดีเอ็นเอท่ีต้องกำร 
 

ท่ี ม ำ  : RBC bioscience  (2011). November 01, 2017 from https://download. 
rbcbioscience.com/RBC%20Cloning%20System/TA%20Cloning%20Vector/RBC%20TA%20 
Cloning%20Vector%20Kit/RC001-RC013%20protocol%20V2.0.pdf(70) 

 
5. การสกัดพลาสมิด 

ในกำรสกัดพลำสมิด มีสำรละลำยท่ีมีควำมจ ำเป็น 3 ชนิด คือ solution I, solution II และ 
solution III (ภำคผนวก ก) เร่ิมจำกกำรน ำเชือ้รีคอมบิแนนท์โคลนท่ีผ่ำนกำรคดัเลือกโดย blue white 
screening และเลีย้งในอำหำรเหลว Miller Luria Bertani broth (LB broth) เก็บเซลล์เชือ้โดยกำรป่ัน
เหว่ียงโดยควำมเร็ว 5000 รอบต่อนำที เวลำ 5 นำที เทอำหำรทิง้แล้วเติม solution I ปริมำตร 100 
ไมโครลิตร ก่อนน ำหลอดท่ีมีตะกอนเชือ้ไปเขย่ำ (vortex) จนกว่ำเชือ้จะกระจำยตัวดี จำกนัน้เติม  
solution II ปริมำตร 200 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมำเบำๆ จนกว่ำสำรละลำยในหลอดมีลกัษณะใส
และเหนียวยืด ขัน้ตอนนีจ้ะมีกำรแตกของเซลล์แบคทีเรีย ท ำให้สำรภำยในเซลล์ไหลออกมำภำยนอก 
เม่ือสำรละลำยใสดีแล้ว ท ำกำรเติม solution III ปริมำตร 150 ไมโครลิตร และแช่น ำ้แข็งเป็นเวลำ 3-5 
นำที เพ่ือแยตะกอนเซลล์ออก จำกนัน้ป่ันเหว่ียงโดยควำมเร็ว 10,000 รอบตอ่นำที เวลำ 15 นำที เพ่ือ
แยกส่วนของของเหลวและตะกอนเซลล์โดยกดูดส่วนของของเหลวด้วยปิเปต จำกนัน้เติม Phenol: 
chlorofrom: isopropanol ปริมำตร 400 ไมโครลิตร เขย่ำ (vortex) จนกว่ำสำรละลำยจะเข้ำกัน 



จำกนัน้ป่ันเหว่ียงโดยควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที เวลำ 5 นำที แล้วดดูเก็บเฉพำะส่วนใสด้ำนบน 
พร้อมวัดปริมำตร จำกนัน้เติมสำรละลำยโซเดียมอะซิเตท  เข้มข้น 3 โมลำร์ ปริมำตร 1/10 เท่ำของ
ของเหลวท่ีวดัปริมำตรได้ และ ไอโซโพรพำนอลท่ีเย็น ปริมำตร 10 เท่ำของปริมำตรของเหลวทัง้หมด 
จำกนัน้กลบัหลอดไปมำแล้วป่ันเหว่ียงโดยควำมเร็ว 10,000 รอบตอ่นำที เวลำ 15 นำที เม่ือครบเวลำ 
เทสว่นของของเหลวทิง้ และเตมิเอทำนอลท่ีเย็นเข้มข้นร้อยละ 70 ปริมำตร 400 ไมโครลิตร จำกนัน้ป่ัน
เหว่ียงได้ทนัทีโดยไม่ต้องกลบัหลอดไปมำโดยควำมเร็ว 10,000 รอบตอ่นำที เวลำ 15 นำที จำกนัน้เท
ของเหลวภำยในหลอดทิง้และผึ่งให้ดีเอ็นเอแห้งเป็นเวลำ 1-2 ชั่วโมง และเก็บดีเอ็นเอท่ี -20 องศำ
เซลเซียส 

  



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
กราฟมาตรฐาน 

 
  



 
 
ภำพประกอบ 37 กรำฟควำมสมัพนัธ์ของสำรประกอบฟีนอลทัง้หมดกับคณุสมบตัิในกำรต้ำนอนุมูล

อิสระ a) กำรทดสอบด้วยวิธี DPPH, b) กำรทดสอบด้วยวิธี ABTS และ c) กำรทดสอบด้วยวิธี 
Ferrous ion chelating assay 

  



 

 
 
ภำพประกอบ 38 กรำฟผลกำรวิเครำะห์ของสำร acarbose a) กำรยบัยัง้กำรท ำงำนของเอนไซม์ alpha 

glucosidase และ b) กำรยบัยัง้กำรท ำงำนของเอนไซม์ alpha amylase 

  



 
 
 

ภำพประกอบ 39 กรำฟกำรท ำงำนขอเอนไซม์ HMG CoA reductase 

 
 
 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก จ 
ผลการวิเคราะห์สารสกดัด้วยเทคนิค HPLC และ LC-MS 

 
  



ผลการวิเคราะห์สารสกดัด้วยเทคนิค HPLC 
 
 
 

 
 

 

 
 

 

 
 



  



ผลการวิเคราะห์สารสกดัด้วยเทคนิค LC-ESI-MS 
 

 ในกำรทดลองนีจ้ะคดัเลือกกำรแสดงออกของพีคท่ีมีคำ่สงูจ ำนวน 10 พีคในแตล่ะตวัอยำ่ง เพ่ือ
ท ำกำรเปรียบเทียบคำ่มวลประจ(ุm/z) กบัฐำนข้อมลู massbank 
Ramaria flava var aurea (Coker) (PKWS15-173) 

 
  



Ramaria flava var aurea (Coker) (PKWS15-173) (ตอ่) 

 
  



Ramaria aff. vinosimaculans (PKWS15-74) 
 

 
  



Ramaria aff. vinosimaculans (PKWS15-74) (ต่อ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



Ramaria aff. vinosimaculans (PKWS15-109) 
 

 
  



Ramaria aff. vinosimaculans (PKWS15-109) (ตอ่) 
 

 
  



Ramaria aff. vinosimaculans (PKWS15-109) (ตอ่) 

 
  



Ramaria sp.1 (PKWS15-95) 

 
  



Ramaria sp.1 (PKWS15-95) (ตอ่) 
 

 
  



Ramaria sp.1 (PKWS15-95) (ตอ่) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



Ramaria sp.2 (PKWS15-221) 
 

 
 
  



Ramaria sp.2 (PKWS15-221) (ตอ่) 

 
  



Ramaria sp.2 (PKWS15-221) (ตอ่) 

 
  



Ramaria sp.3 (PKWS14-02) 
 

 
  



Ramaria sp.3 (PKWS14-02) (ตอ่) 

 
 
  



Ramaria sp.3 (PKWS14-02) (ตอ่) 

 
  



Ramaria sp.9 (PKWS15-92) 

 
 
  



Ramaria sp.9 (PKWS15-92) (ตอ่) 

 
 
  



Ramaria sp.10 (PKWS15-181) 

 
 
  



Ramaria sp.10 (PKWS15-181) (ตอ่) 

 
  



Ramaria sp.10 (PKWS15-181) (ตอ่) 

 
  



Ramaria sp.10 (PKWS15-181) (ตอ่) 

 
  



Phaeoclavulina cokeri (R.H. Petersen) Giachini (PKWS15-194) 

 
 
  



Phaeoclavulina cokeri (R.H. Petersen) Giachini (PKWS15-194) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
  



Lentaria sp. (PKWS15-164) 

 
 
  



Lentaria sp. (PKWS15-164) (ตอ่) 

 
 
 
  



 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ประวัตย่ิอผู้วจิัย 
  



 

 

ประวัตย่ิอผู้วิจัย 
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