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วิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ประกอบด้วยเนื้อหาเกี่ยวกับการประเมินตัวอย่างอุจจาระและ

การเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีน 16S rRNA ส าหรับการวิเคราะห์กลุ่มประชากรแบคทีเรีย โดยมีจุดประสงค์ในการ

ท าวิจัยเพ่ือประเมินลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัคร สกัดและวิเคราะห์

คุณภาพของ DNA ที่ได้จากตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัครและเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของยีน 16S rRNA ส าหรับ

การวิเคราะห์กลุ่มประชากรแบคทีเรียในตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัคร เพ่ือให้ทราบถึงข้อมูลพื้นฐานเกี่ยวกับ

กลุ่มประชากรแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของอาสาสมัครที่สามารถบ่งบอกถึงสุขภาวะของอาสาสมัครได้

และเพ่ือใช้เป็นผลการวิเคราะห์ตั้งต้น (Baseline) ส าหรับการเปรียบเทียบข้อมูลเมื่ออาสาสมัครรับประทาน

ผลิตภัณฑ์ทางการค้าที่คาดว่าจะมีคุณสมบัติเป็น Prebiotic ต่อไปในอนาคต  
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ปัจจุบันการศึกษากลุ่มประชากรแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหาร (Gut microbiota) มีบทบาทส าคัญและ
สามารถน ามาแปลผลเพ่ือประเมินสุขภาวะได้ โดยวิเคราะห์ล าดับ DNA ในการบ่งชี้สปีชีส์ ของเชื้อแต่ละชนิด
จากชิ้นส่วนของยีน 16S rRNA การศึกษาครั้งนี้ คณะผู้วิจัยได้รับมอบหมายให้ประเมินผลของผลิตภัณฑ์ทาง
การค้า (ไม่สามารถเปิดเผยข้อมูลได้) ต่อการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรแบคทีเรียในตัวอย่างอุจจาระ เพ่ือ
ตรวจหาแบคที เรียชนิดที่ ดีที่ จะช่วยในการท างานข องระบบทางเดินอาหาร หรือ Probiotic เช่น  
Bifidobacterium spp. การศึกษาครั้งนี้เป็นการประเมินตัวอย่างอุจจาระและการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีน 16S 
rRNA ส าหรับการวิเคราะห์กลุ่มประชากรแบคทีเรีย โดยน าอุจจาระของอาสาสมัครมาตรวจวิเคราะห์โดย
ประเมินลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างอุจจาระจากการสังเกตลักษณะ สี มูก เลือด และวัดค่า pH จากนั้น
ท าการสกัด DNA เพ่ือวิเคราะห์คุณภาพของ DNA ที่สกัดได้ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis และ
วิเคราะห์เชิงปริมาณหาค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิ์  โดยผู้วิจัยยังท าการเพ่ิมปริมาณของชิ้นส่วนของยีน 
16S rRNA ที่จ าเพาะต่อแบคทีเรียชนิดส าคัญ ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยผลการ
ประเมินตัวอย่างเบื้องต้นพบว่า ลักษณะของอุจจาระก่อนรับประทานผลิตภัณฑ์ที่มีความแข็งหรือเหลว 
หลังจากรับประทานผลิตภัณฑ์ไปแล้วนั้น อุจจาระกลับมามีความอ่อนนุ่มเป็นปกติ  และพบแบคทีเรียชนิดที่ดี 
โดยเฉพาะ Bifidobacterium spp. มีเพ่ิมข้ึนในตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัครหลังรับประทานผลิตภัณฑ์  
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Abstract 
 

Assessment of fecal specimen and 16S rRNA gene amplification for 
microbiota-analysis 
 
Author Siriwan Sirikan1, Worasak Kaewkong2*  
 

Key words: fecal specimen, 16S rRNA gene, microbiota 

 

Nowadays, the study of gastrointestinal bacteria population (Gut microbiota) shows an 
important role and can be interpreted for assessment of individual health status. Specific 
bacterial species can analyze by DNA sequence of 1 6 S rRNA genes. This study, we were 
assigned to evaluate the commercial prebiotic products (confidential trading name) for 
detection of good bacterial species (probiotic functions) in stool samples such as 
Bifidobacteria spp. This study aimed to evaluate stool chalacteristics and amplification of 
1 6 S rRNA genes for bacterial identification. Obtained stool samples were physical and 
chemical evaluation including Bristol morphology, color, mucus, blood and pH. Then, stool 
DNA were extracted, quantitated of concentration and purity, and agarose gel 
electrophoresis of genomic DNA. Moreover, 3 bacterial specific-16S rRNA regions were 
amplified by Polymerase chain reaction (PCR) technique. The results showed that after 
prebiotic intake, stool morphologies were improved from hard lumps or watery to smooth 
and soft. Remarkably, the good bacterial species especially Bifidobacterium was increased. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

 ปัจจุบันการศึกษากลุ่มประชากรแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหาร (Gut microbiota) มี
บทบาทส าคัญและสามารถน ามาแปลผลเพ่ือประเมินสุขภาวะได้  ไม่ว่าจะเป็นความผิดปกติในระบบทางเดิน
อาหาร โรคกระเพาะอาหาร โรคมะเร็ง รวมไปถึงการศึกษาผลของอาหารต่อการเปลี่ยนแปลงของกลุ่ม
ประชากรแบคทีเรียอีกทั้งวิทยาการและเทคโนโลยีสมัยใหม่สามารถวิเคราะห์หากลุ่มประชากรแบคทีเรียใน
ระบบทางเดินอาหารได้รวดเร็วจากตัวอย่างส่งตรวจ เช่น อุจจาระ โดยใช้เทคนิค Next-Generation 
sequencing เพ่ือวิเคราะห์ล าดับ DNA ในการบ่งชี้สปีชีส์ ของเชื้อแต่ละชนิดจากชิ้นส่วนของยีน 16S rRNA ใน
การศึกษาครั้งนี้ คณะผู้วิจัยได้รับมอบหมายให้ประเมินผลของผลิตภัณฑ์ทางการค้า (ไม่สามารถเปิดเผยข้อมูล
ได้) ต่อการการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรแบคทีเรียในตัวอย่างอุจจาระ เพ่ือตรวจหาแบคทีเรียชนิดที่ดีที่
จะช่วยในการท างานของระบบทางเดินอาหาร หรือ Probiotic เช่น  Bifidobacteria, Lactobacillus เป็น
ต้น การศึกษาครั้งนี้เป็นการประเมินตัวอย่างอุจจาระและการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีน 16S rRNA ส าหรับการ
วิเคราะห์กลุ่มประชากรแบคทีเรีย โดยน าอุจจาระของอาสาสมัครในโครงการมาตรวจวิเคราะห์โดยประเมิน
ลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างอุจจาระจากการสังเกตลักษณะ สี มูก เลือด และวัดค่า pH  หลังจากนั้นท า
การสกัด DNA เพ่ือวิเคราะห์คุณภาพของ DNA ที่สกัดได้ด้วยวิธี  Agarose gel electrophoresis และ
วิเคราะห์เชิงปริมาณหาค่าความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ตามเงื่อนไขของบริษัทที่รับตรวจบริการวิเคราะห์
ล าดับ DNA นอกจากนี้ ผู้วิจัยยังท าการเพ่ิมปริมาณของชิ้นส่วนของยีน 16S rDNA ที่จ าเพาะต่อแบคทีเรียชนิด
ส าคัญ ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยผลการประเมินตัวอย่างเบื้องต้นนี้จะท าให้ทราบ
ถึงข้อมูลพ้ืนฐานเกี่ยวกับกลุ่มประชากรแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของอาสาสมัครที่สามารถบ่งบอกถึง
สุขภาวะของอาสาสมัครได้ และยังเป็นผลการวิเคราะห์ตั้งต้น (Baseline) ส าหรับการเปรียบเทียบข้อมูลเมื่อ
อาสาสมัครรับประทานผลิตภัณฑ์ทางการค้าที่คาดว่าจะมีคุณสมบัติเป็น Prebiotic ต่อไปในอนาคต 

วัตถุประสงค์ของการท าวิจัย 
1. เพ่ือประเมินลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัคร  
2. เพ่ือสกัดและวิเคราะห์คุณภาพของ DNA ที่ได้จากตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัคร 
3. เพ่ือเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของยีน 16S rRNA ส าหรับการวิเคราะห์กลุ่มประชากรแบคทีเรียในตัวอย่าง
อุจจาระของอาสาสมัคร 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. เพ่ือให้ทราบถึงข้อมูลพ้ืนฐานเกี่ยวกับกลุ่มประชากรแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของอาสาสมัครที่

สามารถบ่งบอกถึงสุขภาวะของอาสาสมัครได้ 
2. เพ่ือใช้เป็นผลการวิเคราะห์ตั้งต้น (Baseline) ส าหรับการเปรียบเทียบข้อมูลเมื่ออาสาสมัครรับประทาน

ผลิตภัณฑ์ทางการค้าที่คาดว่าจะมีคุณสมบัติเป็น prebiotic ต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 การประเมินลักษณะทางกายภาพของอุจจาระ  

การตรวจดูลักษณะภายนอกของอุจจาระ หรือการตรวจทางกายภาพ(Physical examination) เป็น
การตรวจเพื่อดูลักษณะของอุจจาระ, สีของอุจจาระ, มูก และเลือด 

1. ลักษณะของอุจจาระ (Consistency) ปกติอุจจาระจะมีลักษณะอ่อนนุ่มและคงรูปร่าง มีลักษณะกึ่ง
แข็งก่ึงเหลว มีปริมาณน้ าไม่เกิน 150 มิลลิลิตร แต่ในภาวะท้องผูก อุจจาระจะมีก้อนเล็กและแข็ง หรือ
ในภาวะที่มีการอุดตันของทางเดินน้ าดี อุจจาระจะมีสีขาวซีด มีปริมาณมาก มีฟอง และมีกลิ่นเหม็น 
รูปร่างลักษณะคล้ายทรงกระบอก ลักษณะคล้ายแถบริบบิ้น โดยลักษณะของอุจจาระนั้นสามารถแบ่ง
ได้เป็น 
¯ อุจจาระอ่อนนุ่ม (Soft) คือ อุจจาระที่ปกติที่เมื่ออยู่ในภาชนะ ฐานจะแผ่ออกแต่ส่วนบนยังเป็นก้อน

อยู่ 
¯ อุจจาระปกต ิ(Formed) คือ อุจจาระที่มีรูปร่างเป็นทรงกระบอก ใช้ไม้จิ้มอุจจาระตัดได้ 
¯ อุจจาระก้อนแข็งมาก (Hard) เป็นอุจจาระที่มีน้ าหนักน้อยมาก ใช้ไม้ตัดไม่ได้ ส่วนใหญ่มักพบในผู้กิน

ผักน้อย กินเนื้อมาก หรือมีภาวะท้องผูก (Constipation) 
¯ อุจจาระเหลว (Loose) คือ อุจจาระที่เมื่อน าไปใส่ภาชนะแล้วเปลี่ยนแปลงรูปทรงได้ตามภาชนะที่

บรรจุ แต่ยังมีเนื้ออุจจาระอยู่ 
¯ อุจจาระเป็นมูก (Mucus) 
¯ อุจจาระเป็นมูกและมีเลือดปน (Mucus and Bloody) ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากโรคไทฟอยด์ อหิวาต์ 

บิดมีตัว และมะเร็งล าไส้ใหญ่ 
¯ อุจจาระเหลวเป็นน้ า (Watery) 

2. สีของอุจจาระ (Color) สีปกติคือสีน้ าตาล (Brown) แต่สีอาจแตกต่างกันไปได้อันเนื่องมาจากอาหารที่
กินเข้าไป สีของอาหาร ชนิดของอาหารบางอย่าง ชนิดของยาที่กิน เลือดที่ปนออกมากับอุจจาระ 
รวมถึงภาวะของโรคบางก็อาจท าให้สีของอุจจาระเปลี่ยนไปได้ เช่น 
¯ อุจจาระสีแดง (Red) มีสาเหตุมาจากการมีเลือดออกในระบบทางเดินอาหารส่วนปลาย หรือเกิดจาก

การกินอาหารจ าพวกเนื้อวัวในปริมาณมาก 
¯ อุจจาระสีด า (Black) มีสาเหตุมาจากการมีเลือดออกในระบบทางเดินอาหารส่วนต้น หรือเกิด

เนื่องจากการกินอาหารบางอย่าง เช่น ธาตุเหล็ก ชาร์โคล 
¯ อุจจาระสีเขียว (Green) มีสาเหตุมาจากการกินผักท่ีมีสีเขียวหรือมีคลอโรฟิลล์สูงหรือเกิดจากอาการ

ท้องเสียอย่างรุนแรง 
¯ อุจจาระสีขาว (White) มีสาเหตุมาจากกินแบเรียมหรือกินยาลดกรด 
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¯ อุจจาระสีเหลือง (Yellow) ถึงเหลืองอมเขียว (Yellow-Green) มีสาเหตุมาจากเด็กทารกที่ขาด
แบคทีเรียประจ าถิ่นในล าไส้หรือการกินยาปฏิชีวนะท่ีท าให้เชื้อแบคทีเรียประจ าถิ่นในล าไส้ตายหมด 

3. มูกหรือเยื่อเมือก (Mucus) ปกติจะไม่พบหรือพบได้น้อยมากในระบบทางเดินอาหาร (มองไม่เห็นด้วย
ตาเปล่า) แต่หากมองเห็นด้วยตาเปล่าได้ก็จะบ่งบอกถึงสิ่งผิดปกติ (ถ้าตรวจอุจจาระด้วยตาเปล่าพบ
มูกจะรายงานผลเป็น Mucus : Positive แต่ถ้าไม่พบจะรายงานเป็น Mucus : Negative) 

4. เลือด (Blood) ปกติจะไม่พบ ถ้ามีเลือดออกมาปนกับอุจจาระเกินกว่า 3 มิลลิลิตร ภายใน 24 ชั่วโมง
แล้ว ก็แสดงว่ามีโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยเลือดที่ออกมาจากระบบทางเดินอาหารส่วนบนตั้งแต่
ปากถึงกระเพาะอาหาร เม็ดเลือดแดงจะถูกย่อยในกระเพาะอาหารเปลี่ยนเป็นฮีโมโกลบิน เป็นฮีม 
และโกลบิน ส่วนเลือดที่ออกในระบบทางเดินอาหารส่วนล่างตั้งแต่ล าไส้เล็กส่วนต้นไปจนถึงรูทวาร
หนักมักจะพบเม็ดเลือดออกมาด้วย (ถ้าพบเลือดที่เห็นด้วยตาเปล่าในอุจจาระจะรายงานลักษณะที่
เห็น คือ Blood gross : Positive แต่ถ้าไม่พบเลือดจะรายงานผลเป็น Blood gross : Negative) 

5. การตรวจค่าความเป็นกรดหรือด่างของอุจจาระ (ค่า pH) (medthai, 2018) 
 

 
 

ภาพที่ 1 ลักษณะของอุจจาระ 
ที่มา https://medthai.com/การตรวจอุจจาระ 

 

https://medthai.com/การ
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ภาพที ่2 สีของอุจจาระ 
ที่มา https://medthai.com/การตรวจอุจจาระ 

 
2.2 Fecal micro-organism 
 จุลินทรีย์ที่ไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า และสามารถพบได้ในอุจจาระ เช่น แบคทีเรียบางชนิดที่
อาศัยอยู่ภายในล าไส้ แบคทีเรียเหล่านี้แบ่งเป็น 2 ประเภท คือ แบคทีเรียที่ดี สามารช่วยในการท างานของ
ระบบทางเดินอาหาร เช่น Bifidobacteria, E.coli และ Lactobacillus อีกประเภท คือ แบคทีเรียที่สามารถ
ก่อโรคได้ เช่น Campylobacter, Enterococcus faecalis และ Clostridium Difficile เป็นต้น 

 
ภาพที่ 3 Good and Bad Bacterial Flora 

ที่มา https://discovertherapies.com/articles/24-fecal-transplant-and-inflammatory-bowel-disease 
 

 
 

https://medthai.com/การตรวจอุจจาระ
https://discovertherapies.com/articles/24-fecal-transplant-and-inflammatory-bowel-disease
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2.3 E.coli 
Escherichia coli หรือ E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) รูปร่างเป็นแท่ง 

(rod shape) ไม่สร้างสปอร์เป็น facultative anaerobe เจริญได้ทั้งที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน อยู่ใน
วงศ์ Enterobacteriaceae และเป็นแบคทีเรียที่จัดอยู่ในกลุ่มโคลิฟอร์ม (coliform) ประเภท fecal colilorm 
ซึ่งเป็นโคลิฟอร์มที่พบในอุจจาระของมนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น จึงใช้เป็นดัชนีบ่งชี้สุขลักษณะของอาหารและน้ า 

E.coli ส่วนใหญ่ไม่ใช่จุลินทรีย์ก่อโรค (pathogen) แต่บางชนิดที่ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ (food 
poisoning) หรือเรียกว่า Enterovirulent Escherichia coli group (EEC group) มี 4 ประเภทคือ 

 Enterotoxigenic E. coli (ETEC) เป็น E. coli ซึ่งท าให้ เกิดโรคอาหารเป็นพิษ อาการทั่วไปคือ 
ท้องร่วง ปวดท้อง ไข้ต่ า คลื่นไส้ และ อ่อนเพลีย 

 Enteropathogenic E. coli (EPEC) เป็น E.coli ชนิดที่ถือว่าเป็นเชื้อโรคที่ระบาด แพร่ไปในคนและ
สัตว์หลายชนิด เช่น วัวควาย และหมู มักเป็นโรคที่เป็นกับเด็ก ท าให้อุจจาระร่วงเป็นน้ าหรือเป็นเลือด 
คล้ายกับอาการท่ีเกิดจากเชื้อ Shigella ซึ่งเรียกว่า ชิกะทอกซิน (shigatoxin) 

 Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) หรือ E. coli 0157:H7 พิษที่สร้างโดย E. coli 0157:H7 เป็น
ประเภท verotoxin ที่คล้ายกับ shigatoxin ที่สร้างโดย Shigella dysenteriae ท าให้เกิดความ
เสียหายให้แก่เยื่อบุของล าไส้ ความรุนแรงคือท าให้เกิดล าไส้ใหญ่อักเสบจนตกเลือด (hemorrhagic 
colitis)  

 Enteroinvasive E. coli (EIEC) ท าให้เกิดอาการคล้ายของโรคบิดจากเชื้อ Shigella dysenteriae 
หรือบิดมีตัว (bacillary dysentery) ท าให้ท้องร่วงโดยมีเลือดหรือมูกในอุจจาระของผู้ที่ติดเชื้อ (พิมพ์
เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์, 2562) 

E. coli ในส าไส้ส่วนใหญ่เป็นสายพันธ์ที่ไม่ก่อโรคและมีประโยชน์ในการป้องกันการรุกรานของ
เชื้อแบคทีเรียก่อโรคชนิดอ่ืนๆได้ แต่ก็มี E. coli บางสายพันธ์ที่ก่อโรครุนแรงและท าให้ติดเชื้ออาจท าให้เป็น
โรคล าไส้อักเสบทั้งเฉียบพลันและเรื้อรังและส่งเสริมท าให้เป็นมะเร็งล าไส้ได้ในที่สุด (Julien et al., 2015) 

 

 
ภาพที่ 4 Escherichia coli  

ที่มา https://www.livescience.com/64436-e-coli.html 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1542/gram-negative-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9A
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1980/enterobacteriaceae
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1127/coliform-%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%A1
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1789/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3-water
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0429/pathogen-%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C%E0%B8%81%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0332/food-poisoning-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A9
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0332/food-poisoning-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A9
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2.4 Bifidobacteria 
 บิฟิโดแบคทีเรียเป็นแบคทีเรียในตระกูล Actinomycetaceae ติดสีแกรมบวกรูปแท่ง ไม่สร้างสปอร์ 
ไม่เคลื่อนที่ ส่วนใหญ่ไม่ใช้ออกซิเจนในการเจริญ สามารถหมักน้ าตาลกลูโคสได้กรดซิตริก และกรดแลกติก 
และไม่ผลิตก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ พบในมนุษย์จ านวน 9 สปีชีส์ ได้แก่ B. adolescentis, B. angulatum, 
B. breve, B. bifi dum, B. catenulatum, B. dentium, B. bifi dum, B. bifi dum, B. pseudolongum
และ B. pseudocatenulatum บิฟิโดแบคทีเรียมีบทบาทเป็นเชื้อโพรไบโอติก (Probiotics) ซึ่งหมายถึงจุล
ชีพมีชีวิตที่เมื่อร่างกายได้รับในปริมาณที่เพียงพอแล้วท าให้เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพ และปรับสมดุลของจุลชีพ
ในร่างกาย ส่วนใหญ่เป็นจุลชีพในล าไส้ที่ไม่ก่อโรค ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกต้องมีปริมาณเชื้อมีชีวิตคงเหลือไม่
น้อยกว่า 106 เซลล์ต่อ 1 กรัมของอาหาร ตลอดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ บิฟิโดแบคทีเรียที่ใช้เป็นโพร
ไบโอติกมีอยู่  8 สปีชีส์  ได้แก่  B. adolescentis, B. animalis, B. bifi dum, B. breve, B. bifi dum, B. 
lactis, B. bifi dum และ B. pseudolongum ซึ่งมักใช้ในนมหมัก และมีร้อยละของการรอดชีวิตอยู่ในล าไส้
สูงกว่าจุลชีพอ่ืน ผลิตภัณฑ์นมหมักที่มีบิฟิโดแบคทีเรียได้แก่ acidophilus bifi dus yoghurt เป็นโยเกิร์ตจาก
นม พาสเจอร์ไรซ์ที่เติม Lactobacillus acidophilus และ B. bifi dum  
 บิฟิโดแบคทีเรีย สามารถลดอาการไม่ย่อยน้ าตาลแลกโทส เนื่องจากร่างกายมนุษย์ไม่สามารถผลิต

เอนไซม์เบต้า-กาแลกโทซิเดส (β-galactosidase) ได้ท าให้เกิดอาการไม่ย่อยน้ าตาลแลกโทส แต่บิฟิโด
แบคทีเรียสามารถย่อยน้ าตาลแลกโทส ลดปริมาณน้ าตาลแลกโทสในล าไส้ บรรเทาอาการไม่ย่อยน้ าตาลแลกโท
สในนมได้   

บิฟิโดแบคทีเรียสามารถก าจัดจุลชีพปนเปื้อนในอาหาร ลดการแย่งจับและยึดเกาะผนังล าไส้ของจุลชีพ
ก่อโรคท าให้การย่อยอาหาร และการดูดซึมเป็นไปอย่างปกติ สามารถผลิตสารต้านจุลชีพทั้งที่ เป็นสารเมทา
บอไลต์ปฐมภูมิ (primary metabolite) ได้แก่ กรดอินทรีย์  เช่น กรดแลกติก และทุติยภูมิ (secondary 
metabolite) เช่น แบคเทอริโอซิน และไฮโดรเจน เปอร์ออกไซด์ 

บิฟิโดแบคทีเรียช่วยให้ร่างกายมีภูมิคุ้มกันต่อการติดเชื้อในล าไส้ได้ดี ชักน าให้มีการผลิตไซโตไคน์ 
(cytokine) หรือเคโมไคน์ (chemokine) เพ่ือป้องกันโรคในร่างกายได้ เช่น อินเตอร์เฟียรอนชนิดแกมมา 
(gamma-interferon) อินเตอร์ลิวคินชนิดที่ 12 และ 18 (interleukin-12, -18) เป็นต้น หรือส่งเสริมกิจกรรม
ของเซลล์แมคโครฟาจ (macrophage) ในการก าจัดเชื้อโรค กิจกรรมของเซลล์ฟาโกไซต์ที่ส่งเสริมการ
ตอบสนองภูมิคุ้มกันด้วยแอนติบอดีจากเซลล์ที่น าเสนอแอนติเจน (antigenpresentingb cells) การกระตุ้น
อิมมูโนโกลบูลิน เอ ในล าไส้เล็กเป็นต้น 

บิฟิโดแบคทีเรียสารถป้องกันล าไส้ใหญ่อักเสบเป็นแผล (ulcerative colitis) โดยมีสาเหตุมาจากการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกันที่ผิดปกติอย่างรุนแรงที่มีต่อแบคทีเรียในล าไส้บางชนิดที่อาศัยอยู่แบบพ่ึงพา (เชื้อไม่
ก่อโรค) ในทางกลับกันการได้รับโพรไบโอติก พรีไบโอติก หรือซินไบโอติกสามารถช่วยให้เกิดการฟ้ืนสภาพของ
บิฟิโดแบคทีเรียมาเป็นเชื้อเด่นในล าไส้อีกครั้ง การศึกษาพบว่าโพรไบโอติกยังช่วยป้องกันการกลับเป็นซ้ าของ
โรคล าไส้ใหญ่อักเสบเป็นแผลที่สงบ (quiescent ulcerative colitis) และการกลับเป็นซ้ าของการอักเสบหลัง
การผ่าตัดล าไส้ใหญ่ (pouchitis) ได้ มีรายงานว่าบิฟิโดแบคทีเรียช่วยลดดัชนีแสดงอาการคลินิก ลักษณะจาก



8 

 

การส่องกล้อง และลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาในกลุ่มผู้ป่วยที่ดื่มนมหมักบิฟิโดแบคทีเรียได้อย่างมีนัยส าคัญ 
ภายหลังจากระยะเวลาที่ดื่มนมหมักเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม และยังตรวจพบการเพ่ิมขึ้นของกรดบิวทิริก
(butyric acid) กรดโพรพิโอนิก (propionic acid)และกรดไขมันชนิดโซ่สั้น (short-chain fatty acids หรือ 
SCFA) ในอุจจาระ ซึ่งเป็น สัญญาณท่ีบ่งชี้ถึงการตอบสนองในการรักษาโรคล าไส้ใหญ่อักเสบเป็นแผลได้  
(ศิริวุฒิ สุขขี, 2558) 

บิฟิโดแบคทีเรียสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้ (Lee et al., 2003) และผลต่อการรักษาสภาพความ
สมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารและท า ให้ผู้บริโภคมีสุขภาพดี มีรายงานว่า  bifidobacteria เป็น
จุลินทรีย์ประจ าถิ่นที่มีความพิเศษ คือ สามารถสร้างสารประกอบแอนติเจน ซึ่งกระตุ้นให้ร่างกายมีการสร้าง
ระบบภูมิคุ้มกันขึ้น นอกจากนี้ยังสามารถผลิตสารต่อต้านมะเร็งในล าไส้ใหญ่  ลดคอเลสเตอรอลในเส้นเลือด 
ผลิตสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุของโรคท้องเสียหรือก่อให้เกิด โรคชนิดอ่ืนๆ ในระบบ
ทางเดินอาหาร bifidobacteria สามารถทนต่อสภาวะที่เป็นกรด ซึ่งเกิดจากน้ าย่อยในกระเพาะอาหารและทน
ต่อสภาพที่เป็นด่างที่เกิดจากน้ าดีที่ตับ จึงสามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ใน กระเพาะอาหารและล าไส้ จึงเป็นไปได้ว่า
จ านวนของ bifidobacteria ที่เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นจะบ่งบอกถึงความ คงตัวในระบบทางเดินอาหารของ
มนุษย์ และได้พยายามเพ่ิมจ านวน bifidobacteria ในระบบทางเดินอาหารในรูปของจุลินทรีย์โพรไบโอติก  
(ปิยะมาศ ศรีภูมี, 2548) 

 
 

ภาพที่ 5 Bifidobacteria 
ที่มา https://nootriment.com/bifidobacterium-probiotic/ 

 
 
 
 
 
 

https://nootriment.com/bifidobacterium-probiotic/
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2.5 Lactobacillus 
 Lactobacillus เป็น แบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) รูปร่างเป็น่ท่อนเดี่ยว หรือต่อ
กันเป็นสายสั้นไม่สร้างสปอร์เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) ไม่
เคลื่อนที่ชอบเจริญที่ อุณหภูมิปานกลาง แต่บางชนิดชอบเจริญที่ อุณหภูมิต่ าจัดอยู่ในกลุ่ม lactic acid 
bacteria ที่สามารถหมักน้ าตาลกลูโคส (glucose) น้ าตาลแล็กโทส (lactose) ให้เกิดกรดแล็กทิก (lactic acid 
fermentation) มักพบร่วมกับ Leuconostoc  
บทบาทในอาหาร Lactobacillus เป็นแบคทีเรียที่ส าคัญในอาหาร เช่น 

Lactobacillus bulgaricus ใช้ในการหมักโยเกิร์ต เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส ผลิต
แอซีทาลดีไฮด์ (acetyldehyde) ซึ่งเป็นสารให้กลิ่นรสของน้ านมหมัก และสร้างเอนไซม์โปรติเอส (protease) 
ซึ่งจะย่อยโปรตีน (protein) ในน้ านมให้ได้กรดแอมิโน (amino acid) โดยเฉพาะฮิสทิดีน (histidine) ซึ่งเป็น
กรดแอมิโนที่กระตุ้นการเจริญของ Streptococcus thermophiles สายพันธุ์ของ Lactobacillus เช่น 
Lactobacillus casei ใช้ในการผลิตยาคูลท์ , Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus brevis (พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์, 2562) 

Lactobacillus GG ช่วยลดภาวะอักเสบของล าไส้ โดยการปรับสภาพภูมิคุ้มกันท าให้มีระดับ Ig A ที่
ลดลงในช่วงโรคก าเริบกลับสู่ภาวะปกติ ท าให้เยื่อบุล าไส้หลั่งสารพิษออกมาน้อยลง นอกจากนี้ยังช่วยปรับลด
ปริมาณจุลชีพในล าไส้ ซึ่งเป็นสาเหตุการอักเสบ ท าให้ช่วยลดการอักเสบได้เป็นอย่างดี และยังช่วยลดการ
อักเสบของการผ่าตัดล าไส้เล็กเปิดช่องไว้หน้าท้อง สามารถลดการอักเสบซ้ าจากร้อยละ 100ให้เหลือเพียงร้อย
ละ 15 โดยการใช้ Lactobacillus ร่วมกับ Bifidobacterium และ S.saliralium (อุทัย เก้าเอ้ียน, 2006) 

 
 

ภาพที่ 6 Lactobacillus 
ที่มา https://www.indiamart.com/proddetail/lactobacillus-rhamnosus-probiotics-8411657048.html 

 
 
 
 
 

 

https://www.indiamart.com/proddetail/lactobacillus-rhamnosus-probiotics-8411657048.html
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2.6 Probiotic 
 Probiotics หมายถึง อาหารเสริมที่เป็นจุลชีพเล็กๆ ที่ยังมีชีวิต เมื่อรับประทานเข้าไปแล้วช่วยให้
ร่างกายมีสุขภาพที่ดีขึ้น ซึ่งอาจช่วยป้องกันหรือรักษาโรคต่างๆ ที่เกิดขึ้น เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของจุลชีพ
ในร่างกาย1 ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียที่เคยมีในล าไส้ใหญ่ในสมัยเป็นเด็กทารก ซึ่งมีมากมายหลายชนิด 
 หน้าที่หลักของจุลชีพในล าไส้มี 3 อย่าง ได้แก่  

1. ช่วยย่อยสลายและหมักสารอาหารหรือเนื้อเยื่อของล าไส้แล้วให้เป็นพลังงานในรูปของ 
short-chain fatty acids ส่วนใหญ่จะเกิดขึ้นมากบริเวณล าไส้ใหญ่ซีกขวา ตั้งแต่ส่วนที่ต่อจากล าไส้
เล็กขึ้นไป นอกจากนี้ยังช่วยสร้างวิตามินเค และช่วยดูดซึมฟอสฟอรัส แคลเซี่ยม แมกนีเซียม และ
เหล็กในบริเวณนั้น  

2. ควบคุมการเปลี่ยนแปลงของเซลเนื้อเยื่อของล าไส้โดยผลของ short-chain fatty acids 
(acetate, propionate, butyrate) กระตุ้นให้ล าไส้เปลี่ยนสภาพ เพ่ือให้ท างานดูดซับสารอาหารได้
เต็มที่ และปรับเปลี่ยนไม่ให้เซลล์กลายเป็นมะเร็ง และช่วยกระตุ้นการสร้างภูมิต้านทานของร่างกาย
ทั้งในเนื้อเยื่อ และในกระแสโลหิต  

3. ท าหน้าที่เป็นเกราะปกป้องร่างกายจากสิ่งแปลกปลอมทั้งหลาย โดยเฉพาะจากการแทรก
ซึมของเชื้อโรคจากภายนอกร่างกาย โดยการแย่งเกาะผนังล าไส้ ป้องกันไม่ให้เชื้อโ รคผ่านเข้าไปได้ 
และอาจแย่งชิงสารอาหารจากเชื้อโรคที่หลุดเข้าร่างกายรวมทั้งปล่อยสารยับยั้งการเติบโตของเชื้อโรค 
เช่น bacteriocins 
บทบาทของ Probiotics แบคที เรี ยที่ มี ก ารน ามาผลิ ต เป็ น  Probiotics ที่ ส าคัญ  คื อกลุ่ ม 

Lactobacillus เช่น L. rhamnosus strain GG ซึ่งมีการศึกษาและใช้มากที่สุด และ L. plantarum แต่ชนิด
อ่ืนๆก็มีใช้กันมาก เช่น ในกลุ่ม Bifidobacterium การผลิต probioticsให้เป็นประโยชน์ต่อร่างกายในลักษณะ
ของ functional food จะต้องให้มีคุณสมบัติตามที่ต้องการ ได้แก่ สามารถคงสภาพสิ่งมีชีวิตที่มีกลิ่นและ
รสชาติดีหลังการหมัก และคงสภาพกรดอ่อนๆ ตลอดช่วงการเก็บ ซึ่งต้องจัดเก็บอย่างดี และยังคงสภาพเดิมได้ 
แม้แช่แข็งหรือด้วยวิธีอ่ืนๆ ที่ท าให้แห้ง และให้ผลลัพธ์ตอบสนองตามปริมาณท่ีเพ่ิมข้ึน Probiotics ออกฤทธิ์ได้
หลายรูปแบบในการช่วยเสริมสร้างสุขภาพและป้องกันหรือรักษาโรคต่างๆ ที่เกิดขึ้น กลุ่ม lactobacilli จะ

สร้างน้ าย่อย β-galactosidase ช่วยลดปริมาณน้ าตาล lactose ในอาหาร ซึ่งเป็นสาเหตุของท้องเสียได้ 
นอกจากนี้ สามารถสร้างสารหลายชนิดที่ช่วยท าหน้าที่เป็นยาปฏิชีวนะ เช่น  organic acids, free fatty 
acids, ammonia, hydrogen peroxide และ bacteriocins36 ช่วยก าจัดเชื้อแบคทีเรียที่ปะปนในอาหาร 
น้ าย่อยบางชนิดจาก probiotic จะช่วยยับยั้งสารพิษจากแบคทีเรีย โดยไปปิดกั้นส่วนที่พิษจะเข้าเซลล์ และ
สามารถแย่งจับต าแหน่งต่างๆ ของเนื้อเยื่อในล าไส้ เพ่ือไม่ให้แบคทีเรียเข้าเกาะกุมได้ 

ป้องกันไม่ให้แบคทีเรียขยายตัวในล าไส้  นอกจากนี้สามารถ กระตุ้นภูมิต้านทานทั้งในล าไส้และใน
กระแสเลือดหรือกระตุ้น การท างานของเซลล์อ่ืนๆ ไว้ต่อสู้กับเชื้อโรค และกระตุ้นการสร้าง สารป้องกันโรคใน
ร่างกาย เช่น gamma-interferon, interleukin-12, interleukin-1841 เป็นต้น (อุทัย เก้าเอ้ียน, 2006) 
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2.7 Prebiotic 
Prebiotics หมายถึง สารอาหารที่ไม่มีชีวิต ไม่ถูกย่อยในกระเพาะอาหารเมื่อรับประทานเข้าไป แต่จะ

ไปช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตหรือการท าหน้าที่ของแบคทีเรียในล าไส้ใหญ่ ที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย4 
โดยทั่วไปแบคทีเรียที่จะถูกกระตุ้น ได้แก่ Lactobacilli และ bifidobacteria ตัวอย่างสารอาหารในกลุ่มนี้ 
ได้แก่ oligofructose, fructo oligosaccharides, inulin, polyfructose, chicory root extract (อุทัย เก้า
เอ้ียน, 2006) 
 สารอาหารที่จัดเป็นพรีไบโอติก 

 น้ าตาลแอลกฮอล์ (sugar alcohol) หรือ polyols ได้แก่ maltitol, sorbitol, isomalt, xylitol เป็น
ต้น เป็นสารให้ความหวาน (sweetener) โดยมีความหวาน (relative sweetness) น้อยกว่าน้ าตาล
ทราย (sucrose) ประมาณ 3 ใน 4 หรือครึ่งหนึ่ง และยังดูดซับได้ช้าในล าไส้เล็กเมื่อเปรียบเทียบกับ
น้ าตาล มีค่า glycemic index ต่ า จึงท าให้ระดับน้ าตาลในเลือดเพ่ิมข้ึนอย่างช้าๆ 

 โอลิโกแซ็กคาไรด์ (oligosaccharide) เป็นคาร์โบไฮเดรตสายสั้น ประกอบด้วยน้ าตาลตั้งแต่ 3 ถึง 10 
หน่วย ได้แก่ raffinose, stachyose, fructo-oligosaccharide, lactulose, galacto-
oligosaccharide (GOS), soybean oligosaccharide, lactosucrose, isomalto-
oligosaccharide,gluco-oligosaccharides, xylo-oligosaccharides และ palatinose 

 Resistant starch เป็น polysaccharide ซึ่งจะไม่ถูกดูดซับในล าไส้เล็ก 
ประกอบด้วย amylose ประมาณร้อยละ 20-25 

 พอลิแซ็กคาไรด์ที่ ไม่ ใช่สตาร์ซ (Non-starch polysaccharides, NSP) เป็นสารที่ ได้รับจากพืช 
เช่น pectin, cellulose, hemicellulose, guar gum, gum arabic, beta glucan, xylan 

 อินูลิน (inulin) เป็นสาร polysaccharides ที่พืชเก็บสะสมไว้เป็นอาหาร พบในพืชมากกว่า 36,000 
ชนิด เช่น Chicory root เห็ด หัวหอม หัวกระเทียม กล้วย เป็นต้น 

 Mucin glycoproteins ถูกสร้างโดย goblet cells ที่อยู่ในเยื่อบุผิวล าไส้และเป็นสารตั้งต้นหลัก
ส าหรับการหมักในล าไส้ 

 Related mucopolysaccharides ตั วอย่ างเช่ น  chondroitin sulphate, heparin, pancreatic 
และ bacterial secretions ซึ่งสารเหล่านี้เป็นสารที่มีไว้ส าหร้บจุลินทรีย์ในล าไส้ 

 Protein และ peptides สารเหล่านี้สร้างขึ้นในอาหาร สร้างโดยการหลั่งของตับอ่อนหรือสร้างโดย
แบคทีเรีย แต่จะมีปริมาณน้อยกว่าพวกคาร์โบไฮเดรต 

พรีไบโอติก (prebiotic) พบในอาหารหลายชนิด โดยเฉพาะในผัก เช่น รากชิคอรี หัวอาร์ทิโชก กระเทียม 
หอมหัวใหญ่ หน่อไม้ฝรั่ง ผลไม้ เช่น กล้วย แอปเปิล และเมล็ดธัญพืชบางชนิด 

การใช้พรีไบโอติกในอาหาร มีการผสมสารที่เป็นพรีไบโอติกลงในอาหาร ได้แก่ ผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มเพ่ือ
สุขภาพ น้ านม อาหารทารก โยเกิร์ต พาสต้า ขนมอบ ซอส อาหารเช้าธัญพืช (breakfast cereal) ซุป ขนมขบ
เคีย้วแบบต่างๆ เป็นต้น (พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์, 2562) 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1628/sugar-alcohol-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1212/sorbitol-%E0%B8%8B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%9A%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%A5
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1682/isomalt-%E0%B9%84%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%97%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1211/xylitol
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1594/sweetener-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%AB%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1326/relative-sweetness-%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%AB%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%A1%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%97%E0%B8%98%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0978/sucrose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%8B%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1687/glycemic-index-%E0%B8%94%E0%B8%B1%E0%B8%8A%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%84
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1100/oligosaccharide-%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%81%E0%B9%81%E0%B8%8B%E0%B8%84%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2218/raffinose
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3096/stachyose
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1213/fructo-oligosaccharide-oligofructose
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1100/oligosaccharide-%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%81%E0%B9%81%E0%B8%8B%E0%B8%84%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3085/resistant-starch
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1101/polysaccharide-%E0%B8%9E%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%81%E0%B8%8B%E0%B8%84%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0184/amylose-%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0501/starch-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%8B
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0430/pectin-%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0612/cellulose-%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3154/hemicellulose-%E0%B9%80%E0%B8%AE%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1110/guar-gum-%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%A1
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1489/acacia-gum-arabic
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1088/beta-glucan-%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2068/inulin-%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%B9%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1978/micro-organism-%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
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ภาพที่ 7 Prebiotic 
ที่มา https://www.thedrswolfson.com/prebiotics-benefit-health-top-prebiotic-food-sources/ 

 
2.8 Ribosomal RNA (rRNA) และ16S rRNA gene  

ไรโบโซมของโพรคาริโอตมีขนาด 70S ซึ่งประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 หน่วย คือ หน่วยขนาดใหญ่ 50S 
(large subunit) และหน่วยขนาดเล็กขนาด 30S (small subunit) โดยหน่วยใหญ่ประกอบด้วย 23S rRNA 
ขนาดประมาณ 2,904 นิวคลีโอไทด์ 5S rRNA ขนาดประมาณ 120 นิวคลีโอไทด์ และโปรตีน 34 ชนิด ส่วน
หน่วยเล็กประกอบด้วย 16S rRNA ขนาดประมาณ 1,541 นิวคลีโอไทด์และโปรตีน 21 ชนิด rRNA เหมาะ
ส าหรับน ามาศึกษาวิวัฒนาการระหว่างจุลินทรีย์เนื่องจากไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ที่มีอยู่ในจุลินทรีย์ทุกชนิดมี
หน้าที่ที่แน่นอนในสิ่งมีชีวิต โดยมีการผลิตโปรตีนชนิดเดิมเสมอเพ่ือความอยู่รอดของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ และพบว่ามี
การเปลี่ยนแปลงน้อยมากในแต่ละช่วงวิวัฒนาการ ซึ่งมีการอนุรักษ์ในระดับที่เหมาะสมทั้งนี้อาจเป็นเพราะว่า
โครงสร้างนี้มีหน้าที่แน่นอนและมีความส าคัญต่อเซลล์และ rRNA ของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดมีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
จ าเพาะแน่นอนจึงสามารถน ามาใช้ส าหรับเปรียบเทียบความเหมือนหรือความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิต  

นิยมเลือก 16S rRNA gene มาใช้ในการวิเคราะห์ เพ่ือบ่งชี้ความแตกต่างและความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ทั้งนี้เนื่องจากความเหมาะสมของโมเลกุล 16S rRNA gene โดยที่ 5S rRNA gene มีล าดับนิวคลีโอ
ไทด์เพียง 120 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งมีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่น้อย เมื่อเทียบกับ 16S rRNA gene ที่มี 1,500 นิ
วคลีโอไทด์ส่วน 23S rRNA มี 2,900 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งมีข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มากและเป็นส่วนที่ดีแต่
ในทางปฏิบัติและการวิเคราะห์นั้นท าได้ยาก รวมทั้ง 16S rRNA gene มีส่วนของบริเวณอนุรักษ์และความผัน
แปรเพียงพอส าหรับจัดกลุ่ม หรือบอกความสัมพันธ์ ซึ่งหากยีนมีความผันแปรสูงคือ มีมิวเทชั้นสูงจะท าให้
ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์สูญหายไป และไม่สามารถท าการเปรียบเทียบความเหมือนของ ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(alignment) ได้ เนื่องจากในการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ คือ การเปรียบเทียบหาส่วน
ที่เหมือนและต่างกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ แบคทีเรียจะมี 16S rRNA gene เป็นยีนที่มีรหัสส าหรับโมเลกุล ไร
โบโซม ซึ่งมีความแตกต่างกันในแบคทีเรียแต่ละชนิด และมีบางช่วงของสายดีเอ็นเอ ของ 16S rRNA gene ที่
เหมือนกันในแบคทีเรียทุกชนิด ในส่วนที่เหมือนกันนี้สามารถน ามาใช้เพ่ือออกแบบไพรเมอร์หรือกล่าวอีกนัย

https://www.thedrswolfson.com/prebiotics-benefit-health-top-prebiotic-food-sources/
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หนึ่งก็คือ 16S rRNA gene จะมีช่วงของสายดีเอ็นเอที่มีล าดับเบสช่วงนั้นเหมือนกันในแบคทีเรียทุกชนิด ใน
ขณะเดียวกัน 16S rRNA gene ก็มีช่วงของสายดีเอ็นเอที่แตกต่างกันในแบคทีเรียแต่ละชนิด ช่วงที่เหมือนและ
ช่วงที่แตกต่างกันของล าดับเบสในสายดีเอ็นเอ นั้นสามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรีย (วิชัย ศุภลักษณ์, 2552) 
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บทที ่3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 ประเมินลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของตัวอย่างอุจจาระ 

3.1.1 ด้านจริยธรรม 
 มีการขอจริยธรรมในมนุษย์ส าหรับการน าตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัครมาศึกษาแล้ว 
- เกณฑ์การคัดเข้า (inclusion criteria) 

1. เพศหญิงและเพศชายสุขภาพโดยทั่วไปแข็งแรง และมีอายุระหว่าง 20-50 ปี 
2. สุขภาพร่างกายแข็งแรง ไม่มีโรคประจ าตัว 

- เกณฑ์การคัดออก (exclusion criteria) 
1. มีประวัติรับประทานโยเกิร์ต นมเปรี้ยวในช่วง 2 สัปดาห์ก่อนท าการคัดเลือก 
2. มีประวัติรับประทานผักดอง ผลไม้ดอง ในช่วง 2 สัปดาห์ก่อนท าการคัดเลือก 
3. มีประวัติรับประทานยาปฏิชีวนะ ในช่วง 4 สัปดาห์ก่อนท าการคัดเลือก 
4. มีประวัติท้องเสียหรือท้องผูก ในช่วง 2 สัปดาห์ก่อนท าการคัดเลือก 
5. มีประวัติการรักษาหรือผ่าตัดล าไส้มาในช่วง 12 เดือนก่อนท าการคัดเลือก 
6. มีประวัติการรักษาโรคล าไส้อักเสบมาก่อน 
7. มีประวัติเป็นโรคประจ าตัวที่ต้องรับประทานยาเป็นประจ าต่อเนื่อง 
8. มีประวัติรับประทานยาถ่ายในช่วง 2 สัปดาห์ก่อนท าการคัดเลือก 
9. มีประวัติเป็นโรคระดับรุนแรงที่เก่ียวกับระบบทางเดินอาหาร 
10. มีประวัติใช้ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมที่เสริมเรื่องพรีไบโอติค หรือโพรไบโอติก ในช่วง 2 สัปดาห์

ก่อนท าการคัดเลือก 
11. มีประวัติดื่มแอลกอฮอล์เป็นประจ า 

3.1.2 ตัวอย่าง 
 เก็บตัวอย่างอุจจาระจากอาสาสมัครโครงการ การทดสอบประสิทธิภาพของเยลลี่ผสมสมุนไพรพรีไบ
โอติคต่อจุลินทรย์ในระบบทางเดินอาหาร คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

3.1.3 การเก็บตัวอย่าง 
 ภายหลังอาสาสมัครน าส่งอุจจาระแก่ผู้วิจัย ณ สถานวิจัยเครื่องส าอางแต่ละครั้ง ผู้วิจัยจะเก็บรวบรวม
ตัวอย่างอุจจาระ ใส่ภาชนะที่ปิดสนิท เก็บไว้ในที่เย็น (2-8 °C) จากนั้นผู้วิจัยจะท าการประเมินลักษณะทาง
กายภาพและทางเคมีของอุจจาระ และบันทึกผล ณ ห้องปฏิบัติการ MD 345/2 ชั้น 3 คณะวิทยาศาสตร์
การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
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3.1.4 การประเมินลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของอุจจาระ  
การตรวจดูลักษณะภายนอกของอุจจาระ หรือการตรวจทางกายภาพ(Physical examination) เป็น

การตรวจเพ่ือดูลักษณะของอุจจาระ, สีของอุจจาระ, มูก และเลือด และการตรวจทางเคมี คือการตรวจวัดค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) โดยการตรวจดูอุจจาระจะต้องใช้ผู้ท าการตรวจจ านวน 2 คนแล้วน าผลที่บันทึกได้มา
เปรียบเทียบกัน ถ้ามีผลใดที่แตกต่างออกไปต้องมีบุคคลที่ 3 เป็นผู้ตรวจยืนยัน 

1. ท าการเตรียมเครื่องมือและอุปกรณ์ จากนั้นเปิดตู้ดูดสารเคมี (Fume hood)  
2. น าตัวอย่างออกมา เปิดฝาที่เก็บตัวอย่างภายในตู้ดูดสารเคมี 
3. ท าการตรวจดูลักษณะของอุจจาระ โดยจะใช้ไม้จิ้มฟันจุ่มลงไปในตัวอย่างอุจจาระเพ่ือดูความ

แข็ง-เหลวของอุจจาระ 
4. การตรวจดูสีของอุจจาระจะดูด้วยตาเปล่าแล้วบันทึกผล 
5. การตรวจดูมูกขาว และเลือด จะดูด้วยตาเปล่าแล้วบันทึกผล 
6. การตรวจวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) จะใช้กระดาษลิตมัสป้ายตัวอย่างอุจจาระแล้วสังเกต

แถบสีที่เปลี่ยนแปลงไป เปรียบเทียบกับสีที่อยู่ข้างกล่องทดสอบ เพ่ือบ่งบอกค่า pH 
7. น าตัวอย่างที่ประเมินลักษณะทางกายภาพและลัษณะทางเคมีแล้ว ใส่ใน Tube A ของชุด

ทดสอบ NucleoSpin DNA Stool เพ่ือท าการสกัดต่อไป 
 

3.2 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA) จากตัวอย่างอุจจาระ 
 ตัวอย่างอุจจาระในภาชนะที่ปิดสนิทมาท าการสกัด DNA ด้วยชุดทดสอบ NucleoSpin DNA Stool 
โดยมีขั้นตอนการสกัด DNA ดังนี้  

1. น าตัวอย่างอุจจาระใส่ใน Tube A แล้วเติม ST1 (Lysis Buffer) 850 µl แล้วน าไป vortex 2-3 
วินาที 

2. จากนั้นน าไปให้ความร้อนที่ 70 °C เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไป vortex 10 นาที น าไปปั่นที่ 13,000 
rpm 3 นาท ี

3. ดูดสารละลายชั้นบน 600 µl แล้วเติม ST2 (Lysis Buffer) 100 µl แล้วน าไป vortex 5 วินาที 
จากนั้นบ่มในน้ าแข็ง 5 นาที น าไปปั่นที่ 13,000 rpm 3 นาท ี

4. ดูดสารละลายชั้นบน 550 µl ใสใน column ที่มี collection tube ขนาด 2 ml (มีฝา)น าไปปั่นที่ 
13,000 rpm 1 นาที 

5. เติม ST3 (Binding Buffer) 200 µl แล้วน าไป vortex 5 วนิาที 
6. ดูดสารละลายมา 700 µl ใสใน column ที่ม ีcollection tube ขนาด 2 ml (ไม่มีฝา) น าไปปั่นที่ 

13,000 rpm 1 นาที 
7. น าไปล้างครั้งท่ี 1 โดยการเติม ST3 (Binding Buffer) 600 µl ปั่นที่ 13,000 rpm 1 นาท ี 

น าไปล้างครั้งท่ี 2 โดยการเติม ST4 (Wash Buffer) 550 µl ปั่นที่ 13,000 rpm 1 นาที  
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น าไปล้างครั้งที่ 3 โดยการเติม ST5 (Concentrate Wash Buffer) 550 µl ปั่นที่ 13,000 rpm 1 
นาท ี 
น าไปล้างครั้งที่ 4 โดยการเติม ST5 (Concentrate Wash Buffer) 550 µl ปั่นที่ 13,000 rpm 1 
นาท ี 

8. น าไปปั่นที่ 13,000 rpm 2 นาที แล้วเติม SE (Elution Buffer) 50 µl แล้วน าไปปั่นที่ 13,000 rpm 
1 นาท ีจากนั้น vortex 2 วินาที 
9. น าตัวอย่าง DNA ที่สกัดได้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C เพ่ือใช้ส าหรับการวิเคราะห์ต่อไป 

 
3.3 การวิเคราะห์คุณภาพของ DNA 

ท าการตรวจสอบผลคุณภาพของตัวอย่าง DNA โดย 2% agarose gel electrophoresis โดยน า 
ตัวอย่าง DNA 1 µl ผสมกับ loading dye (Novel Juice loading buffer) ปริมาตร 1 µl โดยผสมให้เข้ากัน
บนแผ่น parafilm จากนั้นท าการ Load ลงในแต่ละ well ของ agarose gel แล้วท าการแยกขนาดด้วยวิธี 
electrophoresis โดยต่อกระแสไฟฟ้าให้ด้านของตัวอย่างอยู่ฝั่งขั้วลบตั้งค่าแรงเคลื่อนไฟฟ้า (voltage, V) ที่ 
50 V ใช้เวลาประมาณ 30 นาทีเมื่อเสร็จแล้วน้าไปส่องดู แถบดีเอนเอภายใต้แสง fluorescent ด้วยเครื่อง 
Gel document ImageQuant LAS 500 และตรวจวัดความเข้มข้นของ DNA ที่สกัดได้ (ng/µl) และค่าความ
บริสุทธิ์ของ DNA ด้วยเครื่อง Thermo Scientific NanoDrop ND-2000 UV-Vis Spectrophotometer 
โดยมีการก าหนดคุณภาพของ DNA ดังต่อไปนี้ 

 
ตารางท่ี 1 คุณภาพและความบริสุทธิ์ของ DNA ที่ก าหนด 
 

 
 

3.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA) โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR)   
 ท าการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยวิธี  PCR โดยใช้ DNA ที่สกัดได้จากตัวอย่างอุจจาระเป็นต้นแบบท า
ปฏิกิริยาด้วยน้ ายา MyTaqTM DNA Polymerase (Bioline) ที่ประกอบด้วย taq polymerase, dNTP และ 
MgCl2 เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ 16S rDNA ของแบคทีเรียในตัวอย่างอุจจาระ โดยใช้ Primer ที่จ าเพาะ 
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ตารางท่ี 2 Primer for detect 16S rDNA of microbiota 
Target Primer sequence  

(5′→3′) 

PCR 
Product, 
bp 

Annealing 
temp (°C) 

Reference 

Escherichia 
subgroupa 

F: GTTAATACCTTTGCTCATTGA 
R: ACCAGGGTATCTAATCCTGT 

340 60 Zhui L., et al. 
2018 

Bifidobacterium 
 

F: 
GCGTGCTTAACACATGCAAGTC 
R: CACCCGTTTCCAGGAGCTATT 

125 59 Marlene R., et 
al. 2015 

Lactobacillus F: TGGAAACAGRTGCTAATACCG 
R: GTCCATTGTGGAAGATTCCC  

233 62 Liyan M., et al. 
2013 

Bacteroides F: GGGTTTAAAGGGAGCGTAGG 
R: CTACACCACGAATTCCGCCT 

116 60 Alice L., et al. 
2006 

Enterococcus 
faecalis 

F: TGGCATAAGAGTGAAAGGCGC 
R: 
GGGGACGTTCAGTTACTAACGT  

290 58 M A Al-R., et al. 
2012 

  
หลังจากผสมเสร็จจะน าไปท าปฏิกิริยาในเครื่อง T100TM Thermal Cycler โดยสภาวะที่ใช้ในการท า

ปฏิกิริยา คือ Annealing temp (°C) ของ Escherichia subgroup เท่ากับ 60°C, Bifidobacteria เท่ากับ 
59°C, Lactobacillus เท่ากับ 62°C, Bacteroides เท่ากับ 60°C และ Enterococcus faecalis เท่ากับ 
58°C แล้วท าการตรวจสอบผล PCR โดย 2% agarose gel electrophoresis โดยน า PCR product 5 µl 
ผสมกับ loading dye (Novel Juice loading buffer) ปริมาตร 1 µl โดยผสมให้เข้ากันบนแผ่น parafilm 
จากนั้นท าการ Load ลงในแต่ละ well ของ agarose gel แล้วท าการแยกขนาดด้วยวิธี electrophoresis 
โดยต่อกระแสไฟฟ้าให้ด้านของตัวอย่างอยู่ฝั่งขั้วลบตั้งค่าแรงเคลื่อนไฟฟ้า (voltage, V) ที่ 90 V ใช้เวลา
ประมาณ 30 นาทีเมื่อเสร็จแล้วน้าไปส่องดู แถบดีเอนเอภายใต้แสง fluorescent ด้วยเครื่อง Gel document 
ImageQuant LAS 500 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ประเมินลักษณะ สี มูก และ เลือดของอุจจาระ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่8 ตัวอย่างของอุจจาระที่ม ีBristol score ที่แตกต่างกันท้ัง 3 ตัวอย่าง มีมูกและเลือดเป็นลบ (Negative,-)  

 
ภาพที ่9 แสดงจ านวนสีของอุจจาระจากอาสาสมัครที่รับประทาน Product J(A), Product P(B) 

CN45-90 

Bristol Type 1 

CN45-72 

Bristol Type 4 

CN45-63 

Bristol Type 6 
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พบว่า อาสาสมัครที่รับประทาน Product J ส่วนใหญ่อุจจาระมีสีเหลือง และอาสาสมัครที่รับประทาน 
Product P ส่วนใหญ่อุจจาระมีสีน้ าตาลเพ่ิมมากขึ้น 

 

 
ภาพที่ 10 แสดงลักษณะสีของอุจจาระจากอาสาสมัครทีร่ับประทาน Product J ทั้ง 5 ครั้ง พบว่า อาสาสมัครที่

รับประทาน Product J ส่วนใหญ่อุจจาระมสีีเหลือง  

 

 
ภาพที่ 11 แสดงลักษณะสีของอุจจาระจากอาสาสมัครทีร่ับประทาน Product P ทั้ง 5 ครั้ง พบว่า อาสาสมัครที่

รับประทาน Product P ส่วนใหญอุ่จจาระมสีีน้ าตาลเพิ่มมากขึ้น 
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ภาพที่ 12 แสดงจ านวน Bristol score ของอุจจาระจากอาสาสมัครที่รับประทาน Product J(A), Product P(B)  

พบว่า อาสาสมัครที่รับประทาน Product J และ Product P ส่วนใหญ่อุจจาระมี Bristol score 
type 4 เพ่ิมขึ้น 

 

 
ภาพที่ 13 แสดงลักษณะ Bristol score ของอุจจาระจากอาสาสมัครที่รับประทาน Product J พบว่า อาสาสมัครที่

รับประทาน Product J ส่วนใหญอุ่จจาระมี Bristol score เปลีย่นเป็น type 4 เพิ่มขึ้น 
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ภาพที่ 14 แสดงลักษณะของอุจจาระที่มี Bristol type 1-2 จากอาสาสมัครก่อนรับประทาน Product J พบว่า 

หลังจากท่ีอาสาสมัครรับประทาน Product J ส่วนใหญ่อุจจาระมี Bristol score เปลี่ยนเป็น type 4 เพิ่มขึ้น 
 

 
ภาพที่ 15 แสดงลักษณะของอุจจาระที่มี Bristol type 5-7 จากอาสาสมัครก่อนรับประทาน Product J พบว่า 

หลังจากท่ีอาสาสมัครรับประทาน Product J ส่วนใหญ่อุจจาระมี Bristol score เปลี่ยนเป็น type 4 เพิ่มขึ้น 
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ภาพที่ 16 แสดงลักษณะ Bristol score ของอุจจาระจากอาสาสมัครที่รับประทาน Product P พบว่า อาสาสมัครที่

รับประทาน Product P ส่วนใหญอุ่จจาระมี Bristol score เปลีย่นเป็น type 4 เพิ่มขึ้น 
 

 
ภาพที่ 17 แสดงลักษณะของอุจจาระที่มี Bristol type 1-2 จากอาสาสมัครก่อนรับประทาน Product P พบว่า 

หลังจากท่ีอาสาสมัครรับประทาน Product P ส่วนใหญ่อุจจาระมี Bristol score เปลี่ยนเป็น type 4 เพิ่มขึ้น 
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ภาพที่ 18 แสดงลักษณะของอุจจาระที่มี Bristol type 5-7 จากอาสาสมัครก่อนรับประทาน Product P พบว่า 

หลังจากท่ีอาสาสมัครรับประทาน Product P ส่วนใหญ่อุจจาระมี Bristol score เปลี่ยนเป็น type 4 เพิ่มขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที ่19 ตัวอย่างอุจจาระ มคี่า pH อยู่ในช่วง 5-6 และ 7-8 ซึ่งเป็นค่า pH ที่อยู่ในช่วงปกติ 

CN45-90 

pH 5-6 

CN45-72 

pH 7-8 

CN45-63 

pH 5-6 
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ภาพที่ 20 แสดงจ านวนค่า pH ของอุจจาระจากอาสาสมคัรที่รับประทาน Product J(A), Product P(B)  

พบว่าอาสาสมัครที่รับประทาน Product J และ Product P ส่วนใหญ่อุจจาระมีค่า pH อยู่ในช่วง 7-8 
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4.2 การวิเคราะห์คุณภาพของ genomic DNA  
ตารางที่ 3 ความเข้มข้นและความบริสุทธ์ิของ DNA ที่สกัดได้ จากตัวอย่างอุจจาระ Product J 
No. Sample name Conc.(ng/ul) Volume (ul) Purity 

1 J1-01-04 47.4 50 1.98 

2 J1-02-06 146.1 50 1.91 

3 J1-03-08 51.8 50 1.98 

4 J1-04-09 72.3 50 1.84 

5 J1-05-11 71.1 50 1.98 

6 J1-06-17 87.1 50 1.93 

7 J1-07-20 85.5 50 1.95 

8 J1-08-21 107.4 50 1.94 

9 J1-09-22 42.1 50 2.00 

10 J1-10-23 59.6 50 1.98 

11 J1-11-25 31.9 50 1.97 

12 J1-12-27 88.1 50 1.71 

13 J1-13-30 109.4 50 1.93 

14 J1-14-31 113.9 50 1.93 

15 J1-15-33 60.1 50 1.95 

16 J1-16-37 55.1 50 1.95 

17 J1-17-38 77.6 50 1.89 

18 J1-18-39 80.2 50 1.91 

19 J1-19-40 67.4 50 1.95 

20 J1-20-41 142.1 50 1.89 

21 J1-21-42 69.9 50 1.94 

22 J1-22-43 105.8 50 1.91 

23 J1-23-44 102.5 50 1.94 

24 J1-24-45 36.9 50 1.97 

25 J1-25-46 13.0 30 2.03 

26 J1-26-48 70.0 50 1.96 

27 J1-27-57 68.5 50 1.96 

28 J1-28-59 68.5 50 1.97 

29 J1-29-65 98.1 50 1.95 

30 J1-30-66 152.5 50 1.91 

31 J1-31-67 43.5 50 2.04 

32 J1-32-68 89.1 50 1.97 

33 J1-33-83 51.8 50 1.98 
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ตารางที่ 4 ความเข้มข้นและความบริสุทธ์ิของ DNA ที่สกัดได้ จากตวัอย่างอุจจาระ Product P 
No. Sample name Conc.(ng/ul) Volume (ul) Purity 

1 P1-01-07 64.8 20 1.90 

2 P1-02-34 70.1 20 1.94 

3 P1-03-35 25.2 20 1.93 

4 P1-04-53 51.4 20 1.89 

5 P1-05-55 86.9 20 1.92 

6 P1-06-58 90.5 20 1.90 

7 P1-07-62 35.8 20 1.94 

8 P1-08-63 70.8 20 1.88 

9 P1-09-64 31.5 20 1.85 

10 P1-10-69 122 20 1.90 

11 P1-11-72 47.6 20 1.88 

12 P1-12-73 55.5 20 1.90 

13 P1-13-74 42.6 20 1.87 

14 P1-14-75 64.4 20 1.91 

15 P1-15-76 33.5 20 1.69 

16 P1-16-77 62.1 20 1.86 

17 P1-17-78 123.9 20 1.90 

18 P1-18-79 78.1 20 1.88 

19 P1-19-85 61.8 20 1.87 

20 P1-20-86 58.8 20 1.87 

21 P1-21-87 159.5 20 1.88 

22 P1-22-88 117.8 20 1.91 

23 P1-23-89 91.4 20 1.90 

24 P1-24-90 123.5 20 1.93 

25 P1-25-91 169.5 20 1.89 

26 P1-26-92 201.9 20 1.88 

27 P1-27-93 99.8 20 1.91 

28 P1-28-94 112.2 20 1.91 

29 P1-29-95 34.2 20 1.95 

30 P1-30-97 116.5 20 1.91 

31 P1-31-98 123.6 20 1.89 

32 P1-32-100 252 20 1.89 

33 P1-33-101 39.3 20 1.81 
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ภาพที่ 21 Agarose gel electrophoresis เพื่อวิเคราะห์คณุภาพของ genomic DNA ที่สกัดได้จากตัวอย่างอุจจาระ 

Product J 
 

 
ภาพที่ 22 Agarose gel electrophoresis เพื่อวิเคราะห์คณุภาพของ genomic DNA ที่สกัดได้จากตัวอย่างอุจจาระ 

Product P 
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4.3 ผลการประเมินลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างอุจจาระและผลการเพิ่มจ านวนประชากรแบคทีเรีย
เปรียบเทียบระหว่างก่อนและหลังรับประทานผลิตภัณฑ์ 

 
ภาพที่ 23 ตัวอย่างอุจจาระจากอาสาสมัครทีร่ับประทาน Product J และมลีักษณะอุจจาระตั้งต้นเป็น Bristol score type 

2(1-2) 

จากตัวอย่าง CN45-04 พบว่าเมื่อรับประทาน Product J 17 วัน จากลักษณะอุจจาระ Bristol 
score type 2 เปลี่ยนเป็น Bristol score type 6 มีอุจจาระสีเหลือง และมีค่า pH อยู่ในช่วง 5-6 และเมื่อท า
การเพ่ิมปริมาณจ านวนประชากรแบคทีเรียในอุจจาระพบว่า Bifidobacterium spp. มีเพ่ิมมากข้ึน 
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ภาพที่ 24 ตัวอย่างอุจจาระจากอาสาสมัครทีร่ับประทาน Product J และมลีักษณะอุจจาระตั้งต้นเป็น Bristol score type 

6(6-7) 
จากตัวอย่าง CN45-08 พบว่าเมื่อรับประทาน Product J 17 วัน จากลักษณะอุจจาระ Bristol 

score type 6 เปลี่ยนเป็น Bristol score type 4 มีอุจจาระสีน้ าตาล และมีค่า pH อยู่ในช่วง 5-6 และเมื่อท า
การเพ่ิมปริมาณจ านวนประชากรแบคทีเรียในอุจจาระพบว่า Bifidobacterium spp. มีเพ่ิมมากข้ึน 
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ภาพที่ 25 ตัวอย่างอุจจาระจากอาสาสมัครทีร่ับประทาน Product P และมีลักษณะอุจจาระตั้งต้นเปน็ Bristol score type 

1(1-2) 
จากตัวอย่าง CN45-90 พบว่าเมื่อรับประทาน Product P 17 วัน จากลักษณะอุจจาระ Bristol 

score type 1 เปลี่ยนเป็น Bristol score type 2 มีอุจจาระสีน้ าตาล และมีค่า pH อยู่ในช่วง 7-8 และเมื่อท า
การเพ่ิมปริมาณจ านวนประชากรแบคทีเรียในอุจจาระพบว่า Bifidobacterium spp. มีเพ่ิมมากข้ึน 
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ภาพที่ 26 ตัวอย่างอุจจาระจากอาสาสมัครทีร่ับประทาน Product P และมีลักษณะอุจจาระตั้งต้นเปน็ Bristol score type 

6(6-7) 
จากตัวอย่าง CN45-63 พบว่าเมื่อรับประทาน Product P 17 วัน จากลักษณะอุจจาระ Bristol 

score type 6 เปลี่ยนเป็น Bristol score type 4 มีอุจจาระสีเหลือง และมีค่า pH อยู่ในช่วง 7-8 และเมื่อท า
การเพ่ิมปริมาณจ านวนประชากรแบคทีเรียในอุจจาระพบว่า Bifidobacterium spp. มีเพ่ิมมากข้ึน 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
จากงานวิจัยก่อนหน้ามีการศึกษาที่คล้ายคลึงกันโดยใช้ตัวอย่างอุจจาระมาท าการศึกษาลักษณะของ

ตัวอย่างอุจจาระ (Bristol stools chart) และศึกษาความสัมพันธ์ของแบคทีเรียในล าไส้ต่อสุขภาพของ
อาสาสมัครโดยเปรียบเทียบระหว่างผู้ใหญ่และเด็กจาก 2 พ้ืนที่ที่สนใจ พบว่าประชากรส่วนใหญ่มี Bristol 
score type 4 

 
 

ภาพที่ 27 Data on stool consistency in young and elderly subjects from Bali and Yogyakarta 

ที่มา Rahayu E, et al. 2019 
 และผู้วิจัยได้ศึกษาถึงประชากรของแบคทีเรียในล าไส้ โดยเปรียบเทียบระหว่าง ผู้ใหญ่และเด็ก พบว่า
เด็กจะมีประชากรแบคทีเรียชนิดที่ดีมากกว่าผู้ใหญ่ 

 
ภาพที่ 28 Comparison of gut microbiota composition in young and elderly subjects from Bali and 

Yogyakarta. 

ที่มา Rahayu E, et al. 2019 
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 จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ เคยมีผู้ศึกษาเปรียบเทียบการให้อาหารเสริมประเภท Probiotic พบว่า 
Bifidobacterium และ Lactobacillus เพ่ิมข้ึน และเม่ือหยุดให้ Probiotic พบว่า bacteria ชนิดที่ดีลดลง 

 
ภาพที่ 29 The composition of fecal microbiota at the genus level. 

ที่มา Choong-Kyun N, et al. 2018 
 
จากงานวิจัยก่อนหน้าการรับประทานผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติเป็น Prebiotic มีความสัมพันธ์ช่วย

ส่งเสริมแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็น Probiotic ให้เพ่ิมมากข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ  
 

 
ภาพที่ 30 Estimated marginal means of fecal bacterial count and organic acids concentration. 

ที่มา Yoshio S, et al. 2017 
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จากการประเมินลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัคร  สามารถ
อภิปรายผลการทดลองได้ว่า ตัวอย่างอุจจาระนั้นสามารถบ่งบอกถึงสุขภาพเบื้องต้นได้ โดยเมื่อรับประทาน
ผลิตภัณฑ์ Prebiotic จะสังเกตเห็นว่าจากอุจจาระท่ีมีลักษณะแข็งหรือเหลวหลังรับประทานผลิตภัณฑ์อุจจาระ
มีความนุ่มขึ้นเป็นปกติ และเมื่อท าการสกัดและวิเคราะห์คุณภาพของ DNA แล้วน ามาเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของ
ยีน 16S rRNA ส าหรับการวิเคราะห์กลุ่มประชากรแบคทีเรียในตัวอย่างอุจจาระของอาสาสมัครท าให้ทราบถึง
ข้อมูลพ้ืนฐานเกี่ยวกับกลุ่มประชากรแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารของอาสาสมัครที่สามารถบ่งบอกถึงสุข
ภาวะของอาสาสมัครได้โดยแบคทีเรียชนิดที่ดี คือ bifidobacterium spp. พบว่ามีมากขึ้นหลังรับประทาน
ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติเป็น Prebiotic แสดงว่าผลิตภัณฑ์สามารถเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียชนิดที่ดี  (Probiotic) 
ในล าไส้ไดแ้ละท างานส่งเสริมกันเป็น synbiotic 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



35 

 

 

เอกสารอ้างอิง 

Alice Layton. (2006). Development of Bacteroides 16S rRNA Gene TaqMan-Based Real-Time 

PCR Assays for Estimation of Total, Human, and Bovine Fecal Pollution in Water. 

American Society for Microbiology, 4214-4224. 

Discovertherapies. (ม.ป.ป.). Ulcerative Colitis and Crohn's Disease Articles. เรียกใช้เมื่อ 2562 

เมษายน 29 จาก Fecal Transplant and Inflammatory Bowel Disease: 

https://discovertherapies.com/articles/24-fecal-transplant-and-inflammatory-bowel-

disease 

George T Macfarlane. (1999). Probiotics and prebiotics: can regulating the activities of 

intestinal bacteria benefit health? BMJ, 999–1003. 

indiamart. (ม.ป.ป.). indiamart. เรียกใช้เมื่อ 29 เมษายน 2562 จาก Mitushi Lactobacillus 

Rhamnosus Probiotics: https://www.indiamart.com/proddetail/lactobacillus-

rhamnosus-probiotics-8411657048.html 

Kwang Jae Lee. (2018). Effects of the Administration of Probiotics on Fecal Microbiota 

Diversity and Composition in Healthy Individuals. Journal of Neurogastroenterology 

and Motility, 24(3): 452-459. 

Lee YJ. (2003). Identification and screening for antimicrobial activity against Clostridium 

difficile of Bifidobacterium and Lactobacillus species isolated from healthy infant 

faeces. Int J Antimicrob Agents, 340-6. 

livescience. (7 January 2019). livescience. เรียกใช้เมื่อ 2562 เมษายน 29 จาก What Is E. Coli?: 

https://www.livescience.com/64436-e-coli.html 

Liyan Ma. (2013). Consistent Condom Use Increases the Colonization of Lactobacillus 

crispatus in the Vagina. PLoS One, 8(7):e70716. 

M A Al-Ruwaili. (2012). Phenotypic and Genotypic differences in the expression of virulence 

factors in antimicrobial resistance of Enterococcus faecalis clinical strains. Bioscience 

Research, 9(1):50-58 . 

Marlene Remely. (2015). Gut microbiota composition correlates with changes in body fat 

content due to weight loss. Beneficial Microbes. 



36 

 

medthai. (29 เมษายน 2018). medthai. เรียกใช้เมื่อ 29 เมษายน 2562 จาก การตรวจอุจจาระ (Stool 

Examination) ประโยชน์, วิธเีก็บอุจจาระส่งตรวจ ฯลฯ: 

https://medthai.com/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%A

3%E0%B8%A7%E0%B8%88%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%88%E0%B8%88%E0

%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B0/ 

nootriment. (ม.ป.ป.). nootriment. เรียกใช้เมื่อ 2562 เมษายน 29 จาก Bifidobacterium Probiotic 

Supplements and Yogurt Sources: https://nootriment.com/bifidobacterium-probiotic/ 

Rahayu ES. (2019). Gut microbiota profile in healthy Indonesians. World J Gastroenterol. 

thedrswolfson. (10 August 2018). thedrswolfson. เรียกใช้เมื่อ 2562 เมษายน 29 จาก HOW 

PREBIOTICS BENEFIT YOUR HEALTH + TOP PREBIOTIC FOOD SOURCES: 

https://www.thedrswolfson.com/prebiotics-benefit-health-top-prebiotic-food-sources/ 

Yoshio Suzuki. (2017). Association between Yogurt Consumption and Intestinal Microbiota in 

Healthy Young Adults Differs by Host Gender. Front Microbiol, 8: 847. 

Zhui Li. (2018). Effects of Lactobacillus acidophilus on the growth performance and intestinal 

health of broilers challenged with Clostridium perfringens. Journal of Animal Science 

and Biotechnology, 9: 25. 

ปิยะมาศ ศรีภูมี. (2548). การแยก Bifidobacteria จากอุจจาระเด็กทารกเพ่ือใช้เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก. 

เรื่องเต็มการประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งที่ 43: สาขาสัตวแพทยศาสตร์ 

สาขาวิทยาศาสตร์, 168-176. 

พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์. (2562). Food Network Solution. เรียกใช้เมื่อ 29 เมษายน 2562 จาก 

Lactobacillus / แล็กโทบาซิลลัส: 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1271/lactobacillus-

%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B

8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B1

%E0%B8%AA 

พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์. (2562). Food Network Solution. เรียกใช้เมื่อ 29 เมษายน 2562 จาก 

Escherichia coli / E. coli: 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1125/escherichia-coli-e-coli 



37 

 

พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์. (2562). Food Network Solution. เรียกใช้เมื่อ 29 เมษายน 2562 จาก Prebiotic 

/ พรีไบโอติก: http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0781/prebiotic 

วิชัย ศุภลักษณ์. (2552). Study on bacteria diversity in chicken intestinal tract by molecular 

approach. สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง. ส านักหอสมุดกลาง. 

ศิริวุฒิ สุขขี. (2560). แลนทิไบโอทิก : การสังเคราะห์ และฤทธิ์ต้านจุลชีพ. เชียงใหม่เวชสาร , 56(4). 

อุทัย เก้าเอ้ียน. (2006). โปรไบโอทิคส์. Songkla Med J , 24(4):315-323. 

 

 
 
 

 

 

 

 



38 

 

 

 

ภาคผนวก 
 

 

 

 

 

 

 



39 

 

 
 


