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บทคดัย่อ 

งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาเปรียบเทียบวิธีทดสอบสารก่อการกลายพนัธ์ุด้วยวิ ธีของ  Ames โดยใช้

เช้ือแบคทีเรีย Salmonella typhimurium สายพนัธ์ุ TA 98 และ TA 100 ทั้งวธีิมาตรฐาน Plate incorporation และวธีิ Paper 

disc diffusion ผลการทดสอบฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุทั้งวิธี Plate incorporation และวิธี Paper disc diffusion พบวา่วิธี 

Plate incorporation แสดงฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุทั้งสายพนัธ์ุ TA 98 และ TA 100 โดยทดสอบกบัสาร 4NPD ท่ีความ

เขม้ขน้ 0.005, 0.01 µg/µl และทดสอบกบัสาร NaN3 ท่ีความเขม้ขน้ 0.01, 0.05 µg/µl ตามลาํดบั วธีิ Paper disc diffusion 

แสดงฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุกบัสายพนัธ์ุ TA 98 โดยทดสอบกบัสาร 4NPD ท่ีความเขม้ขน้ 0.05, 0. 1 µg/µl และขนาด

เสน้ผา่นศูนยก์ลางของกระดาษกรอง 0.5 cm แต่วธีิ Paper disc diffusion ไม่แสดงฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุกบัสายพนัธ์ุ TA 

100 อยา่งไรก็ตามวิธี Paper disc diffusion จะทาํให้ประหยดัเวลา สารเคมี และอุปกรณ์ในการวิจยัได ้เม่ือทดลองกบั

ตวัอยา่งจาํนวนมาก  

 

ABSTRACT 

In this study was aimed to investigate the direct mutagenic potential with the Ames test using the bacteria 

tester strain Salmonella typhimurium TA98 and TA100 through both the standard Plate incorporation and the Paper 

disc diffusion method. The mutagenic assay were validated for both the methods, by which the Plate incorporation 

using two different known mutagens the 4NPD at the concentrations of 0.005 and 0.01 µg/µl, and sodium azide at the 

concentrations of 0.01 and 0.05 µg/µl on both S. typhimurium TA98 and TA100. The Paper disc diffusion method 

was validated using only the 4NPD at the concentrations of 0.05 and 0.1 µg/µl with the diameter of the paper 0.5 cm 

and S. typhimurium TA98 only. The Paper disc diffusion method did not work satisfactory with the S. typhimurium 

TA100. However this method has some advantages in using less chemicals, and less time consuming when we need 

to work on several samples.  
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 MMP35-2 

บทนํา 

การกลายพนัธ์ุ (mutation) หมายถึง การท่ีดี

เอน็เอท่ีผิดปกติไปจากเดิมถูกนาํไปถ่ายทอดรหัสแบบ

ผิดปกตินั้นทาํใหไ้ดส่ิ้งท่ีผิดไปจากธรรมชาติ ดีเอ็นเอท่ี

ผิดปกติจ ะมี เบสใดเบสหน่ึงใน สายดี เ อ็น เอถู ก

เปล่ียนแปลงไปจากเดิม (อุษณีย0์, 2534)0 และสามารถ

ประเมินพิษของสารก่อการกลายพนัธ์ุไดด้ว้ยวิธี Plate 

incorporation test หรือ Ames Test ซ่ึงเป็นการทดสอบ

ท่ีพฒันาข้ึนโดย Dr. Bruce Ames เพ่ือใชค้ดักรองหา

ฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุของสารเคมี สารสกดัสมุนไพร 

เป็นการทดสอบการกลายพนัธ์ุแบบยอ้นกลบั (backward 

or reverse mutation) ในแบคทีเรีย Salmonella 

typhimurium เน่ืองจากแบคทีเรียท่ีนํามาใช้ในการ

ทดลองน้ีได้ถูกทําให้กลายพันธ์ุไปจนไม่สามารถ

สังเคราะห์กรดอะมิโน histidine ได ้ทาํให้ไม่สามารถ

เจริญในตวักลางท่ีขาดกรดอะมิโนชนิดน้ีได้ เรียกว่า 

Histidine dependent (His-) โดยสารจะแพร่ผ่านอาหาร

เล้ียงเช้ือโดยตรง ถา้สารทดสอบมีฤทธ์ิก่อการกลาย

พันธ์ุจะทําให้แบคทีเรียชนิดน้ี เ กิดการกลายพันธ์ุ 

ยอ้นกลบัสามารถสร้าง histidine ไดเ้อง เป็น Histidine 

independent (His+) (Ames, 1971) ต่อมามีการพฒันา

วธีิการทดสอบเป็นระยะโดยอาศยัหลกัการเดิม (Ames 

et al., 1973, 1975; McCann et al., 1975; Maron & 

Ames, 1983; Mortelmans & Zeiger, 2000) นอกจาก

วธีิทดสอบสารก่อการกลายพนัธ์ุแบบมาตรฐานแลว้ได้

มีการประยกุตว์ิธีดงักล่าวโดยให้สารแพร่ผ่านกระดาษ

กรอง (Paper Disc Diffusion) ท่ีวางอยูบ่นอาหารเล้ียง

เช้ือ พบว่าสามารถประเมินพิษของสารก่อการกลาย

พนัธ์ุไดเ้ช่นกนั (De Stasio & Goodson-Gregg, 2010) 

ดังนั้ นงานวิจัยน้ี จึงเป็นการศึกษาเปรียบเทียบวิธี

ทดสอบสารก่อการกลายพันธ์ุแบบมาตรฐานแบบ 

Plate Incorporation และแบบ Paper Disc Diffusion 

กับสารทดสอบมาตรฐาน  เ น่ืองจากทั้ งสองวิ ธี มี

รายละเอียดท่ีแตกต่างกัน โดยวิ ธีแบบ  Plate 

Incorporation เ ป็นวิธีดั้ ง เดิมท่ีนิยมใช้กันมากท่ีสุด 

เน่ืองจากความสะดวก และไม่ยุง่ยากในการทดลอง แต่

ก็มีขอ้จาํกดัท่ีในแต่ละ plate จะใส่สารทดสอบไดเ้พียง 

1 ชนิดเท่านั้ น ดังนั้นหากตอ้งการทดสอบสารพิษ

จาํนวนหลายชนิด ก็จะตอ้งใชส้ารทดสอบ อาหารเล้ียง

เช้ือ และอุปกรณ์ในการทดลองเป็นจํานวนทวีคูณ 

ขณะท่ีวิธี Paper Disc Diffusion สามารถใส่สาร

ทดสอบไดห้ลายชนิดในแต่ละ plate ของการทดลอง 

ทําให้สะดวก และประหยัดปริมาณสารเคมี และ

อุปกรณ์ท่ีต้องใช้ลงได้มาก แต่ก็มีข้อจํากัดท่ีจะใส่

สารพิษท่ีตอ้งการทดสอบไดใ้นปริมาณจาํกดั และอาจ

มีปัญหาดา้นการแพร่กระจาย และโอกาสท่ีเช้ือทดสอบ

จะไดส้มัผสักบัสารแตกต่างกนั ผูท้ดลองจึงจาํเป็นตอ้ง

พฒันาวธีิท่ีเหมาะสมสาํหรับการทดลองของตน 

การศึกษาคร้ังน้ีใช้ Ames test ตามวิธี

มาตรฐาน Plate Incorporation เปรียบเทียบกับวิธี 

paper disc diffusion โดยทดสอบทั้งสองวิธีกบัสาร 

4-Nitro-O-phenylendiamine (4NPD) กบัเช้ือ Salmonella 

strain TA 98 สาร Sodium azide (NaN3) กับเช้ือ 

Salmonella strain TA 100 ซ่ึงทั้งสาร 4NPD และ NaN3 

เ ป็นสารก่อการกลายพัน ธ์ุ ท่ี นิยมใช้เ ป็น positive 

control ในการทดลองมาตรฐานทัว่ไป (OECD 471, 

Motelmans & Zeiger, 2000) ผลท่ีไดคื้อ วิธีทดลองท่ี

เหมาะสม มีประสิทธิภาพประหยดัเวลา สารเคมี และ

อุปกรณ์ในการวิจยั เม่ือทดลองกบัตวัอยา่งจาํนวนมาก 

เช่น เ พ่ือนําไปประเมินพิษก่อการกลายพันธ์ุจาก

สารเคมี ในอาหารท่ีนิยมบริโภคในเขตเทศบาลนคร

ขอนแก่น  

 

วตัถุประสงค์การวจิยั 

1. เพ่ือประเมินฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุจาก

สารเคมีดว้ยวธีิ Ames Test  

2. เ พ่ือพัฒนาวิธีการทดลองท่ีเหมาะสม

สําหรับการเตรียมตวัอย่างเพื่อประเมินพิษก่อการ

กลายพนัธ์ุ  
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วธีิการวจิยั 

1. สารเคมแีละเคร่ืองมอืทีใ่ช้ในการวจิยั 

สารเคม ี

4-Nitro-o-phenylendiamin (4NPD) (Sigma-

Aldrich), Sodium azid (NaN3) (Sigma), Agar (Hardy 

diagnostics), NaCl (Lobachemie), D-biotin (Sigma-

Aldrich), L-histidine (Sigma-Aldrich), Nutrient broth, 

Dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich), Salmonella 

typhimurium strain TA 98 and TA 100, Glucose 

(Merck), MgSO4. 7H2O (Fluka chemie), Citric acid 

(BDH), (NH4)2SO4 (Carlo erba reagenti), K2HPO4 

(BDH), NaH2PO4. H2O (Carlo erba reagenti), 

Glycerol (Carlo erba reagenti)   

เคร่ืองมอื 

เคร่ืองชัง่รุ่น METTLERPJ 3000 (METTLER), 

เคร่ืองกวนสารละลาย, เคร่ืองผสมสารละลาย 

(VORTEX GEIE 2 รุ่น G-560E), เคร่ือง Autoclave 

(STURDY รุ่น  

SA-300VF), เคร่ืองอุ่นอาหารไมโครเวฟ (LG รุ่น MD- 

3444C), ตูแ้ช่อุณหภูมิ -20ºC (SANYO), ตูอ้บ (Hot Air 

Oven) (SHEL LAB รุ่น 1375), อ่างนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 

(PRECISDIG รุ่น P SELECTA), ตะเกียงแก๊ส, ตูอ้บ 

(Incubator) (SHEL LAB รุ่น 1535) 

2. วธีิการทดลอง 

การศึกษา Ames test ตามวิธีมาตรฐานโดย

ทดสอบสาร 4-Nitro-o-phenylendiamin (4NPD) กับ

เช้ือ Salmonella strain TA 98  

1) การเตรียมสารละลาย 4NPD  

เตรียมสารละลายให้ความเขม้ขน้เป็น 10 

µg/µl โดยชัง่สาร 4NPD 0.01 g ละลายใน dimethyl 

sulfoxide 1 ml จากนั้ นเจือจางสารทดสอบด้วย 

dimethyl sulfoxide สําหรับใชง้านท่ีความเขม้ขน้ 0 

(control), 0.005, 0.01 µg/µl 

 

 

ตารางที ่1  การเตรียมสารทดสอบสาํหรับใชง้านจากสารละลายความเขม้ขน้ 10 µg/µl   

 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ 

 (µg/µl  ) 

ปริมาตรสารละลาย  

10 µg/µl ทีใ่ช้ (µl) 

ปริมาตรไดเมธิลซัลฟอกไซด์ทีใ่ช้ 

(µl) 

0 

0.005 

0.01 

 

0 

0.5 

1 

 

50 

995.5 

999 

 

 

2) การทดสอบ Ames test 

ในแต่ละการทดลองของ Ames test จะ

เป็นการทดสอบซํ้ า 2 คร้ัง  เป็นการทดลองนาํสาร 

4NPD ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (โดยทาํ 1 ความเขม้ขน้ต่อ 

1 plate) จากขอ้ 1 ปริมาตร 50 µl เติมลงไปในอาหาร

เล้ียงเช้ือ top agar 2 ml ผสมกบั nutrient broth solution 

0.5 ml เติมเช้ือ Salmonella strain TA 98 ท่ีผ่านการ 

culture มาแลว้ขา้มคืน 50 µl ผสมสารทั้งหมดให้เขา้

กนัดี แลว้เทราดบน Glucose minimal agar plates เอียง 

plate ใหส่้วนผสมกระจายทัว่ plate จากนั้นหมุนวนจน

สารกระจายสมํ่าเสมอนาํ plate ไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 

37  P

o
PC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ทาํ 2 ซํ้ า แลว้จึงนาํมานับ

จาํนวน revertant ของเช้ือ Salmonella คาํนวณค่าเฉล่ีย

จาํนวน revertant และค่าดชันีการกลายพนัธ์ุ 
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การศึกษา Ames test ตามวิธีมาตรฐานโดย

ทดสอบสาร Sodium azid (NaN3) กับเช้ือ Salmonella 

strain TA 100  

1) การเตรียมสารละลาย NaN3 

              

เตรียมสารละลายให้ความเขม้ขน้เป็น 1 µg/µl โดยชัง่

สาร NaN3 0.05g ละลายในนํ้ ากลัน่ 50 ml จากนั้นเจือ

จางสารทดสอบด้วยนํ้ ากลั่นสําหรับใช้งานท่ีความ

เขม้ขน้ 0 (control), 0.01 และ 0.05 µg/µl 

ตารางที ่2  การเตรียมสารทดสอบสาํหรับใชง้านจากสารละลายความเขม้ขน้ 1 µg/µl   

 

ความเข้มข้นของสารทดสอบ 

 (µg/µl  ) 

ปริมาตรสารละลาย 

1 µg/µl ทีใ่ช้ (µl) 

ปริมาตรนํา้กลัน่ทีใ่ช้ 

(µl) 

0 

0.01 

0.05 

 

0 

10 

50 

 

50 

990 

950 

 

2) การทดสอบ Ames test 

เป็นการทดลองนําสาร NaNR3R ท่ีความ

เขม้ขน้ต่างๆ (โดยทาํ 1 ความเขม้ขน้ต่อ 1 plate) จาก

ขอ้ 1 ปริมาตร 50 µl เติมลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ top 

agar 2 ml ผสมกบั nutrient broth solution 0.5 ml เติม

เช้ือ Salmonella strain TA 98 ท่ีผ่านการ culture 

มาแลว้ขา้มคืน 50 µl ผสมสารทั้งหมดให้เขา้กนัดี แลว้

เทราดบน Glucose minimal agar plates เอียง plate ให้

ส่วนผสมกระจายทั่ว plate จากนั้นหมุนวนจนสาร

กระจายสมํ่าเสมอนํา plate ไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 

37  P

o
PC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ทาํ 2 ซํ้ า แลว้จึงนาํมานับ

จาํนวน revertant ของเช้ือ Salmonella คาํนวณค่าเฉล่ีย

จาํนวน revertant และค่าดชันีการกลายพนัธ์ุ 

 

การศึกษา Ames test ตามวิธี paper disc 

diffusion โดยทดสอบสาร 4-Nitro-o-phenylendiamin 

(4NPD) กบัเช้ือ Salmonella strain TA 98  

1) เจือจางสารทดสอบ 4NPD ดว้ย dimethyl 

sulfoxide สําหรับใชง้านท่ีความเขม้ขน้ 0 (control), 

0.05, และ 0.1 µg/µl 

2) ตดักระดาษกรองขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 

0.5, 1 และ 1.5 cm จากนั้นนาํไป autoclave เพ่ือป้องกนั

การปนเป้ือนก่อนนาํไปทดสอบ 

3) ศึกษาหาปริมาตรท่ีเหมาะสมของสาร

ทดสอบ ปริมาตรท่ีเหมาะสมของเ ช้ือ Salmonella 

strain TA 98 และขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของกระดาษ

กรอง โดยทาํการทดสอบตามตารางดงัน้ี 
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ตารางที ่3  การทดสอบ Ames test ตามวธีิ paper disc diffusion กบัสาร 4NPD  

 

ส่ิงทีเ่ตมิ Plate1 Plate2 Plate3 

4NPD ท่ีความเขม้ขน้ 0 

(control),0.05, และ 0.1 µg/µl (µl) 

เช้ือ Salmonella strain TA 98 (µl)  

ขนาด  ø ของกระดาษกรอง (cm)  

5 

 

50 

0.5 

20 

 

50 

1 

40 

 

50 

1.5 

       

4) การทดสอบ Ames test 

ทาํการทดลอง plate ท่ี 1 โดยเตรียม

อาหารเล้ียงเช้ือ top agar 2 ml ผสมกบั nutrient broth 

solution 0.5 ml เติมเช้ือ Salmonella strain TA 98 ท่ีผ่าน

การ culture มาแลว้ขา้มคืน 5 µl ผสมสารทั้งหมดให้เขา้

กนัดี แลว้เทราดบน Glucose minimal agar plates เอียง 

plate ให้ส่วนผสมกระจายทัว่ plate จากนั้นหมุนวนจน

สารกระจายสมํ่าเสมอใชป้ากคีบคีบกระดาษกรองขนาด

เส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 cm วางบน plate ทั้ง 3 จุด ปิเปต

สาร 4NPD ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (โดยทาํ 3 ความเขม้ขน้

ต่อ 1 plate) จากขอ้ 3 ปริมาตร 5 µl ปล่อยลงบนกระดาษ

กรองนาํ plate ไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 37  P

o
PC เป็นเวลา 48 

ชั่วโมง  แล้วจึ งนํามานับจํานวน revertant ของเ ช้ือ 

Salmonella ทาํการทดลอง plate ท่ี 2 และ 3 เช่นเดียวกบั 

plate ท่ี 1 แต่เปล่ียนปริมาตรของสารทดสอบ ปริมาตร

ของเช้ือ และขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของกระดาษกรอง

ตามตารางท่ี 3โดยทุก plate ทาํอยา่งละ 2 ซํ้ า แลว้จึงนาํมา

นับจํานวน revertant ของเช้ือ Salmonella ค ํานวณ

ค่าเฉล่ียจาํนวน revertant และค่าดชันีการกลายพนัธ์ุ 

การศึกษา Ames test ตามวิธี paper disc 

diffusion โดยทดสอบสาร Sodium azid (NaNR3R) กับเช้ือ 

Salmonella strain TA 100  

1) เจือจางสารทดสอบ NaNR3R ด้วยด้วยนํ้ า

กลัน่สาํหรับใชง้านท่ีความเขม้ขน้ 0 (control), 0.01 และ 

0.05 µg/µl 

2) ตดักระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 

0.5, 1 และ 1.5 cm จากนั้นนาํไป autoclave เพ่ือป้องกนั

การปนเป้ือนก่อนนาํไปทดสอบ 

3) ศึกษาหาปริมาตรท่ีเหมาะสมของสาร

ทดสอบ ปริมาตรท่ีเหมาะสมของเช้ือ Salmonella strain 

TA 100 และขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของกระดาษกรอง 

โดยทาํการทดสอบตามตารางดงัน้ี 
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ตารางที ่4  การทดสอบ Ames test ตามวธีิ paper disc diffusion กบัสาร NaN3 

 

ส่ิงทีเ่ตมิ Plate1 Plate2 Plate3 

NaN3 ท่ีความเขม้ขน้ 0 

(control),0.01, และ 0.05µg/µl (µl) 

เช้ือ Salmonella strain TA 100 (µl)  

ขนาด  ø ของกระดาษกรอง (cm)  

 

5 

 

50 

0.5 

20 

 

50 

1 

40 

 

50 

1.5 

       

4) การทดสอบ Ames test 

ทาํการทดลอง plate ท่ี 1 เตรียมอาหาร

เล้ียงเช้ือ top agar 2 ml ผสมกบั nutrient broth solution 

0.5 ml เติมเช้ือ Salmonella strain TA 100 ท่ีผ่านการ 

culture มาแลว้ขา้มคืน 5 µl ผสมสารทั้งหมดให้เขา้กนัดี 

แลว้เทราดบน Glucose minimal agar plates เอียง plate 

ให้ส่วนผสมกระจายทั่ว plate จากนั้นหมุนวนจนสาร

กระจายสมํ่าเสมอใชป้ากคีบคีบกระดาษกรองขนาดเส้น

ผ่านศูนยก์ลาง 0.5 cm วางบน plate ทั้ง 3 จุด ปิเปตสาร 

NaNR3R ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (โดยทาํ 3 ความเขม้ขน้ต่อ 1 

plate) จากขอ้ 3 ปริมาตร 5 µl ปล่อยลงบนกระดาษกรอง

นํา plate ไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 37 P

o
PC เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง ทาํการทดลอง plate ท่ี 2 และ 3 เช่นเดียวกบั plate 

ท่ี 1 แต่เปล่ียนปริมาตรของสารทดสอบ ปริมาตรของเช้ือ 

และขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของกระดาษกรองตาม

ตารางท่ี 4 โดยทุก plate ทาํอยา่งละ 2 ซํ้ า แลว้จึงนาํมานบั

จาํนวน revertant ของเช้ือ Salmonella คาํนวณค่าเฉล่ีย

จาํนวน revertant และค่าดชันีการกลายพนัธ์ุ 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  สถิติท่ีใช้

ประกอบดว้ย 

สถิติเชิงพรรณนา ได้แก่ การเปรียบเทียบ

ขอ้มูลโดยใชค้่าเฉล่ียหรือการแสดงผลต่างของขอ้มูลโดย

ใชต้าราง ผลการทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุของสารสกดั

จากอาหารแสดงโดยค่าเฉล่ียของจาํนวน colony กลาย

พนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือเป็นค่าเฉล่ียจากการ

ทดลอง 2 คร้ังๆ ละ 2 จาน ถา้พบความสัมพนัธ์ระหวา่ง

ความเขม้ขน้ของสารทดสอบกบัจาํนวน colony กลาย

พนัธ์ุคือ เม่ือความเขม้ขน้ของสารทดสอบเพ่ิมข้ึน จาํนวน 

colony กลายพนัธ์ุก็เพ่ิมข้ึนดว้ย โดยจาํนวน colony กลาย

พนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือของสารทดสอบสูง

เกิน 2 เท่าของจาํนวน colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรีย

ต่อจานเล้ียงเช้ือท่ีเกิดตามธรรมชาติแสดงวา่สารสกดัจาก

อาหารชนิดนั้นมีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ และแสดงค่าดชันี

การกลายพนัธ์ุ (Mutagenicity index หรือ MI) ซ่ึงคาํนวณ

ไดจ้ากจาํนวน colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจาน

เล้ียงเช้ือท่ีเกิดจากสารสกัดจากอาหารหารด้วยจาํนวน 

colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือท่ีเกิด

ตามธรรมชาติ 

 

ผลการวจิยั 

1. ผลการศึกษา Ames test ตามวิธีมาตรฐาน 

(Standard Plate Incorporation) โดยทดสอบสาร 4-

Nitro-O-phenylendiamin (4NPD) กับเช้ือ Salmonella 

typhimurium TA 98  

จากการทดสอบฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุของ

สาร 4NPD ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อแบคทีเรีย Salmonella 

typhimurium  strain TA98 ผลการทดลองพบว่าท่ีความ

เขม้ขน้ 0.005 และ 0.01 µg/µl ทาํใหจ้าํนวน colony กลาย

พนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือของสารทดสอบสูง

เกิน 2 เท่าของจาํนวน colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรีย

ต่อจานเล้ียงเช้ือท่ีเกิดตามธรรมชาติดงัแสดงในตารางท่ี 5 

และภาพท่ี 1 
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ตารางที ่5  จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุต่อจานเล้ียงเช้ือ (ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 2 plate) และค่าดชันีการกลายพนัธ์ุ  (MI)    

  ของเช้ือ S. typhimurium TA 98 ท่ีไดจ้ากการทดสอบกบัสาร 4NPD ท่ีความเขม้ขน้ 0.005 และ 0.01 µg/µl 

 

 เช้ือ S. typhimurium TA 98 

สาร 4NPD 

(µg/µl) 

จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุ 

ต่อจานเลีย้งเช้ือ 

 

MI 

0 29 - 

0.005 428 14.76 

0.010 616 21.24 

 

 

 

 
 

ภาพที ่1   โคโลนีของ S. typhimurium TA 98 ท่ีกลายพนัธ์ุเม่ือสมัผสักบัสาร 4NPD ท่ีความเขม้ขน้ 0.005 และ  

 0.010 µg/µl เปรียบเทียบกบัจาํนวน colony กลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ  

 

2. ผลการศึกษา Ames test ตามวิธีมาตรฐาน 

(Standard Plate Incorporation) โดยทดสอบสาร 

Sodium azid (NaN3) กับเช้ือ Salmonella typhimurium 

TA 100  

จากการทดสอบฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุของ

สาร NaN3ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ต่อแบคทีเรีย Salmonella  

typhimurium  TA100 ผลการทดลองพบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 

NaN3 0.01 และ 0.05 µg/µl ทาํให้จาํนวน colony กลาย

พนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือของสารทดสอบสูง

เกิน 2 เท่าของจาํนวน colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรีย

ต่อจานเล้ียงเช้ือท่ีเกิดตามธรรมชาติดงัแสดงในตารางท่ี 6 

และภาพท่ี 2 
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ตารางที ่6  จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุต่อจานเล้ียงเช้ือ (ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 2 plate) และค่าดชันีการกลายพนัธ์ุ  (MI)   

  ของเช้ือ S. typhimurium TA 100  ท่ีไดจ้ากการทดสอบกบัสาร NaN3 ท่ีความ เขม้ขน้ 0.01 และ 0.05 µg/µl 

 

  เช้ือ S. typhimurium TA 100 

สาร NaN3  

 (µg/µl) 

จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุ 

ต่อจานเลีย้งเช้ือ MI 

0  177 - 

0.01 576 3.25 

0.05 995 5.62 

 

 
 

ภาพที ่2   โคโลนีของ S. typhimurium TA 100 ท่ีกลายพนัธ์ุเม่ือสมัผสักบัสาร NaN3ท่ีความเขม้ขน้ 0.01  และ0.05 µg/µl  

เปรียบเทียบกบัจาํนวน colony กลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ 

 

3. ผลการศึกษา Ames test ตามวิธี Paper 

Disc Diffusion โดยทดสอบสาร4-Nitro-o-phenylene-

diamin (4NPD) กบัเช้ือ Salmonella typhimurium TA 98  

จากการทดสอบฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุของ

สาร 4NPD ท่ีความเข้มขน้ต่างๆ เม่ือแพร่ผ่านกระดาษ

กรองต่อแบคทีเรีย Salmonella  typhimurium  TA98 ผล

การทดลองพบวา่ปริมาตรท่ีเหมาะสมของสารทดสอบคือ

ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 และ 0. 1 µg/µl ทาํให้จาํนวน colony 

กลายพนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือของสารทดสอบ

สูงเกิน 2 เท่าของจาํนวน colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรีย

ต่อจานเล้ียงเช้ือท่ีเกิดตามธรรมชาติ และขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางของกระดาษกรองท่ีเหมาะสมคือท่ีขนาดเส้น

ผ่านศูนยก์ลาง 0.5 cm สามารถนับจาํนวน colony ได้

ชดัเจนดงัแสดงในตารางท่ี 7 และภาพท่ี 3 
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ตารางที ่7  จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุต่อจานเล้ียงเช้ือ และค่าดชันีการกลายพนัธ์ุ (MI) ของเช้ือ S. typhimurium TA 98 ท่ี 

  สมัผสักบัสาร 4NPD ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 และ 0. 10 µg/µl เม่ือแพร่ผา่นกระดาษกรองขนาดต่าง ๆ 

 

  เช้ือ S. typhimurium TA 98 

สาร 4NPD (µg/µl) 

เมือ่ใช้กระดาษกรองขนาด  ø 0.5 cm 

จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุ 

ต่อจานเลีย้งเช้ือ MI 

0  20 - 

0.05 77 3.85 

0.1 136 6.80 

เมือ่ใช้กระดาษกรองขนาด  ø  1 cm   

0 (control) 18 - 

0.05 136 7.56 

0.1 182 10.11 

เมือ่ใช้กระดาษกรองขนาด  ø 1.5 cm   

0 (control) 11 - 

0.05 185 16.82 

0.1 262 23.82 

 

 
 

ภาพที ่3   โคโลนีกลายพนัธ์ุของเช้ือ S. typhimurium TA 98 เม่ือสมัผสักบัสาร 4NPD  ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 และ 0.10 µg/µl  

 เปรียบเทียบกบั colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรียเช้ือท่ีเกิดตามธรรมชาติ เม่ือแพร่ผา่นกระดาษกรองขนาดต่างๆ 

 

4. การศึกษา Ames test ตามวิธี paper disc 

diffusion โดยทดสอบสาร Sodium azid (NaN3) กับ

เช้ือ Salmonella typhimurium TA 100 

จากการทดสอบฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุ

ของสาร NaN3 ท่ีความเข้มข้นต่างๆ  เ ม่ือแพร่ผ่าน

กระดาษกรองต่อแบคทีเรีย Salmonella  typhimurium  

strain TA100 ผลการทดลองไม่พบปริมาตรท่ี

เหมาะสมของสารทดสอบ คือทั้งท่ีความเขม้ขน้ 0.01 

และ 0. 05 µg/µl ไม่ทาํให้จาํนวน colony กลายพนัธ์ุ

ของแบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือของสารทดสอบสูงเกิน 2 
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เท่าของจาํนวน colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจาน

เล้ียงเ ช้ือท่ี เ กิดตามธรรมชาติ  และขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางของกระดาษกรองท่ีเหมาะสมคือท่ีขนาดเส้น

ผ่านศูนยก์ลาง 0.5 cm สามารถนบัจาํนวน colony ได้

ชดัเจนดงัแสดงในตารางท่ี 8 และภาพท่ี 4 

 

ตารางที ่8  จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุต่อจานเล้ียงเช้ือ และค่าดชันีการกลายพนัธ์ุ (MI) ของเช้ือ S. typhimurium TA 100  

  ท่ีสมัผสักบัสาร NaN3 ท่ีความ เขม้ขน้ 0.01 และ 0. 05 µg/µl เม่ือแพร่ผา่นกระดาษกรองขนาดต่างๆ 

 

  เช้ือ S. typhimurium TA 100 

ความเข้มข้นสาร NaN3 (µg/µl) 

ต่อกระดาษกรองขนาด  ø 0.5 cm จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุต่อจานเลีย้งเช้ือ MI 

0 (control) 141 - 

0.01 89 0.63 

0.05 157 1.11 

ความเข้มข้นสาร NaN3 (µg/µl) 

ต่อกระดาษกรองขนาด  ø  1 cm จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุต่อจานเลีย้งเช้ือ MI 

0 (control) 199 - 

0.01 149 0.75 

0.05 249 1.25 

ความเข้มข้นสาร NaN3 (µg/µl) 

ต่อกระดาษกรองขนาด  ø 1.5 cm จาํนวนโคโลนีกลายพนัธ์ุต่อจานเลีย้งเช้ือ MI 

0 (control) 232 - 

0.01 161 0.69 

0.05 248 1.07 

 

 
 

ภาพที ่4   โคโลนีกลายพนัธ์ุของเช้ือ S. typhimurium TA 100 เม่ือสมัผสักบัสาร NaN3 ท่ีความเขม้ขน้ 0.01 และ 0.05 µg/µl  

 เปรียบเทียบกบั colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรียเช้ือท่ีเกิดตามธรรมชาติ เม่ือแพร่ผา่นกระดาษกรองขนาดต่างๆ 
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อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

วิ ธีทดสอบฤทธ์ิ ก่อการกลายพัน ธ์ุแบ บ

มาตรฐาน  แสดงฤทธ์ิก่อการกลายพันธ์ุกับเช้ือ

แบคทีเรีย Salmonella typhimurium สายพนัธ์ุ TA 98 

และ TA 100 โดยทดสอบกบัสาร 4NPD ท่ีความ

เขม้ขน้ 0.005 และ 0.01 µg/µl และ TA 100 ทดสอบ

กับสาร NaN3ท่ีความเข้มข้น 0.01 และ 0.05µg/µl 

ตามลําดับทําให้จํานวน colony กลายพันธ์ุของ

แบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือของสารทดสอบสูงเกิน 2 เท่า

ของจาํนวน colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจาน

เล้ียงเช้ือท่ีเกิดตามธรรมชาติ จากผลการทดลองพบว่า

วิธีทดสอบฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุแบบประยุกต์ผ่าน

กระดาษกรอง แสดงฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุกับเช้ือ

แบคทีเรีย Salmonella typhimurium สายพนัธ์ุ TA 98 

โดยทดสอบกบัสาร 4NPD ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 และ 

0.1 µg/µl ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของกระดาษกรองท่ี

เหมาะสมคือ ท่ีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 cm ทาํให้

จาํนวน colony กลายพนัธ์ุของแบคทีเรียต่อจานเล้ียง

เช้ือของสารทดสอบสูงเกิน 2 เท่าของจาํนวน colony 

กลายพันธ์ุของแบคทีเรียต่อจานเล้ียงเช้ือท่ีเกิดตาม

ธรรมชาติ และทดสอบฤทธ์ิก่อการกลายพนัธ์ุแบบ

ประยกุตผ์่านกระดาษกรองกบั TA 100 ไม่แสดงฤทธ์ิ

ก่อการกลายพนัธ์ุ โดยทดสอบกบัสาร NaN3 ท่ีความ

เขม้ขน้ 0.01 และ 0.05 µg/µl  กับขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลางของกระดาษกรอง 0.5 , 1.0, 1.5 cm ประเมิน

ไดว้า่วิธีน้ีอาจจะไม่ไดผ้ลเม่ือทดสอบกบั TA 100 อาจ

เน่ืองจากคุณสมบติัของตวัทาํละลายของสารทดสอบ

เช่น ขนาดโมเลกุล มวลโมเลกุล มีความแตกต่างกัน

ส่งผลให้การเคล่ือนท่ีแพร่ผ่านกระดาษกรองได้ไม่

เท่ากนัจึงเป็นประเด็นท่ีควรศึกษาวจิยัต่อไป 
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