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ปจจุบันปญหาสิ่งแวดลอมเปนปญหาสําคัญที่มีผูใหความสนใจและเริ่มมีการศึกษาถึง

วิธีการอนุรักษ ปองกนัและแกไขปญหาสิ่งแวดลอมเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากผลกระทบของการละเลย

ในการอนุรักษและขาดการจดัการดานมลภาวะในสิง่แวดลอมที่ดี ไดทวีความรุนแรงและกอใหเกิด

ปญหาที่ใกลตวัเรามากขึ้น  มลภาวะและสารพิษตกคางตางๆในสิง่แวดลอมกอใหเกิดปญหาตอ

สิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศ และยังเปนสาเหตขุองปญหาสุขภาพในมนุษยอีกดวย   

  อะซีแนพธิลนีเปนสารประกอบในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic 

aromatic hydrocarbons, PAHs) ที่มีโครงสรางโมเลกลุประกอบดวยวงเบนซนี 2 วงและวงไซโคล

เพนทนี 1 วงเชื่อมตอกันเปนกลุม   ดังแสดงในรูปที ่1.1 

 

 

 

    

 
 

รูปที่ 1.1 โครงสรางโมเลกลุของอะซีแนพธลิีน 
 

อะซีแนพธิลีนและสารประกอบ PAHs พบเปนสารปนเปอนตามแหลงอุตสาหกรรมตางๆ

ทั่วโลก เกิดจากการเผาไหมที่ไมสมบูรณของน้ํามันปโตรเลียมและถานหนิ น้าํเสยีจากโรงงาน

อุตสาหกรรม และเขมาควนัจากเครื่องยนต พบในน้ํามนัดิบ น้าํมนัดําจากถานหิน (coal tar)  ครีโอ

โสท (creosote) และยังพบในควันบหุร่ี เขมาควันจากไฟปา และภูเขาไฟระเบิด (Faust, 1994)  

สารประกอบ PAHs พบไดในสิ่งแวดลอมทั่วไป ทั้งในอากาศโดยจับกบัอนุภาคของฝุนละออง ใน

ดินและตะกอน และถูกดูดซับไวกับอินทรยีวัตถุในดนิ (Cerniglia, 1992) สารประกอบ PAHs มี

สมบัติละลายน้ําไดนอย จงึพบการสะสมในดิน ตะกอนในแหลงน้ํา หรือกระจายจากบรรยากาศ

ไปสูพืชและตนไม และสามารถสะสมในสัตวน้ําได นอกจากนีย้ังอาจพบสารประกอบ PAHs 

ปนเปอนในอาหารไดอีกดวย สารประกอบ PAHs มีอันตรายตอมนษุยเนื่องจากมีสมบัติเปนสารกอ
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มะเร็ง (carcinogen) และสามารถกอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen)  (Patnaik, 1992)   จากที่

กลาวมาขางตนจะเห็นไดวาสารประกอบ PAHs เปนสารพษิทีก่ระจายอยูทั่วไปในส่ิงแวดลอม  

มนุษยและสิ่งมีชีวิตมีโอกาสที่จะไดรับสารกลุมนี้ได จงึมคีวามจาํเปนจะตองมีการบําบัดสารประ 

กอบ PAHs ทีป่นเปอนในสิ่งแวดลอม 

ปจจุบันการบาํบัดสารประกอบ PAHs โดยวิธทีางชีวภาพเริ่มมีบทบาทสาํคัญอยางมาก 

เนื่องจากเปนวิธีที่ประหยัดและสามารถกาํจัดสารประกอบ PAHs ไดคอนขางสมบูรณ จุลินทรีย

หลายชนิด ไดแก แบคทีเรีย ไซยาโนแบคทีเรีย รา และยีสต บางชนิดที่อยูในระบบนิเวศน มี

กระบวนการทีอิ่สระตอกันหรอืรวมกันเพื่อยอยสลายสารประกอบ PAHs (Heitkamp และคณะ, 

1987) โปรคาริโอตหลายชนิดสามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า ซึง่

ประกอบดวยวงเบนซนี 2 หรือ 3 วงไดอยางสมบูรณจนไดเปนคารบอนไดออกไซด และสารมธั

ยันตรจากการยอยสลายถูกใชเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนสําหรับการเจริญเติบโต 

(Hedlund และคณะ, 1999) ตัวอยางแบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs มวลโมเลกุลตํ่า เชน Pseudomonas sp. Sphingomonas sp. Comamonas sp. 

Acinetobacter sp. (Hedlund และคณะ, 1999 และ Dagher และคณะ,1996) Pseudomonas 

putida G7 (Ahn และคณะ, 1998) Burkholderia sp. RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) 

เปนตน   

จุลินทรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ในสภาวะมีออกซิเจน สวนใหญสามารถ

สังเคราะหเอนไซมที่จะเปลีย่นโครงสรางของสารประกอบ PAHs (transformation) ซึ่งทําใหความ

เปนพษิของสารประกอบ PAHs ลดลง เอนไซมที่สําคัญไดแก เอนไซมในกลุมออกซิจีเนส 

(oxygenase) และดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) ซึ่งจะทําใหโครงสรางทีเ่ปนวงอะโรมาติกของ

สารประกอบ PAHs แตกออกเปนสารมัธยันตรที่สามารถถูกยอยสลายไดงายขึน้โดยเอนไซมอ่ืนใน

ลําดับตอๆไป จนไดสารมัธยันตรที่ผานเขาสูวัฏจักรกรดไตรคารบอกซิลิก (Tricarboxylic acid 

cycle, TCA cycle) ซึ่งจุลนิทรียสามารถนําไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลงังานสาํหรับการ

เจริญตอไป (Habe และ Omori, 2003) 

 อยางไรก็ตามงานวิจยัทีก่ลาวถึงการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยจุลนิทรียยงัไมมีรายงาน

มากนัก รายงานสวนใหญมกักลาวถงึการยอยสลายอะซีแนพธิลนีแบบโคออกซิเดชนั แตยงัไมเกิด

การแตกวงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนเพื่อใชอะซีแนพธิลนีเปนแหลงคารบอนและพลังงานได 

วิถีการยอยสลายอะซีแนพธลิีนใน Beijerinckia sp. สายพนัธุ B1 (Schocken และ Gibson, 

1984) Burkholderia cepacia สายพนัธุ F297 (Grifoll และคณะ, 1995) Pseudomonas 
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aeruginosa สายพนัธุ PAO1 (pRE695) (Selifonov และคณะ, 1996) มีการสะสมสารมัธยนัตร
กรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก (naphthalene-1,8-dicarboxylic acid) และไมสามารถยอย

สลายตอไปได (Komatsu และคณะ, 1993 และ Selifonov และคณะ, 1996) มีเพียง 

Sphingomonas sp. สายพนัธุ A4 เทานั้นที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและใชเปนแหลง

คารบอนและแหลงพลงังานสําหรับการเจริญได (Pinyakong และคณะ, 2004) แตยังไมมีการ

รายงานถึงวิถกีารยอยสลายโดยแบคทีเรียสายพนัธุนี ้

Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 เปนแบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนีได คัดแยกจากแหลงดนิที่ปนเปอนน้าํมนัเครื่องในเขตกรุงเทพมหานครโดย ศรัลยา แพง

ไตร (2543) เชื้อสายพันธุดังกลาวสามารถยอยสลายฟแนนทรนี  ฟลูออรีน และอะซีแนพธีน

รวมกับอะซีแนพธิลนีดวย  เพื่อศึกษาวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธิลีนและยีนที่เกีย่วของกับการยอย

สลายอะซีแนพธิลีน  ธัญนชุ เกรียงไกรพพิัฒน (2544) ไดทําการกลายพนัธุ Rhizobium sp. CU-

A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 จนไดสายพนัธุกลายตางๆทีม่ีความบกพรองในการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลีน  ดวงกมล ธูปมงคล (2546) ไดนําสายพนัธุกลาย D2 ที่มีความบกพรองในการยอย

สลายอะซีแนพธิลีน ที่เกิดจากการสอดแทรกดวยทรานสโปซอน Tn5 มาศึกษาหายนีที่เกี่ยวของกบั

การยอยสลายอะซีแนพธิลีน  ดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน โดยมีทรานสโปซอน Tn5 เปน

ตัวติดตาม จากนั้นทําการหาลาํดับนวิคลีโอไทดบริเวณขางเคียง Tn5 เพื่อนาํไปสรางดีเอ็นเอ

ติดตามในสายพนัธุปกต ิ สามารถโคลนชิน้ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเรสทริกชนัเอนไซม EcoRI ขนาด 5.9 

กิโลเบส และสามารถระบกุรอบอานรหัสเปดได 5 กรอบ ซึ่งมทีิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกนั 

โดยกรอบอานรหัสเปดที ่ 1-3 มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ α-subunit   β-subunit และเฟอรรี

ดอกซิน ของไดออกซิจีเนสของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพันธุ 127W (Hirano 

และคณะ, 2006) เทากับ 76% 60% และ 71% ตามลําดับ และกรอบอานรหัสเปดที่ 4 มีลําดบั

กรดอะมิโนเหมือน 67% กับไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสของ Xanthobacter 

polyaromaticivorans สายพนัธุ 127W (Hirano และคณะ, 2006) ทีส่ามารถยอยสลาย

สารประกอบอะโรมาติกไดหลายชนิด ไดแก ไดเบนโซไทโอพนี ไบฟนิล แนพธาลนี แอนทราซนี 

และฟแนนทรนี และกรอบอานรหัสเปดที่ 5 ซึ่งเปนกรอบอานรหัสเปดที่ไมสมบูรณ มีลําดับกรดอะมิ

โนเหมือน 65% กับอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสของ Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 (Laurie และ 

Lloyd-Jones, 1999) ที่ยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรนี นอกจากนีท้พิวรรณ ลอรัตนไชยยงค 

(2545)  และฐิติวรดา นนิทนาวงศา (2546) พบวายนีทีถู่กสอดแทรกดวยทรานสโปซอน Tn5 ใน

สายพนัธุกลาย E11 และยีนขางเคียงคือยีนประมวลรหัสเหมือน 38% กับไฮดราเทส-อัลโดเลสของ 
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Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 ยีนประมวลรหัสเหมือน 46% กับ 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดดี

ไฮโดรจีเนสของ Nocardioides sp. สายพันธุ K7 (Iwabuchi และ Harayama, 1997) และยีน

ประมวลรหัสเหมือน 36% กบัเฟอรรีดอกซินรีดักเทสของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae 

(Bahar และคณะ, 1998) ซึ่งยนีที่พบนาจะเกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน เนื่องจาก 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 มียนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแตกตางจากยนี

ที่เกีย่วของกบัการยอยสลาย PAHs อ่ืนตามที่ไดเคยมีรายงานมาแลว ทั้งลาํดับนวิคลีโอไทด ลําดบั

กรดอะมิโนและการจัดเรียงตัวของยีน  ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษาการแสดง 

ออกของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลนีของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 โดย

ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ (Reverse transcription-Polymerase chain 

reaction, RT-PCR) ขอมูลที่ไดนอกจากจะแสดงใหเหน็วายนีดังกลาวมีความเกีย่วกับของกับการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลนีจริงแลว ยงัชี้ใหเหน็วายนีดังกลาวมีการแสดงออกตลอดเวลาหรือถูก

เหนีย่วนําได 

 
วัตถุประสงค 
 

ศึกษาการแสดงออกของยีนที่คาดวานาจะเกี่ยวของกับวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 
ทราบการแสดงออกของยนีที่คาดวาจะเกีย่วของกับวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 เพื่อทราบวายนีดังกลาวมีการแสดงออกตลอดเวลาหรือถูก

เหนีย่วนําได เพื่อประโยชนในการทํานายวถิีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและปรับปรุงสายพนัธุของ

แบคทีเรียดวยวิธีทางพนัธุศาสตรในอนาคตตอไป 

 

 



บทที่  2 
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 

2.1 กระบวนการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยแบคทีเรียและยีนที่เกีย่วของ 
 

ปฏิกิริยาการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในสภาวะที่มีออกซิเจนโดยแบคทีเรีย

โดยทัว่ไปจะเริม่ตนจากการนําออกซเิจน 2 อะตอมเขายังวงอะโรมาติกที่ตําแหนงพนัธะคูของ

โมเลกุลของสารประกอบ PAHs โดยการเรงปฏิกิริยาของระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส 

(multicomponent dioxygenase) ซึ่งประกอบดวย รีดักเทส (reductase) เฟอรรีดอกซิน 

(ferredoxin) และเทอรมินอลออกซิเดส (terminal oxidase) ซึ่งจะทาํหนาที่เติมออกซิเจนใหกับ

โมเลกุลของสารประกอบ PAHs ที่ตําแหนงพนัธะคู เปลี่ยนเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-

dihydrodiol)  ซึ่งจะมีการจดัเรียงโครงสรางใหมโดยเอนไซม ซิส-ไดออล ดีไฮโดรจีเนส เปลี่ยนเปน

สารมัธยนัตรทีม่ีหมูไฮดรอกซลิ (-OH) สองหมู ซึ่งสารมัธยนัตรตางๆจะถูกยอยสลายตอโดย

เอนไซมไดออกซิจีเนสผานทาง ortho-clevage pathway หรือ meta-clevage pathway และเขา

สูวัฏจักรกรดไตรคารบอกซิลิก (TCA cycle) ตอไป (Habe และ Omori, 2003) 
 
 2.1.1 วิถีการยอยสลายแนพธาลีน 
 
 วิถีการยอยสลายแนพธาลีนเปนวถิีการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีการศึกษาและ  

มีรายงานกลาวถึงมากที่สุด เนื่องจากโครงสรางของแนพธาลีนประกอบดวยวงอะโรมาติก 2 วง ถกู

ยอยสลายไดงายโดยจุลินทรียหลายชนิดจึงนยิมใชแนพธาลีนเปนตนแบบในการศกึษาวิถีการยอย

สลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียอยางกวางขวาง แบคทเีรียที่คัดแยกไดจากสิง่แวดลอม

หลายชนิดสามารถยอยสลายแนพธาลนีและใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลงังานได  จาก

รายงานแรกของ Davies และ Evans (1964) กลาวถึงวิถกีารยอยสลายแนพธาลีนโดย 

Pseudomonas sp. กลาววาแนพธาลนีจะถกูยอยสลายไปเปนกรดซาลิไซลิกโดยเริ่มตนจากการ

เติมออกซิเจน 2 อะตอมเขายังวงอะโรมาติกที่ตําแหนง 1,2 ไดเปนซสิ-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรได

ออล (cis-1,2-naphthalene dihydrodiol)  โดยพบวากระบวนการนี้เกิดจากการเรงปฏิกิริยาของ

แนพธาลีนไดออกซิจีเนส ซึ่งเปนเอนไซมเร่ิมตนทีส่ําคัญในการแตกวงอะโรมาติกของแนพธาลีน 
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(Ensley และคณะ, 1982; Ensley และ Gibson, 1983) โดยแนพธาลีนไดออกซิจีเนสประกอบดวย

เอนไซม 3 ชนดิทํางานรวมกนั (multicomponent enzyme system) ประกอบดวย เฟอรรีดอกซิน  

รีดักเทส เฟอรรีดอกซิน และ iron sulfur protein (ISP) ซึ่งประกอบดวย 2 หนวยยอยที่ตางกนั คือ 

large subunit (α2) และ small subunit (β2)  

 โดยแนพธาลนีไดออกซิจีเนสจะเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) เร่ิมจาก 

NADH หรือ NADPH จะสงผานอีเลคตรอนไปยัง FAD ในเฟอรรีดอกซินรีดักเทส แลวสงตอไปยงั 

[2Fe-2S] ของเฟอรรีดอกซนิ และสุดทายอีเลกตรอนจะถูกสงผานไปยัง iron sulfur protein ที่

บริเวณเรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนเขายังวงอะโรมาติก ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-แนพธาลนีไดไฮโดร

ไดออล ดังแสดงในรูปที ่2.1      

 

 
 
รูปที่ 2.1 การเรงปฏกิิริยาของแนพธาลีนไดออกซจิีเนส (Yen และ Serdar, 1988) 
 

 ตอจากนัน้ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลจะถูกเปลีย่นเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน  

(1,2-dihydroxynaphthalene) และ กรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-

hydroxychromene-2-carboxylic acid, HCCA)  โดยแนพธาลนีไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส 

และ ไดไฮดรอกซีแนพธาลนีดีไฮโดรจีเนสตามลําดับ     จากนั้นกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอก 

ซิลิกจะถกูออกซิไดสตอไปเปน ทรานส-ออโธ-ไฮดรอกซีเบนซลิิดีนไพรูวิก (trans-o-

hydroxybenzylidenepyruvic acid, tHBPA)  โดย HCCA ไอโซเมอเรส แลวเปลี่ยนเปนซาลิไซลัล

ดีไฮด (salicyaldehyde) จนไดกรดซาลิไซลิกโดยการเรงปฏิกิริยาของไฮดราเทส-อัลโดเลส และ 
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ซาลิไซลัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสตามลําดับ ซึ่งเรียกวาวิถกีารยอยสลายสวนบน (upper pathway) ดัง

แสดงในรูปที่ 2.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย Pseudomonads (Davies และ 
Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982)  
 

 

H
HHO

OH

OH

OH

O
COOH

OH

OH

COOH

O

OH

CHO

OH

COOH

Naphthalene 

cis-1,2-Naphthalenedihydrodiol 

1,2-Dihydroxynaphthalene 

2-Hydroxychromene-2-carboxylic acid 
(HCCA) 

trans-o-Hydroxybenzylidene pyruvic acid 
(tHBPA) 

Salicylaldehyde 

Salicylic acid 

Dioxygenase 

Dehydrogenase 

Extradiol dioxygenase 

Isomerase 

Hydratase-aldolase 

Dehydrogenase 
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 กรดซาลิไซลิกจะถูกยอยสลายตอไปผานวถิีการยอยสลายคะทีคอล (catechol) โดยการ

แตกวงเบนซนีแบบ ออโธ (ortho) หรือ เมตา (meta) จนไดผลิตภัณฑเขาสูวัฏจักรกรดไตรคารบอก

ซิลิกตอไป นอกจากนีจุ้ลินทรียบางชนดิยังมีการยอยสลายกรดซาลไิซลิกที่ไมผานคะทีคอล แต

เปลี่ยนกรดซาลิไซลิกไปเปนกรดเจนทิสกิ (gentisic acid) ซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนผลิตภัณฑ

สุดทายที่สามารถเขาวัฏจกัรกรดไตรคารบอกซิลิกไดแก ไพรูเวต และฟูมาเรต เรียกวิถกีารยอย

สลายตั้งแตกรดซาลิไซลิกจนกระทัง่ไดผลิตภัณฑที่เขาสูวฏัจักรกรดไตรคารบอกซิลิกวาวถิีการยอย

สลายสวนลาง (lower pathway) ดังแสดงในรูปที่ 2.3   
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รูปที่ 2.3  วถิีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยจุลินทรียตางๆ 1) Pseudomonas sp. 
(Davies และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982)  2) Ralstonia sp. สายพันธุ U2 
(Zhou และคณะ, 2001) 
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 2.1.2 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลนี 
 
 อะซีแนพธิลีนมีโครงสรางซบัซอนกวาแนพธาลนีโดยประกอบดวยวงอะโรมาติก 2 วงตอ

กับวงไซโคลเพนทีน 1 วง จุลินทรียบางชนิดสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนได แตรายงาน

เกี่ยวกับวถิีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนยงัไมสมบูรณ จุลินทรยีสวนใหญสามารถยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนีแลวเปลี่ยนโครงสรางของสารได และสารมธัยันตรทีพ่บเมื่อมีการยอยสลายอะซีแนพธิ

ลีนคือ กรดแนพธาลนี-1,8- ไดคารบอกซิลิก การยอยสลายอะซีแนพธลิีนเคยมีรายงานดังนี ้

 

 Schocken และ Gibson (1984) พบวา Beijerinckia sp. สายพนัธุ B1 ที่มีความสามารถ

ยอยสลายไบฟนิลได สามารถยอยสลายอะซีแนพธนีรวมกับอะซีแนพธิลนีแบบโคออกซิเดชันโดย

มีไบฟนิลเปนตัวเหนี่ยวนาํ โดยศึกษาการออกซิไดซของอะซีแนพธิลีนจากการติดตามการสะสม

ของสารมัธยนัตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวามีการเติมออกซิเจนเขายังวงไซโคลเพนทีนของอะ

ซีแนพธิลนีโดยการเรงปฏิกริิยาของไดออกซิจีเนส ไดเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล (cis-1,2-

acenaphthenediol) 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน (1,2-dihydroxyacenaphthylene) และได

ผลิตภัณฑสุดทายเปนอะซีแนพธนีควโินน (acenaphthenequinone)  

 

 Komatsu และคณะ (1993) พบการสะสมของกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก ซึ่งเปน

สารมัธยนัตรจากการยอยสลายอะซีแนพธลิีนในน้ําเลีย้งเชื้อ Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 

(ปจจุบันเปลี่ยนชื่อเปน Spingomonas sp. สายพันธุ A4; (Pinyakong และคณะ, 2004)) และ

พบวาเชื้อสายพันธุนี้ใชอะซแีนพธิลนีเปนแหลงคารบอนและพลงังานได 

 

 Selifonov และคณะ (1996) ทํานายวถิีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยทําการวเิคราะห

สารมัธยนัตรทีส่ะสมในน้ําเลีย้งเชื้อของสายพนัธุลูกผสมของ Pseudomonas aeruginosa สาย

พันธุ PAO1 (pRE695) ซึ่งไดรับยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสจากพลาสมิด NAH7 พบวาอะ

ซีแนพธิลนีถกูออกซิไดสไดดวยไดออกซิจีเนสเหมือนกับในแบคทีเรียสวนใหญ ไดเปน ซิส-1,2-อะ

ซีแนพธนีไดออล ซึ่งถูกเปลีย่นตอไปเปน 1,2-ไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะ

ซีแนพธนี และถูกออกซิไดสตอไปเปนอะซแีนพโธ-1,2-ควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอก

ซิลิก ตามลาํดบั 
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ศิริวัตร ปุณฑริกพันธ (2545) ศึกษาการสะสมสารมัธยันตรจากการยอยสลายอะซีแนพธิ

ลีนในสายพนัธุกลายของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่กลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 

พบการสะสมของ 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสกิ)  อะซแีนพโธควิโนน และกรดแนพธา

ลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ในสายพนัธุกลาย A53 B1 และ B5 ตามลําดับ จากผลการวิเคราะหพบ

สารมัธยนัตรดังกลาวสามารถทํานายวถิีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. สาย

พันธุ CU-A1 วานาจะมีวถิีการยอยสลายที่คลายกับ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ 

PAO1 ที่มพีลาสมิด pRE695 ที่ไดรับยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสจากพลาสมิด NAH7 จนได

กรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก จากนัน้กรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิกจะถกูยอยสลาย

ตอไปจนไดกรดเจนทิสกิ  

 

 จากการศึกษาเพิ่มเติมพบสารมัธยันตรจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium 

sp. สายพนัธุ CU-A1 คือกรด 1-แนพโธอกิและกรดซาลไิซลิก จึงคาดวากรดแนพธาลีน-1,8-ไดคาร

บอกซิลิกจะเกดิปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลชนั (decarboxylation) ทีห่มูคารบอกซิลจนไดเปนกรด 1-

แนพโธอกิ และมีการยอยสลายตอไปจนไดกรดซาลิไซลิก (Poonthrigpun และคณะ, 2006) 

 

 โดยสรุปวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลนีในสภาวะที่มีอากาศโดยจุลินทรียสวนใหญเร่ิมตน

โดยระบบเอนไซมไดออกซิจีเนสเขาไปเติมออกซิเจนสองอะตอมใหกับวงไซโคลเพนทีนไดสารมัธ

ยันตรเปนซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล (cis-acenaphthene-1,2-diol) ซึ่งจะถกูเปลีย่นตอไปเปน 

1,2-ไดไฮดรอกซอีะซีแนพธลิีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธนี และสารมัธยนัตรทั้งสองชนดิ

จะถูกออกซิไดซตอไปเปนอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน และกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก 

ตามลําดับ และมีการสะสมสารมัธยนัตรกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก และมีเพยีงจุลินทรีย

บางชนิดเทานัน้ที่สามารถยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกตอไปจนไดกรดซาลิไซลิก 

โดยสามารถสรุปวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรียชนิดตางๆไดดังแสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ 1) Beijerinkia sp. สายพันธุ B1 (Schocken 
และ  Gibson, 1984) 2) Pseudomonas  aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) (Selifonov 
และคณะ, 1996) 3) Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 (Komatsu และคณะ, 1993) และ 4) 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ศิริวัตร ปุณฑริกพันธ, 2545; Poonthrigpun และคณะ, 
2006) 

acenaphthylene 

cis-acenaphthene-1,2-diol 

1,2-dihydroxyacenaphthylene 1-hydroxy-2-ketoacenaphthene 

acenaphthenequinone 

naphthalene-1,8-dicarboxylic acid 

1-naphthoic acid 

salicylic acid 

gentisic acid 

fumarate pyruvate 

1, 2, 3, 4 

1, 2, 3, 4 

1, 2, 3, 4 

4 

4 

4 

4 
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 นอกจากนีย้ังมีรายงานการยอยสลายอะซีแนพธนีรวมกับอะซีแนพธลีินใน Alcaligenes 

eutrophus และ Alcaligenes paradoxus (Selifonov และคณะ, 1993) และ Burkholderia 

cepacia สายพนัธุ F297 (Grifoll และคณะ, 1995) โดยในวิถกีารยอยสลายอะซแีนพธนีและอะ

ซีแนพธิลนีจะมีสารมัธยนัตรชนิดเดียวกันคือกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก  

 

 Selifonov และคณะ (1993) รายงานวา Alcaligenes eutrophus และ Alcaligenes 

paradoxus ซึ่งสามารถใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได สามารถยอยสลายอะ

ซีแนพธิลีนไดดวย       จากการศึกษาสารมัธยันตรของการยอยสลายอะซีแนพธีนไดเสนอวาอะ

ซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซไปเปนอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนนเหมือนกันโดยใชวิถีการ

ยอยสลายที่ตางกัน และจากนั้นจะถูกยอยสลายตอไปเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก 

และกรด 3-ไฮดรอกซีพธาลิก ตามลําดับ  
 
 Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา Burkholderia cepacia สายพนัธุ F297 ซึ่งสามารถ

ยอยสลายฟลอูอรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนและอะ

ซีแนพธิลีนแบบโคออกซิเดชนักับฟลูออรีนไดเปน 1-อะซีแนพธนีอล (1-acenaphthenol) 1-อะ

ซีแนพธโีนน (1-acenaphthenone) อะซีแนพโธ-1,2-ควโินน (acenaptho-1,2-quinone) 1,2- 

แนพธาลิกแอนไฮไดรด (1,2-naphthalic anhydride) และกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก 

ตามลําดับ 

 

 โดยสามารถสรุปวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนและอะซแีนพธิลีนโดยแบคทีเรียชนิดตางๆ

ไดดังแสดงในรูปที่ 2.5 
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รูปที่  2 .5  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและอะซีแนพธิลีนโดยแบคที เรีย  1 ) 
Sphingomonas sp. สายพันธุ B1 (Schocken และ Gibson, 1984) 2) P. putida สายพันธุ 
NCIB9816 (Schocken และ Gibson, 1984) 3) Alcaligenes  eutrophus และ Alcaligenes  
paradoxus (Selifonov และคณะ, 1993) 4) Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 (Komatsu และ
คณะ, 1993) 5) Burkholderia cepacia สายพันธุ F297 6) P. aeruginosa สายพันธุ PAO1 
(pRE695) (Selifonov และคณะ, 1996) 7) Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ศิริวัตร 
ปุณฑริกพันธ, 2545) 

HO OH

cis-acenaphthene-1,2-diol 

HO OH

1,2-dihydroxyacenaphthylene 

O O

acenaphthenequinone 

COOH COOH

naphthalene-1,8-dicarboxylic acid 

O OO

1,2-Naphthalene anhydride 

OH

COOH

HO

Gentisic acid 

COOH

OH

COOH

3-Hydroxyphthalic acid 

OH

1-acenaphthenol 

O

1-acenaphthenone 

OHO

1-Hydroxy-2-ketoacenaphthene 

1, 6, 7 

1, 6, 7 

1, 6 

1, 3, 6, 7 

1, 2, 3, 4, 5, 6 

1, 2, 3, 4, 5, 6 

1, 2, 3, 4, 5, 6 

1, 2, 3, 4, 5, 6 

3, 5, 6, 7 

      7    3 

     5, 6 

acenaphthylene acenaphthene 
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2.2 ยีนที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบ PAHs 
 
 ปจจุบันมกีารศึกษายนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในจุลินทรียชนิด

ตางๆอยางกวางขวาง  แบคทีเรียกลุม Pseudomonads เปนแบคทีเรียกลุมที่พบมากวามี

ความสามารถสูงในการยอยสลายสารประกอบ PAHs ไดหลายชนิด และมกีารศึกษายนีที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียชนิดนี้อยางคอนขางสมบูรณ จาก

รายงานของ Yen และ Gunsalus (1982) พบวา Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 มีพลาสมดิ 

NAH7 ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีน โดยพบวายีนที่เกี่ยวของแบงออกเปน 2 สวน ไดแก 

โอเปอรอน nah ประกอบดวย nahABFCED ซึ่งประมวลรหัสเอนไซมที่ใชในการยอยสลายแนพธา

ลีนในวิถีการยอยสลายสวนบน (upper pathway) โดยเกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลนีไป

เปนซาลิไซเลต และ โอเปอรอน sal ประกอบดวย nahGDINLJK ซึ่งประมวลรหัสเอนไซมที่ทาํ

หนาทีย่อยซาลิไซเลตผานทางคะทีคอลจนไดผลิตภัณฑสุดทายเปนไพรูเวทและอะซีทัลดีไฮด 

(lower pathway) นอกจากนี้ยงัพบยีนที่ควบคุมการทํางานของทั้ง 2 โอเปอรอน (regulatory gene) 

คือ nahR อยูระหวางโอเปอรอน nah และ sal  ทําหนาที่ควบคมุการทํางานของทัง้ 2 โอเปอรอน 

ซึ่งตองการตัวเหนีย่วนํา ไดแก ซาลิไซเลต และโปรตนี NahR ซึ่งเปนผลิตภัณฑจากยนีควบคุม 

nahR (Yen และ Gunsalus, 1982; Schell, 1983) ดังรูปที่ 2.6 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.6  การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายแนพธาลีนและระบบควบคุม
การทาํงานของยีน (Yen และ Gunsalus, 1982) 
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 พบวา Pseudomonas สายพันธุอ่ืนๆทีม่ีความสามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มี

มวลโมเลกุลตํ่าเชน แนพธาลีนและฟแนนทรีน มียนีที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs ที่มกีารเรียงตัวคลายกันกับ nah  ของ Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 มากกวา 90%  

(Simon และคณะ, 1993) จงึเรียกยีนกลุมนี้วากลุมคลาย nah (nah-like) ไดแก ndo ของ 

Pseudomonas putida สายพนัธุ NCIB 9816 (Kurkela และคณะ, 1988) nah ของ 

Pseudomonas putida สายพนัธุ NCIB 9816-4 (Simon และคณะ, 1993) dox ของ 

Pseudomonas sp. สายพนัธุ C18 (Denome และคณะ, 1993) pah ของ P. putida สายพนัธุ 

OUS82 (Kiyohara และคณะ, 1994) และ P. aeruginosa สายพันธุ PaK1 (Takizawa และคณะ, 

1994)  และ nah ของ P. stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999) เปนตน  

โดย nah ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในวิถกีารยอยสลายสวนบนจนถงึกรด

ซาลิไซลิกจะประกอบดวยยนีประมวลรหสัเฟอรรีดอกซิน (nahAa) เฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nahAb) 

เทอรมินอลออกซิจีเนส α และ β-subunit (nahAc และ nahAd ตามลําดับ) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดี

ไฮโดรจีเนส (nahB) ซาลิไซรัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (nahF) 1,2-ไดไฮดรอกซิแนพธาลนีไดออกซิจีเนส 

(nahC) ทรานส-โอ-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูเวท ไฮดราเทส-อัลโดเลส (nahE) และ 2-ไฮดรอกซิโคร 

มีน-2-คารบอกซิเลสไอโซเมอเรส (nahD) ตามลําดับ โดยมีการจัดเรียงตัวของยีนดังแสดงในรูปที ่

2.7  

  

รูปที่ 2.7  การเรียงตัวของยีนกลุมคลาย nah ในสวนวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลนี 
ของ Pseudomonas สายพันธุตางๆไดแก P. putida สายพันธุ NCIB9816, P. putida สาย
พันธุ G7, P. putida สายพันธุ NCIB9816-4, Pseudomonas sp. สายพนัธุ C18, P. 
aeruginosa สายพันธุ PaK1, P. putida สายพันธุ OUS82 และ P. stutzeri สายพันธุ AN10 
ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก Habe และ Omori, 2003)  
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 นอกจากนีย้ังมีรายงานการศึกษายนีในแบคทีเรียชนิดอืน่ๆนอกเหนือจากที่กลาวมาแลว

ขางตนที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs และพบวาการจัดเรียงตัวของยีนมี

ความแตกตางไปจากกลุมคลาย nah ดังมรีายงานตอไปนี้  

 

 Goyal และ Zylstra (1996) รายงานเกี่ยวกับ nah ที่เกีย่วของกับการยอยสลายฟแนนทรนี

และแนพธาลนีใน Comamonas teststeroni สายพนัธุตางๆ พบวาในสายพนัธุ GZ42 มีความ

แตกตางจาก nah ของ Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 โดยไมเกิดสัญญาณไฮบริไดสกับดี

เอ็นเอติดตาม nah ที่สรางจากลําดับนวิคลีโอไทดของ nah บนพลาสมิด NAH7 และพบยนี

ประมวลรหัสรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nahAa) เฟอรรีดอกซิน (nahAb) ISP large subunit และ 

small subunit (nahAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (nahB) และ อัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส 

(nahF)  แตระหวาง nahAa และ nagAb มี nahAc2 และ nahAd2 ที่ประมวลรหัส ISP large 

subunit และ small subunit แทรกอยู นอกจากนี้ยงัพบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรนี

และแนพธาลนีในสายพันธุ GZ39 ซึ่งตางจากกลุมคลาย nah และยนีทีพ่บในสายพันธุ GZ42 และ

พบวา Escherichia coli  สายพนัธุ DH5α ที่มีพลาสมดิ pGJZ1712 ซึ่งประกอบดวยยนีประมวล

รหัสไดออกซิจีเนส และซิส-ไดไฮโดรไดออล ดีไฮโดรจีเนสของสายพันธุ GZ39 สามารถยอยสลาย

ฟแนนทรนีและแนพธาลนีใหผลิตภัณฑเปนสารประกอบไดไฮดรอกซีได 

 

 Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ศึกษายนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายฟแนนทรีน

และแนพธาลนีใน Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 พบ phnR และ phnS ซึ่งประมวลรหัส

โปรตีนควบคมุ และพบยนีประมวลรหัสอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (phnF) ไฮดราเทส-อัสโดเลส (phnE) 

ไดออกซิจีเนส (phnC) ไอโซเมอเรส (phnD) ISP large subunit และ small subunit (phnAcAd) 

และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (phnB) ซึ่งมีการเรียงตัวเปน phnFECDAcAdB ตางจาก 

nahAaAbAcAdBFCQED ของสายพนัธุ G7 และไมพบยนีประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส 

และเฟอรรีดอกซิน แตเมื่อโคลน phnFECDAcAdB รวมทัง้ phnR และ phnS เขาใน Escherichia  

coli สายพนัธุ DH5α พบวาสามารถยอยสลายแนพธาลีนจนไดกรดซาลิไซลิกได และพบวา phn 

นี้มีการถอดรหัสรวมกนัเมื่อเลี้ยงเชื้อในแนพธาลนีและฟแนนทรีน  
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 Romine และคณะ (1999) รายงานวา Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ 

F199 (ปจจุบันเปลี่ยนชื่อเปน Novosphingobium aromaticivorans สายพนัธุ F199; Takeuchi 

และคณะ 2001) มีพลาสมดิ pNL1 ขนาด 184 กิโลเบสที่มียนีที่มีแนวโนมเกี่ยวของกับการยอย

สลายสารประกอบอะโรมาตกิหลายชนิด ไดแกไบฟนิล แนพธาลนี เมตา-ไซลีน พารา-ครีซอล 

กระจายอยูบนพลาสมิด จากการระบุตําแหนงของยีนตางๆพบวายนีที่เกี่ยวของกบัการยอยสลาย

แนพธาลีน ไดแก nahE nahD และ nahF มีการกระจายตัวอยูหางกนัและถูกคัน่ดวยยนีในวิถกีาร

ยอยสลายสารอื่น และเมื่อเปรียบเทยีบลาํดับกรดอะมิโนของยนีทัง้ 3 กับลําดับกรดอะมิโนที่

ประมวลรหัสจากยนีในกลุมคลาย nah พบวามีเปอรเซ็นตความเหมอืนคอนขางต่ํา แตเนื่องจาก

เชื้อสายพันธุนีส้ามารถยอยสลายแนพธาลนีไปเปนซาลิไซเลตได แสดงวายีนประมวลรหัสวถิีการ

ยอยสลายแนพธาลนีสวนบนที่ขาดหายไป นาจะมกีารทดแทนโดยยีนประมวลรหัสเอนไซมสาํหรับ

วิถีการยอยสลายสารอืน่ เชนวิถกีารยอยสลายไบฟนิลทีส่ามารถเรงปฏิกิริยาไดกับสับสเตรทอื่นๆที่

มีโครงสรางคลายกนั สวนในวิถีลางไมพบ nahG ซึ่งจําเปนตอการยอยสลายแนพธาลีนผานทางคะ

ทีคอล แสดงวาการยอยสลายแนพธาลนีในวิถีลางของเชื้อสายพนัธุนีไ้มผานทางคะทีคอล หรืออาจ

มีเอนไซมอ่ืนทีเ่กี่ยวของกับการยอยสลายคะทีคอล  

 

Saito และคณะ (2000) รายงานวา Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 มี phd ซึ่งประมวล

รหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท โดย phd ประกอบดวยยีน 2 

กลุม คือ กลุมแรกประกอบดวย phdEFABGHCD ประมวลรหัสเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอย

สลายฟแนนทรีนไปเปน 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอท (1-hydroxy-2-naphthoate) และ phdIJK 

ประมวลรหัสยีนที่ทําหนาที่ในการยอยสลาย 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอท ไปเปนพธาเลท 

(phthalate) 

 

 Zhou และคณะ (2001) รายงานวา Ralstonia sp. สายพนัธุ U2 ซึ่งสามารถยอยสลาย

แนพธาลีนได มียีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลนีผานไปทางเจนทเิสต โดยพบยนีประมวล

รหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nagAa) เฟอรรีดอกซิน (nagAb) ISP large subunit และ small 

subunit (nagAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (nagB) และ อัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (nagF) 

ซึ่งมีการจัดเรียงตัวเหมือนกบั nah ในพลาสมิด NAH7 แตระหวาง nagAa และ nagAb มี nagGH 

ซึ่งประมวลรหสัหนวยยอยของซาลิไซเลท 5-ไฮดรอกซิเลสคั่น โดยมกีารเรียงตัวของยนีดังนี้ 

nagAaGHAbAcAdBFCQED และพบ nagJIKLMN ซึ่งประมวลรหสัยีนที่ยอยสลายเจนทเิสตที่
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ตําแหนง downstream ของ nagD โดยเมื่อศึกษาโปรตีนที่ประมวลรหัสโดย nagI nagL และ 

nagK พบวา nagI ประมวลรหัสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเจนทเิสตเปนมาเลอิลไพรู

เวท nagL ประมวลรหสัเปนมาเลอิลไพรูเวทไอโซเมอเรสทําหนาที่เปลี่ยนมาเลอิลไพรูเวทเปนฟู

มาริลไพรูเวท และ nagK ประมวลรหัสเปนไฮโดรเลสทําหนาที่ไฮโดรไลซฟูมาริลไพรูเวทเปนฟู

มาเรทและไพรูเวท และคาดวา nag นาจะมีการถอดรหัสรวมกันเปนโอเปอรอนเดียวกนั 

 

Khan และคณะ (2001) รายงานวา Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 มีความ 

สามารถในการยอยสลายไพรีน  ฟลูออแรนทรีน  ฟแนนทรีน  แอนทราซีน  เบนโซ (เอ) ไพรีน  ม ีnid 

ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัวของยีนที่แตกตางจากยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย 

PAHs ในกลุมคลาย nah โดยมีการเรียงตัวเปน nidDBA ซึ่งยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ

สายพันธุนี้มีเพียง nidBA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสในสวน  ISP small subunit (β2) และ ISP 

large subunit (α2) ตามลําดับ แตขาดยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซิน      

รีดักเทส  นอกจากนี้ยังพบวา nidBA มีความแตกตางจาก nah-like มากกวา 60% 
 

 

 
 
รูปที่ 2.8  กลุมยีนอื่นที่มีการเรียงตัวแตกตางจากกลุมคลาย nah ไดแก nag ของ 
Ralstonia sp. สายพันธุ U2,  phn  ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007, phd ของ 
Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 และ nid ของ Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 
ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ nah ของ P. putida สายพันธุ G7 (ดัดแปลงจาก Habe และ 
Omori, 2003) 
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 นอกจากนี ้Larkin และคณะ (1999) และ Kulakov และคณะ (2005) ยังไดรายงานถึงยนี

ที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลีนของแบคทีเรียแกรมบวกดวย โดยพบวา Rhodococcus sp. 

สายพนัธุ NCIMB12038 มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนทางดานเมตา (meta) 

กระจายอยูบนพลาสมิด p2SL1 โดยพบ narAa narAb และ narB ประมวลรหัส α-subunit และ 

β-subunit ของแนพธาลีนไดออกซิจเีนส และ ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส 

ตามลําดับ พบวายนีทัง้สามมีการถอดรหัสรวมกนัเพื่อตอบสนองตอแนพธาลีนเทานั้น โดยเมื่อ

เปรียบเทยีบลาํดับกรดอะมิโนของ narAa และ narAb กบัฐานขอมูล EMBL และ GenBank พบวา 

narAa และ narAb มีความเหมือนกับยนีประมวลรหสั α และ β-subunit ของ aromatic-ring-

hydroxylating-dioxygenases ของ Pseudomonas sp. เพียง 31% และ 39% ตามลําดับ และไม

พบยนีประมวลรหัสรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส และเฟอรรีดอกซิน นอกจากนี้ยงัพบ narR1 และ 

narR2 ประมวลรหัสโปรตีนที่ควบคุมการทํางานของยนีกลุมนี้ดวย     
 
 ปจจุบันขอมูลที่เกีย่วกับยีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนยังไมมีการรายงาน

มากนัก มีเพยีงรายงานของ Pinyakong และคณะ (2004) ไดทําหองสมุดยีน (genomic library) 

ของ Sphingomonas sp. สายพนัธุ A4 ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถเจริญไดเฉพาะในอะซีแนพธีน

และอะซีแนพธิลีน พบยนีประมวลรหัส large subunit (α) และ small subunit (β) ของไดออกซิ

จีเนสที่เกี่ยวกบัการยอยสลายสารประกอบที่มีวงอะโรมาติกใน ใหชื่อวา arhA1 และ arhA2 ซึ่งมี

ลําดับกรดอะมิโนเหมือน 56% และ 45% กับ phnAc และ phnAd ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย

ฟแนนทรนีของ Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 และไดศึกษาการทํางานของโปรตีนที่ประมวล

รหัสโดย arhA1A2 โดยทรานสฟอรมพลาสมิดที่ม ี arhA1A2 (pUArhA1A2) และพลาสมิดที่มียนี

ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (pSA3A4) เขาใน Escherichia coli สาย

พันธุ JM109 พบวาสามารถเรงปฏิกริิยาโมโนออกซิจีเนชนัเปลี่ยนอะซีแนพธนีไปเปนอะซีแนพธิ

นอล และเรงปฏิกิริยาไดออกซิจีเนชนัเปลี่ยนอะซีแนพธิลีนเปนอะซีแนพธนี ซิส-1,2-ไดไฮโดรได

ออล และยังสามารถเรงปฏิกิริยาไดออกซิจีเนชนัใหเกิดผลิตภัณฑที่เปนซิส-ไดไฮโดรไดออลของ

สารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆดวย ไดแก แนพธาลีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน และฟลอูอแรนทีน 
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2.3 การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก
โดยเทคนิคทางอารเอ็นเอ 
  
 การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs สามารถทําไดหลาย

วิธ ี สวนใหญใชเทคนิคทางอารเอ็นเอมาติดตามการถอดรหัสของยนีโดยติดตามอารเอ็นเอนํารหัส 

(messenger RNA, mRNA) ที่จําเพาะกับยนีตางๆที่เกีย่วของกับการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs โดยอาจใชหลายวิธรีวมกันเพื่อวัตถุประสงคหลายดาน เชน ติดตามกิจกรรมและความ

หลากหลายของจุลินทรียในสิ่งแวดลอมทีม่ีการปนเปอนของสารประกอบ PAHs หาจุดเริ่มตนของ

การถอดรหัสของยีน ศึกษาการชักนําใหมกีารแสดงออกของยีนโดยสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ 

ศึกษาการจัดเรียงตัวของยีนวามกีารเรียงตัวเปนโอเปอรอนหรือมกีารเรยีงตัวแบบกระจาย เปนตน 

  
2.3.1 นอรทเธอรนไฮบรไิดเซชัน (Northern hybridization) 
 

 เทคนิคนอรทเธอรนไฮบริไดเซชัน คือวิธีการวิเคราะหอารเอ็นเอโดยแยกขนาดของอารเอ็น

เอดวยกระแสไฟฟาโดยมีอะกาโรสเจลเปนตัวกลาง ภายใตสภาวะทีท่ําใหโครงสรางของอารเอน็เอ

เปนสายตรง แลวยายอารเอ็นเอไปตรึงอยูบนแผนไนลอนเมมเบรน ติดตามอารเอ็นเอของยนีที่

ตองการโดยใชดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) ที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรงัสหีรือเอนไซม ที่

จําเพาะกบัยนีที่ตองการศึกษานัน้ โดยวิธนีี้จะสามารถทราบขนาดของอารเอ็นเอนํารหัสทีถ่อดรหัส

ออกมาได และสามารถเปรียบเทียบปริมาณการถอดรหัสได แตวิธนีี้จะตองใชอารเอ็นเอเริ่มตนใน

ปริมาณมาก และสภาวะระหวางการทดลองอาจมกีารปนเปอนของนวิคลีเอส (nuclease) ไดงาย 

(Williams และ Mason, 1985 และ Rapley, 2000) 

 

 Kulakova และคณะ (2001) ใชเทคนคินอรทเธอรนไฮบริไดเซชันเพื่อศึกษาการถอดรหัส

ของ phnA ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซมฟอสโฟโนอะซิเตทไฮโดรเลส (phosphonoacetate 

hydrolase) ใน Pseudomonas fluorescens สายพนัธุ 23F เมื่อใชฟอสโฟโนอะซิเตทเปนสารชัก

นํา พบวาฟอสโฟโนอะซีเตทสามารถชักนําให phnA มีการถอดรหสัไดและยังพบวา phnA และ 

phnB มีการถอดรหัสออกมาพรอมกนั   
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Iida และคณะ (2002) ศึกษาการแสดงออกของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสสาํหรบัการ

ยอยสลายไดเบนโซฟูแรน และไบฟนิลใน Terrabacter sp. สายพันธุ YK3 โดยสกัดอารเอ็นเอจาก

เซลลที่เลี้ยงใน LB กลูโคสและไดเบนโซฟูแรนที่เวลา 2 และ 6 ชัว่โมง แลวทาํนอรทเธอรไฮบริไดซ

กับดีเอ็นเอติดตามที่จาํเพาะกับ dfdA ซึ่งประมวลรหัส large subunit ของไดออกซิจีเนส พบวาได

เบนโซฟูแรนสามารถชกันาํใหเกิดการแสดงออกของยนีไดโดยใหสัญญาณไฮบริไดซเขมที่สุดที่เวลา

ในการเลีย้งเชือ้ 6 ชั่วโมง และไมพบสัญญาณไฮบริไดซจากเซลลที่เลี้ยงดวย LB และกลูโคส และ

สามารถทํานายขนาดของอารเอ็นเอนาํรหัสไดวามีขนาดอยูระหวาง 2.0-2.5 กิโลเบส  

 

 Kahng และคณะ (2002) ติดตามการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย

แนพธาลีนและฟแนนทรนีใน Pseudomonas rhodesiae สายพนัธุ KK1 ที่แยกไดจากดินบริเวณ

โรงงานผลิตกาซธรรมชาติซึง่มีการปนเปอนของสารประกอบ PAHs หลายชนิด โดยสรางดีเอ็นเอ

ติดตามยีนสาํหรับการยอยสลายแนพธาลนีและฟแนนทรีนจากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของยีน

ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสทีพ่บในสายพันธุ KK1 สองกลุมคือ กลุมฟแนนทรีนไดออกซิจีเนส และ

กลุมแนพธาลนีไดออกซิจีเนส พบวาอารเอ็นเอที่สกัดไดจากแบคทีเรียสายพันธุ KK1 ที่เลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีฟแนนทรนีและแนพธาลีนใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตามทัง้สองชนดิ 

ซึ่งผูวิจยัไดสรุปวาเอนไซมสาํหรับยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรนีนาจะมีลําดบักรดอะมิโน

คลายกนัมาก และไมพบสัญญาณไฮบริไดซเมื่อเลี้ยงเชื้อในกลูโคสจงึกลาววาแนพธาลีนและฟ 

แนนทรีนเปนสารชักนาํใหเกิดการแสดงออกของยีน    

 

 Urata และคณะ (2004) ศึกษาการชักนําการถอดรหัสของ antABC ซึ่งประมวลรหัส  

แอนทรานิเลท 1,2-ไดออกซิจีเนส ที่เกีย่วของกับการยอยสลายคาบาโซล (carbazole) ใน 

Pseudomonas resinovorans สายพนัธุ CA10 ที่เลี้ยงในอาหารที่มแีอนทรานิเลท (anthranilate) 

พบวาแอนทรานิเลทสามารถชักนาํใหมีการถอดรหัสของ antABC    
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2.3.2 ดอต และสลอตบลอตไฮบริไดเซชัน (Dot and slot blot hybridization) 
 

 เทคนิคดอตและสลอตบลอตไฮบริไดเซชันมีหลกัการเชนเดียวกับนอรทเธอรนไฮบริไดเซชัน 

โดยหยดอารเอ็นเอตัวอยางไวบนแผนไนลอนเมมเบรนแลวตรึงอารเอ็นเอดวยแสงอลัตราไวโอเลต 

และตรวจหาอารเอ็นเอของยนีที่ตองการโดยใชดีเอ็นเอตดิตามที่มีลาํดบันิวคลีโอไทดจําเพาะกบั

อารเอ็นเอของยีนที่ตองการศึกษา โดยดีเอ็นเอติดตามจะถูกติดฉลากดวยสารกัมมนัตภาพรังสหีรือ

เอนไซม  วิธนีี้เปนวิธทีี่รวดเร็วจึงนิยมใชศึกษาการแสดงออกของยนีเบื้องตน แตไมสามารถบอก

ปริมาณหรือขนาดของอารเอ็นเอทีถ่อดรหสัออกมาได (Williams และ Mason, 1985)    

 

 Barnes และคณะ (1997) ศึกษาการชกันําการแสดงออกของ hpp ที่เกี่ยวกับการยอย

สลาย 3-hydroxyphenyl propionic acid ใน Rhodococcus globerulus สายพนัธุ PWD1 โดย

สกัดอารเอ็นเอทั้งหมดจากเซลลในชวง mid-exponential phase ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี 

3HPP  3HPA เมธา-ครีซอล (m-cresol) และซัคซิเนต เปนแหลงคารบอน แลวติดตามอารเอ็นเอ

ดวยเทคนิค RNA dot blot hybridization โดยใชดีเอ็นเอที่จาํเพาะกับยนีนัน้เปนดีเอ็นเอติดตาม 

พบวา เซลลทีเ่ลี้ยงในอาหารที่มี 3HPP และ 3HPA เทานั้นที่มีอารเอ็นเอที่สามารถเกิดสัญญาณ

กับดีเอ็นเอติดตามได สวนเซลลที่เลี้ยงในเมธา-ครีซอล และซัคซิเนต นั้นไมเกิดสัญญาณ จึงกลาว

วา hpp ถูกชกันําใหแสดงออกไดโดยซับสเตรทที่จาํเพาะคือ 3HPP และ 3HPA     

 

 Yamada และคณะ (1998) ศึกษาการถอดรหัสของ bphD, etbD1 และ etbD2 ซึ่ง

ควบคุมการสรางไฮโดรเลส (hydrolase) ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิคลอริเนตไบฟนิล 

(polychlorinated biphenyl) ใน Rhodococcus sp. สายพนัธุ RHA1 โดยทาํการสกัดอารเอ็นเอ

ทั้งหมด (total RNA) จากเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีแหลงคารบอนตางๆกนัไดแก ไบฟนลิ 

เอธิลเบนซนี เบนซีน ซัคซิเนต และเบนโซเอต  แลวติดตามอารเอ็นเอโดยเทคนิคสลอตบลอตไฮบริ

ไดเซชัน โดยใชดีเอ็นเอติดตามที่จาํเพาะกบัยีนแตละชนดินั้น  พบวาอารเอ็นเอที่ไดจากเซลลที่เลี้ยง

ในไบฟนิล เอธิลเบนซนี  และเบนซนี เทานัน้ที่สามารถเกิดสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตามได แสดงวา 

การถอดรหัสของยีนนี้ถกูชักนําไดโดยไบฟนิล เอธิลเบนซนี  และเบนซนี  
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 Hübner และคณะ (1998) ศึกษาการชักนาํการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิค

สลอตบลอตไฮบริไดเซชัน โดยสกัดอารเอ็นเอทัง้หมดจากเซลลที่เลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 2,4,5-

trichlorophenoxyacetic acid  ตรึงอารเอ็นเอไวบนแผนไนโตรเซลลูโลส แลวใช tftC เปนดีเอน็เอ

ติดตาม  พบวาในสภาวะที่มกีารเติมสารชกันําจะมกีารแสดงออกของ tftC มากกวาทีส่ภาวะที่ไมมี

สารชักนาํถงึ 8 เทา  

  

 Kitagawa และคณะ (2001) ตรวจสอบการถอดรหัสของกลุมยนีชนิดใหมที่คาดวาควบคุม

การสังเคราะหไดออกซิจีเนสที่ยอยวงอะโรมาติกใน Rhodococcus sp. สายพนัธุ RHA1 ซึ่งเปน

สายพนัธุที่สามารถยอยสลายพอลิคลอริเนตไบฟนิล ดวยเทคนิคสลอตบลอทไฮบริไดเซชัน โดยใช

สารชักนาํชนดิตางๆไดแก ซัคซิเนต ไบฟนิล เบนโซเอต และเอธิลเบนซีน จากผลการทดลองการชกั

นําการถอดรหสัของยีน รวมกับการเปรียบเทียบลาํดับนวิคลีโอไทดของยนีพบวา ยนี (A) ที่ถกูชกั

นําใหแสดงออกดวยไบฟนิล และเบนโซเอตไดจึงนาจะเปนยนีที่ควบคุมการสังเคราะหเอนไซมเบน

โซเอทไดออกซิจีเนส (benzoate dioxygenase) และยีน (C) ที่ถกูชักนาํใหแสดงออกดวยไบฟนิล

และเอธิลเบนซีน นาจะเปนยีนที่ควบคุมการสังเคราะหไบฟนิลไดออกซิจีเนส (biphenyl 

dioxygenase)    

   
2.3.3 Nuclease protection assay 

 
 Nuclease protection assay อาศัยหลกัการทีว่าเมื่อสายดีเอ็นเอติดตามสายเดี่ยวจับกับ

อารเอ็นเอจาํเพาะแลว  บริเวณที่จับกันเปนสายคูจะถูกปกปองไมใหนวิคลีเอสยอย ดังนัน้สวนของ

ดีเอ็นเอติดตามที่ยาวเกินอารเอ็นเอเปนสายเดี่ยว จงึถูกยอยออกจนถงึตําแหนงเริ่มตนของการ

ถอดรหัสที่แทจริงทางปลาย 5’ ของอารเอ็นเอ และปลาย 3’ ของดีเอ็นเอซึ่งเมื่อนําชิน้ดีเอ็นเอ

ติดตามดังกลาวมาหาลําดบัเบสที่ปลาย 3’ ก็จะทราบตําแหนงเริ่มตนของการถอดรหัสของยนีที่

สนใจ โดยสามารถทราบขนาดของดีเอน็เอที่ไมถูกยอยสลายไดโดยวิธีอะกาโรสเจลหรืออะคริลา

ไมดเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส โดยทั่วไปนิวคลีเอสที่ใชมี 3 ชนิด ไดแก 1) S1 Nuclease  ซึ่งแยกไดจาก 

Aspergillus oryzae มีความจาํเพาะสูงกับดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอสายเดี่ยว ภายใตสภาวะทีม่ี

อุณหภูมิต่ําและมีความแรงของไอออนสูง   2) Mung bean nuclease  ซึ่งคลาย S1 Nuclease 

และ 3) Exonuclease VII  ซึ่งแยกจาก Escherichia coli  นั้นจาํเปนตองมีปลาย 5’ และ 3’ ที่เปน

อิสระเพื่อกระตุนใหเอนไซมชนิดนี้เร่ิมทํางาน  วิธนีี้สามารถใหรายละเอียดโครงสรางของอารเอ็นเอ

นํารหัส (messenger RNA, mRNA) ได เชน จุดเริ่มตนการถอดรหัสของยีน (transcriptional start 
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site) เปนตน และสามารถวิเคราะหการแสดงออกของยีนในเชิงปริมาณได โดยใชอารเอ็นเอ

ปริมาณนอยกวาวธิีนอรทเธอรนไฮบริไดเซชัน (Williams และ Mason, 1985; Adams และคณะ, 

1992; Rapley, 2000; จรัญญา ณรงคะชวนะ, 2536) 

 

 Schell (1986) หาตาํแหนงเริ่มตนการถอดรหัสของโอเปอรอน nah และ sal ของพลาสมิด 

NAH7 ใน Pseudomonas putida ดวยวธิี S1 nuclease mapping โดยสกัดอารเอน็เอจากเซลลที่

เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มซีาลิไซเลต ซึง่เปนสารชักนาํการแสดงออกของทัง้สองโอเปอรอน แลว

นํามาไฮบริไดซกับชิ้นสวนดเีอ็นเอทีม่ีลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณเหนือโอเปอรอน nah และ sal แลว

ทําอะคริลาไมดเจลอิเล็คโทโฟรีซิสเพื่อหาขนาดของอารเอ็นเอทีถ่อดรหสัออกมา แลวตัดชิ้นอะคริ

ลาไมดที่มีแถบดีเอ็นเอไปวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอ พบตาํแหนงเริ่มตนการถอดรหัสและลําดับนวิคลี

โอไทดที่เปนตําแหนงโปรโมเตอรของโอเปอรอน nah และ sal โดยพบวาบริเวณ 100 เบสกอนถงึ

จุดเริ่มตนการถอดรหัสของทั้งสองโอเปอรอนมีความคลายกนั โดยลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง

ระหวาง -80 ถึง -60 มีเปอรเซ็นตความเหมือน 81%  ระหวาง -40 ถงึ -28 มีเปอรเซ็นตความ

เหมือน 75% และระหวาง -1 ถึง +15 มเีปอรเซ็นตความเหมือน 70% และยังพบโปรโมเตอรของยีน 

nahR อยูซอนกับตําแหนง -35 ของโปรโมเตอรของโอเปอรอน sal แตมีการถอดรหัสไปในทิศทาง

ตรงกันขาม 

 
2.3.4 Ribonuclease protection assay (RPA) 
 

 มีหลักการคลายกับวิธ ี Nuclease protection assay แตใชอารเอ็นเอติดตาม (RNA 

probe) แทนดีเอ็นเอติดตาม โดยอารเอ็นเอติดตามทีส่ังเคราะหข้ึน มีลําดับนิวคลีโอไทดคูสมกบั

อารเอ็นเอที่ศึกษา (anti-sense RNA probe) ซึ่งจะจับกบัอารเอ็นเอทีจ่ําเพาะในสภาวะที่

เหมาะสม ทาํใหบริเวณทีจ่บัจําเพาะเปนอารเอ็นเอสายคู และถูกปองกันไมใหยอยสลายโดยไรโบ 

นิวคลีเอส (ribonuclease) หรืออารเอ็นเอส (RNase) ได สวนอารเอ็นเอสายเดี่ยวที่ไมสามารถจบั

กับอารเอ็นเอติดตามจะถูกยอยสลายไป อารเอ็นเอติดตามจะถกูติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรงัสี

จึงสามารถติดตามผลโดยทาํอะคริลาไมดเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสแลวใชฟลมเอ็กซเรยติดตามแถบ

อารเอ็นเอได วธิีนี้สามารถวิเคราะหระดับการถอดรหัสของยนีไดโดยเปรียบเทยีบความเขมของ

แถบอารเอ็นเอบนแผนฟลมเอ็กซเรย และเปนวธิีที่มีความไว (sensitivity) ตออารเอ็นเอที่จาํเพาะ

อยางนอย 0.1 พิโคกรัม ทัง้นี้ความไวของการวิเคราะหขึ้นกับกิจกรรมจําเพาะ (specific activity) 

ของอารเอ็นเอติดตามดวย (Fleming และคณะ, 1993 และ Rapley, 2000) 
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 Fleming และคณะ (1993) พัฒนาวิธกีารวิเคราะหระดับการถอดรหัสของยนีทีเ่กีย่วของ

กับการยอยสลายแนพธาลนีของจุลนิทรยีในแหลงดินบริเวณโรงงานผลิตกาซ และดินที่ปนเปอน

ดวยคลีโอโสทโดยวิเคราะหการถอดรหัสของยีนที่ควบคมุการสังเคราะหแนพธาลนีไดออกซิจีเนส 

(naphthalene dioxygenase gene, nahA)  ดวยเทคนิค Ribonuclease protection assay โดย

สังเคราะหอารเอ็นเอติดตามจาก nahA บนพลาสมิด NAH7 และติดฉลากดวยสาร

กัมมันตภาพรงัสี 32P  เพื่อนําไปจับกับอารเอ็นเอของจลุินทรียที่สกัดไดจากดิน แลวยอยอารเอ็นเอ

สายเดี่ยวที่ไมเกิดไฮบริไดเซชันดวยอารเอน็เอส ตรวจสอบอารเอ็นเอสายคูที่เกิดจากการจับกนัของ

อารเอ็นเอ-อารเอ็นเอโดยอะคริลาไมดเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส พบวาอารเอ็นเอทีส่กัดจากดนิจาก

บริเวณโรงงานผลิตกาซ 2 แหลง และดินที่ปนเปอนดวยครีโอโสท สามารถจับกับอารเอ็นเอติดตาม

และปองกนัการยอยสลายโดยเอนไซมอารเอ็นเอสได แสดงวาในแหลงดินดังกลาวมีจุลินทรียที่ม ี

nahA และมีการถอดรหัสของยนี จึงนาจะมีกิจกรรมในการยอยสลายแนพธาลนีโดยจุลินทรียในดนิ

บริเวณนัน้  และเมื่อทดลองนาํดินไปบมกับโซเดียมซาลิไซเลต แลวสกัดอารเอ็นเอจากดินมา

วิเคราะหดวยเทคนิคเดียวกนันี้ พบวาระดบัการถอดรหสัของ nahA เพิ่มข้ึนมากกวาในดินที่ไมเตมิ 

โซเดียมซาลิไซเลต แสดงวาโซเดียมซาลิไซเลตสามารถชักนาํใหมกีารถอดรหัสของ nahA ได  
 
2.3.5 Primer extension  
 

 หลักการคือ ใชโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรสายสั้นๆทีส่ังเคราะหข้ึนหรือเปนสวนทีไ่ดจาก

การตัดดีเอ็นเอโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ ใหสามารถจับกับอารเอ็นเอจําเพาะที่ตองการศึกษา  โดย

เลือกโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่สามารถจับกับตําแหนงถัดลงมา (downstream) จากโปรโม

เตอรของยีนทีส่นใจและติดฉลากดวยสารกัมมันตรงัสีทีป่ลาย 5’ เมื่อใชรีเวอรสทรานสคริปเทสใส

ในหลอดปฏิกริิยา เอนไซมจะสรางสายดีเอ็นเอตอจากไพรเมอรนัน้โดยใชอารเอน็เอเปนตนแบบ 

สรางไปจนสุดปลาย 5’ ของอารเอ็นเอ ดงันั้นเมื่อนาํสายคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (complementary 

DNA) สรางใหมนัน้ไปวิเคราะหก็จะทราบลําดับนวิคลีโอไทดที่จุดเริม่ตนการถอดรหัสของอารเอ็น

เอนั้นได และสามารถหาตาํแหนงโปรโมเตอรของยีนได  วิธนีี้ยงัสามารถใชวิเคราะหปริมาณของ

อารเอ็นเอจาํเพาะของยนีทีส่นใจได  โดยปริมาณของคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่ไดจะเปนสัดสวน

กับอารเอ็นเอที่เปนตนแบบ (Williams และ Mason, 1985; Adams และคณะ, 1992; Boorstein 

และ Craig, 1998; จรัญญา, 2536)  
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 Fukumori และ Saint (1997) ศึกษาการควบคุมการถอดรหัสของ tdnQ  บนพลาสมิด 

pTDN1 ซึ่งเกีย่วของกับวิถกีารเปลี่ยนอะนลิีนไปเปนคะทคิอลใน Pseudomonas putida สายพนัธุ 

KT2442  เมื่อทําการวิเคราะหการถอดรหัสของยีนดวยวธิ ี primer extension และทาํเจลอีเล็กโทร

โฟเรซิสพบวาแถบดีเอ็นเอทีสั่งเคราะหจากอารเอ็นเอจากเซลลที่เลีย้งในอาหารทีม่ีอะนิลีนมีความ

เขมมากกวาแถบดีเอ็นเอที่สังเคราะหจากอารเอ็นเอจากเซลลที่เลี้ยงในอาหารที่ไมมอีะนิลีน แสดง

วาอะนิลีนสามารถชักนําใหมีการถอดรหัสของ tdnQ มากขึ้น และพบวา tdnQ มีการถอดรหัสมาก

ที่สุดในชวงเวลา 8 ชั่วโมงหลังจากเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะนิลีน   
 
 Hübner และคณะ (1998) ใชเทคนิค Primer extension เพื่อหาจดุเริ่มตนการถอดรหัส 

ของ tftCD ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย 2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid  ใน Burknolderia 

cepacia สายพันธุ AC1100  ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid 

พบจุดเริ่มตนการถอดรหัสมลํีาดับนิวคลีโอไทดคือ CATT        

 

 Kulakov และคณะ (2005) ใชเทคนิค primer extension หาตาํแหนงเริ่มตนของการ

ถอดรหัสของ narA ที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลนีใน Rhodococcus sp. สายพนัธุ 

NCIMB12038 โดยออกแบบโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรทีม่ีลําดับนวิคลโีอไทดสมกับสาย 

antisense ของ narAa และติดฉลากโอลโิกนวิคลีโอไทดไพรเมอรดวยสารเรืองแสงที่ปลายดาน 5’ 

แลวทําการสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอดวยรีเวอรสทรานสคริปเทส จากนัน้นําไปวิเคราะห

หาตําแหนงเริม่ตนการถอดรหัสดวยเครื่องวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencer) พบ

ตําแหนงเริ่มตนการถอดรหัสเปนนวิคลีโอไทดชนิดพิวรีน และพบตําแหนงโปรโมเตอรสําหรับ σ70 

และตําแหนงจบัของไรโบโซม (ribosom binding site) บริเวณเหนือ narAa 
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2.3.6 ปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ (Reverse Transcription  
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) 
 
 หลักการคือการออกแบบโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรทีม่ีลําดับนวิคลโีอไทดจําเพาะกับ

บริเวณยีนที่ศกึษา และใหอารเอ็นเอทีถู่กถอดรหัสออกมาเปนตนแบบในการสังเคราะหดีเอน็เอที่

เรียกวาคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอ โดยมีรีเวอรสทรานสคริปเทสเปนตวัเรงปฏิกิริยา ถามีอารเอ็นเอ

ถอดรหัสออกมาจากยนีที่ศกึษาจะสามารถสังเคราะหคอมพลีเมนทารดีีเอ็นเอได ซึ่งสามารถ

ตรวจสอบไดโดยทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสกับโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จาํเพาะกับยนีนัน้ 

แลวตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส วธิีนีน้ิยมใช

ติดตามการแสดงออกของยนีกนัอยางแพรหลายเนื่องจากมีขอดีคือรวดเร็ว สามารถวิเคราะหได

หลายยีนและหลายตวัอยางในเวลาเดียวกนั และยังเปนวิธทีี่มีความไวสูงสามารถวเิคราะหยนีที่มี

ระดับการถอดรหัสเปนอารเอ็นเอต่ําๆได แตการออกแบบไพรเมอรจะตองมีความจําเพาะกับยนีที่

ศึกษาอยางมาก  และสามารถวิเคราะหไดในเชิงกึง่ปริมาณเทานั้นเนื่องจากขอจํากัดของปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส อยางไรก็ตามวิธนีี้กย็งัสามารถพฒันาเทคนิคใหสามารถวิเคราะหปริมาณการ

ถอดรหัสของยนีได เชน cRT-PCR (competitive Reverse Transcription-PCR) และ Real Time-

PCR (Rapley, 2000 และ Sharkey และคณะ, 2004) 

 

Barnes และคณะ (1997) ศึกษาการแสดงออกของ hpp ที่เกีย่วกบัการยอยสลาย 3-

hydroxyphenyl propionic acid ใน Rhodococcus globerulus สายพนัธุ PWD1 โดยใชเทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซแบบถอดรหัสยอนกลับ โดยสกดัอารเอ็นเอทัง้หมดจากเซลลในชวง mid-

exponential phase ที่เลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี 3HPP  3HPA เมธา-ครีซอล (m-cresol) และซัค

ซิเนตเปนแหลงคารบอน  โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ hpp  แลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ได

ดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส พบวาดีเอ็นเอของ hppCBKR ที่สังเคราะหได มขีนาดเทากับดี

เอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มจํานวนจากโครโมโซม  และยงัพบวา hppA ถูกถอดรหสัแยกออกจาก 

hppC, hppB, hppK และ hppR  ซึ่งถูกถอดรหัสออกมาเปนอารเอ็นเอสายเดียวกนั  
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 Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ศึกษาการถอดรหัสของยีน phn ที่ควบคุมการ

สังเคราะหแนพธาลนีไดออกซิจีเนส ทีเ่กี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรนีใน 

Burkholderia cepacia สายพนัธุ RP007 โดยสกัดอารเอ็นเอจากเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มีแนพธาลนี  ฟแนนทรนี และอะซีเตต เปนแหลงคารบอน แลวนาํไปสังเคราะหดีเอน็เอโดย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ โดยออกแบบไพรเมอร 2 คูใหครอบคลุมสวน

ของ phnC/ phnD/ phnAc ซึ่งดีเอ็นเอที่สงัเคราะหไดจะมีขนาด 1,524 เบส และอีกคูหนี่ง

ครอบคลุมสวนภายในของยนีที่มีขนาด 673 เบสเพื่อเปน internal primers พบวาอารเอน็เอ

ทั้งหมดที่สกัดไดจากเซลลที่เลี้ยงในอาหารที่มีแนพธาลีน และฟแนนทรีน มีอารเอ็นเอที่สามารถ

เปนตนแบบในการสงัเคราะหและเพิม่จํานวนดีเอน็เอได  สวนอารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลที่เลี้ยง

ในอาหารทีม่ีอะซิเตต ไมมีอารเอ็นเอที่สามารถเปนตนแบบในการสงัเคราะหดีเอ็นเอได  จากการ

ทดลองนี้พบวา phnCDAc สามารถถูกชกันําใหมีการถอดรหัสไดดวยแนพธาลนีและฟแนนทรนี            

 

 Laurie และ Lloyd-Jones ยังไดวิเคราะหการถอดรหัสของ phn อ่ืนๆดวย โดยออกแบบ

ไพรเมอรสําหรบัปฏิกิริยาลูกโซแบบยอนกลบัใหครอบคลุมสวนของ phnSF และ phnFEC พบวา 

phnSFECDAc ถูกถอดรหัสออกมาเปนอารเอ็นเอสายเดียวกนัโดยมีความยาว 7.2 กิโลเบส ไมรวม 

phnAd และ phnB แตเนื่องจาก phnAc และ phnAd เปนยนีที่ควบคุมการสังเคราะหหนวยยอย 

(subunit) ของเอนไซมเดยีวกัน จงึนาจะถกูถอดรหัสออกมาพรอมกนั และเนื่องจาก phnAd และ 

phnB มีลําดบันิวคลีโอไทดคั่นระหวางทัง้ 2 ยีนอยู 82 เบส และไมมีตําแหนงของโปรโมเตอร จงึ

คาดวา phnAd และ phnB นาจะถอดรหัสออกมาพรอมกัน ดังนัน้จึงสรุปไดวา 

phnSFECDAcAdB มีการถอดรหัสเปนอารเอ็นเอสายเดียวกนั และมกีารเรียงตัวในลกัษณะเปนโอ

เปอรอน จากการทดลองนีค้ณะวิจัยพบยนีที่ควบคุมการสังเคราะหเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอย

สลายสารประกอบ PAHs ในวิถกีารยอยสลายสวนบนอยางสมบูรณ 

 

 Wilson และคณะ (1999) ติดตามการแสดงออกของยนีที่เกีย่วของกับการยอยสลาย 

แนพธาลีนของจุลินทรียในน้าํใตดินบริเวณที่มีการปนเปอนของถานหนิ  โดยใชปฏิกริิยาลูกโซพอลิ

เมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  โดยสรางโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรจากบริเวณอนุรักษของ 

nahAc ซึ่งพบในแบคทีเรียกลุมที่มีแนพธาลีนไดออกซิจเีนส ติดตามการแสดงออกของยีนไดโดย

เก็บตัวอยางน้าํใตดินมาสกดัอารเอ็นเอจากจุลินทรีย แลวสรางคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอโดยใชโอลิ

โกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่สรางขึ้น แลวใชคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดเปนตนแบบใน
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ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําเจลอีเลก็โทร

โฟเรซิส พบวามีแถบดเีอ็นเอที่สงัเคราะหไดจากปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดตรงตามที่

คาดหมาย แสดงวาในบริเวณเก็บตัวอยาง ณ เวลานัน้มีจุลินทรียทีม่กีิจกรรมในการยอยสลาย 

แนพธาลีนอยู  

 

 Grimm และ Harwood (1999) ใชปฏิกิริยาลูกโซแบบถอดรหัสยอนกลับศึกษาการ

แสดงออกของ nahY บนพลาสมิด NAH7 ของ Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 ซึ่งประมวล

รหัสโปรตีนทีเ่กี่ยวของกับการเคลื่อนที่ตอบสนองตอแนพธาลีน (chemotaxis transducer 

protein) โดย nahY ที่มีการเรียงตัวอยูตอจาก nahX ซึ่งอยูตอจาก nahOMKJ ที่ประมวลรหัส

เอนไซมในวิถกีารแตกวงคะทีคอลทางดานเมตา พบวา nahY มีการถอดรหัสรวมกบั nahX และ 

nahX มีการถอดรหัสรวมกบั nahJ ดังนัน้จึงคาดวา nahX และ nahY นาจะประมวลรหัสโปรตนีที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลนีในวถิีการยอยสลายสวนลางตอจากซาลิไซเลตผานทางคะที

คอลแลวมีการแตกวงตอไปทางดานเมตาดวย   

 

Marlowe และคณะ (2002) ติดตามการแสดงออกของ nahAc  และ rpoD ใน  

Pseudomonas  putida PpG7 โดยเทคนิค RT-PCR เมื่อเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มซีาลิไซเลต 

พบวามีการแสดงออกของ nahAc ในทุกๆเวลาทีย่ังมีซาลิไซเลตอยูในอาหารเลีย้งเชื้อ และหยุด

แสดงออกเมื่อซาลิไซเลตถูกใชหมดไปจากอาหารเลี้ยงเชือ้ สวน rpoD ซึ่งเปน house-keeping 

gene มีการแสดงออกตลอดเวลา และพบวาฟแนนทรนีสามารถชักนาํใหมกีารแสดงออกของ 

nahAc ไดเชนกนั และเมื่อเติมสารลดแรงตึงผิวไฮดรอกซีโพรพิล-เบตา-ไซโคลเดรกซตริน 

(hydroxypropyl-β-cyclodextrin, HPCD) หรือแรมโนลปิด (Rhamnolipid) ดวย พบวา nahAc มี

การแสดงออกไดเร็วกวาเมื่อเลี้ยงในฟแนนทรีนอยางเดยีว  

 

 Lessne และคณะ (2003) ใชปฏิกิริยาลกูโซแบบถอดรหัสยอนกลับศึกษาการเรียงตัวของ 

nbzAaAbAcAd ซึ่งประมวลรหัสไนโตรเบนซีนไดออกซิจีเนสใน Comamonas sp. สายพนัธุ

JS765 และ ntdAaAbAcAd ซึ่งประมวลรหัส 2-ไนโตรโทลูอีนไดออกซิจีเนสใน  Acidovorax 

sp. สายพนัธุ JS42 พบวายนีแตละชุดมีการถอดรหัสเปนสายอารเอ็นเอเดียวกนั 
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 Jones และคณะ (2003) ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับศึกษาการ

เรียงตัวของ nag ซึ่งเกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลนีใน Ralstonia sp. U2 และมีความคลาย

กับ nah พบวา nag มีการเรียงตัวของยีนในวิถกีารยอยสลายบน ที่ยอยสลายแนพธาลีนเปนซาลไิซ

เลต 5-ไฮดรอกซิเลส ซึ่งเปลีย่นซาลิไซเลตเปนเจนทิเสต ซึ่งตางจาก nah และพบวา nag ชุดนี้เรียง

ตัวเปนโอเปอรอนสําหรับวิถกีารยอยสลายแนพธาลีนโดยผานทางเจนทิเสต 

 

 Urata และคณะ (2004) ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับยืนยนัการ

ชักนาํการถอดรหัสของ antABC โดยแอนทรานิเลท ใน Pseudomonas resinovorans สายพันธุ 

CA10 โดยสังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรคูที่ครอม antABC พบวาเกิดผลติภัณฑ PCR ที่

มีขนาดตรงตามที่คาดหมาย แสดงวา antABC มีการถอดรหัสออกมาเปนอารเอ็นเอสายเดียวกนั  

 

 Kulakov และคณะ (2005) ศึกษาการถอดรหัสรวมกันของยีนที่ประมวลรหัสโปรตนีที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลนีใน Rhodococcus sp. สายพนัธุ NCIMB12038 สายพนัธุ 

P200 และสายพนัธุ P400 โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมสแบบถอดรหัสยอนกลับ พบวา narAa 

narAb และ narB ซึ่งประมวลรหัส α-subunit  และ β-subunit ของแนพธาลนีไดออกซิจีเนส และ

ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสของเชื้อทัง้ 3 สายพันธุมกีารถอดรหัสรวมกนัเมื่อเลีย้ง

เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแนพธาลนี 

 
2.3.7 Microarrays หรือ DNA microchips 
 

 เปนวธิีที่มปีระสิทธิภาพสูงในการวิเคราะหการแสดงออกของยนี โดยอารเอ็นเอที่สกัดได

จากเซลลปกติและเซลลที่ตองการศึกษาการแสดงออกจะถูกสังเคราะหเปนคอมพลีเมนทารีดีเอ็น

เอโดยรีเวอรสทรานสคริปเทส ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางชนิดกนั โดยสารเรืองแสงทีน่ิยมใช

ในปจจุบันคือ Cy3 และ Cy5 ซึ่งเรืองแสงสีเขียวและสีแดงตามลําดับ จากนั้นจะนาํคอมพลีเมนทารี

ดีเอ็นเอที่ติดฉลากแลวไปไฮบริไดซกับคอมพลีเมนทารดีีเอน็เอหรือโอลิโกนวิคลีโอไทดของยนีตางๆ

ที่ถูกจุดอยูบนแผนสไลดแกว โดยตําแหนงจุด 1 ตําแหนงจะจาํเพาะกบัยีน 1 ยีน เมือ่ส้ินสุดขั้นตอน

ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอที่ไมไดจับอยูบนสไลดจะถูกลางออกไป จากนัน้นําแผนสไลดไปวิเคราะหโดย

ฉายแสงเลเซอร แลวตรวจวัดการเรืองแสงของยนีแตละจุด ถายนีจากเซลลปกติและเซลลทีถู่ก

กระตุนมีการแสดงออกเทากนัจะเรืองแสงสีเหลือง และยีนที่มกีารแสดงออกตางกันในเซลลปกติ
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และเซลลที่ถกูกระตุนจะเรืองแสงสีเขียวหรือสีแดงที่ความเขมแสงตางๆกัน ขอดีของวิธีนี้คอื

สามารถวิเคราะหการถอดรหัสของยนีในเชิงปริมาณไดหลายยีนในเวลาเดียวกัน โดยสามารถ

วิเคราะหยนีไดถึง 8,000 ยีนตอตารางเซ็นติเมตรของแผนสไลด และสามารถเปรียบเทียบความ

แตกตางของการแสดงออกในเซลลปกติและเซลลทีถู่กกระตุนได อยางไรก็ตามวธิีนีต้องใช

เครื่องมือเฉพาะทีม่ีราคาแพง (Rapley, 2000 และ Sharkey และคณะ, 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2.9   ข้ันตอนวธิีการติดตามการแสดงออกของยีนโดย Microarrays (ดัดแปลงจาก 

www.vetmed.iastate.edu) 
 
 Rhee และคณะ (2004) ติดตามการแสดงออกของยนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธา

ลีนในเชื้อแบคทีเรียผสมดวยเทคนิค microarray โดยใชเครื่องกลจุดโอลิโกนวิคลีโอไทดความยาว 

50 เมอร (เบส) ที่จาํเพาะกับยีนชนิดตางๆที่สังเคราะหขึ้นที่ความเขมขน 250 ไมโครโมลารลงบน

แผนสไลดแกว สกัดอารเอ็นเอจากเชื้อแบคทีเรียผสมที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแนพธาลนี และ

ไพรูเวท เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนาํมาสงัเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอและติดฉลากดวยสารเรือง

แสง Cy5 และ Cy3 แลวนาํไปไฮบริไดซกับโอลิโกนิวคลีโอไทดบนแผนสไลดแกว เมื่อวิเคราะหการ

เรืองแสงที่จุดตางๆ พบวาเชื้อแบคทีเรียผสมที่เลีย้งดวยแนพธาลีนมกีารแสดงออกของยนีที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลนีแตกตางจากเชื้อที่เลี้ยงดวยไพรูเวท และพบวายีนที่ประมวล

รหัสสําหรับ large และ small subunit ของแนพธาลนีไดออกซิจีเนส และ ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดร

ไดออล ดีไฮโดรจีเนส มกีารแสดงออกมากที่สุด   

 

แผนสไลดแกว microarray 

วิเคราะหผล ไฮบริไดซ 

คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 

   เซลลตัวอยางที่ศึกษา 
   เซลลที่ถูกกระตุน    ชุดควบคุม 

อารเอ็นเอนํารหัส 
รีเวอรสทรานสคริปชัน 
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2.4 ยีนที่เกี่ยวของกบัวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลนีใน Rhizobium sp. CU-A1  
 
 จากขอมูลการศึกษายนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. 

CU-A1 โดยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน โดยการตดิตามยีนขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ใน 

Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซแีนพธิลีนแลวทํา

การสรางดีเอ็นเอติดตามจากลําดับนวิคลโีอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5  เพื่อติดตาม

ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุปกติ  ดวงกมล 

ธูปมงคล (2546) ไดติดตามยีนขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ใน Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุ

กลาย D2 แลวสรางดีเอน็เอติดตามจากลําดับนวิคลโีอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5  

เพื่อใชติดตามยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุ

ปกติ  ไดพบยีนที่มีความเหมือนกับยนีประมวลรหัสไดออกซิจีเนส และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดร

จีเนสที่คาดวาจะเกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก ดังแสดงในตารางที ่ 2.1 และ

มีการจัดเรียงตัวของยีนดงัแสดงในรูปที ่2.10  

 นอกจากนีท้พิวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) และฐิติวรดา นนิทนาวงศา (2546) พบยีนที่

นาจะเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเมื่อติดตามยีนขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ใน 

Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุกลาย E11 ดังแสดงในตารางที่ 2.1 และมีการจัดเรียงตัวของยนี

ดังแสดงในรูปที่ 2.11 ซึ่ง Rhizobium sp. CU-A1 มียีนแตกตางจากยีนที่เกีย่วของกับการยอย

สลายสารประกอบ PAHs อ่ืนตามที่ไดเคยมีรายงานมาแลว ทั้งลาํดับกรดอะมิโน และการจัดเรียง

ตัวของยีน   

 เนื่องจากไดออกซิจีเนสซึง่เปนเอนไซมสาํคัญในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก

สามารถเรงปฏิกิริยาไดสองแบบคือ เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันหรือเรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโร

มาติก โดยไดออกซิจีเนสทีเ่รงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันตองการโคแฟกเตอร เชน NADH หรือ 

NADPH ในการเรงปฏิกิริยาเติมออกซิเจนเขายังวงอะโรมาติก ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-ไดออล สวน

ไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติก จะเรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติกของสาร

อนุพนัธไฮดรอกซิล เมื่อทาํการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสใน 

Rhizobium sp. CU-A1 เปรียบเทียบกบัไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันใน

สารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ เชน แนพธาลนีไดออกซิจีเนส ไบฟนิลไดออกซิจีเนส ไนโตรโทลู

อีนไดออกซิจีเนส และไตรคลอโรเบนซีนไดออกซิจีเนส ไดพบบริเวณอนุรักษในการจับกับ Rieske 

และบริเวณอนุรักษของ catalytic domain ของ acnAc จึงคาดวาไดออกซิจีเนสทีพ่บนาจะจัดเปน
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ไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกมากกวาได

ออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติก (ดวงกมล ธูปมงคล, 2546) 

 ดังนัน้ในงานวจิัยนี้จงึมีวัตถปุระสงคที่จะศกึษาการแสดงออกของยีนดงักลาวโดยใช

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ เพื่อแสดงใหเห็นยีนดังกลาวมีการแสดงลักษณะ

ตลอดเวลาหรอืถูกเหนี่ยวนําได และมีความเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจริง 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
ตารางที่ 2.1 ขอมูลยนีที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 หนาที่และเปอรเซ็นตความเหมือนกบัยนีอางอิง 

ORF ยีนอางอิงที่มคีวามใกลเคียงสูงสดุและ  

GenBank Accession No. 

ความเหมือนกับ

กรดอะมโินของยีน

อางอิง (%) 

ประมวลรหัสเอนไซม เอกสารอางอิง 

acnAc dbdCa ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 127W  

(Hirano และคณะ, 2006) 

76% α-subunit dioxygenase ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnAd dbdCb ชอง Xanthobacter polyaromaticivornas 127W 

(Hirano และคณะ, 2006) 

60% β-subunit dioxygenase ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnAb dbdCc ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 127W 

(Hirano และคณะ, 2006) 

71% Ferredoxin ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnB dbdD ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 127W 

(Hirano และคณะ, 2006) 

67% Dihydrodiol dehydrogenase ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnF phnF ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007  

(Laurie และ Lloyd-Jones, 1999)  

65% Aldehyde dehydrogenase ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnN ophC ของ Burkholderia cepacia DBO1  

(Chang และ Zylstra, 1998): AAD03553 

36% 4,5-dihydroxyphthalate 

decarboxylase 

ฐิติวรดา นินทนาวงศา, 2546 

acnM pht4 ของ Pseudomonas putida 

(Nomura และคณะ, 1992): Q05184 

45% cis-4,5-dihydroxyphthalate 

dehydrogenase 

ฐิติวรดา นินทนาวงศา, 2546 

acnL mocF ของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae 

(Bahar และคณะ, 1998): AAC31188 

36% putative ferredoxin reductase ฐิติวรดา นินทนาวงศา, 2546 

acnE phnE ของ Burkholderia sp. RP007  

(Laurie และ Lloyd-Jones, 1999): AAD09869 

38% hydratase-aldolase ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

acnK phdK ของ Nocardioides sp. KP7   

(Iwabuchi และ Harayama, 1997): BAA31236 

46% 2-carboxybenzaldehyde 

dehydrogenase 

ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

acnO Novosphingobium  aromaticivorans  

(Romine และคณะ, 1999) : ZP_00093213 

56% short-chain alcohol dehydrogenase ฐิติวรดา นินทนาวงศา, 2546 

 



 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

รูปที ่ 2.10 การจัดเรียงตัวของยนีที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 โดย acnAc ประมวลรหัส α-subunit 

ของไดออกซิจีเนส acnAd ประมวลรหสั β-subunit ของไดออกซิจีเนส acnAb ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน acnB ประมวลรหสัไดไฮโดรได
ออลดีไฮโดรจีเนส และ acnF ประมวลรหัสอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส เครื่องหมาย     กรอบอานรหสัเปดที่ไมสมบูรณ (ดวงกมล ธูปมงคล, 
2546) 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.11 การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 โดย acnN ประมวลรหัส 4,5-ไดไฮ 
ดรอกซิพธาเลทดีคารบอกซิเลส acnM ประมวลรหัส ซิส-4,5-ไดไฮดรอกซิพธาเลทดีไฮโดรจีเนส acnL ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดกัเทส 
acnE ประมวลรหัสไฮดราเทส-อัลโดเลส acnK ประมวลรหัส 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส และ acnO ประมวลรหัสแอลกอฮอลดี
ไฮโดรจีเนส (ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 2545 และ ฐิติวรดา นนิทนาวงศา, 2546) 
 

5’ 3’ 

Tn5 

Eco RI 

Eco RI 

acnAc acnAd acnAb acnB acnF 

Eco RI 

5’ 3’ 

Tn5 

Cla I 

acnN acnM acnL acnE acnK acnO 

1 Kb 

100 bp 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS3020 ของบริษัท SANYO, Japan. 

2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany. 

3. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 

4. เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ AG285 ของบริษัท METTLER TOLEDO, Switzerland. 

5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 

6. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน D06061 ของบริษทั Memmert, Germany. 

7. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน SORVALL® Biofuge pico ของ

บริษัท Kendro laboratory products, Germany. 

8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบรษิัท 

Kubota, Japan. 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุน RA50J 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน RA228J 

9.   เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 6500 ของบริษัท  

 Kubota, Japan. 

  -      หวัปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดกลาง รุน AG-506R 

  -      หวัปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน  AG-2506 

10. ตูเขี่ยเชื้อ รุน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 

11. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lamda 25 ของบริษัท Perkin 

 Elmer, USA. 

12. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 

13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70 °ซ รุน ULT1786 ของบริษัท 

 Forma Scientific, USA. 
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14. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20 °ซ รุน MDF-U332 ของบริษัท 

 Sanyo Electric, Japan. 

15. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan. 

- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-

Rad, USA. 

16. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10  P20  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท Gilson,  

 France. 

17. ไมโครปเปต (micropipette) รุน Acure®manual 825  ของบริษัท Sochorex, 

 Switzerland. 

- ปริมาตร 0.1-10 ไมโครลิตร 

- ปริมาตร 10-200 ไมโครลิตร 

- ปริมาตร 100-1000 ไมโครลิตร 

18. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTM  

 Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 

19. ชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC- 

 25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 

20. ชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร รุน Millex®-FG ของ 

 บริษัท Millipore, USA. 

21. กระบอกฉดียาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร และ 5 มลิลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro,  

 Japan. 

22. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 

23. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 

24. เครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer,  

 USA. 

25. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของบริษัท 

Bio-Rad, USA. 
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26. ทิปปลอดอารเอนเอส (RNase-free tip) ปริมาตร 0.1-10  1-200  และ100-1000 

 ไมโครลิตร ของบริษัท Corning, USA. 

27. ชุดเครื่องมือ High performance liquid chromatography (HPLC)  

  -      liquid chromatography รุน LC-10ADvp ของบริษทั Shimadzu, Japan. 

  -      UV-visible detector รุน SPD-10Avp ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      Auto injector รุน SIL-10ADvp ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      Column oven รุน CTO-10ASvp ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      Column: Inertsil® ODS-3 ขนาด 4.6x150 มิลลิเมตร ของบริษัท GL  

         Sciences Inc. Japan. 

  -      Degasser รุน DGU-14A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      System controller รุน SCL-10Avp ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      โปรแกรม Class-VP ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

 
3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 

 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 

2.  ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 

3. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 

4. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany. 

5. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany. 

6. โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa) ของบริษัท APS Chemicals, Australia. 

7. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4·12H2O) ของบริษัท Carlo 

ERBA, France. 

8. โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท J.T. Baker, USA. 

9. แอมโมเนยีมไนเตรท (NH4NO3) ของบริษทั J.T. Baker, USA. 

10. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 

11. แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) ของบริษัท Merck, Germany. 

12. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 

13. กรดโปรโตคาทิคูอิก (protocatechuic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 

14. กรดซัคซินิก (succinic acid) ของบริษัท May & Baker, England. 
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15. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 

16. อะซีแนพธีน (acenaphthene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 

17. แนพธาลีน (naphthalene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 

18. กรดแนพโธอกิ (1-naphthoic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 

19. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 

20. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany. 

21. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 

22. ฟนอล (phenol) ของบริษัท Merck, Germany. 

23. คลอโรฟอรม (chloroform, CH3Cl) ของบริษัท Merck, Germany. 

24. ฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde) ของบริษทั Merck, Germany. 

25. น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany. 

26. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) ของบริษัท Fluka, Germany. 

27. สีไซลีนไซยานอล (xylene cyanol) ของบริษัท Sigma, USA. 

28. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane, C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 

USA. 

29. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid, C10H14N2O8Na2.2H2O) ของบริษัท Sigma, 

USA. 

30. SDS (sodium dodecyl sulfate, C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 

31. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide, (C16H32N(CH3)3)Br) ของบริษัท TCK-EP, 

Japan. 

32. MOPS (3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid) ของบริษัท BIO BASIC, USA. 

33. DEPC (diethylpyrocarbonate) ของบริษัท US, USA. 

34. 100 bp DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, USA. 

35. Proteinase K ของบริษัท Promega, USA. 

36. ชุดสกัดอารเอ็นเอปริมาณนอย RNeasy Mini Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 

37. RNase-free DNase Set ของบริษัท Qiagen, Germany. 

38. Hexanucleotide mix ของบริษัท Roche, Germany.  

39. Ribonuclease inhibitor ของบริษัท Promega, USA. 

40. Taq DNA polymerase ของบริษัท New England Biolabs, USA. 
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41. MMLV reverse transcriptase ของบริษัท New England Biolabs, USA. 

42. dNTP mix ของบริษัท New England Biolabs, USA. 

 

หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนชนิดเพือ่การวิเคราะห (analytical grade) 

 

 
3.3 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียที่ใชในงานวิจัยนี้ดงัแสดงในตารางที่ 3.1 

  
ตารางที่ 3.1 แบคทีเรีย 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

Rhizobium sp. CU-A1 สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน ศรัลยา แพงไตร, 2543 

 

Rhizobium sp.  

สายพนัธุกลาย D2   

สายพนัธุกลายจากสายพันธุ 

CU-A1 ที่มทีรานสโปซอน Tn5 

ซึ่งไมสามารถยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนี 

ธัญนุช เกรียงไกร

พิพัฒน, 2544 

 

 

Rhizobium sp.  

สายพนัธุกลาย E11   

สายพนัธุกลายจากสายพันธุ 

CU-A1 ที่มทีรานสโปซอน Tn5 

ซึ่งไมสามารถยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนี 

ธัญนุช เกรียงไกร

พิพัฒน, 2544 
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3.4  โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที ่3.2 
 

ตารางที่ 3.2  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
โอลิโกนิวคลีโอไทด

ไพรเมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

TN5-OE 5’-GGTTCCGTTCAGGACGCTAC-3’        (64°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

F933 5’-GCACAAGCGGTGGAGCATGTGG-3 ’(72°ซ) Widada และคณะ, 2002 

1492R 5’-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’       (62°ซ) Widada และคณะ, 2002 

DOXF-1 5’-CACGATTACGACCGAGA-3’               (52°ซ) ดวงกมล ธูปมงคล, 2546 

DOXF-2 5’-AGATCATGTCGGATGTG-3’                (50°ซ) ดวงกมล ธูปมงคล, 2546 

DOXF-4 5’-CAAATTCTACATGGACATC-3’            (52°ซ) สรางในการทดลองนี ้

DOXR-2 5’-CCAGTACAGGAATTGTT-3’                (48°ซ) ดวงกมล ธูปมงคล, 2546 

DOXR-3 5’-ACATCGGTCCGCGACTT-3’               (54(ซ) ดวงกมล ธูปมงคล, 2546 

DOXR-Ab 5’-GCTTGCAGATCAGGATC-3’               (52(ซ) สรางในการทดลองนี ้

DDH-R 5’ -ATAGAACGATGCATTCG- 3’              (48°ซ) สรางในการทดลองนี ้

FD2 5’-TCTACATCGACTGCTGA-3’                (50°ซ) ดวงกมล ธูปมงคล, 2546 

FW1 5’-AATCTCTTCCCGCCAGA-3’                (52°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

FW3 5’-GTGGTCCTTGAACTTGA-3’                (50°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

RV2 5’-ACAATGATCCGGACGAG-3’               (52°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

RV4 5’-GACTGAAGGAACTGATC-3’               (50°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 
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3.5 การเลี้ยงและเก็บรกัษาแบคทีเรีย 
 

 3.5.1  เลีย้ง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  สายพันธุกลาย E11 และสายพันธุกลาย 

D2 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทิคูอิกเปนแหลงคารบอน  ในกรณทีี่ตองเติมสาร

ปฏิชีวนะกานามัยซนิ (Km) ใชความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ   

30O ซ  ในอาหารแข็งเปนเวลา 2-3 วัน ในอาหารเหลวบมบนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอ

นาที เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง   หรือจนกวาอาหารเหลวจะเปลี่ยนสจีากมวงเปนสีขาวขุน 

 

 3.5.2  เก็บรักษาแบคทเีรียโดยเลี้ยง Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สายพนัธุกลาย 

E11 และสายพันธุกลาย D2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 นาํมาผสมกบักลีเซอรอลใน

อัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลเีซอรอลเปน 3 : 7  บรรจุลงในหลอดเกบ็เชือ้แชแข็ง  เก็บที่อุณหภูมิ  

–20O  ซ  เปนเวลา 6 เดือน หรือที่อุณหภมูิ –70O  ซ  เปนเวลา 1 ป 

 
3.6 ยืนยันการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ในสายพันธุกลาย D2 และ E11 
 
 3.6.1  สกัดจีโนมิกดีเอน็เอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สายพนัธุกลาย D2 และ  

E11 

 

 ทําการสกัดจีโนมิกดีเอน็เอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สายพนัธุกลาย D2 และ 

E11 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยเขี่ยเชือ้โคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 

ปริมาตร 5 มลิลิลิตร (สําหรบัสายพนัธุกลายตองเติมกานามัยซนิใหมีความเขมขนสุดทายเปน 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี ที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 16-18 ชม. ถายเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครฟวจ นาํไปปน

เหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลลทีค่วามเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที  เทสวนน้าํใสทิง้

และใชปเปตดูดสวนอาหารเลี้ยงเชื้อออกใหหมด เติมบัพเฟอร TE ปริมาตร 576 มิลลิลิตร ลงใน

ตะกอนเซลล กระจายตะกอนเซลลโดยใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง แลวเตมิ 10% SDS ปริมาตร 30 

ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 

ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของโปรตีเนสเคใน 0.5% SDS) 

ผสมใหเขากนัดวยการกลับหลอดไปมาแลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 1 ชม. เติม

สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการ



 44 

กลับหลอดไปมา เติมสารละลาย CTAB/NaCl ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับ

หลอดไปมา  นําไปบมที่อุณหภูมิ 65° ซ เปนเวลา 10 นาที  จากนัน้เตมิสารละลายคลอโรฟอรม/ไอ

โซเอมิลแอลกอฮอลในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย (ประมาณ 700-800 

ไมโครลิตร) ผสมใหเขากนัจนกลายเปนอมิัลชัน นาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ใสในหลอดไมโครฟวจใหม จากนัน้เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

ปริมาตรเทากบัปริมาตรของสารละลายสุดทาย ผสมใหเขากนัจนเปนอิมัลชัน นาํไปปนเหวีย่งที่

ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที  ดูดสวนน้าํใสที่อยูเหนือช้ันตะกอนและชัน้ฟ

นอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมลิแอลกอฮอลใสในหลอดไมโครฟวจใหมแลวเติมไอโซโปรพานอล

ปริมาตร 0.6 เทาของสวนน้ําใส กลับหลอดไปมาจนปรากฏตะกอนขาวของดีเอ็นเอ ปนเหวีย่งที่

ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาท ี เทสวนน้าํใสทิง้แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย

เอธานอล 70% ที่เยน็จัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง ระเหยเอธานอลใหแหงแลวละลายตะกอนดี

เอ็นเอในบฟัเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติม RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกาํจัดอารเอ็นเอ เก็บรักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูม ิ4° ซ 

 

3.6.2 วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 

นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 260 และ 280 นาโนเมตร  

คํานวณคา A260 ตอ A280 คาที่เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8-2.0 

 คํานวณหาคาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

 

  ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor   
 
เมื่อกําหนดให ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นา

โนเมตรเทากบั 1.0 (Ausubel และคณะ, 1999) 
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3.6.3 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 

 ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 และ

สายพนัธุกลาย D2 และ E11 ที่เตรียมไดจากขอ 3.6.1 เปนตนแบบในปฏิกิริยา โดยใชไพรเมอร

TN5-OE ที่จําเพาะกับทรานสโปซอน Tn5 รวมกับไพรเมอร DOXF-4 และ DOXR-2 ที่อนุพทัธมา

จากลําดับนิวคลีโอไทดของ acnAc หรือไพรเมอร RV4 และ FW3 ที่อนุพทัธมาจากลําดับนิวคลีโอ

ไทดของ acnE โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังตารางที่ 3.3 
 
ตารางที่ 3.3 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการ
ตรวจสอบการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5  

สารเคมี 
ความเขมขน

สุดทาย 

Taq DNA polymerase buffer 

Forward primer และ reverse 

primer ดังแสดงในรูปที ่3.1 

 dNTP 

 

Taq DNA polymerase 

ดีเอ็นเอแมแบบ 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

1 X 

1 μM 

(ของแตละชนดิ) 

200 μM 

(ของแตละตัว) 

2.5 U 

1 pg –1 μg 

ปริมาตรสุทธ ิ 50 μl 

 

และดําเนนิสภาวะการทาํปฏกิิริยาดังตอไปนี ้

 

Hot start  ที่อุณหภูม ิ 95°ซ  2 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 95°ซ  1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูม ิ 46°ซ  1 นาท ี       30 รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72°ซ  1 นาท ี

Final extension  ที่อุณหภูม ิ 72°ซ  5 นาท ี
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ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตามสภาวะการทาํปฏิกิริยาทีก่ําหนดไว ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเลก็โทรโฟเรซิสโดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนัน้ยอมอะกา

โรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5-10 นาที ลางเอธิ

เดียวโบรไมดที่เกนิออกในน้าํกลั่นปลอดประจุ เปนเวลา 15-20 นาท ีแลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย

แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

 
3.7 การแสดงออกของ acnAc  acnK และ 16S rDNA ใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
และสายพันธุกลาย D2 หรือสายพันธุกลาย E11 ในอะซีแนพธิลีน โดยปฏกิิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ (RT-PCR) 
 

3.7.1 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย 

 

 เขี่ยเชื้อ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สายพนัธุกลาย D2 หรือสายพนัธุกลาย E11 

โคโลนีเดี่ยวจากบนอาหารแข็ง CFMM ที่มกีรดโปรโตคาทิคิวอกิเปนแหลงคารบอนลงในอาหาร

เหลว CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทิคูอิกความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม

บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 30° ซ เปนเวลา 24 ชม. หรือจนกวา

อาหารจะเปลีย่นเปนสีขาวขุน แลวปเปตถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว CFMM ที่

มีซัคซิเนต ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 

รอบตอนาท ีที่อุณหภูม ิ 30° ซ   วัดคาความขุนดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตรใหมีคาความขุนประมาณ 0.6 แลวนาํอาหารเลี้ยงเชื้อมาปนเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลล ที่

อุณหภูมิ 4° ซ ความเรว็รอบ 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสวนน้ําใสออก แลวลางเซลลดวย 

0.85% สารละลายโซเดียมคลอไรด ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 7,000 รอบ

ตอนาท ี อุณหภูมิ 4° ซ นาน 10 นาที แลวเท 0.85% สารละลายโซเดียมคลอไรดออก ทาํการลาง

เซลลดวย 0.85% สารละลายโซเดียมคลอไรดเชนเดิมอีก 2 คร้ัง  จากนั้นแขวนลอยเซลลในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  และใชเชื้อสวนนี้เปนหวัเชื้อในการทดลองตอไป  
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 3.7.2   การเตรียมอารเอ็นเอ 
 

3.7.2.1 สกัดอารเอ็นเอ 

 

 ปเปตหัวเชื้อ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 สายพันธุกลาย D2 หรือสายพนัธุกลาย 

E11 ที่เตรียมไดจากขอ 3.7.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร

ที่มีอะซีแนพธลิีนความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน บมบนเครื่องเขยาที่ความเรว็

รอบ 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 30° ซ เก็บตัวอยางที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชัว่โมงของการบม 

มาปนเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลลดวยความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาที   

 ทําการสกัดอารเอ็นเอดวยชดุสกัดอารเอ็นเอปริมาณนอย RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Germany)  ตามวธิีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยเติมบัฟเฟอร TE pH 8.0 ที่มีไลโซไซมความเขมขน 

20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กระจายเซลลใหทัว่สารละลายแลวเติมบัฟเฟอร 

RLT ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสมสาร นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 

10,000 รอบตอนาทเีปนเวลา 5 นาทีเพือ่ตกตะกอนเซลลและโปรตีนที่เสียสภาพ เก็บสวนน้าํใสซึ่ง

มีอารเอ็นเออยูใสในหลอดไมโครฟวจใหมแลวเติมเอทานอลปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขา

กันดวยการใชปเปตดูดขึ้นลง จากนั้นนําสารละสายใสลงใน RNeasy column ปนเหวีย่งดวย

ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 วินาท ี เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร RW1 ปริมาตร 

350 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 วินาที เติมสารละลาย RNase-free DNase ใน

บัฟเฟอร RDD ปริมาตร 80 ไมโครลิตร (Qiagen, Germany) ลงตรงกลางคอลัมนแลวบมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาท ีจากนัน้เติมบัฟเฟอร RW1 ปริมาตร 350 ไมโครลิตรลงในคอลัมน 

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 วินาที ยายคอลัมนไปใสใน 

collection tube ใหม แลวเติมบัฟเฟอร RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาท ีจากนัน้เติมบัฟเฟอร RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตรอีกครั้ง 

ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาท ี เทสวนน้าํใสทิง้แลวปนเหวีย่ง

ดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาทีเพื่อกําจดัสวนน้ําใสทีเ่หลือติดคอลัมน 

ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดอารเอ็นเอสปรมิาตร 30-50 ไมโครลิตร ใหลง

ตรงแผนกรอง แลวนาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที จะได

สารละลายอารเอ็นเออยูในสวนน้ําใส เก็บอารเอ็นเอที่อุณหภูมิ -70° ซ 
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3.7.2.2 การวัดปริมาณอารเอ็นเอ 

 

เจือจางสารละลายอารเอน็เอที่สกัดได 250 เทาดวยน้ําปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส 

โดยปเปตสารละลายอารเอ็นเอตัวอยาง 3 ไมโครลิตรลงในน้ําปลอดอารเอ็นเอส 750 ไมโครลิตร 

แลวนําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร โดยใชน้ําปลอดประจุปลอดอารเอ็น

เอสเปนตัวเปรยีบเทยีบ คํานวณหาคาความเขมขนของอารเอ็นเอจากสมการ 

 

ปริมาณอารเอน็เอ (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 40 X dilution factor  

 

เมื่อกําหนดให อารเอ็นเอ 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตรมีคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 260 

นาโนเมตรเทากับ 1.0 (Ausubel และคณะ, 1999) 

 

3.7.2.3 ตรวจสอบความสมบูรณของอารเอ็นเอ 

 

 ตรวจสอบความสมบูรณของอารเอ็นเอโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรซีิสโดยใช 1.2%

อะกาโรสเจล ซึ่งเตรียมโดยหลอมละลายอะกาโรส 0.6 กรัมในน้าํปลอดอารเอ็นเอสปริมาตร 43.5 

มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใหเย็นลงจนอุณหภูมิประมาณ 55° ซ จึงเติม สารละลาย MOPS ความเขมขน 

10 เทา ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ 37% ฟอรมัลดีไฮด ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเบาๆ 

เพื่อไมใหเกิดฟองอากาศ แลวจึงเทลงในถาดสําหรับเตรียมอะกาโรสเจลที่ปลอดอารเอ็นเอส ตั้งทิ้ง

ไวใหอะกาโรสเจลแข็งจึงนําไปทําอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสในบัพเฟอร MOPS ความเขมขน 1 

เทา 

ปเปตสารละลายอารเอน็เอตวัอยางลงในหลอดไมโครฟวจใหมที่สะอาด เติม 10X gel 

loading buffer แลวนําไปอุนในอางน้ําปรับอุณหภูมิที ่ 65° ซ เปนเวลา 10 นาที เพื่อทาํลาย

โครงสรางทุติยภูมิของอารเอ็นเอ  

หยอดสารละลายอารเอน็เอแตละตัวอยางลงในชองของอะกาโรสเจล แลวทําเจลอีเล็กโทร

โฟเรซิสในบัพเฟอร MOPS ความเขมขน 1 เทา ดวยความตางศักยคงที่ 90 โวลต นาน 50 นาที 

หลังจากนั้นยอมอะกาโรสเจลในสารละลายเอธิเดยีมโบรไมด  และลางเอธิเดียมโบรไมดสวนเกิน

ออกโดยแชเจลในน้าํปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส นาํไปดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV)  
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3.7.3 สังเคราะหคอมพลีเมนทารดีีเอ็นเอโดยรีเวอรสทรานสคริปเทส 

 

 ใชอารเอ็นเอตวัอยางทีเ่ตรียมไดตามขอ 3.7.2.1 เปนตนแบบในการสังเคราะหคอมพลีเมน

ทารีดีเอ็นเอ โดยใชปริมาณอารเอ็นเอ 1 ไมโครกรัมตอปฏิกิริยา โดยมีสวนประกอบของปฏิกิริยา 

ดังตารางที่ 3.4 

 
ตารางที่ 3.4 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาการสังเคราะหคอมพลีเมนทารดีีเอ็น
เอโดยรีเวอรสทรานสคริปเทส  

สารเคมี ความเขมขน 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน

สุดทาย 

10X Reverse transcriptase buffer 

Hexanucleotide mix 

Ribonuclease inhibitor  

dNTP 

 

MMLV reverse transcriptase 

อารเอ็นเอแมแบบ 

น้ําปลอดอารเอ็นเอส 

10 X 

10 X 

20 U/ μl 

10 mM 

(ของแตละตัว) 

5 U/ μl 

1 μg/μl 

2 

2 

1 

2 

 

1 

1 

2 

1 X 

1 X 

20 U 

400 μM 

(ของแตละตัว) 

5 U 

1 μg 

ปริมาตรสุทธ ิ  20  

 

 ดําเนนิปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 60 นาท ีแลวหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 95° ซ 

นาน 5 นาที ดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) (Perkin Elmer, USA) เก็บ

รักษาคอมพลเีมนทารีดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภมูิ –70° ซ เปนเวลา 1 เดือน 
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 3.7.4  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรคูที่จําเพาะตอ acnAc หรือ acnK และ

ไพรเมอรคูที่จาํเพาะกับสวนของ 16S rDNA (house-keeping gene)  

 

 ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร DOXF-4 และ 

DOXR-3 ที่จาํเพาะตอ acnAc และคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร RV2 และ FW1 ที่จาํเพาะตอ 

acnK และคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร F933 และ 1492R ซึ่งจาํเพาะกับสวนของ 16S rDNA ดัง

แสดงในตารางที่ 3.2 โดยมขีนาดผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่คาดหมาย 374 361 

และ 559 เบส ตามลําดับ ดงัแสดงในรูปที ่3.1 และ 3.2 โดยใชคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอที่ไดจากขอ 

3.7.4 เปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกิริยา ทาํปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสตามวิธีในขอ 3.6.3 โดยใช

อุณหภูมิ annealing 46° ซ สําหรับ acnAc และ 16S rDNA และอุณหภูมิ 50° ซ สําหรับ acnK 

และใชจีโนมกิดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 เปนตนแบบในปฏิกิริยาที่เปนตวัควบคุม

ผลบวก และใชอารเอ็นเอในปฏิกิริยาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสคริปเทสเปนตัวควบคุมผลลบ 

ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส โดยใช 2% 

อะกาโรสเจลจากนัน้ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสง

อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

 

 
 
 
 
 
รูปที่ 3.1 ตําแหนงของโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรสําหรบัตรวจสอบการถอดรหัสของ 
acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.2 ตําแหนงของโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรสําหรบัตรวจสอบการถอดรหัสของ 
acnK ใน Rhizobium sp. CU-A1 
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3.8 การแสดงออกของ acnAc และ 16S rDNA ใน Rhizobium sp. สายพันธุตางๆเมื่อเลีย้ง
ในซับสเตรทชนิดตางๆโดยปฏกิิริยาลกูโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลบั  
 

เตรียมอารเอ็นเอจาก Rhizobium sp. สายพนัธุตางๆ ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มซีับ 

สเตรทชนิดตางๆ ไดแก อะซีแนพธนี  แนพธาลนี  กรด 1-แนพโธอกิ (ความเขมขนสุดทาย 100 

มิลลิกรัมตอลิตร) กรดโปรโตคาทิคูอิก (ความเขมขนสดุทาย 250 มิลลิกรัมตอลิตร) กรดซัคซินิก 

และกลูโคส (ความเขมขนสดุทาย 1 กรัมตอลิตร) เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 1 3 8 12 และ 18 ชม. 

ตามวิธีในขอ 3.7.2 แลวสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอจากอารเอน็เอตัวอยางโดยใชสวนผสม

ปฏิกิริยาตามวิธีในขอ 3.7.3 

 เตรียมสวนผสมในปฏิกิริยาและดําเนนิปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามขอ 3.6.3 โดยใชคู

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร DOXF-4 และ DOXR-3 ที่จําเพาะตอ acnAc และคูโอลิโกนวิคลีโอ

ไทดไพรเมอร F933 และ 1492R ซึ่งจําเพาะกับสวนของ 16S rDNA และอุณหภมูิ annealing 

เทากับ 46° ซ แลวตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเล็ก

โทรโฟเรซิสโดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนัน้ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด แลวตรวจดู

แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลืน่ 312 นาโนเมตร 

 
3.9 การแสดงออกของ acnAc และ 16S rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 และสายพันธุ
กลาย D2 ในกรด 1-แนพโธอิก โดยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  
 

 เลี้ยงเชื้อ Rhizobium sp. CU-A1 และสายพนัธุกลาย D2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีรด 1-

แนพโธอกิความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร แลวเก็บตัวอยางทีเ่วลา 1  3  8  12 และ 18 ชม. ของ

การบมมาสกดัอารเอ็นเอทัง้หมดตามวิธีในขอ 3.7.2 แลวสังเคราะหคอมพลเีมนทารีดีเอ็นเอจาก

อารเอ็นเอตัวอยางโดยใชสวนผสมปฏิกิริยาตามวิธีในขอ 3.7.3 

 เตรียมสวนผสมในปฏิกิริยาและดําเนนิปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามขอ 3.6.3 โดยใชคู

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร DOXF-4 และ DOXR-3 ที่จําเพาะตอ acnAc และคูโอลิโกนวิคลีโอ

ไทดไพรเมอร F933 และ 1492R ซึ่งจําเพาะกับสวนของ 16S rDNA โดยใชอุณหภูมิ annealing 

เทากับ 46° ซ แลวตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเล็ก

โทรโฟเรซิส โดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนัน้ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมด แลวตรวจดู

แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลืน่ 312 นาโนเมตร 
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3.10 การถอดรหัสรวมกันของประมวลรหัสไดออกซิจีเนสและไดไฮโดรไดออลดีไฮโดร
จีเนสของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (acnAcAdAbB) 

 
 สังเคราะหคอมพลีเมนทารดีีเอ็นเอจากอารเอ็นเอที่เตรียมไดจาก Rhizobium sp.สายพนัธุ 

CU-A1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตร และ

กรด 1-แนพโธอิกความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 1 ชม. โดยใชสวนผสม

ของปฏิกิริยาและสภาวะการทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับขอ 3.7.4 แลวใชคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอเปน

ตนแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรตามตารางที่ 3.2 โดยใช

คูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร DOXF-1/DOXR-2 สําหรับ acnAcAd   DOXF-2/DOXR-Ab 

สําหรับ acnAdAb และ FD2/DDH-R สําหรับ acnAbB  โดยมีขนาดผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซ

พอลิเมอเรสทีค่าดหมาย 344 385 และ 490 เบส ตามลาํดับ ดังมีตําแหนงดังแสดงในรูปที ่3.3 ทาํ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวธิีในขอ 3.6.3 โดยใชอุณหภูมิ annealing 48° ซ สําหรบั 

acnAcAd และอุณหภูมิ 50° ซ สําหรับ acnAdAb และ acnAbB ตรวจสอบผลิตภัณฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส โดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนัน้

ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมด แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาว

คลื่น 312 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.3 ตําแหนงของโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการถอดรหัสรวมกัน
ของ acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB ใน Rhizobium sp. CU-A1 

 

 

 

 

 

344 bp 

385 bp 

490 bp 
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3.11 การเจรญิของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอะซีแนพธิลนี และกรด 1-แนพโธ
อิก 

 

 เตรียมหัวเชื้อ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 หรือสายพนัธุกลาย D2 ตามขอ 3.5 ถาย

หัวเชื้อจํานวน 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีอะซีแนพธลีิน 

(ความเขมขนสุดทาย 60 มิลลิกรัมตอลิตร) หรือกรด 1-แนพโธอกิ (ความเขมขนสุดทาย 100 

มิลลิกรัมตอลิตร) เปนแหลงคารบอน นาํไปบมบนเครือ่งเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี ที่

อุณหภูมิ 30° ซ เก็บตัวอยางที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชั่วโมงของการบมมาสกัดสารประกอบ 

PAHs ดวยเอธิลอะซิเตทตามวิธีของ Supaka และคณะ (2001) โดยปรับคาความเปนกรดดางของ

น้ําเลีย้งเชื้อดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหมีคาความเปนกรดดาง 2-3 เติมเอธิลอะซิเตทใน

อัตราสวนอาหารเลี้ยงเชื้อตอเอธิลอะซิเตทเปน 1:1  แลวผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสมสารเปน

เวลา 2 นาท ีตั้งทิง้ไวใหแยกชั้น เกบ็ชั้นเอธิลอะซิเตท แลวทําการสกดัสวนน้ําเลีย้งเชื้อดวยเอธิละซิ

เตทซ้ําอีก 2 ครั้ง  เก็บชั้นเอธลิอะซิเตทรวมกัน เติมโซเดียมซัลเฟตแลวเขยาจนโซเดียมซัลเฟตไมจับ

เปนกอน นําสวนน้ําใสไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศ ละลายตะกอนของสารดวย

เมธานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวกรองผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดความกวางรู 0.22 

ไมโครเมตร  นําไปวเิคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีนและกรด 1-แนพโธอิกดวยเครื่อง HPLC 

(Shimadzu, Japan) โดยใชคอลัมน Inertsil® ODS-3 ขนาด 4.6x150 มิลลิเมตร (GL Sciences 

Inc., Japan) ตั้งอุณหภูมิคอลัมนที ่ 40° ซ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโน

เมตร ใชสารละลาย 80% เมธานอลในน้าํเปนสารละลายตัวพาภายในคอลัมน ดวยอัตราการไหล 

1 มิลลิลิตรตอนาที ฉีดสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 10 ไมโครลิตรดวยเครื่องมือ

อัตโนมัติ นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดไปเปรียบเทียบหาเปอรเซ็นตที่ลดลงของอะซีแนพธลิีนและกรด 1-

แนพโธอกิเทียบกับชุดควบคมุที่ไมเติมเชื้อ 

 ติดตามการเจริญของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ดวยวิธ ีviable plate count โดย

เก็บตัวอยางทีเ่วลาตางๆ มาทาํการเจือจางเชื้อใหเหมาะสมดวย 0.85% สารละลายโซเดยีมคลอ

ไรด แลวปเปตเชื้อที่ความเจือจางตางๆปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกลีย่บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30° ซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง นบัจํานวนโคโลนีแลวคํานวณคา log CFU/ 

มิลลิลิตร 

 



บทที่  4 

 
ผลการทดลอง 

 
จากงานวิจยัของดวงกมล ธูปมงคล (2546) ไดศึกษายนีทีเ่กี่ยวของกับการยอยสลาย           

อะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 โดยใชเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน ติดตามทรานสโป

ซอน Tn5 ใน Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุกลาย D2 ที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนี หาลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 แลวสรางดีเอน็เอติดตามยนี

บริเวณขางเคยีงทรานสโปซอน Tn5 ในสายพนัธุไวลดไทป  พบยีนทีน่าจะมีความเกี่ยวของกับการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลนีซึง่มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกบั α-subunit β-subunit เฟอรรีดอกซิน ซึ่ง

เปนสวนประกอบของไดออกซิจีเนส และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ที่เกีย่วของกับการยอยสลาย

สารประกอบอะโรมาติก ไดแก ไดเบนโซไทโอพนี ไบฟนิล แนพธาลนี แอนทราซนี และฟแนนทรีน 

ของ Xanthobacter polyaromaticivoran 127W (Hirano และคณะ, 2006) ประมวลรหัสโดย 

dbdCa dbdCb dbdCc และ dbdD ตามลําดับ  โดยมีความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนเทากบั 

76%  60%  71% และ 67% ตามลาํดับ  ตั้งชื่อยีนกลุมที่พบใน Rhizobium sp. CU-A1 นี้วา acn 

ประกอบดวยยีนประมวลรหัส α-subunit (acnAc)  β-subunit (acnAd)  เฟอรรีดอกซิน (acnAb) 

และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (acnB)  

ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) ทําการติดตามทรานสโปซอน Tn5 ในสายพนัธุกลาย 

E11 แลวสรางดีเอ็นเอติดตามยนีจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 เพือ่

ติดตามในสายพนัธุไวลดไทป พบ acnE  ซึ่งมีลาํดับกรดอะมิโนเหมือนกับไฮดราเทส-อัลโดเลส ที่

ประมวลรหัสโดย phnE ของ Burkholderia sp.  RP007 เทากับ 38% (Lauria และ Lloyd-Jones, 

1999)  acnK ซึ่งมีลาํดับกรดอะมิโนเหมือนกับ 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ในวิถกีาร

ยอยสลายฟแนนทรีน ที่ประมวลรหัสโดย phdK  ของ Nocardioides sp. KP7 เทากับ 46% 

(Iwabuchi และ Harayama, 1997)  

เนื่องจากยีนดงักลาวสามารถเรงปฏิกิริยาไดหลายแบบ จงึตองศึกษาวาการแสดงออกของ

ยีนดังกลาวขางตนสัมพันธกบัการยอยสลายอะซีแนพธลิีนโดย Rhizobium sp. CU-A1 หรือไมโดย

ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ งานวิจยันี้จงึมวีัตถุประสงคทีจ่ะศึกษา

การแสดงออกของยีนที่พบดงักลาว เพือ่ทราบวายนีดังกลาวมีการแสดงออกตลอดเวลาหรือถกู

เหนีย่วนําได  
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4.1   ตรวจสอบยืนยันการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ในโครโมโซมของสายพันธื 
D2 และ E11 ซ่ึงเปนสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 
  
 ในงานวิจัยนี้จะศึกษาการแสดงออกของ acnAc และ acnK ใน Rhizobium sp. CU-A1 

รวมทัง้สายพนัธุกลาย D2 และ E11 จึงไดตรวจสอบยืนยนัวาสายพนัธุกลาย D2 และ E11 มีการ

แทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ขนาด 5.7 กิโลเบสที่ตาํแหนง acnAc และ acnE อยูจริง โดยใช

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกับทรานสโปซอน Tn5 ดัง

แสดงในรูปที่ 4.1 

 เนื่องจากไพรเมอร TN5-OE ที่จาํเพาะกับทรานสโปซอน Tn5 สรางจากลําดับนวิคลโีอไทด

บริเวณ IS50 ของทรานสโปซอน ซึ่งมีตําแหนงอยูที่ปลายทัง้สองขางของทรานสโปซอน Tn5 จึงใช

ไพรเมอร TN5-OE เปน forward primer หรือ reverse primer รวมกับไพรเมอรที่อนพุัทธมาจาก

ลําดับนิวคลีโอไทดของ acnAc หรือ acnE ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังแสดงในรูปที่ 4.1 
 
 
ก. 

  
ข. 

 
 
 
รูปที่ 4.1 ตําแหนงของโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรสําหรับการตรวจสอบการแทรกสอด
ของทรานสโปซอน Tn5 ในสายพันธุกลาย D2 (ก.) และสายพันธุกลาย E11 (ข.) 
 

 

 

 

 

TN5-OE TN5-OE DOXF-4 DOXR-2 

Tn5 IS50L IS50R 

TN5-OE TN5-OE RV4 FW3 

Tn5 IS50R IS50L 

100 bp 

acnE acnE 

acnAc acnAc 
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จากการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชจีโนมิกดี

เอ็นเอทีเ่ตรียมไดจากสายพนัธุกลาย D2 (รูปที่ 4.2 ชองวิ่งที่ 2 และ 4) และ E11 (รูปที่ 4.2 ชองวิ่งที่ 

6 และ 8) เปนดีเอ็นเอแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และไมพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชจีโน

มิกดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากเชื้อ Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุไวลดไทปที่ไมถูกกลายพันธุดวย 

ทรานสโปซอน Tn5 (ชองวิง่ที่ 3  5  7 และ 9) จึงเปนการยืนยนัวาสายพันธุกลาย D2 และ E11 มี 

ทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดที่ acnAc และ acnE ตามลําดับอยูจริง  ดังนัน้จึงจะใชสายพันธุ

กลาย D2 และ E11 เปนเชือ้ควบคุมผลลบในการศึกษาการแสดงออกของยนีในสายพนัธุ CU-A1 

เมื่อถูกชกันาํดวยสารทดสอบชนิดตางๆ 
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            1   2   3   4   5   6   7   8    9   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑจากปฏิกิรยิาลกูโซพอลเิมอเรสเมื่อใชคูไพรเมอร
สําหรบัตรวจสอบการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 
 ชองวิง่ที ่1 100 bp DNA ladder 

 ชองวิง่ที ่2 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 เปน แมแบบ และใชไพรเมอร  

   DOXF-4 และ TN5-OE  

 ชองวิง่ที ่3 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุไวลดไทปเปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   DOXF-4 และ TN5-OE (ตัวควบคุมผลลบ) 

 ชองวิง่ที ่4 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 เปน แมแบบ และใชไพรเมอร  

   TN5-OE และ DOXR-2 

 ชองวิง่ที ่5 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุไวลดไทปเปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   TN5-OE และ DOXR-2 (ตัวควบคุมผลลบ) 

 ชองวิง่ที ่6 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย E11 เปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   RV4 และ TN5-OE 

 ชองวิง่ที ่7 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุไวลดไทปเปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   RV4 และ TN5-OE (ตัวควบคุมผลลบ) 

 ชองวิง่ที ่8 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย E11 เปนแมแบบ และใชไพรเมอร 

   TN5-OE และ FW3  

 ชองวิง่ที ่9 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุไวลดไทปเปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   TN5-OE และ FW3 (ตัวควบคุมผลลบ)  
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4.2  การแสดงออกของ acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลง
คารบอนโดยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  
 
 จากขอมูลการเปรียบเทยีบลาํดับกรดอะมิโนของ acnAc ใน Rhizobium sp. สายพันธุ 

CU-A1 กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมลู GenBank โดยใชโปรแกรม BlastX พบวา acnAc มี

ความเหมือนกบั dbdCc ของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพนัธุ 127W (Hirano 

และคณะ, 2006) ซึง่ประมวลรหัส α-subunit ของไดออกซิจีเนสเทากบั 76% (ดวงกมล ธูปมงคล, 

2546) โดย α-subunit เปนตัวกาํหนดความจาํเพาะตอซับสเตรทของไดออกซิจีเนสที่บริเวณเรง

ปฏิกิริยาของเอนไซม (Parales, 2003) จึงไดติดตามการแสดงออกของ acnAc เมื่อเลี้ยง 

Rhizobium sp. CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตรเปน

ซับสเตรทที่เวลา 1 3  8  12 และ 18 ชั่วโมง โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัส

ยอนกลับ โดยมีผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่คาดหมายขนาด 374 เบส ใชยีน

ประมวลรหัส 16S rDNA ซึ่งเปนยีนที่มกีารแสดงออกตลอดเวลา (house keeping gene) เปนตัว

ควบคุมผลบวกของปฏิกิริยา (Stroncek และคณะ, 2005)  และหลอดปฏิกิริยาที่ไมเติมรีเวอรส 

ทรานสคริปเทสเปนตัวควบคุมผลลบ ดังแสดงในรูปที ่4.3  
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16S rDNA 
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ก. 

ข. 

ผลลบควบคุม 

16S rDNA 

acnAc 

ผลบวกควบคุม 
(acnAc)

ผลลบควบคุม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.3  อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ acnAc และ 
16S rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 (ก.) และสายพันธุกลาย D2 (ข.) เมื่อเลีย้งเชื้อใน
อาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลนีเปนแหลงคารบอนที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 
ชั่วโมง ผลลบควบคุมคือ ปฏิกริิยาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสครปิเทส และผลบวกควบคมุ 
(acnAc) ใชดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 เปนแมแบบในปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส 
 
 ผลแสดงใหเหน็วาเมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีอะ

ซีแนพธิลนีเปนซับสเตรท acnAc มีการแสดงออกตั้งแตชั่วโมงที ่1 ของการบม โดยมีการแสดงออก

มากที่สุด แลวลดลงในชัว่โมงที ่ 3  8 และ 12 ตามลําดับจนไมสามารถติดตามการแสดงออกของ

ยีนไดในชัว่โมงที ่ 18 ในขณะที่พบการแสดงออกของยนีควบคุมผลบวก (16S rDNA) ตลอดเวลา 

นอกจากนี้ไมพบการแสดงออกของ acnAc ในสายพนัธุกลาย D2 ซึ่งถูกแทรกสอดดวยทรานสโป

ซอน Tn5 ที่เวลาใดๆเลย  
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ชั่วโมงการเพาะเลี้ยง 
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รูปที่ 4.4  การเจริญของ Rhizobium sp CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธลิีนความ
เขมขน 60 มลิลกิรัมตอลติร และการยอยสลายอะซีแนพธิลนี  
  การเจริญของ Rhizobium sp. CU-A1 
  เปอรเซ็นตคงเหลือของอะซีแนพธิลนีในชุดควบคมุไมเติมเชื้อ 
  เปอรเซ็นตคงเหลือของอะซีแนพธิลนีในชุดที่เติมเชื้อ Rhizobium sp.  

CU-A1 
 

จากการติดตามความสมัพนัธของการเจรญิของเชื้อกับการลดลงของอะซีแนพธิลีนพบวา 

Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 มีการเจริญอยางรวดเร็วในชวง 3 ชั่วโมงแรก ซึ่งสัมพนัธกับ

ปริมาณอะซีแนพธิลนีที่ลดลงถึง 40% และลดลงจนเกือบหมดภายในชั่วโมงที ่ 12 ของการบม ดัง

แสดงในรูปที่ 4.4 ในขณะทีส่ายพนัธุกลาย D2 ไมมีการเจริญ  
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ผลบวกควบคุม 
(acnAc) 

ผลลบควบคุม 

4.3  การแสดงออกของ acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อใชสารประกอบ PAHs และ
สารมธัยันตรชนิดตางๆเปนแหลงคารบอนโดยปฏกิริิยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัส
ยอนกลับ  
  
 จากผลการทดลองในขอ 4.2 พบวา acnAc มีการแสดงออกเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มีอะซีแนพธิลนีเปนซับสเตรท ดงันัน้เพื่อศึกษาวา acnAc มีการแสดงออกแบบชักนาํไดโดยซบั   

สเตรทชนิดอื่นๆ จึงเลือกซับสเตรทในกลุมสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางใกลเคียงกับอะซีแนพธิ

ลีน ไดแก แนพธาลนี และอะซีแนพธิลนี และสารมธัยันตรทีพ่บจากการยอยสลายอะซีแนพธลีิน

โดยใชเชื้อสายพนัธุนี ้คือ และกรด 1-แนพโธอิก (Poonthrigpun และคณะ, 2006) เปนซับสเตรท 

 เพื่อศึกษาวา acnAc มีการแสดงออกตลอดเวลายงัไดใชซับสเตรทชนดิอื่นๆนอกเหนือจาก

ซับสเตรทในกลุมสารประกอบ PAHs ซึ่งเปนซับสเตรทที่เชื้อสายพนัธุ CU-A1 สามารถใชในการ

เจริญไดดวย ไดแก กรดโปรโตคาทิคูอิก กรดซัคซินิก และกลูโคส ติดตามการแสดงออกของยนีโดย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับเชนเดยีวกับในขอ 4.2 โดยเลีย้ง Rhizobium sp. 

CU-A1 ในซับสเตรทชนิดตางๆเปนเวลา 1 3 8 12 และ 18 ชั่วโมง พบวามีเพียงกรด1-แนพโธอิก

เทานัน้ที่สามารถชักนาํใหมกีารแสดงออกของ acnAc ในเชื้อสายพันธุนี ้สวนซับสเตรทชนิดอืน่ๆไม

สามารถชกันาํการแสดงออกของยีนที่เวลาตางๆได โดยแสดงผลการแสดงออกของ acnAc ใน

ชั่วโมงที ่1 ของการเลีย้งเชื้อในรูปที่ 4.5 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5  อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ acnAc และ 
16S rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 1 ชัว่โมง ในอาหารเหลว 
CFMM ที่มีอะซีแนพธิลนี (Acn) แนพธาลีน (Nap) อะซีแนพธีน (Act) กรด 1-แนพโธอิก 
(1-Nap) กรดโปรโตคาทิคิวอิก (Pca) กรดซัคซินิก (Suc) และกลโูคส (Glu) เปนแหลง
คารบอนเพียงชนิดเดียว ผลลบควบคมุคือ ปฏิกิรยิาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสคริปเทส และ
ผลบวกควบคุม (acnAc) ใชดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 เปนแมแบบในปฏิกิรยิาลูกโซ
พอลิเมอเรส 

16S rDNA 

acnAc 

 Acn   Nap    Act  1-Nap  Pca   Suc    Glu  
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ผลลบควบคุม 

ผลลบควบคุม 

4.4  การแสดงออกของ acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อใชกรด 1-แนพโธอกิเปน
แหลงคารบอนโดยปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  
 
 จากผลการทดลองในขอ 4.3 พบวากรด 1-แนพโธอกิซึ่งเปนสารมัธยันตรทีพ่บในวิถีการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลีนในเชื้อสายพนัธุ CU-A1 นี้สามารถชักนําใหมกีารแสดงออกของ acnAc ใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ได จึงทําการติดตามการแสดงออกของ acnAc เมื่อเลี้ยงเชื้อใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกรด 1-แนพโธอิกเปนซบัสเตรทที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชั่วโมงของการบม

โดยปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ เชนเดียวกับการติดตามการแสดงออกของ 

acnAc ในอะซีแนพธิลนีในขอ 4.2 โดยใชยีนประมวลรหัส 16S rDNA ซึ่งเปนยีนทีม่ีการแสดงออก

ตลอดเวลา (house keeping gene) เปนตัวควบคุมผลบวกของปฏิกริิยา และหลอดปฏิกิริยาที่ไม

เติมรีเวอรสทรานสคริปเทสเปนตัวควบคุมผลลบ ดังแสดงผลในรูปที ่4.6 

 

 
 

 
   
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6  อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ acnAc และ 
16S rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 (ก.) และสายพันธุกลาย D2 (ข.) เมื่อเลีย้งเชื้อใน
อาหารเหลว CFMM ที่มีกรด 1-แนพโธอิกเปนแหลงคารบอนที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 
ชั่วโมง ผลลบควบคุมคือ ปฏิกริิยาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสครปิเทส และผลบวกควบคมุ 
(acnAc) ใชดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 เปนแมแบบในปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส 
 

acnAc 

16S rDNA 
ข. 

 1          3         8         12       18   
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ก. 

ชั่วโมงการเพาะเลี้ยง 

ผลบวกควบคุม 
(acnAc)
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 จากผลดังกลาวแสดงวาเมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

กรด 1-แนพโธอิกเปนซับสเตรท acnAc มีการแสดงออกในชั่วโมงที่ 1 และ 3 ของการบม โดยมีการ

แสดงออกมากที่สุดในชัว่โมงที ่1 และไมสามารถติดตามการแสดงออกของยนีไดในชั่วโมงที ่8 เปน

ตนไป โดยยงัพบการแสดงออกของยีนควบคุมผลบวกของปฏิกิริยา RT-PCR (16S rDNA) 

ตลอดเวลา นอกจากนี้ยงัไมพบการแสดงออกของ acnAc ในสายพนัธุกลาย D2 ซึ่งถูกแทรกสอด

ดวยทรานสโปซอน Tn5 ที่เวลาใดๆเชนเดยีวกับเมื่อเลี้ยงเชื้อในอะซีแนพธิลีน   
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รูปที่ 4.7  การเจริญของ Rhizobium sp. CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกรด 1-แนพโธอกิ
ความเขมขน 100 มิลลกิรมัตอลิตร และการยอยสลายกรด 1-แนพโธอิก  
  การเจริญของ Rhizobium sp. CU-A1 
  เปอรเซ็นตคงเหลือของกรด 1-แนพโธอิกในชุดควบคุมไมเติมเชื้อ 
  เปอรเซ็นตคงเหลือของกรด 1-แนพโธอิกในชุดที่เติมเชื้อ Rhizobium sp.  

CU-A1 
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เมื่อติดตามการเจริญของเชื้อและการลดลงของกรด 1-แนพโธอกิพบวา Rhizobium sp. 

สายพนัธุ CU-A1 สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกรด 1-แนพโธอกิ ในขณะที่สายพนัธุ

กลาย D2 ไมเจริญ โดยในชดุทดลองทีม่ีการเติมเชื้อ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 พบวากรด 

1-แนพโธอิกลดลงจนเกือบหมดไปในชั่วโมงที ่18 ของการบม ดังแสดงในรูปที่ 4.7 
 
4.5  การแสดงออกของ acnK ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อใชอะซีแนพธลิีนเปนแหลง
คารบอนโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  
 
 จากงานวิจยัของทพิวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) เมื่อติดตามการแทรกสอดของทรานส

โปซอน Tn5 ในสายพนัธุกลาย E11 แลวสรางดีเอ็นเอติดตามยนีในสายพนัธุไวลดไทปโดยใชขอมูล

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณขางเคียง Tn5 พบยนีทีถู่กแทรกสอดดวยทรานสโปซอน Tn5 ในสายพันธุ

กลาย E11 มีลําดับกรดอะมิโนเหมือน 38 % กับไฮดราเทส-อัลโดเลส ที่ประมวลรหัสโดย phnE 

ของ Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) ใหชื่อวา acnE และ

พบยนีประมวลรหัสเหมือน 46 % กับ 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ที่ประมวลรหัสโดย 

phdK ของ Nocardioides sp. สายพนัธุ K7 (Iwabuchi และ Harayama, 1997) ใหชื่อวา acnK 

ซึ่งมีการเรียงตวัอยูเหนือข้ึนไปจาก acnE  และเนื่องจากไมสามารถติดตามการแสดงออกของ 

acnE ไดเลย ซึง่อาจเกิดจากเอนไซมที่ประมวลรหัสโดย acnE มีการทํางานในการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลีนในชวงเวลาสัน้ๆ การถอดรหัสเปนอารเอ็นเอจึงเกิดอยางรวดเร็วแลวอารเอ็นเอถกูยอย

สลายไปดวยนิวคลีเอส (McGarvey และ Quandt, 2003, Deustcher, 2006) ในงานวิจัยนี้จงึได

ติดตามการแสดงออกของ acnK ซึ่งอยูถัดจาก acnE เมื่อเลี้ยงเชือ้ในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีอะซแีน

พธิลีนความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตรที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชั่วโมง   

 พบวา acnK ใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 มีการแสดงออกในชั่วโมงที่ 8 ของการ

บมเทานัน้ โดยพบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดตามที่คาดหมายคือ 361 เบส 

และไมพบการแสดงออกของ acnK ในสายพนัธุกลาย E11 เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

เดียวกนั ดงัแสดงในรูปที ่4.8 

 นอกจากนีเ้มื่อชักนาํการแสดงออกของ acnK โดยซับสเตรทชนิดอื่นๆ ไดแก อะซีแนพธนี 

แนพธาลีน กรด 1-แนพโธอกิ กรดซัคซินกิ และกลูโคส ที่เวลา 1 3 8 12 และ 18 ชัว่โมงของการบม 

พบวาไมมีซับสเตรทชนิดใดสามารถชกันาํใหมกีารแสดงออกของ acnK ได 
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 1            3          8        12        18   

acnK 

16S rDNA 

16S rDNA 

acnK 

ผลลบควบคุม 

ผลลบควบคุม 

    
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.8  อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ acnK และ 16S 
rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 (ก.) และสายพันธุกลาย E11 (ข.) เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลนีเปนแหลงคารบอนที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชั่วโมง  
ผลลบควบคมุคือ ปฏิกิรยิาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสคริปเทส และผลบวกควบคุม (acnK) 
ใชดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 เปนแมแบบในปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
4.6  การถอดรหัสรวมกนัของกลุมยนีประมวลรหัสไดออกซจิีเนสและไดไฮโดรไดออลดี
ไฮโดรจีเนสของ Rhizobium sp. CU-A1 (acnAcAdAbB) เมื่อเลี้ยงในอะซีแนพธิลีน 
 
 ดวงกมล ธูปมงคล (2546) รายงานวานอกจาก acnAc แลวยังพบ acnAd ประมวลรหัส 

β-subunit ของไดออกซิจีเนส acnAb ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน และ acnB ประมวลรหสัได

ไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสมีการเรียงตัวไปในทิศทางเดยีวกนัและอยูถัดลงไปจาก acnAc และยัง

พบบริเวณที่คาดวาจะเปนโปรโมเตอรเหนอื acnAc  

จากลักษณะการเรียงตัวของยีนและพบบริเวณทีน่าจะเปนโปรโมเตอรบริเวณเหนือข้ึนไป

ของ acnAc จึงคาดวา acnAc  acnAd  acnAb และ acnB นาจะมกีารถอดรหัสรวมกนั จึงเลือก

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ครอมระหวาง acnAc ถึง acnB เพื่อใชในการวิเคราะหการถอดรหัส

รวมกันของยนีดังกลาวโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ แตเมื่อทําอะกาโรส

เจลอีเล็กโทรโฟเรซิสแลวไมพบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส จึงเลือกโอลิโกนิวคลโีอ

ไทดไพรเมอรที่ครอมระหวาง acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB ดังตารางที ่ 4.1 และรูปที่ 3.3 

ก. 

ข. 

ชั่วโมงการเพาะเลี้ยง 

ผลบวกควบคุม 
(acnK) 
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เพื่อใชในการวเิคราะหการถอดรหัสรวมกนัของยนีดังกลาวโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ

ถอดรหัสยอนกลับในการทดลองนี ้ 

 
ตารางที่ 4.1 คูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร ยีนเปาหมายและขนาดผลิตภัณฑที่คาดหมาย
สําหรบัตรวจสอบการถอดรหัสรวมกนัของกลุม acnAcAdAbB 

คูโอลิโกนวิคลีโอไทด 
ไพรเมอร 

ยีนเปาหมาย ขนาดผลิตภณัฑจากปฏกิริิยา
ลูกโซพอลิเมอเรสที่คาดหมาย 

DOXF-1/ DOXR-2 acnAc/ acnAd 344 เบส 

DOXF-2/ DOXR-Ab acnAd/ acnAb 385 เบส 

FD2/ DDH-R acnAb/ acnB 490 เบส 

 

ผลการตรวจสอบแสดงในรูปที่ 4.9 เมื่อใชตัวอยางอารเอ็นเอที่สกัดไดจาก Rhizobium sp. 

CU-A1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซแีนพธิลนีความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 

ชั่วโมงมาวิเคราะหการถอดรหัสรวมกนัของ acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB พบผลิตภัณฑ

จากปฏิกิริยา RT-PCR เมื่อใชคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกับ acnAcAd  acnAdAb 

และ acnAbB ซึ่งใหผลิตภณัฑ PCR มขีนาดตรงตามที่คาดหมายคอื 344  385 และ 490 เบส 

ตามลําดับ (ชองวิ่งที ่ 2-4) และปฏิกิริยาควบคุมผลลบของ RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอรสทราน

สคริปเทส (ชองวิง่ที ่5-7) ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR  
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รูปที่ 4.9 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอรตางๆเพือ่ตรวจสอบ
การถอดรหสัรวมกนัของ acnAcAdAbB เมื่อเลี้ยงเชื้อในอะซีแนพธลิีน 
 ชองวิง่ที ่1 100 bp DNA ladder 

 ชองวิง่ที ่2 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-1 และ DOXR-2 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAc และ acnAd) 

 ชองวิง่ที ่3 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-2 และ DOXR-Ab 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAd และ acnAb) 

 ชองวิง่ที ่4 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร FD2 และ DDH-R 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAb และ acnB) 

 ชองวิง่ที ่5-7 ตัวควบคุมผลลบของปฏิกิริยา RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอรสทราน 

   สคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-1/ DOXR-2  DOXF-2/ DOXR-Ab    

   และ FD2/ DDH-R ตามลาํดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

500 bp 400 bp 
300 bp 
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4.7  การถอดรหัสรวมกนัของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสและไดไฮโดรไดออลดีไฮโดร
จีเนสของ Rhizobium sp. CU-A1 (acnAcAdAbB) เมื่อเลี้ยงเชื้อในกรด 1-แนพโธอิก 
 

 เนื่องจากผลการทดลองในขอ 4.3 และ 4.4 พบวากรด 1-แนพโธอิกสามารถชกันาํใหมีการ

แสดงออกของ acnAc ไดเชนเดียวกบัอะซีแนพธิลนี ในงานวจิัยนี้จงึไดทําการวิเคราะหการ

ถอดรหัสรวมกนัของ acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ

ถอดรหัสยอนกลับและคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรเชนดียวกับในขอ 4.6 เมื่อใชกรด 1-แนพโธอิก

เปนซับสเตรทดวย 

ผลการตรวจสอบแสดงในรูปที่ 4.10 เมื่อใชตัวอยางอารเอ็นเอที่สกัดไดจาก Rhizobium 

sp. CU-A1 ทีเ่ลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีรด 1-แนพโธอิกความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปน

เวลา 1 ชัว่โมงมาวิเคราะหการถอดรหัสรวมกันของ acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB พบ

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา RT-PCR เมื่อใชคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกบั acnAcAd  

acnAdAb และ acnAbB ซึ่งใหผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดตรงตามที่คาดหมายคือ 344  385 และ 

490 เบส ตามลําดับ (ชองวิง่ที่ 2-4) และปฏิกิริยาควบคมุผลลบของ RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอร

สทรานสคริปเทส (ชองวิ่งที่ 5-7) ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR เชนเดียวกบัผลการทดลองในขอ 4.6 เมื่อ

ใชอะซีแนพธิลนีเปนซับสเตรท  
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                                        1    2    3    4     5    6    7     

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.10 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอรตางๆเพือ่ตรวจสอบ
การถอดรหสัรวมกนัของ acnAcAdAbB เมื่อเลี้ยงเชื้อในกรด 1-แนพโธอิก 

ชองวิง่ที ่1 100 bp DNA ladder 

 ชองวิง่ที ่2 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-1 และ DOXR-2 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAc และ acnAd) 

 ชองวิง่ที ่3 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-2 และ DOXR-Ab 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAd และ acnAb) 

 ชองวิง่ที ่4 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร FD2 และ DDH-R 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAb และ acnB) 

 ชองวิง่ที ่5-7 ตัวควบคุมผลลบของปฏิกิริยา RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอรสทราน 

   สคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-1/ DOXR-2  DOXF-2/ DOXR-Ab   

   และ FD2/ DDH-R ตามลาํดับ 

 

 

500 bp 
300 bp 
400 bp 



บทที่  5 

 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 

 ดวงกมล ธปูมงคล (2546) ไดศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน 

Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 พบ acnAc acnAd และ acnAb ที่มีลําดับกรดอะมิโนเหมือน 

76% 60% และ 71% กับ dbd ที่ประมวลรหัสโปรตีนทีเ่ปน α- และ β-subunit และเฟอรรีดอกซิน 

ซึ่งเปนองคประกอบของไดออกซิจีเนสของ Xanthobacter polyaromaticivoran สายพนัธุ 127W 

ที่สามารถยอยสลายไดเบนโซไทโอพนี ไบฟนิล แนพธาลีน แอนทราซนี และฟแนนทรีนได (Hirano 

และคณะ, 2006) จึงเปนทีค่าดหมายวาไดออกซิจีเนสทีพ่บในสายพันธุ CU-A1 เกีย่วของกับการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลนี นอกจากนี้ยงัพบ acnB ซึ่งประมวลรหัสเหมอืน 67% กับไดไฮโดรไดออลดี

ไฮโดรจีเนสของ Xanthobacter polyaromaticivoran สายพนัธุ 127W (Hirano และคณะ, 2006) 

ที่ทาํหนาที่เปนตัวรับอีเลกตรอนในการออกซิไดสไดไฮโดรไดออล โดยทํางานรวมกบั NAD+ ไดเปน

สารอนุพนัธประเภทไดไฮดรอกซิล นอกจากนี ้ Hirano และคณะ (2006) ยังไดศึกษาหนาที่ของ 

dbdCa โดยทําให dbdCa สูญเสียหนาที่ดวยการแทรกสอดของยีนตานสารปฏิชวีนะกานามัยซิน 

(kan) พบวาสายพนัธุกลายที่ม ี kan แทรกสอดอยูบน dbdCa สูญเสียความสามารถในการยอย

สลายแอนทราซีน ไดเบนโซไทโอพนี และไบฟนิล แตสามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดเล็กนอย โดย 

McKay และคณะ (2003) กลาววาแบคทีเรียบางชนิดทีส่ามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก

ได มีไอโซไซมของไดออกซิจีเนสทีเ่รงปฏิกริิยาไฮดรอกซิเลชันไดหลายชนิด จึงคาดวาไดออกซิจีเนส

ที่พบในสายพนัธุ 127W นาจะเกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก อยางไรก็ตามยัง

ไมมีรายงานการศึกษาหนาที่ของโปรตีนผลิตภัณฑของ dbd ในสายพนัธุนี ้

 

 ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) พบ acnK ซึ่งมีลาํดบักรดอะมิโนเหมือน 2-คารบอกซิ

เบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส มคีวามเหมือน 46% กับ phdK ทีพ่บใน Nocardioides sp. สายพนัธุ 

KP7 ที่เกีย่วของในวถิีการยอยสลายฟแนนทรนี ทําหนาที่ในการเปลี่ยน 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดี

ไฮโดรจีเนสใหเปนกรดพธาลกิ (o-phthalic acid) แบบจําเพาะตอซับสเตรท (2-คารบอกซิเบนซัลดี

ไฮด) ที่เปนสารมัธยันตรในวถิีการยอยสลายฟแนนทรีน (Iwabuchi และ Harayama, 1997) โดย

ในสายพนัธุ CU-A1 พบบริเวณอนุรักษในการจบักับ NAD+ ของ aldehyde dehydrogenase 

superfamily ในลําดับกรดอะมิโนตาํแหนงที่ 226-233 ของ acnK และยังพบบริเวณอนุรักษทีเ่ปน
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บริเวณเรงปฏกิิริยาซึง่คลายกับบริเวณเรงปฏิกิริยาของอลัดีไฮดดีไฮโดรจีเนสใน Pseudomonase 

stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999) ทีล่ําดับกรดอะมิโนตําแหนงที่ 250-257 ของ 

acnK ดวย จึงคาดวา acnK นาจะมีความเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสายพนัธุ 

CU-A1 ดวย 

 

 งานวิจยันี้จงึไดศึกษาการแสดงออกของยนีทีพ่บดังกลาวที่คาดวานาจะเกี่ยวของกับการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลนีใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 โดยเบื้องตนใชเทคนิคนอรท      

เธอรนไฮบริไดเซชันในการตดิตามการแสดงออกของ acnAc โดยใชดีเอ็นเอติดตาม DOX ซึ่งสราง

จากลําดับนิวคลีโอไทดของ acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตดิ

ฉลากดวย digoxygenin-dUTP แตไมสามารถติดตามการแสดงออกได อาจเนื่องจากวิธีการ

ติดตามสัญญาณไฮบรไิดซดวยปฏิกิริยาระหวางเอนไซมและซับสเตรทมีความไวต่าํเมื่อปรียบเทยีบ

กับวิธกีารติดตามตําแหนงการเกิดไฮบริไดเซชันของอารเอ็นเอโดยดีเอ็นเอติดตามดวยวิธกีารติด

ฉลากดีเอ็นเอติดตามดวยสารกัมมนัตภาพรังสี (Kricka, 1992) ซึ่งเปนวิธทีี่ใชติดตามการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs อยางแพรหลาย (Kahng และ

คณะ, 2002, Iida และคณะ, 2002) ดังนัน้จึงไดเปลี่ยนมาใชวิธปีฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ

ถอดรหัสยอนกลับ เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีในสายพนัธุ CU-A1 แทน  

 

การศึกษาการแสดงออกทําไดโดยเลี้ยงเชื้อสายพนัธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่

มีอะซีแนพธิลนีความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน แลวเก็บตัวอยางที่เวลา 1  3  

8  12 และ 18 ชั่วโมงมาสกัดอารเอ็นเอ สังเคราะหเปนคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) ดวย        

รีเวอรสทรานสคริปเทส จากนัน้ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช cDNA ที่เตรียมไดเปน

แมแบบในปฏิกิริยา โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบมาใหจาํเพาะกับยีนทีต่องการศึกษา คือ acnAc 

และ acnK ตรวจสอบผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยอะกาโรสเจลอเีล็กโทรโฟเรซสิ 

พบวา มีผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ ขนาด 374 และ 361 

เบส เกิดขึน้ตามลําดับ ซึ่งมขีนาดตรงตามที่คาดหมาย แสดงวา acnAc และ acnK ถูกชักนาํใหมี

การแสดงออก เมื่อเปรียบเทียบการยอยสลายอะซีแนพธิลีนกับการแสดงออกของ acnAc และ 

acnK ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธิลีน พบวายนีทั้งสองมี

การแสดงออกใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในชวงเวลาที่มอีะซีแนพธิลีนอยูในอาหารเลี้ยง

เชื้อ แตเมื่ออะซีแนพธิลนีถกูยอยสลายจนหมดไปหลงัจากเวลา 12 ชัว่โมง ไมสามารถตรวจพบการ
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แสดงออกของทั้งสองยนีนี้โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ ซึง่ใหผลคลายกับ

งานวิจยัของ Marlowe และคณะ (2002) ที่ติดตามการแสดงออกของ nahAc ประมวลรหัส α-

subunit ของไดออกซิจีเนส และ rpoD ซึ่งเปน house-keeping gene ใน Pseudomonas putida 

สายพนัธุ PpG7 พบวา nahAc มีการแสดงออกตอบสนองตอซาลิไซเลตในอาหารเลี้ยงเชื้อ และ

หยุดแสดงออกเมื่อซาลิไซเลตถูกยอยสลายหมดไป ในขณะที่เมื่อเลีย้งสายพนัธุกลาย D2 และ E11 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีอะซีแนพธลินี ไมพบการแสดงออกของ acnAc และ acnK ในสายพนัธุกลาย

ทั้งสองสายพนัธุ ซึง่สายพันธุกลายทัง้สองไมสามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มอีะซีแนพธิลีนได 

(ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน, 2544) 

 

เพื่อตรวจสอบวา acnAc และ acnK มกีารแสดงออกตลอดเวลาหรอืถูกชักนําได จึงได

เลี้ยงสายพนัธุ CU-A1 ดวยซับสเตรทในกลุมสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางใกลเคียงกับอะ

ซีแนพธิลีน ไดแก แนพธาลีน และอะซแีนพธิลนี และสารมัธยนัตรที่พบจากการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนีโดยใชเชื้อสายพนัธุนี้ คือ กรด 1-แนพโธอิก (Poonthrigpun และคณะ, 2006) 

นอกจากนีย้ังไดใชซับสเตรทชนิดอื่นๆนอกเหนือจากซับสเตรทในกลุมสารประกอบ PAHs ซึ่งเปน

ซับสเตรทที่เชือ้สายพนัธุ CU-A1 สามารถใชในการเจริญไดดวย ไดแก กรดโปรโตคาทิคูอิก กรดซคั

ซินิก และกลโูคส จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของยีนดังกลาวโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

แบบถอดรหัสยอนกลับ พบวานอกจากอะซีแนพธิลีนแลว กรด 1-แนพโธอกิยังสามารถชกันาํให 

acnAc แสดงออกได เมื่อติดตามการเจรญิของ Rhizobium sp. CU-A1 ในกรด 1-แนพโธอิก 

พบวาสามารถเจริญและยอยสลายกรด 1-แนพโธอกิไดแตชากวาเมื่อเปรียบเทียบกบัการเจริญและ

การยอยสลายอะซีแนพธิลีน ในขณะที่ซับสเตรทอื่นไมสามารถชกันาํการแสดงออกของยีนดงักลาว

ได สําหรับ acnK ไมมีซับสเตรทใดที่ชกันําการแสดงออกไดเลย ดังนัน้จึงอาจสรปุไดวา acnAc 

และ acnK นาจะเปนยีนที่ถกูชักนาํใหแสดงออกได 

 

Fleming และคณะ (1993) กลาววาโอเปอรอน nah สําหรับวถิีการยอยสลายแนพธาลีน

ทั้งสวนบนและสวนลาง ซึ่งอยูบนพลาสมดิ NAH7 ของ Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 ถูก

ชักนาํใหมกีารถอดรหัสดวยซาลิไซเลตซึ่งเปนผลิตภัณฑจากวถิีการยอยสลายแนพธาลีนสวนบน

เทานัน้ โดยซาลิไซเลตที่เกดิจากการยอยสลายแนพธาลีนจะไปรวมกบั NahR ซึ่งเปนโปรตีน

ผลิตภัณฑจาก nahR แลวจับที่บริเวณเหนือโปรโมเตอรของโอเปอรอน nah ทาํใหเกิดการถอดรหสั

ได นอกจากนี ้Ornston (1971) กลาววาในวิถเีบตา-คีโตอะดิเพธในการยอยสลายคะทีคอล ซึง่เปน
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สารมัธยนัตรหลักของการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกหลายชนิด เชน ซาลิไซเลต ฟนอล เบน

โซเอต แอนทรานิเลต และเบนซีน ของแบคทีเรียกลุม Pseudomonads มีการชักนําการแสดงออก

ของเอนไซมโดยสารมัธยนัตรในวิถีการยอยสลายได โดยสารมัธยนัตร เชน เบตา-คีโตอะดิเพธ (β-

ketoadipate) และซิส,ซิส-มิวโคเนต (cis, cis-muconate) สามารถชักนําการแสดงออกของ

เอนไซมในวิถกีารยอยสลายไดหลายขั้นตอนของวถิีการยอยสลาย ดังแสดงในรูปที่ 5.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.1 วิถเีบตา-คีโตอะดิเพธ เอนไซมที่เกี่ยวของในวิถกีารยอยสลายและสารชกันําการ
แสดงออกของเอนไซมใน Pseudomonas putida (Ornston, 1971) 
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จากงานวิจยันีจ้ึงอาจกลาวไดวา acnAc ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ Rhizobium sp. 

สายพนัธุ CU-A1 มีความจาํเพาะตอซับสเตรทชนิดอื่นนอกจากอะซีแนพธิลีนดวย จึงสามารถยอย

สลายไดทั้งอะซีแนพธิลนีและกรด 1-แนพโธอิก สอดคลองกับงานวจิัยของศิริวัตร ปุณฑริกพนัธ 

(ขอมูลยังไมตีพิมพ)  ที่พบวาไดออกซิจีเนสของสายพันธุ C U - A 1  ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี 

อะซีแนพธิลีนเปนสารชักนําการแสดงออกสามารถออกซไิดซอะซีแนพธลิีนและกรด 1-แนพโธอกิได  

เชนเดียวกับรายงานของ Hirano และคณะ (2006) กลาววา dbdCa ที่ประมวลรหัสเปน α-

subunit ของไดออกซิจีเนสของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพันธุ 127W มีลําดับ

กรดอะมิโนอยูในกลุมเดียวกบัไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันกลุมที ่ 4 (Werlen และ

คณะ, 1996) เปนไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเบนซีน โทลูอีน และไบฟนิล ซึ่งมี

ความจาํเพาะตอซับสเตรทหลายชนิดและสามารถออกซไิดสแนพธาลนีไดดวย (Haddock และ 

Gibson, 1995 และ Werlen และคณะ, 1996) นอกจากนี้ Parales และคณะ (2000) และ 

Parales (2003) รายงานวาบริเวณขางเคยีงบริเวณเรงปฏิกิริยา (active site) ของ α-subunit ของ

แนพธาลีนไดออกซิจีเนสเปนสวนทีก่ําหนดความจําเพาะตอซับสเตรทของเอนไซม และพบวาได

ออกซิจีเนสทีป่ระมวลรหัสโดย nah ของ Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIB 9816-4 สามารถ

เกิดปฏิกิริยาไดออกซิจีเนชนัไดกับซับสเตรทที่มโีครงสรางเปนวงอะโรมาติกหลายชนดิ และมี

รายงานกลาวถึงไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas fluorescens สายพนัธุ N3 ซึ่งสามารถเรง

ปฏิกิริยาการเติมออกซิเจน 2 อะตอมเขาที่พนัธะคูของสารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ ไดแก 

เบนซนีและอนุพนัธของเบนซีนชนิดตางๆ ไบฟนิล และสารประกอบ PAHs บางชนิด เชน 

อะซีแนพธิลีน แอนทราซนี ฟแนนทรีน แอนทราควิโนน และฟลูออรีน (Gennaro และคณะ, 1997)  

 

จากการศึกษาการแสดงออกของ acnK ของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ที่ประมวล

รหัส 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ซึ่งทําหนาทีใ่นการเปลีย่น 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดให

เปนกรดพธาลกิในวถิีการยอยสลายฟแนนทรีน (Iwabuchi และ Harayama, 1997) เมื่อใชกรด 1-

แนพโธอกิเปนซับสเตรท พบวาไมมกีารชักนําใหเกิดการแสดงออกของ acnK ที่เวลาใดๆ ทั้งนี้อาจ

มีสาเหตุจาก acnK อาจเกี่ยวของกับการยอยสลายสารมัธยนัตรที่ตอจากกรดแนพธาลนี-1,8-ได

คารบอกซิลิก และกรด 1-แนพโธอิก แตยนีอาจมกีารถอดรหัสเปนอารเอ็นเอในชวงเวลาสัน้ๆ และ

จากนั้นอารเอ็นเอจะถกูยอยสลายไปอยางรวดเร็ว (Wilson และคณะ, 1999, Widada และคณะ, 

2002) โดย Fleming และคณะ (1993) กลาววาอารเอ็นเอนาํรหัสของ nahA ที่ประมวล
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รหัสแนพธาลนีไดออกซิจีเนสบนพลาสมิด NAH7 ของ Pseudomonas putida สายพันธุ G7 มีครึง่

ชีวิต (half life) หลังจากมีการถอดรหัสเพยีง 12 นาท ี

 

 ในงานวิจัยนี้ยงัไดใชแนพธาลีนเปนซับสเตรทเพื่อชักนาํการแสดงออกของ acnAc และ 

acnK  เนื่องจากแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนที ่Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สามารถใชใน

การเจริญได (ศรัลยา แพงไตร, 2543) จากการศึกษาพบวาแนพธาลีนไมสามารถชักนาํใหเกิดการ

แสดงออกของยีนดังกลาวไดในชวงเวลาทีศ่ึกษาคือ 18 ชั่วโมง ทัง้นี้อาจเนื่องจากการชักนาํการ

แสดงออกโดยแนพธาลีนเกิดขึ้นไดชากวาอะซีแนพธิลีน เชนเดียวกับ Marlowe และคณะ (2002) 

รายงานวาฟแนนทรีนมกีารชักนาํการแสดงออกของ nahAc ที่ประมวลรหัส α-subunit ของได

ออกซิจีเนสใน Pseudomonas putida สายพนัธุ PpG7 ในชั่วโมงที่ 312 ของการเลีย้งเชื้อ  

 

 เมื่อพิจารณาจากฟโนไทปของสายพนัธุกลาย E11 ซึ่งทรานสโปซอน Tn5 เขาแทรกสอด

บริเวณ acnE ที่ประมวลรหสัโปรตีนซึ่งมีความเหมือน 38% กับไฮดราเทส-อัลโดเลสที่ประมวลรหสั

โดย phnE ของ Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) ในขณะที่

มีรายงานเกี่ยวกับไฮดราเทส-อัลโดเลสทีท่ําหนาที่ในการตัดกิ่งคารบอนของกรด ทรานส-โอ-ไดไฮ 

ดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูวิก (trans-o-hydroxybenzylidene-pyruvic acid; tHBPA) ไดเปนซาลิไซลัล

ดีไฮด (salicylaldehyde) ในวิถกีารยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรนี (Laurie และ Lloyd-

Jones, 1999) สําหรับงานวจิัยนีพ้บวาสายพนัธุกลาย E11 ไมสามารถเจริญในอะซแีนพธิลีน  

อะซีแนพโธควโินน กรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรด 1-แนพโธอกิ แตสามารถเจรญิ

ในแนพธาลนีได (ธัญนุช เกรียงไกรพพิัฒน, 2544) ดังนั้นจงึคาดวายนีประมวลรหสัไฮดราเทส-อัล

โดเลส (acnE) และยีนประมวลรหัส 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (acnK) ที่พบใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ไมนาจะเกี่ยวของกบัวิถีการยอยสลายแนพธาลีน แตจําเพาะกับ

การยอยสลายสารมัธยนัตรในวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธิลีนหลังจากขั้นตอนกรดแนพธาลนี-1,8-

ไดคารบอกซิลิก และกรด 1-แนพโธอกิ โดยธัญนุช เกรียงไกรพพิัฒน (2544) ไดเสนอไววา 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 นาจะมีเอนไซมเฉพาะในการยอยสลายแนพธาลีนแยกตางหาก

จากเอนไซมในวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
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สายพนัธุ CU-A1 ไมสามารถใชอะซีแนพธนีเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวได (ศรัลยา 

แพงไตร, 2543) แตมีรายงานวาจุลินทรยีบางชนิดสามารถยอยสลายอะซีแนพธนีและอะซีแนพธิ

ลีนแบบโคออกซิเดชัน (cooxidation) ได เชน Alcaligenase eutrophus และ A. paradoxus 

(Selifonov และคณะ, 1993) และ Burkholderia cepacia สายพนัธุ F297 (Grifoll และคณะ, 

1995)  ดังนัน้ในงานวิจยันีจ้ึงไดติดตามการแสดงออกของ acnAc  และ acnK  ของสายพันธุ  

C U - A 1  เมื่อใชอะซีแนพธนีเปนซับสเตรทดวย ผลจากปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแสดงใหเหน็วา 

อะซีแนพธีนไมสามารถชักนําใหเกิดการแสดงออกของ acnAc และ acnK ไดเลย ซึ่งสอดคลองกับ

การที่สายพันธุ CU-A1 ไมสามารถใชอะซแีนพธนีเปนแหลงคารบอนในการเจริญได ดังนัน้จึงคาด

วา acnAc และ acnK นาจะมีความจาํเพาะกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเทานัน้  

   

 งานวิจยันีย้ังไดใชกลูโคสและซัคซิเนตซึง่เปนแหลงคารบอนที่เชื้อสามารถใชเพื่อการเจริญ

ไดงายโดยไมตองผานวิถกีารยอยสลายทีซ่ับซอน จงึสามารถใชซับสเตรททั้งสองชนิดเพื่อศึกษาวา 

acnAc และ acnK มีการแสดงออกตลอดเวลาหรือไม ผลการศึกษาแสดงวา acnAc และ acnK ไม

มีการแสดงออกเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกลูโคสและซัคซิเนต ทั้งนี้อาจเนื่องจากไมมีสารชัก

นําการแสดงออกคือ อะซีแนพธิลีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชนเดียวกับยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส

สําหรับการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพธาลีนของ Pseudomonas rhodesiae สายพนัธุ KK1 ที่

ไมมีการแสดงออกเมื่อเลี้ยงเชื้อสายพนัธุ KK1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีลูโคส แตแสดงออกเมื่อมฟี

แนนทรีนหรือแนพธาลีนในอาหารเลี้ยงเชือ้ (Kahng และคณะ, 2002) และยีนประมวลรหัส α-

subunit ของไดออกซิจีเนสสาํหรับยอยสลายไดเบนโซฟแูรน (dfdA1) ใน Terrabacter sp. สาย

พันธุ YK3 มีการแสดงออกเมื่อถูกชักนําดวยไดเบนโซฟแูรน แตไมมีการแสดงออกของ dfdA1 เมื่อ

สกัดอารเอ็นเอจากเชื้อสายพันธุ YK3 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสและอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 

(Iida และคณะ, 2002) นอกจากนีย้ังมีรายงานวากลูโคส และซัคซิเนตอาจมกีลไกกดการทาํงาน

ของยีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก (catabolic repression) ดงัเชน

รายงานของ Semba และคณะ (2001) รายงานวากลูโคสและซัคซิเนตกดการแสดงออกของยนี 

pahA ซึ่งประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลนีของ Pseudomonas 

putida สายพันธุ OUS82 โดยซัคซิเนตจะกระตุนการทํางานของ acc ซึ่งประมวลรหัสคลายกบั 

crc ซึ่งทําหนาที่ควบคุมการเกิด catabolic repression โดยซัคซิเนตใน Pseudomonas 

aeruginosa สายพนัธุ PAO1 ทําใหกดการทํางานของ pahA สวนกลโูคสกดการทาํงานของ pahA 

เชนเดียวกนัแตไมเกี่ยวของกับ acc จึงคาดวากลูโคสอาจกดการทํางานของ pahA ดวยกลไกอืน่ 
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โดย Shingler (2003) กลาววากลูโคสมีกลไกอื่นๆยับยัง้การทาํงานของยนีที่เกี่ยวของกับการยอย

สลายสารประกอบอะโรมาตกิของเชื้อกลุม Pseudomonads และสายพนัธุใกลเคยีงแตกตางไป

จากการยับยัง้การทาํงานของยนีโดยระบบ cAMP-CRP ใน E. coli โดยเกี่ยวของกับการยับยัง้การ

สราง σ54 ซึ่งเปนสวนประกอบของอารเอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA polymerase) ที่จะนําไปสูการ

ถอดรหัสของยนี ดังนัน้จึงอาจสรุปไดวายีนทั้งสองเปนยีนที่ถูกชกันาํได 

 

กรดโปรโตคาทิคูอิกเปนแหลงคารบอนที่เชื้อสายพนัธุ CU-A1 สามารถใชในการเจริญได 

(ธัญนุช เกรียงไกรพิพฒัน, 2544) และพบวากรดโปรโตคาทิคูอิกเปนสารมัธยันตรในวิถกีารยอย

สลายสารประกอบ PAHs ในจุลินทรียบางชนิด เชนวิถกีารยอยสลายฟแนนทรนีโดย Aeromonas 

sp. โดยฟแนนทรนีจะถกูยอยสลายจนไดกรด1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธอิก (1-hydroxy-2-naphthoic 

acid) และจะถูกยอยสลายตอไปเปน 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮด กรดพธาลกิ และโปรโตคาทิคูอิก

ตามลําดับ (Kiyohara และคณะ, 1976, Kiyohara และ Nagao, 1978)  นอกจากนี้ในวิถกีารยอย

สลายไพรีนของ Mycobacterium sp. สายพันธุ KR2 มีการยอยสลายไพรีนจนไดกรด 1-ไฮดรอกซี-

2-แนพโธอิกและถูกยอยสลายตอไปโดยวถิีการยอยสลายฟแนนทรีนจนไดกรดโปรโตคาทิคูอิกเชน 

เดียวกนั (Rehmann และคณะ, 1998)  ในงานวจิัยนี้พบวากรดโปรโตคาทิคูอิกไมสามารถชกันาํให

เกิดการแสดงออกของยีนได ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาการสะสมสารมัธยนัตรในเชื้อสายพนัธุ

กลายของสายพันธุ CU-A1 โดยศิริวัตร ปุณฑริกพนัธ (2545) พบกรดเจนทิสกิเปนสารมัธยันตร

สะสมในน้ําเลีย้งเชื้อของ Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุกลาย A53 และยงัพบสารมัธยันตร

มาเลอิลไพรูเวทและฟูมาริลไพรูเวท ซึง่เปนผลิตภัณฑจากการยอยสลายกรดเจนทิสกิ (Zhou และ

คณะ, 2001) ในขณะที่ไมพบซัคซินิลโคเอและอะซีทิลโคเอ ซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทายของการยอย

สลายกรดโปรโตคาทิคูอิกผานวิถเีบตา-คีโตแอดิเพธ (Parke และ Ornston, 1986)  

 

อยางไรก็ตาม Poonthrigpun (2006) ยังไดรายงานถงึการพบกิจกรรมของไดออกซิจีเนส

เมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีรดโปรโตคาทิคูอิกเปนแหลง

คารบอนดวย ซึ่งสามารถพบกิจกรรมของไดออกซิจีเนสในระดับตํ่า แตเมื่อใหอะซีแนพธิลีนเปน

แหลงคารบอนพบวามกีิจกรรมของไดออกซิจีเนสเพิ่มขึน้ถงึ 60% ซึ่งอาจกลาวไดวายนีประมวล

รหัสไดออกซิจีเนสของ CU-A1 ถูกชักนําใหแสดงออกโดยกรดโปรโตคาทิคูอิกไดในระดับตํ่าๆ 

สอดคลองกับรายงานของ Ornston (1971) ที่กลาววากรดโปรโตคาทิคูอิกสามารถชักนําการ

แสดงออกของเอนไซมทีเ่กี่ยวของกับการยอยสลายคะทคีอลในวิถีการยอยสลายเบตา-คีโตอะดิ
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เพธ (β-ketoadipate pathway) ในแบคทีเรียกลุม Pseudomonads แตวิธกีารติดตามการ

แสดงออกของยีนโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลบัอาจไมสามารถตรวจวัดได 

ทั้งนี้อาจเนื่องจากปริมาณของอารเอ็นเอทีส่กัดได การถูกยอยสลายไปอยางรวดเร็วโดยนวิคลีเอส

ในขณะทาํการทดลอง (Fleming และคณะ, 1993, McGarvey และ Quandt, 2003, Deustcher, 

2006)  

 

งานวิจยันีย้ังไดพบวายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. 

CU-A1 นาจะมีการถอดรหัสรวมกันเปนโอเปอรอนที่ประกอบดวย acnAcAdAbB ที่ประมวลรหสั 

α- และ β-subunit และเฟอรรีดอกซินของไดออกซิจีเนส และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส จาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับที่ใชโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรครอมระหวาง 

acnAc และ acnAd  acnAd และ acnAb  acnAb และ acnB พบวา acnAcAdAbB มีการ

ถอดรหัสรวมกนั ซึง่เมื่อพิจารณาจากความสัมพันธของยนีที่ประมวลรหัสสําหรับไดออกซิจีเนสซึง่

เปนเอนไซมทีป่ระกอบดวยหลาย subunit และการจัดเรียงตัวของยีนมีความใกลชดิกันมาก ทัง้ยัง

พบบริเวณที่เปนโปรโมเตอรเพียงตาํแหนงเดียวบริเวณ upstream ของ acnAc (ดวงกมล ธูปมงคล

, 2546) จึงคาดวา acnAcAdAbB จะมกีารจัดเรียงตวักันอยูเปนโอเปอรอน ซึง่รายงานสวนใหญ

พบวายนีประมวลรหัสเอนไซมสําหรับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก มีการเรียงตัวอยูเปน

โอเปอรอน ดังเชน ยีนประมวลรหัสแนพธาลีนไดออกซิจเีนสของ Pseudomonas putida สายพนัธุ 

G7 และสายพันธุ NCIB 9816-4 ซึ่งจัดอยูในกลุมคลาย nah (nah-like) มีการเรียงตวัเปน 

nahAaAbAcAd โดยประมวลรหัสรีดักเทส เฟอรรีดอกซิน ISP large subunit (α-subunit) และ 

small subunit (β-subunit) ตามลําดับ (Simon และคณะ, 1993)  ยีนประมวลรหัสเอนไซม

สําหรับการยอยสลายแนพธาลีนของ Ralstonia sp. สายพนัธุ U2 มกีารเรียงตวัเปน 

nagAaGHAbAcAdBFCQED (Zhou และคณะ, 2001)  ยีนประมวลรหัสเอนไซมสําหรับการยอย

สลายฟแนนทรีนและแนพธาลีนใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 มีการเรียงตวัเปน 

phnSFECDAcAdB (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) เปนตน 
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 เมื่อนําขอมูลการแสดงออกของยีนที่ไดทาํการศึกษามาประกอบการพิจารณารวมกบัวิถี

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 จึงคาดวายีนทีพ่บนาจะ

เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน โดย acnAcAdAb นาจะแปลรหัสเปนไดออกซิจีเนสทํา

หนาที่ในการยอยสลายอะซแีนพธิลนีไปเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธนีไดออล จากนั้น acnB แปลรหัส

เปนไดไฮโดรไดออล ดีไฮโดรจีเนสยอยสลาย ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออลตอไปเปนอะซีแนพธีนควิ

โนน สวน acnK ซึ่งประมวลรหัส 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮด ดีไฮโดรจีเนส นาจะเกี่ยวของกับการ

ยอยสลายสารมัธยนัตรในวิถยีอยสลายอะซีแนพธิลนีของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในวถิี

การยอยสลายหลังจากกรด 1-แนพโธอิก และคาดวา acnAcAdAbB นาจะเกี่ยวของกับการยอย

สลายกรด 1-แนพโธอิกในตอไปไดดวย ดังแสดงในรูปที ่5.2 

 

 นอกจากนีเ้มื่อเปรียบเทยีบลาํดับกรดอะมิโนของ α-subunit ของไดออกซิจีเนส ที่

ประมวลรหัสโดย acnAc ของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 กับลําดับกรดอะมิโนของ α-

subunit ของไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ ซึง่ 

Hirano และคณะ (2006) กลาวไววาการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนงที ่ 206 216 

219 และ 226 ของ DbdCa ซึ่งเปน α-subunit ของไดออกซิจีเนสของ Xanthobacter 

polyaromaticivorans สายพนัธุ 127W นาจะมีผลทําใหบริเวณที่จบักับซับสเตรทของไดออกซิ

จีเนสขยายขึ้น จึงมีความจําเพาะตอซับสเตรทไดหลายชนิด โดย AcnAc ซึ่งเปน α-subunit ของ

ไดออกซิจีเนสที่พบใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 มีความเหมอืนกับ DbdCa มากที่สุดคือมี

ความเหมือน 76% (ดวงกมล ธูปมงคล, 2546) พบวา AcnAc มีลาํดับกรดอะมิโนในตําแหนงที่ 

206 216 219 และ 226 แตกตางจาก DbdCa และ α-subunit ของไดออกซิจีเนสชนิดอืน่ๆ ดัง

แสดงในรูปที ่ 5.3 จงึคาดวา α-subunit ของไดออกซิจีเนส ที่ประมวลรหัสโดย acnAc ของ 

Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 นาจะเปนไดออกซิจเีนสชนิดใหมทีส่ามารถจับกบัอะซีแนพธิลีน

แลวเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอะซีแนพธลิีนได 
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รูปที่ 5.2 ไดอะแกรมเสนอความเกี่ยวของของยีนของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 กับ
วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน ตัวอักษรสีแดงคือ ยีนและเอนไซมที่เสนอในวิถีการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนของ CU-A1 

acenaphthylene 

cis-acenaphthene-1,2-diol 

acenaphthenequinone 

naphthalene-1,8-dicarboxylic acid 

1-naphthoic acid 

salicylic acid 

gentisic acid 

fumarate pyruvate 

dioxygenase (acnAcAdAb) ? 

dihydrodiol dehydrogenase (acnB) ?  
      

dioxygenase (acnAcAdAb) + 
dihydrodiol dehydrogenase (acnB) ? 
 2-carboxybenzaldehyde dehydrogenase 

       (acnK) ? 
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รูปที่ 5.3 เปรยีบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ α-subunit ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-

A1 ที่ประมวลรหสัโดย acnAc กับลาํดับกรดอะมิโนของ α-subunit ของไดออกซิจีเนส
ชนิดตางๆ ไดแก ไดเบนโซไทโอพีน ไดออกซิจีเนส (DbdCa) ของ X. polyaromaticivorans 
สายพันธุ 127W, โทลูอีน ไดออกซิจีเนส (TodC1) ของ P. putida สายพันธุ F1, คลอโรเบน
ซีน ไดออกซิจีเนส (TcbAa) ของ P. putida สายพนัธุ P51, ไบฟนิล ไดออกซิจีเนส (BphA1) 
ของ P. pseudoalcaligenes สายพันธุ KF707 และ แนพธาลีน ไดออกซิจีเนส (NahAc) 
ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816-4 ตามลําดับ หมายเลข 206 216 219 และ 226 แสดง
ตําแหนงกรดอะมิโนที่มีการเปลี่ยนแปลง (ดัดแปลงจาก Hirano และคณะ, 2006) 
 
 อยางไรก็ตามการศึกษาการแสดงออกของยีนโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัส

ยอนกลับนี้ เปนเพยีงการวิเคราะหการถอดรหัสของยนี (transcription) ในแบบกึ่งปริมาณ (semi-

quantitative) ไมสามารถใชวิเคราะหการแสดงออกของยนีที่ตองการหาปริมาณที่แนนอนได ดังนั้น

ในงานวิจัยที่ตองการวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของยีนอยางละเอยีดจึงนยิมใชเทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับชนิด Real-Time  (Real-time RT-PCR) แต

อยางไรก็ตามการวิเคราะหแบบ Real-time RT-PCR จําเปนตองใชเครื่องมือและโปรแกรม

คอมพิวเตอรสําหรับการคํานวณที่จาํเพาะเจาะจงซึ่งมีราคาสูง (Sharkey และคณะ, 2004)  และ

ขอดอยของการใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับคือ สามารถใชติดตามการ

แสดงออกของยีนไดในระดับการถอดรหัสเทานั้น ดังนัน้จึงตองมีการศึกษาหนาที่ของโปรตีน

ผลิตภัณฑของยนีตอไป 
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รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) (Sambrook และ Russell, 2001) 

 

ทริปโตน (tryptone)      10.0 กรัม 

ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)       5.0 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)        5.0 กรัม 

 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.5 

ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล นาํไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121° ซ 

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี

 

2.  อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) (Sambrook และ Russell, 2001) 
 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ละลายวุน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูม ิ121° ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
3.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM broth)  
(Omori และคณะ, 1992) 
 

ก) ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4·12H2O) 5.5 กรัม  

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.8 กรัม 

แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3)     3.0 กรัม 

 

ละลายสารทัง้ 3 ชนิดในน้าํกลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดาง เปน 7.5 

นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121° ซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี

 

 



 95 

ข) เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O)    0.05 กรัม 

แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)    0.05 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O)   0.10 กรัม 

ละลายสารแตละชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1 มล. กรองผานแผนกรองที่ปลอดเชือ้ขนาด 

0.22 ไมโครเมตร เตรียมไวในรูปสารละลายทีม่ีความเขมขนสูง และเก็บที่อุณหภมูิ 4° ซ ผสม

สารละลาย ก. และ ข. เขาดวยกนั 

  
4.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM broth) ที่เติมสับ
เสตรทชนิดตางๆเปนแหลงคารบอน 
 

 ก)  อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีซัคซิเนต 

 

ละลายกรดซัคซินิก 1 กรัมในอาหารเหลว CFMM ขอ 3 ก) แลวปรับคาความเปนกรด-ดาง

เปน 7.5 นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121° ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

ทําใหเยน็ลงประมาณ 55° ซ จึงเติมสารละลายตามขอ 3 ข) โดยวธิีปลอดเชื้อ 

  

ข) อาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ที่มกีรดโปรโตคาทิคิวอิก 

 

 เตรียมสารละลายกรดโปรโตคาทิคิวอิกความเขมขนสูงโดยละลายกรดโปรโตคาทิควิอิก 

3.0 กรัมในเอธานอลสมับูรณ ปริมาตร 12 มล.  ทาํใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูป

ปราศจากเชื้อขนาด 0.45 ไมโครเมตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ 4° ซ เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่

ปลอดเชื้อ ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

ค) อาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ที่มอีะซีแนพธิลีน 

 

 เตรียมสารละลายอะซีแนพธิลีนความเขมขนสูงโดยละลายอะซีแนพธลีิน 0.3 กรัมใน 

DMSOปริมาตร 9 มล.  ทาํใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสาํเร็จรูป PTFE ปราศจากเชือ้

ขนาด 0.20  ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูม ิ 4° ซ โดยไมใหถูกแสง เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 

ปลอดเชื้อ ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 60 มิลลิกรัมตอลิตร 
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 ง)  อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆ 

 

 เตรียมสารละลายของสารประกอบ PAHs ความเขมขนสูงโดยละลาย 1 กรัมใน DMSO 

ปริมาตร 10 มล.  ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูป PTFE ปราศจากเชื้อขนาด 

0.20  ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูมิ 4° ซ โดยไมใหถกูแสง เติมลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ปลอด

เชื้อ ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มลิลิกรัมตอลิตร 
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ภาคผนวก ข 

 
สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121O ซ  เปน 

เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึง่ 

 
2. สารปฏิชวีนะ 

 
 ละลายกานามัยซิน 100 มลิลิกรัมในน้าํ 1 มิลลิลิตร ทาํใหปลอดเชื้อโดยการกรอง

สารละลายผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษา

ไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20O ซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภมูิ 4O ซ  ไดนาน 1 เดือน 

 
3. ชุดสกัดอารเอ็นเอปริมาณนอย RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) 

 

ประกอบดวย 

  Buffer RLT 

  Buffer RWT 

  Buffer RPE 

Collection tube 

  QIAquick Spin column 

 กอนใชชุดสกดัอารเอ็นเอครั้งแรกใหเติม β-mercaptoethanol ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลง

ใน Buffer RLT ปริมาตร 1 มล. และเติมเอธานอลปริมาตร 44 มล. ลงใน Buffer RLP ปริมาตร 11 

มล.  และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง  
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4. ชุดดีเอ็นเอส I ปลอดอารเอ็นเอส (RNase-free DNase Set) (Qiagen, Germany) 
 

ประกอบดวย 

  Lyophilized DNaseI 

  Buffer RDD 

  น้ําปลอดอารเอ็นเอส 

 ละลาย Lyophilized DNaseI ดวยน้ําปลอดอารเอ็นเอสปริมาตร 550 ไมโครลิตร ผสมให

เขากันเบาๆ (หามใชเครื่องปนผสมสารเพราะจะทําใหดีเอ็นเอส I เสียสภาพ) แบงใสหลอดไมโคร

ฟวจที่ปลอดเชื้อ และเก็บรักษาที่อุณหภมูิ -20° ซ กอนใชผสมสารละลายดีเอน็เอส I ปริมาตร 10 

ไมโครลิตรกับ Buffer RDD ปริมาตร 70 ไมโครลิตร  
 
5. สารละลาย 10% SDS 

 

 ชั่ง sodium dodecyl sulfate 10 กรัม คอยๆละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูม ิ 60 °ซ 

ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่

อุณหภูมิ 121 °ซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึง่ฆาเชื้อครั้งแรก

แลวจะไมสามารถนาํไปนึง่ฆาเชื้อซํ้าไดอีกเนื่องจากสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 
6. สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 

 

CTAB                10.0     กรัม 

โซเดียมคลอไรด      0.7     โมลาร 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.  จากนั้นเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเตมิน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  

นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูม ิ121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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7. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2·2H2O)    186.1 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด          20 กรัม 

 ละลาย EDTA ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล. เติมเกล็ดโซเดยีมไฮดรอกไซด คนให

เขากันรอใหเยน็ลงแลวปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  ปรับ

ปริมาตรเปน 1,000 มล. ดวยน้าํปลอดประจุ นาํไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 สําหรับอารเอ็นเอเตรียม

โดยใชน้ําปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส แลวนึง่ฆาเชื้อดวยสภาวะเดียวกัน 

 
8. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

 

Tris-HCl      10.0  มิลลิโมลาร 

EDTA           1.0 มิลลิโมลาร 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1.0 โมลาร ทีม่ีคาความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 

10 มล. เขากับสารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร ที่มีคาความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

ปริมาตร 2 มล. ปรับปริมาตรเปน 1,000 มล. ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่อุณหภูม ิ 121 

°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
9. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Tris base      242 กรัม 

กรดอะซีติกเขมขน         57.1 มล. 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0  100 มล. 

 ละลายสวนประกอบทัง้หมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับปริมาตรเปน 1,000 

มล.ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 20 นาท ี
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10. สารละลายฟนอล (phenol) 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 68 °ซ เติมผงไฮดรอกซีควิ

โนลีน ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง

เปน 8.0 ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลา 15 นาที ดูดน้ําใสสวนบนทิง้ เติม Tris-HCl 

เขมขน 0.1 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาท ี

แลวดูดน้ําใสสวนบนทิง้ ทําเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งไดสารละลายทีค่วามเปนกรด-ดางมากกวา 

7.8 (วัดดวย pH paper) สุดทายเติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลารความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ที่

ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลายที่ได เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ ในขวดสีชา

ที่ปดแนน 

 
11. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

 

ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25:24:1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอ

ปริมาตร) ผสมใหเขากนั เกบ็ไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
12. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24:1 (ปริมาตรตอ

ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 °ซ 

 
13. Loading dye สําหรบัดีเอ็นเอ 

 

Bromphenolblue    0.025 % 

ซูโครส                40       % 

 ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °ซ    
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14. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบฟัเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
15. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้าํหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 

มล. นาํไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. ปรับ

ปริมาตรใหเปน 500 มล. ดวยน้าํปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 สารละลายโซเดียมอะซีเตทสําหรับอารเอ็นเอตองละลายในน้าํปลอดประจุปลอดอารเอ็น

เอสแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่สภาวะเดยีวกนั 

 
16. สารละลายโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 

 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    

เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 

 
17. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร 

 

ละลายผง RNase A น้ําหนกั 10 มก. ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.     

เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 

 
18. น้ําปลอดอารเอ็นเอส 

 

เติมสารละลายไดเอทิลไพโรคารบอเนต (Diethylpyrocarbonate; DEPC) ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ตอน้ําปลอดประจุ 1,000 มล. ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองขามคืน หรือ ทีอุ่ณหภูมิ 37 °ซ 

เปนเวลา 1 ชม. แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 20 นาท ี
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19. ฟนอลสําหรับสกัดอารเอ็นเอ 
 

หลอมละลายฟนอลในรูปของแข็ง 250 กรัมในน้าํอุน 68 °ซ เติมผงไฮดรอกซีควิโนลีน ให

ความเขมขนสดุทายเปน 0.1% แลวเติมน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 250 มล. ใช magnetic stirrer คน

ใหเขากนัแรงๆ ตั้งทิง้ไวใหแยกชั้น  เกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4 °ซ  

 
20. RNA gel loading buffer 

 

สารละลาย EDTA, pH 8.0     1 มิลลิโมลาร 

Bromphenolblue      0.25  % 

Xylen cyanol      0.25  % 

กลีเซอรอล      50  % 

 ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอสปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภมูิ 4 °ซ 

 

 
21. บัฟเฟอร 10X MOPS (3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid) 

 

MOPS        41.8 กรัม 

สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร (สําหรับอารเอ็นเอ) 16.6 มล. 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร, pH 8.0 (สําหรับอารเอ็นเอ) 20 มล. 

 ผสมสวนประกอบทัง้หมดเขาดวยกนั แลวปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มล. ดวยน้ําปลอด

ประจุปลอดอารเอ็นเอส ฆาเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาด 

0.45 ไมโครเมตร เก็บในที่มดื    

 
22. บัฟเฟอร 1X MOPS 

 

เจือจางบฟัเฟอร 10X MOPS ปริมาตร 10 มล. ดวยน้ําปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส  

ใหปริมาตรสุดทายเปน 100 มล. ผสมใหเขากัน 
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ภาคผนวก ค 
 

การเตรียมอุปกรณปลอดอารเอ็นเอส 
 

1. เครื่องแกว  
 

ลางใหสะอาดดวยน้าํยาทาํความสะอาดแลวนําไปอบเพื่อฆาเชื้อ และกําจัดอารเอ็นเอส 

ที่อุณหภูมิ 180° ซ เปนเวลา 3 ชม. 

 
   2.   ภาชนะพลาสติก 

 

 ลางใหสะอาดดวยน้าํยาทาํความสะอาด ชะดวยน้าํปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส 

(DEPC-DW) นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่ 121° ซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
    3.   อุปกรณสาํหรับทาํเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 

ลางอุปกรณสําหรับเตรียมอะกาโรสเจลและอุปกรณทําเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสใหสะอาด

ดวยน้าํยาทาํความสะอาด  เช็ดดวยสําสปีลอดเชื้อที่ชบุ 70% เอธานอล แลวแชอุปกรณใน 0.5 

โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด และเติม 0.5 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซดลงในอางสําหรับทาํ

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสต้ังทิง้ไวเปนเวลา 15 นาที ชะดวยน้ําปราศจากเชื้อปลอดประจุปลอดอาร

เอ็นเอส 
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ประวัติผูเขียนวิทยานพินธ 
 

 นางสาวสิริภัทร พฤกษไพบูลย   เกิดเมื่อวันที่ 18 ตุลาคม พ.ศ. 2523   ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควชิาจุล

ชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2544 และเขารับการศึกษาตอ

ในระดับปริญญามหาบัณฑติ สาขาจลุชีววทิยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 
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