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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันน้ํามันปโตรเลียมมีสวนสําคัญตอการดํารงชีวิต เชน ใชในทางการเกษตร 
อุตสาหกรรม การขนสงและคมนาคม ซึ่งทําใหมีโอกาสเกิดการปนเปอนของน้ํามันปโตรเลียมที่มี
สวนประกอบสารอินทรียหลายชนิดที่มีอันตรายตอส่ิงมีชีวิตสูในส่ิงแวดลอม  สารอันตรายที่สําคัญ
คือสารในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) 
ซึ่งเปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของอะตอมคารบอนและไฮโดรเจนประกอบกันเปนวง
แหวนอะโรมาติกตั้งแต 2 วงข้ึนไป  ถูกพบปนเปอนในส่ิงแวดลอม เชน ในดิน น้ํา อากาศ และตะกอน
ปาชายเลน เปนตน และกอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตโดยอาจชักนําใหเกิดมะเร็งและ
กอใหเกิดการกลายพันธุในส่ิงมีชีวิต (Talley, 2006)  ซึ่ง The United State Environment 
Protection Agency (U.S. EPA) จัดใหสารเหลานี้อยูในกลุมของสารกอมลพิษที่ตองกําจัดออกจาก
ส่ิงแวดลอมอยางเรงดวน 

การบําบัดการปนเปอนสารพิษในส่ิงแวดลอมดวยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation) ซึ่งเปน
การอาศัยกิจกรรมของจุลินทรียเพื่อยอยสลายหรือลดปริมาณสารพิษในส่ิงแวดลอมเปนวิธีที่ไดรับ
ความสนใจเนื่องจากมีตนทุนต่ําและไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม (Talley, 2006, Haritash และ 
kaushik, 2009) 

กระบวนการยอยสลาย PAHs ดวยวิธีทางชีวภาพโดยแบคทีเรียในสภาวะที่มีอากาศ เร่ิมตน
จากการเติมหมูออกซิเจนแกวงอะโรมาติกซึ่งเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซมไดออกซิจีเนส (dioxygenase) 
จากนั้นผานการเปล่ียนรูปอีกหลายข้ันตอนจนไดสารตั้งตนที่คลายแคทีคอล ซึ่งจะถูกยอยสลายดวย
เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงอะโรมาติกแบบ เม
ตา เปนสวนใหญ หรือยอยสลายดวยอินตราไดออลไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) ผาน
ทางวิถีการแตกวงอะโรมาติกแบบ ออโธ  เพื่อเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป (Habe และ 
Omori, 2003)  

การศึกษาแบคทีเรียยอยสลาย PAHs ในอดีตใชวิธีการคัดแยกเชื้อจากธรรมชาติ เชน จาก
แหลงที่มีการปนเปอนของ PAHs โดยการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ  ซึ่งทําใหการศึกษายีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ถูกจํากัดเนื่องจากสามารถศึกษาในแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดใน
หองปฏิบัติการเทานั้น  มีรายงานสรุปการศึกษายีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอย
สลาย PAHs ในแบคทีเรีย เชน Peng และคณะ (2008) รายงานสรุปการศึกษายีนประมวลรหัส
เอนไซมไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียหลายชนิด เชน ยีน nah ของ P. putida สายพันธุ G7 ยีน ndo 
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ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816 ยีน dox ของ Pseudomonas สายพันธุ C18 ยีน pah ของ  P. 
aeruginosa สายพันธุ PaK1 ยีน phn ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 ยีน arh ของ 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 และยีน nid ของ  Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-
1 เปนตน และมีรายงานการศึกษายีนประมวลรหัสเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสที่สําคัญ
หลายชนิด ซึ่งพบวาแบงกลุมเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสไดเปนสองกลุม กลุมแรก
สามารถใชแคทีคอล และ 2,3 ไดไฮดรอกซีไบฟนิลเปนสับสเตรท เชน XylE ใน Pseudomonas 
putida สายพันธุ mt2 BphC1 จาก Sphingomonas xenophaga สายพันธุ BN6 และในกลุมที่สอง
สามารถใชโปรโทแคทิชูเอทเปนสับสเตรท เชน LigAB จาก Pseudomonas paucimobilis สายพันธุ 
SYK6 และ PCD 4,5 จาก Pseudomonas sp. สายพันธุ K82 เปนตน  อยางไรก็ตามในปจจุบัน
พบวาจุลินทรียที่อาศัยอยูในดินกวารอยละ 99 ตามธรรมชาติไมสามารถถูกเพาะเล้ียงไดในสภาวะที่
ใชในหองปฏิบัติการหรือเพาะเล้ียงไดยาก จึงเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหยังขาดขอมูลยีนและเอนไซมที่
สําคัญอีกมาก ดังนั้นจึงมีเทคนิคใหมทางชีวโมเลกุลในการศึกษายีนจากแบคทีเรียในส่ิงแวดลอม
โดยตรงหลายวิธี เชน การคัดแยกยีนจากเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอมโดยตรงโดยใชเทคนิคปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรส  หรือการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอม  ซึ่งวิธีการเหลานี้
ทําใหสามารถคนพบยีนและเอนไซมที่มีประโยชนจากส่ิงแวดลอมโดยไมตองคัดแยกเชื้อกอน 
(Daniel และคณะ, 2004) 

การสรางหองสมุดดีเอ็นเอดวยดีเอ็นเอจากเมตาจีโนม (Metagenomic library) เปนการใชดี
เอ็นเอจากจุลินทรียในส่ิงแวดลอมโดยไมผานการเพาะเล้ียงมาศึกษาโดยตรง เร่ิมจากการสกัดดีเอ็น
เอจากส่ิงแวดลอมโดยตรงเชน สกัดดีเอ็นเอจากดิน หรือดินตะกอนปาชายเลน ที่พบการยอยสลาย 
PAHs เปนตน จากนั้นทําไดหลายวิธีเชน การใชเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในการคัดกรอง
เบื้องตน  โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากขอมูลที่ไดจากการศึกษาที่ผานมา เชนที่จําเพาะกับยีนได
ออกซิจีเนส และเม่ือพบผลิตภัณฑยีนไดออกซิจีเนสจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ ใชดีเอ็นเอ
แมแบบจากเมตาจีโนมดินแลวจึงนํามาสรางหองสมุดยีนไดออกซิจีเนส  และวิเคราะหหาลําดับนิวคลี
โอไทดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล  หรือการสรางหองสมุดดีเอ็นเอโดยการตัดเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอที่
สกัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เหมาะสมแลวนําชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดโคลนเขายังดีเอ็นเอพาหะที่
เหมาะสมที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกันกับจีโนมิกดีเอ็นเอ จากนั้น ทรานสฟอรมรีคอม
บิแนนทดีเอ็นเอทั้งหมดที่ไดเขายังเซลลเจาบาน แลวคัดกรองโคลนที่ตองการจากหองสมุดดีเอ็นเอ  
และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล (Handelsman และคณะ, 2004)     

นอกจากนี้เทคนิค PCR-DGGE เปนอีกเทคนิคหนึ่งทางชีวโมเลกุลที่ถูกนํามาใชวิเคราะห
โครงสรางประชาคมแบคทีเรียในส่ิงแวดลอม (Rosado และคณะ, 1997) ในการตรวจหาแบคทีเรีย
นิยมเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA นําผลิตภัณฑที่ไดมาวิเคราะหความหลากหลายของ

2 
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จุลินทรียดวยวิธี DGGE (Torsvik และคณะ, 2002) และเพื่อตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสราง
ประชาคมจุลินทรีย ซึ่งเทคนิคเหลานี้สามารถใชในการตรวจติดตามจุลินทรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียง
หรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการได  

จากรายงานที่คาดวาจุลินทรียที่อาศัยอยูในดินกวารอยละ 99 ตามธรรมชาติไมสามารถถูก
เพาะเล้ียงไดในสภาวะที่ใชในหองปฏิบัติการหรือเพาะเล้ียงไดยาก  วิธีทางชีวโมเลกุลเหลานี้ชวยลด
ขอจํากัดของการศึกษาแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมได  ดังนั้นดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุลจะทําใหสามารถ
คนพบยีนและเอนไซมชนิดใหมที่มีประโยชนจากส่ิงแวดลอมโดยไมตองคัดแยกเชื้อกอน และสามารถ
ใชเปนขอมูลที่สําคัญในการแกปญหาการปนเปอน PAHs ในส่ิงแวดลอมได เชน การไดขอมูลยีนใหม
สามารถชวยในการออกแบบไพรเมอรเพื่อตรวจติดตามจุลินทรียเพื่อใชในการแกปญหาการปนเปอน 
PAHs ในส่ิงแวดลอมและการไดขอมูลเกี่ยวกับยีนใหมทําใหทราบถึงความหลากหลายของยีนตอ
ชนิดของ PAHs มากข้ึน  

 
วัตถุประสงค 

เพื่อคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนจากเมตา
จีโนมดิน 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

สามารถคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนจาก
เมตาจีโนมดินได  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3 
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บทท่ี 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
2.1 สารประกอบ พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน   

ปจจุบันมนุษยใชสารเคมี น้ํามันและปโตรเลียมเขามามีสวนสําคัญในการดํารงชีวิต เชน 
ใชในทาง การเกษตร อุตสาหกรรม การขนสงและคมนาคมตางๆ ซึ่งการใชสารเคมีเหลานี้สงผลให
มีการปนเปอนเกิดข้ึนในส่ิงแวดลอม โดยของเสียประเภทนี้มีสวนประกอบสารอินทรียในกลุมพอลิ
ไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน  (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) ซึ่งสามารถพบ
ไดทุกแหลงในส่ิงแวดลอม เชน ในดิน น้ํา อากาศ ตะกอนปาชายเลน เปนตน (Soclo และคณะ, 
2001)  สารประกอบ PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของอะตอมคารบอนและ
ไฮโดรเจนประกอบกันเปนวงแหวนอะโรมาติก เรียงตัวเชื่อมตอกันเปนเสนตรง มุมงอ หรือเปนกลุม 
ตั้งแตสองวงข้ึนไป เชน แนพธาลีน อะซีแนพธีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีนและไพรีน ไดแสดง
โครงสรางโมเลกุลและสมบัติของสารประกอบ PAHs ทั้ง 16 ชนิด ในรูปที่ 2.1 สามารถแบง
สารประกอบ PAHs ออกเปน 2 กลุมใหญ คือ สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา (Low 
molecular weight PAHs, LMW PAHs) ซึ่งประกอบไปดวยวงอะโรมาติก 2 ถึง 3 วง และ
สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง (High molecular weight PAHs, HMW PAHs) ซึ่ง
ประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 4 วงข้ึนไป 

สารในกลุม PAHs พบไดในส่ิงแวดลอมจากกระบวนการผลิตในภาคอุตสาหกรรม น้ํามัน 
ถานหิน กระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของเชื้อเพลิงฟอสซิล กากตะกอนปโตรเลียม ยางลาด
ถนน น้ํายาชักเงาไม น้ํายาปองกันเชื้อราในไมและสามารถดูดซับกับอนุภาคของของแข็งไดทําใหมี
ความทนทานตอการยอยสลายมากข้ึน (Samanta และคณะ, 2002)  เปนสารกอมลพิษที่สําคัญ  
เนื่องจากกอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตอาจชักนําใหเกิดมะเร็งและกอใหเกิดการกลายพันธุ
ในส่ิงมีชีวิต (Talley, 2006) ซึ่ง The United State Environment Protection Agency (U.S. EPA) 
จัดใหสารเหลานี้อยูในกลุมของสารกอมลพิษที่ตองกําจัดออกจากส่ิงแวดลอมอยางเรงดวน   
ATSDR (1996) รายงานตัวอยางความเปนพิษของสารประกอบ PAHs จากการศึกษามนุษยที่
หายใจเอาสารประกอบ PAHs เขาไปเปนเวลานานสามารถกอใหเกิดการเปนมะเร็งได  Samanta  
และคณะ (2002) รายงานวาแนพธาลีนสามารถจับกับโมเลกุลของเนื้อเยื่อไต ตับและปอด ซึ่ง
กอใหเกิดความเปนพิษและยับยั้งการทํางานของไมโตคอนเดรียและรายงานถึงฟแนนทรีนเปนสารที่
ทําใหเกิดภูมิแพที่ไมรุนแรงและสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุในแบคทีเรียและเปนสารที่
ชักนําให sister chromatid เกิดการเปล่ียนแปลงอยางออนได 
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รูปที่ 2.1 โครงสรางสารประกอบ PAHs  16 ชนิด (U.S. EPA, 1990) 
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อะซีแนพธีน (Acenaphthene) 
เปนสารประกอบอินทรียในกลุมสารประกอบ PAHs โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงอะ

โรมาติกสองวงเชื่อมตอกับวงไซโคลเพนเทนหนึ่งวง ดังแสดงในรูปที่ 2.2 และมีสมบัติดังแสดงใน
ตารางที่ 2.1 

 
 

รูปที ่2.2 โครงสรางโมเลกุลของอะซีแนพธีน  
 

ตารางที่ 2.1 สมบัติทางเคมีและกายภาพของของอะซีแนพธีน 
สมบัต ิ ลักษณะ 

สูตรโมเลกุล C12H10 
น้ําหนักโมเลกุล 154.22 
ชื่อสามัญ อะซีแนฟโน (acenafeno) 
ความถวงจําเพาะ 1.189 
อุณหภูมิหลอมเหลว 95 ๐ซ 
อุณหภูมิกลายเปนไอ 279 ๐ซ 
ความหนาแนน 1.024 กรัมตอลูกบาศกเมตร (ที่ 25๐ซ) 
ความดันไอ 3 มิลลิเมตรปรอท (ที่ 25๐ซ) 
การละลายน้ํา ไมละลาย 
ที่มา : กรมควบคุมมลพิษ, 2546 
 

ฟแนนทรีน (Phenanthrene) 
เปนสารประกอบอินทรียในกลุม PAHs โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีนสามวง

เชื่อมตอกันเปนมุมงอ ดังแสดงในรูปที่ 2.3 และมีสมบัติดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
 

 
 

รูปที ่2.3 โครงสรางโมเลกุลของฟแนนทรีน 
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ตารางที่ 2.2 สมบัติทางเคมีและกายภาพของของฟแนนทรีน 
สมบัต ิ ลักษณะ 

สูตรโมเลกุล C14H10 
น้ําหนักโมเลกุล 178.23 
ชื่อสามัญ ฟแนนเทรน (Phenanthren) ฟแนนทริน (Phenantrin) 
ความถวงจําเพาะ 1.025 
อุณหภูมิหลอมเหลว 100 ๐ซ 
อุณหภูมิกลายเปนไอ 339 ๐ซ 
ความหนาแนน 1.179 กรัมตอลูกบาศกเมตร (ที่ 25 ๐ซ) 
ความดันไอ 1 มิลลิเมตรปรอท (ที่ 118.3 ๐ซ) 
การละลายน้ํา ละลายไดนอย (นอยกวา 1 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ 26 ๐ซ) 
ที่มา : กรมควบคุมมลพิษ, 2546 

 
2.2  การบําบัดการปนเปอนสารประกอบ PAHs ในสิ่งแวดลอมโดยวิธีทางชีวภาพ 

การบําบัดการปนเปอนสารพิษในส่ิงแวดลอมดวยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation) เปน
การอาศัยกิจกรรมของจุลินทรียเพื่อยอยสลายหรือลดปริมาณสารพิษในส่ิงแวดลอม ซึ่งสารพิษจะ
ถูกจุลินทรียยอยสลายโดยนําไปสรางพลังงานเพื่อใชในการเจริญ ซึ่งกระบวนการที่เกิดข้ึนนี้อาจ
เกิดโดยจุลินทรียเพียงชนิดเดียวหรือโดยกลุมจุลินทรีย วิธีนี้เปนวิธีที่ไดรับความสนใจเนื่องจากมี
ตนทุนต่ําและไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม (Talley, 2006) วิธีทางชีวภาพ ประกอบดวยสองวิธี
หลัก (Suthersan, 1999)  

2.2.1  วิธีแรกคือ Biostimulation เปนการเติมสารอาหาร เชน ฟอสฟอรัสไนโตรเจน การ
ใหออกซิเจน การเติมสารลดแรงตึงผิว เพื่อชวยเพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอนลงในบริเวณที่
ปนเปอนสารพิษชวยใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายข้ึน (Haigh, 1996) โดยวิธีนี้ชวยกระตุน
ใหจุลินทรียประจําถิ่นเจริญเพื่อเพิ่มความสามารถและประสิทธิภาพในการยอยสลาย  

Yu และคณะ (2005) เปรียบเทียบการยอยสลายสารประกอบ PAHs  (ฟลูออรีน ฟแนน 
ทรีนและไพรีน) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร ในตัวอยางตะกอนดินปาชายเลนโดยดําเนินการ
ทดลองตางกันคือการทดลองชุดแรกเปนการบําบัดโดยธรรมชาติ ชุดที่สองเติมสารอาหารลงไป 
สวนชุดการทดลองที่สามเติมกลุมจุลินทรียที่แยกมาจากตะกอนดินปาชายเลนลงไป จากการ
ทดลองพบวาการบําบัดโดยธรรมชาติ (natural attenuation) ภายในสัปดาหที่ 4 ฟลูออรีนและฟ
แนนทรีนถูกยอยสลายไปมากกวา 99 เปอรเซ็นต สวนไพรีนถูกยอยไปเพียง 30 เปอรเซ็นต ของ
ความเขมขนเร่ิมตนเทานั้น ในขณะที่การทดลองที่เติมสารอาหารลงไป พบวาสารประกอบ PAHs 
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ทั้ง 3 ชนิดถูกยอยสลายไปมากกวา 99 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวาการเติมสารอาหารชวยสงเสริม
การยอยสลายไพรีนในขณะที่การเติมกลุมจุลินทรียที่สามารถยอยสารประกอบ PAHs ที่แยกมา
จากตะกอนดินปาชายเลนนั้นพบวาผลที่ไดไมแตกตางจากการบําบัดโดยจุลินทรียที่มีอยูตาม
ธรรมชาต ิ(natural attenuation)   

2.2.2  วิธีที่สองคือ Bioaugmentation เปนการเติมจุลินทรียที่มีความสามารถในการ
เปล่ียนแปลงโครงสราง (biotransformation) หรือสามารถยอยสลายสารพิษ (biodegradation) 
หรือเติมจุลินทรียที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุโดยใชเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรมลงในบริเวณที่มี
การปนเปอนของสารพิษเพื่อสงเสริมใหเกิดการยอยสลายสารปนเปอนในส่ิงแวดลอมเพื่อกระตุน
ใหเกิดกระบวนการยอยสลาย (Watanabe, 2001)  

Coppotelli และคณะ (2006) ศึกษาผลของการเติมเชื้อ Sphingomonas paucimobilis 
สายพันธุ 20006FA ในดินที่ปนเปอนฟแนนทรีน ความเขมขนสุดทาย 200 ppm พบวาในดินที่เติม
เชื้อมีการลดลงของฟแนนทรีนมากกวาดินที่ไมเติมเชื้อ โดยที่ เติมเชื้อ  Sphingomonas 
paucimobilis สายพันธุ 20006FA สามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดถึง 98เปอรเซ็นต ของความ
เขมขนเร่ิมตน ภายในระยะเวลา 60 วัน 
 
2.3  กระบวนการยอยสลายสารประกอบ PAHs ดวยวิธีทางชีวภาพโดยแบคทีเรีย 

กระบวนการยอยสลาย PAHs ดวยวิธีทางชีวภาพโดยแบคทีเรีย เร่ิมตนจากการเรง
ปฏิกิริยาดวยระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส (multicomponent dioxygenase) โดยการเติมหมู
ออกซิเจนแกวงอะโรมาติก เอนไซมไดออกซิจีเนสประกอบดวยสามสวนประกอบคือเฟอรรีดอกซิน 
(ferredoxin) เฟอรรีดอกซินรีดักเทส (ferredoxin reductase) และเทอรมินัลไดออกซิจีเนส 
(terminal dioxygenase) ซึ่งประกอบดวยสองหนวยยอยคือหนวยยอยแอลฟาและหนวยยอยบีตา 
โดยเฟอรรีดอกซินรีดักเทสและเฟอรรีดอกซินทําหนาที่สงผานอิเลคตรอนจาก NADH สงไปยัง
เทอรมินัลไดออกซิจีเนสซึ่งเปนสวนที่จับกับสับสเตรทและเกิดการเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนรูปไดเปน
ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) จากนั้นเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนรูปตอโดยซิส-ไดไฮโดรได
ออลดีไฮโดรจีเนส (cis-dihydrodiol dehydrogenase) และผานการเปล่ียนรูปอีกหลายข้ันตอน 
จนไดสารตั้งตนที่คลายแคทีคอล (catechol)  ซึ่งจะถูกยอยสลายดวยเอกซตราไดออลไดออกซิ
จีเนส (extradiol dioxygenase) ผานวิถีการแตกวงอะโรมาติกแบบ เมตา ในแบคทีเรียสวนใหญ 
หรือยอยสลายดวยอินตราไดออลไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) ผานวิถีการแตกวงอะโร
มาติกแบบ ออโธ เขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป (Habe และ Omori, 2003) ดังแสดงใน
รูป 2.4 
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รูปที่ 2.4  วิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs ทั่วไปโดยจุลินทรียแบบใชออกซิเจน (Cerniglia, 
1992, Haritash และ Kaushik, 2009) 
 
2.4  ยีนและเอนไซมท่ีเกียวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs  

ยีนไดออกซิจีเนสสามารถแบงออกเปนสองกลุมคือกลุมแรกยีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมลบ  กลุมที่สองยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย
สารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมบวก (Cebron และคณะ, 2008)  ซึ่งทั้งสองกลุมมีความ
แตกตางในการเรียงตัวของยีนทําใหสามารถแบงออกเปนสองกลุมไดดังแสงในรูปที่ 2.5 
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รูปที่ 2.5  phylogenetic tree ของหนวยยอยแอลฟาขอลเทอรมินัลออกซิจีเนสของริงไฮดรอกซิ
เลททิงไดออกซิจีเนส ในแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก (Cebron และคณะ, 2008) 

2.4.1  ยีนท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมลบ 
รายงานการศึกษา Pseudomonas sp. สายพันธุอ่ืนที่มีความสามารถในการยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา เชน แนพธาลีนและฟแนนทรีน พบยีนที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีการเรียงตัวคลายกับยีน nah ของ P. putida สายพันธุ G7 
มากกวา 90เปอรเซ็นต (Simon และคณะ, 1993) จึงเรียกยีนกลุมนี้วายีนกลุมคลาย nah (nah-
like) ตัวอยางยีนในกลุมนี้ไดแก ยีน ndo ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816 (Kurkela และคณะ
, 1988) ยีน dox ของ Pseudomonas สายพันธุ C18 (Denome และคณะ, 1993) ยีน pah ของ P. 
aeruginosa สายพันธุ PaK1 (Takizawa และคณะ, 1999) ยีน pah ของ P. putida สายพันธุ 
OUS82 (Kiyohara และคณะ, 1994) ยีน nah ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816-4 (Simon 
และคณะ, 1993) ยีน nah ของ P. stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999) และยีน 
phn ของ Burkholderia sp.สายพันธุ RP007 (Laurie และคณะ, 1999) เปนตน ตัวอยางการเรียง
ตัวของยีนกลุมคลาย nah ในวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีน ดังแสดงในรูปที่ 2.6 
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รูปที่  2.6  การเ รียงของยีนกลุมคลาย nah ในวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนของ 
Pseudomonas สายพันธุตางๆ (Peng และคณะ, 2008) 
 

นอกจากแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas แลว ยังพบวามีแบคทีเรียในสกุลอ่ืนที่สามารถ
ยอยสลายสารประกอบ PAHs แตพบวาการเรียงตัวและลําดับเบสของยีนมีความแตกตางไปจาก
ยีนในกลุมคลาย nah ดังแสดงในรูป 2.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.7  กลุมยีนที่มีการเรียงตัวแตกตางจากกลุมคลาย nah (Peng และคณะ, 2008) 
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Goyal และ Zylstra (1996) รายงานเกี่ยวกับยีน nah ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนน  
ทรีนและแนพธาลีนใน Comamonas testeroni พบวายีน nah จากสายพันธุ GZ42 มีความ
แตกตางจากยีน nah ของ P. putida สายพันธุ G7 ดังแสดงในรูป 2.7   

Laurie และ Lloyd (1999) ศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพธา
ลีนใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 พบยีน phnR และ phnS ซึ่งประมวลรหัสโปรตีน
ควบคุม และพบยีนประมวลรหัสแอลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (phnF) ไฮดราเทส-แอลโดเลส (phnE) ได
ออกซิจีเนส (phnC) ไอโซเมอเรส (phnD) ISP หนวยยอยแอลฟา และบีตา (phnAcAd) และได
ไฮโดรไดออลดีไฮโดรจี เนส (phnB) ซึ่งมีการเ รียงตัวเปน phnFECDAcAdB ตางจาก 
nahAaAbAcAdBFCQED ของสายพันธุ G7 ดังแสดงในรูป 2.7   

Zhou และคณะ (2001) รายงานวา Ralstonia sp. สายพันธุ U2 ซึ่งสามารถยอยสลาย
แนพธาลีนได มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนผานไปทางกรดเจนทิสิก โดยพบยีน
ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nagAa) เฟอรรีดอกซิน (nagAb) ISP หนวยยอยแอลฟา และ
หนวยยอยบีตา (nagAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (nagB) และ แอลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส 
(nagF) ซึ่งมีการจัดเรียงตัวเหมือนกับยีน nah ในพลาสมิด NAH7 แตระหวางยีน nagAa และ 
nagAb มียีน nagGH ซึ่งประมวลรหัสหนวยยอยของซาลิไซเลต 5-ไฮดรอกซิเลสแทรกอยู โดยมี
การเรียงตัวของยีนดังนี้ nagAaGHAbAcAdBFCQED และพบ nagJIKLMN ซึ่งประมวลรหัสยีนที่
ยอยสลายกรดเจนทิสิกที่ตําแหนง downstream ของยีน nagD ดังแสดงในรูป 2.7   

Singleton และคณะ (2009) ศึกษาลักษณะการยอยสลายฟแนนทรีนจาก Acidovorax 
sp. สายพันธุ NA3 โดยสามารถใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ทํา southern 
hybridization โดยใชยีน nahAc ของ Pseudomonas putida สายพันธุ G7 เปนตัวติดตาม พบวา
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 bp มีความใกลเคียงกับยีน phnC ของ Alcaligenes faecalis สาย
พันธุ AFK2 นอกจากนี้ยังมียีน phnAcd ที่ประมวลรหัสริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส ขนาด
ใหญและขนาดเล็ก ยีน phnB ประมวลรหัสไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (dihydrodiol 
dehydrogenase) และยีน phnC ประมวลรหัส 3,4-ไดไฮดรอกซีฟแนนทรีนไดออกซิจีเนส (3,4-
dihydroxyphenanthrene dioxygenase)   

Klankeo และคณะ (2009)  ศึกษาจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีนจาก
ตัวอยางดินโดยสรางระบบนิเวศจําลองดินที่มีการเติมไพรีนลงไปในระบบ  แบคทีเรียใหม 2 สาย
พันธุถูกแยกไดจากระบบนิเวศจําลองดิน คือ สายพันธุ  KOTLB และ RN402 พบวามี
ความสามารถในการใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน KOTLB และ RN402 สามารถ
ยอยไพรีน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ได 99 เปอรเซ็นต ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวภายในเวลา 16 วัน 
นอกจากไพรีนยังพบวาทั้ง 2 สายพันธุสามารถยอยฟแนนทรีน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ได 99 
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เปอรเซ็นต ภายในเวลา 8 วัน ยอยฟลูออแรนทรีน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ได 55 เปอรเซ็นต ภายใน
เวลา 24 วัน เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ไปวิเคราะหแบบแผนภูมิพบวาสายพันธุ 
KOTLB และ RN402 คือ Diaphorobacter sp. และ Pseudoxanthomonas sp. ตามลําดับ จาก
การศึกษาที่ผานมาพบวาทั้ง 2 กลุมนี้ไมมีความเกี่ยวของกับการยอยสลายไพรีน จากการเพิ่ม
จํานวนชิ้นดีเอ็นเอแบบปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ nidA พบการ
แสดงออกของยีนไดออกซิจีเนสทั้ง 2 สายพันธุ พบผลิตภัณฑยีน nidA มีความเหมือนกับโปรตีน 
NidA 99-100 เปอรเซ็นต  ซึ่งเปนยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยของเทอรมินัลออกซิจีเนส สําหรับ
การยอยสลายไพรีนของ Mycobacterium spp. นอกจากนี้ผลของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแสดง
ใหเห็นวายีน nidA มีตําแหนงอยูบน megaplasmid ซึ่งในรายงานนี้จึงเปนรายงานแรกที่แสดงการ
ยอยสลายไพรีนจากแบคทีเรียแกรมลบที่พบยีน nidA 

นอกจากนี้แบคทีเรียหลายสายพันธุในสกุล Sphingomonas พบการเรียงตัวและลําดับ
เบสของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายมีความแตกตางไปจากแบคทีเรียในสกุลที่กลาวในขางตน 
และพบวามีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs ไดเชนกัน  

Romine และคณะ (1999) รายงานเกี่ยวกับ Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ 
F199 (หลังจากนั้นไดถูกเปล่ียนเปน Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 
(Takeuchi และคณะ, 2001)) โดยพบวามียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs  
ไดแก แนพธาลีน และฟแนนทรีน รวมถึงไบฟนิล บนพลาสมิดขนาด 184 กิโลเบส มียีนที่ประมวล
รหัสเทอรมินัลไดออกซิจีเนสทั้ง 6 ชุด ไดแก ยีนbphA1[a-e] bphA2[a-e] และ bphA1fA2f 
เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกหลายชนิด ไดแก ไบฟนิล แนพธาลีน เมตา-ไซ
ลีน และพารา-ครีซอล ซึ่งยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีน ไดแก ยีน nahE nahD และ 
nahF โดยมีการกระจายตัวอยูหางกันและถูกคั่นดวยยีนในวิถีการยอยสลายสารอ่ืน แตเม่ือ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนทั้งสามกับลําดับกรดอะมิโนของยีนกลุมคลาย nah พบวายีน
ดังกลาวมีเปอรเซ็นตความเหมือนคอนขางต่ํา และยังพบยีนและการเรียงตัวของยีนลักษณะ
ดังกลาวใน Sphingobium yanoikuyae สายพันธุ B1 (ยีน bphA1[a-e] และ bphA2[a-e]) และ 
Sphingobium sp. สายพันธุ P2 (ยีน ahdA1[a-e] และ ahdA2[a-e]) (Pinyakong และคณะ, 
2003) 

Pinyakong และคณะ (2004) ไดศึกษา Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 เปนสายพันธุที่
ยอยสลายอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนไดแตไมสามารถยอยสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนได 
พบวาแบคทีเรียสายพันธุนี้มียีน arhA1 และ arhA2 ที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของ
เทอรมินัลออกซิจีเนส ตามลําดับ โดยมีลําดับของกรดอะมิโนเหมือนกับโปรตีน PhnAc และ 
PhnAd ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีน ใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 56
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เปอรเซ็นต และ 45เปอรเซ็นต ตามลําดับ ตอมาในงานวิจัยของ Kouzuma และคณะ (2006) 
รายงานวา พบยีนเฟอรรีดอกซิน (arhA3) เฟอรรีดอกซิน รีดักเทส(arhA4) และยีนควบคุม (arhR) 
ของวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน ซึ่งอยูหางออกไปทาง upstream ของยีนที่ประมวลรหัสอะซี    
แนพธีนไดออกซิจีเนส 
   

2.4.2  ยีนท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมบวก 
 การศึกษายีนในแบคทีเรียแกรมบวกซึ่งพบวาการเรียงตัวและลําดับเบสของยีนมีความ
แตกตางไปจากแบคทีเรียในกลุมแกรมลบที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs  

Larkin และคณะ (1999) และ Kulakov และคณะ (2005) รายงานถึงยีนที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายแนพธาลีนของแบคทีเรียแกรมบวกพบวา Rhodococcus sp. สายพันธุ 
NCIMB12038 มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนทางดาน เมตา กระจายอยูบน พลาส
มิด p2SL1 โดยพบยีน narAa narAb และ narB ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของ
แนพธาลีนไดออกซิจีเนส และ ซิล-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ พบวายีนทั้ง
สามมีการถอดรหัสรวมกันเพื่อตอบสนองตอแนพธาลีนเทานั้น  เม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน
ของยีน narAa และ narAb กับฐานขอมูล EMBL และ GenBank พบวายีน narAa และ narAb มี
ความเหมือนกับยีนประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของริงไฮดรอกซิเลทิงไดออกซิจีเนส 
(ring-hydroxylating dioxygenase) ของ Pseudomonas sp. เพียง 31 เปอรเซ็นต และ 39 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ และไมพบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทส 
นอกจากนี้ยังพบยีน narR1 และ narR2 ประมวลรหัสโปรตีนที่ควบคุมการทํางานของยีนกลุมนี้
ดวย การจัดตัวของยีนดังแสดงในรูป 2.8 

Saito และคณะ (2000) รายงานวา Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 มียีน phd ซึ่ง
ประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท (phthalate) โดย 
phd ประกอบดวยยีนสองกลุมกลุมแรกประกอบดวย phdEFABGHCD ประมวลรหัสเอนไซมที่ทํา
หนาที่ ในการยอยสลายฟแนนทรีนไปเปน  1-ไฮดรอกซี -2-แนพธาโนเอต (1-hydroxy-2-
naphthoate) และ phdIJK ประมวลรหัสยีนที่ทําหนาในการยอยสลาย 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโน
เอต ไปเปนพธาเลต การเรียงตัวของยีนดังแสดงในรูป 2.8 
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รูปที่ 2.8  การเรียงตัวของกลุมยีนในแบคทีเรียแกรมบวก (Saito และคณะ, 2000; Larkin และ
คณะ, 1999; Kulakov และคณะ, 2000) 
 

Khan และคณะ (2001) ศึกษา Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 โดยใช
เทคนิคทางโปรตีน (Proteomic) ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถยอยสลายไพรีน ฟลูออแรนทรีน ฟแนน 
ทรีน แอนทราซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน โดยเล้ียง Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 ใน
อาหารที่มีไพรีน หรือฟแนนทรีนหรือไดเบนโซไทโอพีน พบวา Mycobacterium vanbaalenii สาย
พันธุ PYR-1 มียีน nidA ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของไดออกซิจีเนสในสวน ISP ยีน nidB 
ประมวลรหัสหนวยยอยบีตาของไดออกซิจีเนสในสวน ISP และยีน nidD ประมวลรหัสอัลดีไฮดดี
ไฮโดรจีเนส และพบอีกวาลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัวของยีนแตกตางจากยีนในกลุม
คลาย nah โดยมีการเรียงตัวเปน nidDBA และลําดับนิวคลีโอไทดมีความแตกตางจาก nah-like 
มากกวา 60 เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูป 2.9 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.9  การเรียงตัวของยีนทีเกี่ยวของในการยอยสลายไพรีนของ Mycobacterium vanbaalenii 
สายพันธุ PYR-1 (Kim และคณะ, 2007) 
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2.5  โครงสรางของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส 
รายงานแรกในการศึกษาระบบการทํางานของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสกลาวถึงได

ออกซิจีเนสของ Pseudomonas putida ที่สามารถเรงปฏิกิริยาออกซิไดสเบนซีนไปเปน ซิส-1,2-
ไดไฮดรอกซีไซโคลเฮกซะ-3,5-ไดอีน (cis-1,2-dihydroxy-cyclohexa-3,5-diene) จึงเ ร่ิมมี
การศึกษาไดออกซิจีเนสจากจุ ลินทรียชนิดอ่ืน ซึ่ งไดออกซิจีเนสจัดเปน non-heme iron 
dioxygenase ซึ่งสามารถออกซิไดสสารประกอบอะโรมาติกไดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-
dihydrodiol) 

อะโรมาติกไฮโดรคารบอนไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสที่สําคัญในการยอยสลาย
สารประกอบ PAHs ซึ่งถูกจัดอยูในกลุมอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส (aromatic 
ring-hydroxylating dioxygenase) (Butler และ Mason, 1997) โดยที่สมาชิกในกลุมนี้มีหนึ่งหรือ
สองโปรตีนที่ทําหนาที่ขนสงอิเล็กตรอนคือ iron-sulfur flavoprotein หรือ flavoprotein และ iron-
sulfur ferredoxin ซึ่งจะสงผานอิเล็กตรอนไปยังเทอรมินัลออกซิจีเนสกอนหนาออกซิจีเนส ดัง
แสดงในรูปที่ 2.10  และสวนที่มีความสําคัญในกลุมอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเน
สคือสวนของหนวยยอยแอลฟาซึ่งเปนบริเวณอนุรักษประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก Rieske 
โดเมนและริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสโดเมน  ดังแสดงในรูปที่ 2.11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.10  การจัดเรียงของระบบการทํางานรวมกันของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส (Butler 
และ Mason, 1997) 
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รูปที่ 2.11  การจดัเรียงของกลุมอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสคือสวนของหนวยยอย
แอลฟาซึ่งเปนบริเวณอนุรักษประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก Rieske โดเมนและริงไฮดรอกซิ
เลททิงไดออกซิจีเนสโดเมน  (Bordenave และคณะ, 2008 )  
 

Kauppi และคณะ (1998) รายงานถึงโครงสรางของแนพธาลีน 1,2-ไดออกซิจีเนส (NDO) 
ตอมาใชเปนตนแบบในการศึกษาระบบเอนไซมที่อยูในกลุมนี้  โครงสรางของ NDO มีลักษณะเปน 
33 hexamer โดยการทํางานของหนวยยอยแอลฟาจะควบคุมความจําเพาะของเอนไซมตอสับ
เสตรท  ซึ่งในแตละหนวยยอยแอลฟาประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก Rieske โดเมน และ 
catalytic โดเมน ในสวนของ Rieske โดเมน มี [2Fe-2S] โดย Fe3+ อะตอมแรกจะเกิดพันธะ
ซัลไฟดกับกรดอะมิโน Cys-81 และ Cys-101 ในขณะที่ Fe3+ อีกอะตอมจะเกิดพันธะซัลไฟดกับ
กรดอะมิโน His-83 และ His-104 ดังแสดงในรูปที่ 2.12 และในสวน catalytic โดเมน มี Fe3+ ที่
บริเวณเรงปฏิกิริยาจะเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน His-208 His-213 Asp-326 และโมเลกุล
ของน้ํา ดังแสดงในรูปที่ 2.13  สําหรับการทํางานของหนวยยอยบีตาไมเกี่ยวของกับการเรง
ปฏิกิริยาหรือความจําเพาะตอสับเสตรท  และเม่ือทําใหหนวยยอยแอลฟาบริสุทธิ์ไมพบแอคติวิตี 
และสามารถพบแอคติวิตีไดเม่ือรวมหนวยยอยแอลฟาเขาหนวยยอยบีตา (Jiang และคณะ, 1999) 
ซึ่งหนาที่หลักของหนวยยอยบีตาที่มีรายงานคือเปนโครงสรางของโปรตีน  
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รูปที่ 2.12  Rieske iron-sulfur center ซึ่งเชื่อมตอกับบริเวณอนุรักษ Cysteines และ Histidines 
(Parales, 2003) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.13  การเชื่อมตอระหวางอะตอมเหล็กกับ His-208 His-213 Asp-326 และโมเลกุลน้ํา
(Parales, 2003) 
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2.5.1  การจัดจําแนกกลุมไดออกซิจีเนส 
ในป 2008 Kweon และคณะ  ไดจัดจําแนกกลุมไดออกซิจีเนสโดยใชขอมูลของลําดับ

กรดอะมิโนที่บริเวณเรงปฏิกิริยาของหนวยยอยแอลฟาและชนิดของสารตั้งตนโดยจําแนกได 5 
กลุม ดังแสดงในตารางที่ 2.3 และรูปที่ 2.12 

Group I แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 2 สวน 
คือ FNRC-type รีดักเทส และ ออกซิจีเนสซึ่งอาจจะเปนเฮเทอโรโอลิโกเมอร (ชนิด Iαβ) หรือโฮโม
โอลิโกเมอร (ชนิด Iα) ซึ่งเอนไซมกลุมนี้จะสามารถเรงปฏิกิริยาไดทั้งโมโนออกซิจีเนสและไดออกซิ
จีเนส 

Group II แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 2 สวน 
คือ FNRN-type รีดักเทส และ ออกซิจีเนส ซึ่งแสดงเปนเอนไซมเบนโซเอต 1,2 ไดออกซิจีเนส เปน
เอนไซมที่ใชออกซิไดสอะโรมาติกแอซิด (oxidize aromatic acids) เปนสารตั้งตน  

Group III แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 3 สวน 
คือ FNRN-type รีดักเทส, ออกซิจีเนสและ [2Fe-2S]-type เฟอรรีดอกซิน เปนเอนไซมแนพธาลีน 
คารบาโซล 1,9a ไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียแกรมลบที่ใชในการยอยสลาย
แนพธาลีน ฟแนนทรีน ไนโตรเบนซีน และไนโตรโทลูอีน รวมถึง PAH dioxygenase ดวย 

Group IV แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 3 สวน 
คือ GP-type รีดักเทส, ออกซิจีเนสและ [2Fe-2S]-type เฟอรรีดอกซิน เปนเอนไซมโทลูอีนและไบ
ฟนิลไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกที่ใชในการยอยสลาย 
โทลูอีน เบนซีน ไอโซโพรพิลเบนซีน คลอโรเบนซีน และไบฟนิล 

Group V แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 3 สวน 
คือ GP-type รีดักเทส, ออกซิจีเนสและ [3Fe-4S]-type เฟอรรีดอกซิน เปนเอนไซมฟแนนทรีน
และพธาเลทไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมบวกสวนมากอยูในกลุมของ 
Actinobacteria ใชในการยอยสลายฟแนนทรีน แนพธาลีน แอนทราซีน ไพรีน และพธาเลท  
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ตารางที่ 2.3  เอนไซมไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (Kweon และคณะ, 2008) 
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รูปที่ 2.14  phylogenetic tree ของหนวยยอยแอลฟาขอลเทอรมินัลออกซิจีเนสของริงไฮดรอกซิ
เลททิงไดออกซิจีเนส CarAa ของ  P. resinovorans สายพันธุ CA10 เปน outgroup และตัวเลขที่
สาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจาทั้งหมด 1,000 คร้ัง ดวย bootstrap (Kweon และคณะ, 2008) 
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2.5.2  เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส 
เม่ือไดสารมัธยันตรเปนแคทีคอล โดยแคทีคอลจะยอยสลายผานวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ 

เมตา โดยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส  ซึ่งเอนไซมเอกซตราไดออล
ไดออกซิจีเนสสามารถแบงออกเปนสองกลุม กลุมแรกสามารถใชแคทีคอลและ 2,3 ไดไฮดรอกซีไบ
ฟนิลเปนสับสเตรท ตัวอยางแบคทีเรียที่พบยีนที่ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสจาก
การศึกษาจากของ Nakai และคณะ (1983) พบยีน xylE ใน Pseudomonas putida สายพันธุ 
mt2 ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับแคททีคอล Kabisch และ Fortnagel 
(1990) พบยีน mpcl จาก Alcaligenes eutrophus สายพันธุ JMP222 ประมวลรหัสเอกซตราได
ออลไดออกซิจี เนสสําหรับแคททีคอล Keck และคณะ (2002) พบยีน bphC1 จาก 
Sphingomonas xenophaga สายพันธุ BN6 ที่ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซจิีเนสสําหรับ 
2,3 ไดไฮดรอกซีไบฟนิล Mukerjeedhar และคณะ (2005) พบยีน bphA1A2 จาก Bacillus sp. 
สายพันธุ JF8 ที่ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับ 2,3 ไดไฮดรอกซีไบฟนิล ใน
กลุมที่สองสามารถใชโปรโทแคทิชูเอทเปนสับสเตรท จากการศึกษาของ Noda และคณะ (1990) 
พบยีน ligA และ ligB จาก Pseudomonas paucimobilis สายพันธุ SYK6 ประมวลรหัสเอกซตรา
ไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับโปรโทแคทิชูเอท Yun และคณะ (2004) พบยีน PCD 4,5 จาก 
Pseudomonas sp. สายพันธุ K82 ที่ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับโปรโท
แคทิชูเอท Habe และคณะ (2005) พบยีน pcaD จาก Terrabacter sp. สายพันธุ DBF63 ที่
ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับโปรโทแคทิชูเอท  
 
2.6  วิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยแบคทีเรีย 

2.6.1  วิถีการยอยสลายแนพธาลีน 
 แนพธาลีนเปนสารประกอบ PAHs มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีนสองวงเชื่อมกันซึ่ง
เปนโครงสรางที่งายที่สุดในกลุมของสารประกอบ PAHs  ดวยเหตุนี้จึงใชแนพธาลีนเปนตนแบบใน
การศึกษาวิถีการยอยสลายและคาดวายีนที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs จาก
แนพธาลีนจะชวยอธิบายการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนอ่ืนได (Habe 
และ Omori, 2003)   

วิถีการยอยสลายแนพธาลีนประกอบดวยการเรงปฏิกิริยาดวยการเติมออกซิเจนสอง
อะตอมยังวงเบนซีนของแนพธาลีน (A-I) เปล่ียนรูปเปน ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล (A-II) 
ดวยกิจกรรมของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส (A1) จากนั้นเปล่ียนรูปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน 
(1,2-dihydroxynaphthalene) (A-III) ดวยกิจกรรมของซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส 
(cis-naphthalene dihydrodiol dehydrogenase)  (A2) จากนั้น1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน 
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เปล่ียนรูปเปนกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-hydroxychromene-2-carboxylic 
acid) (A-IV) ดวยกิจ กรรมของ  1,2-ได ไฮดรอก ซีแนพธาลีนไดออก ซิจี เ นส (1,2-
dihydroxynaphthalene dioxygenase) (A3) จากกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิกถูกออก
ซิไดสเปน ทรานส-ออโธ-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูวิก (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvic acid) 
(A-V) โดย 2-ไฮดรอกซี-2H-โครมีน-2-คารบอกซิเลตไอโซเมอเรส (2-hydroxy-2H-chromene-2-
carboxylate isomerase) (A4) แลวเปล่ียนเปนซาลิไซแอลดีไฮด (salicyaldehyde) (A-VI) และ
เปนกรดซาลิไซลิก (A-VII) โดยการเรงปฏิกิริยาของทรานส-ออโธ-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูเวต
ไฮดราเทส-แอลโดเลส (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvate hydratase-aldolase) (A5) และ
ซาลิไซลัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (salicylaldehyde dehydrogenase) (A6) ตามลําดับ ซึ่งเรียกวาวิถี
การยอยสลายสวนบน (upper pathway) ดังแสดงในรูปที่ 2.13 

 

 
 

รูปที ่2.15  วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย  Pseudomonads sp. (Davies และ 
Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982, Habe และ Omori, 2003)  
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2.6.2  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน 
อะซีแนพธีนเปนสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนกวาแนพธาลีนโดยประกอบดวย

วงอะโรมาติกสองวงเชื่อมตอกับวงไซโคลเพนเทนหนึ่งวง แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายอะซี       
แนพธีน เชน สกุล A. eutrophus และ A. paradoxus  พบวามีการเติมออกซิเจนหนึ่งอะตอมลง
บนวงไซโคลเพนเทนของอะซีแนพธีนไดผลิตภัณฑเปนอะซีแนพธีนอล (1-acenaphthenol) (1)  
จากการทํางานของโมโนออกซิจีเนส และเกิดกระบวนการไฮดรอกซีเลชันไดผลิตภัณฑเปนอะ
ซีแนพธีโนน (1-acenaphthenone) (2) จากนั้นถูกออกซิไดสดวยไดออลดีไฮโดรจีเนสไปเปน 1-ไฮ 
ดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน (1-hydroxy-2-ketoacenaphthene) (3)  และอะซีแนพธีนไดออล ซึ่ง
เปนเทาโทเมอรและถูกออกซิไดซหรือรีดิวสและแตกตัวไดเอง จนทําใหวงไซโคลเพนเทนแตกออก
จนเปน กรด1,8-แนพธาไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalene dicarboxylic acid) (6) และกรด 3-
ไฮดรอกซีเจนซีน-1,2-ไดคารบอกซิลิก (1,2-naphthalic anhydride) (7) และเปล่ียนตอไปเปนกรด
ซาลิไซลิก ดังแสดงในรูปที่ 2.14 
 

 

 
 

รูปที่ 2.16  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน (Selifonov และคณะ, 1998) 
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ตารางที่ 2.4  แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน 
แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Beijerinckia sp. 
(Sphingobium yanoikuyae strain B1) 

Schocken และ Gibson 1984 
(Khan และคณะ 1996) 

Beijerinckia sp. B8/36 
(mutant strain of Beijerinckia sp.) 

Schocken และ Gibson 1984 
 

Alcaligenes eutrophus Selifonov และคณะ 1993 
Alcaligenes paradoxus Selifonov และคณะ 1993 
Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 Komatsu และคณะ 1993 
Pseudomonas sp. สายพันธุ A2279 Selifonov และคณะ 1998 
Sphingomonas sp. Hormisch และคณะ 2000 
Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ B0695 Shi และคณะ 2001 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 Pinyakong และคณะ 2004 
Sphingomonas sp. สายพันธุ CHY-1 Demaneche และคณะ 2004 
Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 Saiphet และคณะ 2006 
Uncultured microorganism Lozada และคณะ 2008 

 
 
2.6.3  วิถีการยอยสลายฟแนนทรีน 
ฟแนนทรีนเปนสารประกอบ PAHs อีกชนิดหนึ่งที่มักใชเปนตนแบบในการศึกษาวิถีการ

ยอยสลายสารประกอบ PAHs และคาดวายีนที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs 
จากฟแนนทรีนจะชวยอธิบายการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนอ่ืนได 
(Habe และ Omori, 2003)   

แบคทีเรียสกุล Pseudomonas  พบวาเร่ิมการแตกโมเลกุลของฟแนนทรีน (B-I) บริเวณ
ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4 โดยอาศัยกิจกรรมของไดออกซิจีเนสไดสารมัธยันตร ซิส-3,4-
ฟแนนทรีนไดไฮโดรไดออล (cis-3,4-dihydroxy-3,4-dihydrophenanthrene) (B-II) และหลังจาก
นั้นก็จะถูกยอยสลายตอไปจนไดสารมัธยันตรเปน กรด 1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธอิก (1-hydroxy-2-
naphthoic acid) (B-VII) ดังแสดงในรูปที่ 2.15 
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รูปที ่2.17  วิถีการยอยสลายฟแนนทรีนโดยแบคทีเรีย (Evan และคณะ, 1965; Kiyohara และ
คณะ, 1976, Habe และ Omori, 2003) 

 
สารมัธยันตร กรด 1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธอิก (1-hydroxy-2-naphthoic acid) (I) สามารถ

ถูกยอยสลายโดยผานวิถีการยอยสลายที่แตกตางกันสองวิถี วิถีแรก (A) คือการยอยสลายโดยใช
กระบวนการยอยสลายเดียวกับการยอยสลายแนพธาลีน โดยไดผลิตภัณฑเปนกรดซาลิไซลิก    
(A-VI) (Evan และคณะ, 1965)  วิถีที่สอง (B) คือวิถีการยอยสลายที่ถูกยอยสลายไปเปนกรดออโธ
พธาลิก (-phthalic acid) (B-IV) และเปล่ียนตอไปเปนกรดโปรโตคาชูอิก (protocatechuic 
acid) (B-V) (Kiyohara และคณะ, 1976) ดังแสดงในรูปที่ 2.16 
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รูปที ่2.18  วิถีการยอยสลายฟแนนทรีนโดยแบคทีเรีย (Kiyohara และคณะ, 1976, Habe และ 
Omori, 2003) 
 

นอกจากนี้ Jerina และคณะ (1976) ไดรายงานวา ในการยอยสลายฟแนนทรีนโดย 
Bejerinkia sp. สายพันธุ B-836 (หลังจากนั้นไดถูกเปล่ียนเปน Sphingobium yanoikuyae 
(Takeuchi และคณะ, 2001))  แตกโมเลกุลฟแนนทรีนระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 และ 2 ได
ผลิตภัณฑเปน  ซิส-1,2-ไดไฮดรอกซี -1,2-ไดไฮโดรฟแนนทรีน  (cis-1,2-dihydroxy-1,2-
dihydropyrene) รวมทั้งในงานวิจัยของ Moody และคณะ (2001) ไดรายงานวา Mycobacterium 
vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 แตกโมเลกุลของฟแนนทรีนตรงคารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4 และ
พบวายังสามารถแตกโมเลกุลคารบอนตําแหนงที่ 9 และ 10 ไดอีกดวย  โดยพบผลิตภัณฑคือ ซิส-
9,10-ฟแนนทรีนไดไฮโดรไดออล (cis-9,10-phenanthrene dihydrodiol) และ ทรานส-9,10-ฟ    
แนนทรีนไดไฮโดรไดออล (trans-9,10-phenanthrene dihydrodiol) 
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ตารางที่ 2.5  แบคทีเรียที่สามารถยอยฟแนนทรีนได 
สายพันธุแบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Pseudomonas putida Evans และคณะ, 1965 
Aeromonas sp. Kiyohara และคณะ, 1976 
Streptomyces griseus Trower และ Gilbert, 1988 
Alcaligenes denitrificans Weissenfels และคณะ, 1992 
Pseudomonas fluoresens สายพันธุ 5R Menn และคณะ, 1993 
Burkholderia capacia สายพันธุ F297 Grifoll และคณะ, 1995 
Acidiphilium sp. Stapleton และคณะ, 1998 
Cycloclasticus sp. Geiselbrecht และคณะ, 1998 
Pseudomonas aeruginosa Romero และคณะ, 1998 
Rhodomonas sp. Foght และ Westlake, 1988 
Sphingomonas sp. สายพันธุ P2  Supaka และคณะ, 2001 
Mycobacterium sp. Stingley และคณะ, 2004 
Rhodococcus opacus  Guo และคณะ, 2005 
Rhodococcus ruber  Guo และคณะ, 2005 
Mycobacterium gilvum Zhou และคณะ, 2006 
Mycobacterium psychrotolerans Zhou และคณะ, 2006 
Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR 1 Zhou และคณะ, 2006 
Mycobacterium fortuitum  Zhou และคณะ, 2006 
Mycobacterium farcinogenes  Zhou และคณะ, 2006 
Rhodococcus ruber สายพันธุ OUCZ91B  Zhou และคณะ, 2006 
Terrabacter sp. สายพันธุ YK10 Zhou และคณะ, 2006 
Terrabacter sp. Zhou และคณะ, 2006 
Uncultured microorganism Chadhain และคณะ, 2006 
Acidovorax sp. สายพันธุ NA3 Singleton และคณะ, 2009 
Pseudomonas stutzeri สายพันธุ ZP2 Zhao และคณะ, 2009 
Sphingomonas sp. สายพันธุ LH128 Schuler และคณะ, 2009 
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เม่ือไดสารมัธยันตรเปนกรดซาลิไซลิกหรือกรดโปรโตคาชูอิก จากนั้นจุลินทรียจะเปล่ียน
กรดซาลิไซลิก (I) ไปเปนแคทีคอล (A-II) โดยซาลิไซเลตไฮดรอกซิเลส (salicylate hydroxylase) 
(A1) โดยแคทีคอลจะยอยสลายผานวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา (A2) หรือ ออโธ (A10) 
จนกระทั่งไดผลิตภัณฑเปน ซัคซินิลโคเอ (succinyl Co A) (O-VIII) หรืออะซิติลโคเอ (acetyl Co 
A) (M-X) (Yen และ Gunsalus, 1982) นอกจากนี้จุลินทรียบางชนิดสามารถยอยสลายกรดซาลิไซ
ลิกโดยไมผานแคทีคอล เร่ิมจากเปล่ียนกรดซาลิไซลิกไปเปนกรดเจนทิสิก (gentisic acid) (B2) 
เชน Rhodococcus sp. สายพันธุ NCIMB12038 (Allen และคณะ, 1997) และ Ralstonia sp. 
สายพันธุ U2 (Zhou และคณะ, 2001) โดยกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดสไปเปนมาเรอิลไพรูเวต 
(maleylpyruvate) (B-III) ดวยกิจกรรมของเจนทิเสต-1,2-ไดออกซิจีเนส (gentisate-1,2-
dioxygenase) (B2) และไดผลิตภัณฑสุดทายเพื่อเขาวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิก ไดแก ไพรูเวต 
(pyruvate) (B-V) และ ฟูมาเรต (fumarate) (B-VI) เรียกวิถีการยอยสลายตั้งแตกรดซาลิไซลิกจน
ไดผลิตภัณฑที่เขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกวาวิถีการยอยสลายสวนลาง (lower pathway)  
ดังแสดงในรูปที่ 2.17 

 
 
รูปที่ 2.19  วิถีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยจุลินทรียตางๆ Pseudomonas sp. (Davies 
และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982), Ralstonia sp. สายพนัธุ U2 (Zhou และคณะ, 
2001) 
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2.7  ดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากสิ่งแวดลอม    
  การศึกษาแบคทีเรียยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนในอดีตใชวิธีการคัด

แยกเชื้อจากธรรมชาติหรือจากแหลงที่มีการปนเปอนของพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน
โดยการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ (Culture-dependent method) ทําใหการศึกษายีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนถูกจํากัดเนื่องจากสามารถศึกษา
ในแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดเทานั้น ในปจจุบันพบวาจุลินทรียที่อาศัยอยูในดินกวารอยละ 99 ตาม
ธรรมชาติไมสามารถถูกเพาะเล้ียงไดในสภาวะที่ใชในหองปฏิบัติการจึงเปนสาเหตุทําใหยังขาด
ขอมูลยีนและเอนไซมที่สําคัญอีกมาก ดังนั้นจึงมีการศึกษายีนจากแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมโดยนํา
ดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอม (Culture-independent method)  ซึ่งดีเอ็นเอเมตาจีโนมจาก
ส่ิงแวดลอม คือการนําดีเอ็นเอจากจุลินทรียในส่ิงแวดลอมโดยไมผานการเพาะเล้ียงมาศึกษา
โดยตรง ซึ่งชวยใหสามารถคนพบยีนและเอนไซมที่มีประโยชนจากส่ิงแวดลอมโดยไมตองคัดแยก
เชื้อกอนโดย (Daniel และคณะ, 2004) 
 
2.8  การตรวจติดตามจุลินทรียท่ีไมผานการเพาะเลี้ยงเช้ือในหองปฏิบัติการ  
(Culture-independent method) 

2.8.1  การติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมจุลินทรีย 
เทคนิคการเพาะเล้ียงเชื้อในหองปฎิบัติการไมสามารถตรวจหาจุลินทรียที่มีอยูในดินได

ครอบคลุมทุกชนิด ในปจจุบันจึงมีการนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาตรวจหาจุลินทรียที่ไมสามารถ
เพาะเล้ียงไดในหองปฎิบัติการ วิธี PCR- Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
เปนหนึ่งในเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่ถูกนํามาใชในการวิเคราะหประชาคมจุลินทรียในส่ิงแวดลอม 
(Rosado และคณะ, 1997) โดยในการตรวจหาแบคทีเรียนิยมการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S 
rDNA และนําผลิตภัณฑที่ไดมาวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียดวยวิธี DGGE (Torsvik 
และคณะ, 2002) ซึ่งเปนเทคนิคที่ใชแยกดีเอ็นเอสายคูซึ่งมีความยาวเทากันแตมีลําดับเบสตางกัน
โดยใชเกรเดียนทของความเขมขนของสารเคมี เชน ยูเรียและฟอรมาไมดทําลายพันธะไฮโดรเจน
ระหวางดีเอ็นเอสายคู (Felske และ Akkermans, 1998; Muyzer และคณะ, 1993) ความแตกตาง
ของลําดับเบสสงผลใหการสลายพันธะไฮโดรเจนเกิดข้ึนไมพรอมกันในขณะที่ดีเอ็นเอเคล่ือนที่อยู
ภายในเจล ทําใหสามารถแยกแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากันแตมีลําดับเบสตางกันออกจากกันได 
โดยเม่ือดีเอ็นเอสายคูถูกทําลายพันธะไปบางสวนจะหยุดการเคล่ือนที่เนื่องจาก GC clamp ซึ่งเปน
สวนที่มีเบส GC อยูมาก เม่ือสายดีเอ็นเอหยุดเคล่ือนที่จึงเห็นเปนแถบดีเอ็นเออยูภายในเจล โดย
ความหลากหลายของจุลินทรียสามารถสังเกตไดจากจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน (Myer และคณะ
, 1985)  
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 Agnelli และคณะ (2004) ติดตามการเปล่ียนแปลงประชาคมแบคทีเรียและราประจําถิ่น
ในดินที่ปนเปอน PAHs โดยในแบคทีเรียเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA และราเพิ่มจํานวน
ดีเอ็นเอบริเวณ 18S rDNA และนํามาวิเคราะหโดยเทคนิค DGGE จากรูปแบบ DGGE พบวา
ความหลากลายของประชาคมแบคทีเรียมีมากกวารา 
 Michale Cunliffe และคณะ (2006) ติดตามประชาคมของกลุมแบคทีเรียในดินปนเปอน
ฟแนนทรีนที่เติมเชื้อ Sphingobium yanoikuyae สายพันธุ B1 ในอาหาร 4 แบบ โดยใชเทคนิค 
RT-PCR DGGE ติดตามการเปล่ียนแปลงของ 16S rDNA และนํามาวิเคราะหโดยเทคนิค RNA 
DGGE พบวาลักษณะรูปแบบของ DGGE ของ Sphingobium yanoikuyae สายพันธุ B1
เหมือนกันในอาหาร 4 แบบ และยังพบความเปล่ียนแปลงประชาคมของแบคทีเรียประจําถิ่นโดย
พบรูปแบบแถบดีเอ็นเอเพิ่มข้ึน 3 แถบเม่ือเปรียบเทียบกับดินที่ไมเติมเชื้อ Sphingobium 
yanoikuyae สายพันธุ B1 

Lafortune และคณะ (2009) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในกลุมของจุลินทรียที่
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีมวลโมเลกุลสูงในระบบชีวภาพโดยใชของเหลว 2 ชนิด
รวมกัน คือ น้ํามันซิลิโคนและน้ํา เปนอาหารเล้ียงเชื้อ ในรายงานนี้ศึกษาลักษณะความหลากหลาย
ของแบคทีเรียจากกลุมจุลินทรียโดยวิธีการเพาะเล้ียงและไมเพาะเล้ียงจุลินทรียรวมกัน การตรวจ
ติดตามการเปล่ียนแปลงของประชากรจุลินทรียเม่ือมีการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคารบอนคือ ไพรีนที่ความเขมขน 141 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถยอยได 0.26 มิลลิกรัม
ตอลิตรตอวันโดยในเวลา 17 วันการยอยสลายคิดเปน 23 เปอรเซ็นต ไครซีนที่ความเขมขน 44 
มิลลิกรัมตอลิตรสามารถยอยไดหมดภายใน 25 วัน โดยเฉล่ีย 0.47 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน จากนั้น
ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจากสวนของ 16S rDNA รวมกับ DGGE โดยใชไพรเมอร 314f และ 
534r พบวาไมมีการเปล่ียนแปลงรูปแบบประชากรในระหวางการยอยสลายไพรีนและไครซีน  
แบคทีเรีย 11 สายพันธุถูกแยกออกมาจากกลุมของจุลินทรีย  ซึ่งสนใจเพียงกลุมของ IAFILS9 
เนื่องจากมีความสัมพันธกับกลุมของ Novosphingobium pentaromativorans ที่มีความสามารถ
ในการใชไพรีนและไครซีนเปนแหลงคารบอน  จากการทํา 16s rDNA จากหองสมุดดีเอ็นเอพบวา
สามารถจําแนกแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการได 86 โคลน เม่ือคัดกรองพบวา 
20 โคลนมีความแตกตางกัน  มีเพียง 3 สายพันธุที่มีการแสดงออก พบวา 85 เปอรเซ็นต ของโคลน
มีความเกี่ยวของกับแอลฟาและเบตาโพรทิโอแบคทีเรีย ดังนั้น 3 ยีนที่ตรวจพบจากกลุมของ
จุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุในกลุมของ IAFILS9 มีความเกี่ยวของกับการยอยสลายวงอะโรมาติกที่มี
มวลโมเลกุลสูง 
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2.9  การโคลน (Cloning) 
 เปนอีกหนึ่งเทคนิคทางชีวโมเลกุลคือการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอที่ตองการดวยเอนไซมตัด
จําเพาะที่เหมาะสมแลวนําชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดโคลนเขายังดีเอ็นเอพาหะที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดเดียวกันกับจีโนมิกดีเอ็นเอจากนั้นทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดทั้งหมดที่ได
เขายังเซลลเจาบานจากนั้นคัดกรองโคลนที่ตองการออกจากหองสมุดยีน (genomic library) โดย
การแสดงลักษณะฟโนไทปของเซลลเจาบานตามที่ตองการ เชน การติดตามโคลนที่มียีนไดออกซิจี    
เนสซึ่งเปนยีนสําคัญในการบงบอกความสามารถในการยอยสารประกอบอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน โดยติดตามการเปล่ียนสีของสารอินโดล (Ensley และคณะ,1983) เปนตน จากวิธี
นี้จะไดขอมูลทางพันธุกรรมที่ตองการเก็บอยูในรูป รีคอมบีแนนทพลาสมิดหรือคอสมิด (cosmid) 
ซึ่งข้ึนอยูกับขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ หรือเก็บไวในเซลลเจาบานได ดังนั้นจึงสามารถนําขอมูลทาง
พันธุกรรมนี้มาทําการศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทดหรือนํายีนไปทําการแสดงออก (expression) 
หรือตัดตอ ดัดแปลงยีนใหมีสมบัติตามตองการ มีขอเสียคือ การโคลนยีนบางยีนไมมีระบบการคัด
กรองโคลนที่เหมาะสม จึงไมสามารถทําการคัดเลือกโคลนที่ตองการออกจากโคลนทั้งหมดได 
 

2.9.1  การสรางหองสมุดดีเอ็นเอและหองสมุดยีน (PCR) จากดีเอ็นเอจากเมตาจี
โนม (Metagenomic library 

2.9.1.1  การสรางหองสมุดดีเอ็นเอ 
ดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอม คือการนําดีเอ็นเอจากจุลินทรียในส่ิงแวดลอมโดยไม

ผานการเพาะเล้ียงมาศึกษาโดยตรง เร่ิมจากการสกัดดีเอ็นเอจากส่ิงแวดลอมโดยตรงเชน สกัดดี
เอ็นเอจากดิน (ดีเอ็นเอเมตาจีโนมดิน) เปนตน ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
ที่เหมาะสมแลวนําชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดโคลนเขายังดีเอ็นเอพาหะที่เหมาะสมที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะชนิดเดียวกันกับจีโนมิกดีเอ็นเอ ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอทั้งหมดที่ไดเขายังเซลล
เจาบาน จากนั้นคัดกรองโคลนที่ตองการจากหองสมุดดีเอ็นเอ วิธีนี้จะไดขอมูลทางพันธุกรรมที่
ตองการเก็บอยูในรูปรีคอมบีแนนท ดีเอ็นเอ ซึ่งข้ึนอยูกับขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอหรือเก็บไวใน
เซลลเจาบานได ดังนั้นจึงสามารถนําขอมูลทางพันธุกรรมนี้มาหาลําดับนิวคลีโอไทดหรือนํายีนไป
แสดงออกหรือตัดตอดัดแปลงยีนใหมีสมบัติตามตองการ (Handelsman และคณะ, 2004)  

2.9.1.1.1  การคัดกรอง (Screening)  
การสรางหองสมุดดีเอ็นเอข้ันตอนสําคัญในการคนหายีนข้ันตอนหนึ่งคือข้ันตอนการคัด

กรองโคลน การคัดกรองหองสมุดดีเอ็นเอมีวิธีในการคัดกรองหลักสองวิธี วิธีแรกคือการคัดกรอง
โดยการศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทด (Sequence-based screening) เพื่อเปรียบเทียบรอยละ
ความเหมือนกับฐานขอมูล วิธีที่สองคือการคัดกรองโดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของยีน
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สอดแทรก (Activity-based screening) ซึ่งการคัดกรองทั้งสองวิธีมีขอดีและขอเสียดังแสดงใน
ตารางที่ 2.6 

 
ตารางที่  2.6  ขอดีและขอเสียของการคัดกรองดวยวิธกีารคัดกรองโดยการหาลําดับนิวคลี

โอไทด (Sequence-based screening) และ การคัดกรองโดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของ
ยีนสอดแทรก (Activity-based screening) 

ขอด/ีขอเสีย คัดกรองโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
(Sequence-based screening) 

คัดกรองโดยใชการแสดงออกทาง 
ฟโนไทป 

(Activity-based screening) 
ขอด ี - มีวิธีในการคัดกรองที ่

หลากหลายกวาการคัดกรองโดยใชการ
แสดงออกทางฟโนไทป 

 

- ยีนที่ได มีความสามารถในการ
แสดงออกและมีความสามารถในการ
ทํางานได 

- สามารถตรวจสอบแอคติวิตีของ
เอนไซมได 

ขอเสีย - ยีนที่ไดอาจไมมีความสามารถ
ในการแสดงออกและมีความสามารถ
ในการทํางานได 

- ไมสามารถตรวจสอบแอคติวิตี
ของเอนไซมได 

- วิธีคัดกรองมีความจําเพาะตอ 
การแสดงออกของยีนซึ่งทําใหเกิดขอจํากัด
ในการคัดกรองโดยใชการแสดงออกทางฟ
โนไทป 

 
 

 
2.9.1.1.1.1  การคัดกรองโดยการศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทด (Sequence-based 

screening) 
Jiang และ Wu (2007) รายงานการคนพบเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมโดยใชวิธีสราง

หองสมุดดีเอ็นเอจากดินและคัดกรองโคลนที่ตองการโดยการสุมโคลนของดีเอ็นเอสอดแทรกไปหา
ลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อเปรียบเทียบรอยละความเหมือนกับฐานขอมูล ซึ่งทําใหพบยีนหรือเอนไซม
ชนิดใหม โดยตั้งชื่อยีนที่ผลิตเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมนี้วา (undec1A)  
 Chengjian และ Bo (2007) รายงานการคนพบเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหม (novel 
decarboxylase) โดยใชวิธีสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากดินและทําการคัดกรองโคลนที่ตองการ โดย
การสุมโคลนที่เจริญโดยนําชิ้นสวนดีเ อ็นเอสอดแทรกไปศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อ
เปรียบเทียบรอยละความเหมือนกับฐานขอมูลยีน ซึ่งทําใหพบยีนหรือเอนไซมชนิดใหม โดยตั้งชื่อ

33 



48 
 

ยีนที่ผลิตเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมนี้วา undec1A เปนเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมที่
จัดอยูในกลุม homooligomeric flavin-containing cysteine decarboxylase (HFCD) family 
และเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 38 กิโลดาตัล ซึ่งเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมนี้สามารถ
เปล่ียน L-cysteine ไปเปน cysteamine ได 
 

2.9.1.1.1.2  การคัดกรองโดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของยีนสอดแทรก 
(Activity-based screening)  

Ensley และคณะ (1983) ไดใชการโคลนยีนในสวน upper pathway จากพลาสมิด NAH7 
ของ P. Putida สายพันธุ G7 และทําการแสดงออกของยีนใน E.coli สายพันธุ HB101 จากการ
ทดลองพบวาเม่ือเล้ียงเชื้อ E.coli สายพันธุลูกผสมในอาหารเล้ียงเชื้อแลวพบการสะสมของสาร
อินดิโกสีฟาน้ําเงินโดยบังเอิญ เม่ือหาสาเหตุของการปรากฏข้ึนของอินดิโกในอาหารเล้ียงเชื้อพบวา
อินดิโกเกิดข้ึนจากการทํางานรวมกันระหวางทริปโตเฟนเนสที่พบใน E.coli ทั่วไปและไดออกซิจี   
เนสจากสวนของพลาสมิด NAH7 ในการเปล่ียนทริปโตเฟนใหเปนอินโดลและอินดิโกตามลําดับ 
จากการทดลองยังไดทําการยืนยันการทํางานของไดออกซิจีเนสในการเปล่ียนอินโดลเปนอินดิโกใน
เชื้อสายพันธุดั้งเดิมตางๆ ที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs  และสายพันธุ
กลายที่เกิดการบกพรองของยีนที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนส มีสวนสัมพันธกับการปรากฏ
ข้ึนของอินดิโก จากขอสรุปดังกลาวจึงเปนประโยชนอยางยิ่งในการชักนําปฏิกิริยาดังกลาวมา
ประยุกตใชในการทดลองเพื่อหาเชื้อที่ยอยสลายสารประกอบ PAHs รวมทั้งใชในการทดสอบโคลน
ซึ่งมียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs จากการทดลองหายีนที่ประมวลรหัสได
ออกซิจีเนส ดวยการติดตามความสามารถของเชื้อในการเปล่ียนแปลงอินโดลไปเปนอินดิโก 

Jung และคณะ (2004) รายงานการคนพบเอนไซมเอสเทอไฮโดรไลซิงชนิดใหม (novel 
ester-hydrolyzing Enzyme) โดยใชวิธีสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากดินและคัดกรองโคลนที่ตองการ 
โดยใชการคัดกรองการแสดงออกของยีนสอดแทรกโดยการสังเกตุการเปล่ียนสีรอบโคโลนี โดยตั้ง
ชื่อยีนที่ผลิตเอนไซมเอสเทอไฮโดรไลซิ่งชนิดใหมนี้วา (Est25) ถอดรหัสโปรตีน 363 กรดอะมิโน
และเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 38.3 กิโลดาตัล 

Lee และคณะ (2004) รายงานการคนพบเอนไซมลิโพไลติกชนิดใหม (novel lipolytic 
enzymes) โดยใชวิธีสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากดินและทําการคัดกรองโคลนที่ตองการ โดยการใช 
tributyrinhydrolysis ซึ่งเปนการคัดกรองโคลนโดยใชวิธีการคัดกรองการแสดงออกของยีน
สอดแทรก จากนั้นนําดีเอ็นเอสอดแทรกจากโคลนที่ผานการคัดกรองวามีกิจกรรมของเอนไซม       
ลิโพไลติกไปหาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อเปรียบเทียบรอยละความเหมือนกับฐานขอมูลยีน ซึ่งมีรอย
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ละความเหมือน 34-48 จากเอนไซมบนฐานขอมูลยีน ทําใหพบยีนหรือเอนไซมชนิดใหม ซึ่งมีสวน
อนุรักษอยูในกลุมของ (hormone sensitive lipase family)   
 Tirawongsaroj และคณะ (2007) รายงานการคนพบเอนไซมลิโพไลติกในสภาวะอุณหภูมิ
สูงชนิดใหม (novel thermophilic and thermostable lipolytic enzymes) ที่มีชวงอุณหภูมิในการ
ทํางาน 50-75 องสาเซลเซียส โดยใชวิธีสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากตะกอนดินบริเวณบอน้ําพุรอน 
(sediments) และคัดกรองโคลนที่ตองการ โดยการใช trioleoylglycerol หรือ tributyrinhydrolysis 
เปนสับสเตรทในการคัดเลือกโคลนที่มียีนสอดแทรกเอนไซมไลเปส (lipase) และเอสเทอเรส 
(esterase) ตามลําดับซึ่งเปนการคัดกรองโคลนโดยใชวิธีการคัดเลือกการแสดงออกของยีน
สอดแทรก จากนั้นนําดีเอ็นเอสอดแทรกจากโคลนที่ผานการคัดเกรองที่มีกิจกรรมของเอนไซม
เอนไซมไลเปส (lipase) และเอสเทอเรส (esterase) ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อเปรียบเทียบรอย
ละความเหมือนกับฐานขอมูลยีน ทําใหพบยีนหรือเอนไซมชนิดใหม และนํายีนไปทําการแสดงออก 
(expression) และทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม (enzyme assays) 
ตรวจสอบความจําเพาะของสับสเตรทและ (enzyme characterizations) จากการทดลองเอนไซม
ชนิดใหมที่พบคือ novel patatin-like phospholipase (PLP) และ esterase (Est1) 

Suenaga และคณะ (2007) สรางเมตาจีโนมจากตะกอนบําบัดน้ําเสียเพื่อหายีนประมวล
รหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสที่สามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก และคัดกรองโคลน
ที่ตองการโดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของยีนสอดแทรกโดยมีสารแคทีคอลเปนสับสเตรทเม่ือ
ถูกเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส สามารถยอยแคทีคอลเปนสับสเตรท
เปนสีเหลืองเขมไดแกสาร 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนท เซมิแอลดีไฮด  
 

2.9.1.2  การสรางหองสมุดยีน (PCR) 
โดยการใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนเปาหมายที่เกี่ยวของ

กับยีนที่สนใจ ซึ่งอาจมีการออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะกับยีนเปาหมายมาเพิ่มจํานวนดี
เอ็นบริเวณยีนที่ประมวลรหัสโดยใชดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอมเปนดีเอ็นเอแมแบบจากนั้น
นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาโคลนเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดตอไป (Marcos และคณะ, 
2009)  ดังนั้นข้ันตอนสําคัญในการสรางหองสมุดยีน (PCR) คือข้ันตอนการออกแบบไพรเมอรใหมี
ความจําเพาะกับยีนเปาหมายเพื่อใหมีโอกาสในการคนพบยีนชนิดใหมไดดังแสดงตัวอยางใน
ตารางที่ 2.7 
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ตารางที่ 2.7  ไพรเมอรตรวจสอบยีนไดออกซิจีเนสและเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสเบื้องตน 
 

ชื่อไพรเมอร เปาหมาย อุณหภูมิ (oซ) 
Annealing 

ขนาดที่
คาดหวัง 

(bp) 
เอกสารอางอิง 

GPF 
GPR 

Alpha subunit 
Gram-positive RHD gene 54 292 Cebron และคณะ 2008 

GNF 
GNR 

Alpha subunit 
Gram-negative RHD gene 57 306 Cebron และคณะ 2008 

adoF1 
adoB1 

RHD gene 56 384 Taylor และคณะ 2009 

NMR331 f 
NMR1134r 

alpha subunit Gram-positive 
bacteria 53 803 Marcos และคณะ 2009 

NahAc1F 
NahAc3F 
NahAc2R 

nahAc  Alpha subunit 53 
950 
และ 
730 

Lafortune และคณะ 2008 

ndoBF 
ndoBR ndoB nah และ nagAc 54 642 Kurkela และคณะ 1988 

phnAcF 
phnAcR phnAc 57 462 Klankeo และคณะ 2009 

arhA1F 
arhA1R arhA1 56 518 Klankeo และคณะ 2009 

bphA1F 
bphA1R bphA1 53 424 Laurie และคณะ 1999 

BphCS1F 
BphCS2R bphC 56 840 Lafortune และคณะ 2008 

BP-f 
BP-r nahC  bphC และ nagC 55 467 Sipila และคณะ 2006 
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Taylor และคณะ (2002) ศึกษาการตรวจติดตามยีนที่เคยมีรายงานแลวและยีนใหมที่
ประมวลรหัสอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส ในดินและแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย
วงอะโรมาติกโฮโดรคารบอนได โดยออกแบบไพรเมอรคือ adoF1 และ adoF2 ซึ่งประมวลรหัสใน
กลุมที่ 2 และ 3 ของอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส พบวาสามารถใชไพรเมอรในการ
คัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายวงอะโรมาติกไฮโดรคารบอนได จากนั้นสราง
หองสมุดดีเอ็นเอจากดิน สกัดดีเอ็นเอและทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสพบวา 16 โคลน จาก 20 
โคลนมีความคลายกับยีนที่ประมวลรหัสอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส จากการ
เปรียบเทียบแบบแผนภูมิพบสามารถจัดกลุมยีนได 2 กลุมใหมโดยใหชื่อวากลุม S และ T ยีนใน
กลุม S มีความเหมือนของลําดับอะมิโนอยูระหวาง 56.2-77.5 เปอรเซ็นต เม่ือเปรียบเทียบกับตัว
อ่ืน สวนในกลุมที่ 2 ของอะโรมาตกิริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสพบวามีความใกลเคียงกับยีน
ประมวลรหัส biphenyl dioxygenase bhpA และ bhpA1 จาก Pseudomonas sp. สายพันธุ 
KKS102 และ Comamonas testosterone สายพันธุ B-356 ตามลําดับ พบยีนในกลุม T มีความ
หลากหลายมากกวาในกลุม S และมีความเหมือนภายในกลุมอยูระหวาง 74-100 เปอรเซ็นต  

Zhou และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายของยีนไดออกซิจีเนส ในแบคทีเรียที่
สามารถยอยสารประกอบ PAHs ได ซึ่งเปนแบคทีเรียที่แยกไดจากดินตะกอนปาชายเลน 
แบคทีเรียทั้งหมด 32 สายพันธุที่แยกไดอยูในกลุมของ Mycobacterium, Sphingomonas, 
Terrabacter, Sphingopyxis, Sphingobium และ Rhodococcus ไพรเมอรถูกออกแบบมาเพื่อ
เพิ่มจํานวนยีน nidA-like และ nahAc-like สําหรับ nidA-like ใชไพรเมอร Nid-for และ Nid-rev1  
Nid-rev2 เพื่อเพิ่มความจําเพาะและประสิทธิภาพในการเพิ่มจํานวน สวน nahAc-like ยีนใชไพร
เมอร Nah-for และ Nah-rev2 เม่ือใชไพรเมอร nidA-like พบวามี 3 กลุมที่พบวามีความสําคัญ คือ 
fadA1 ซึ่งเปนกลุมของ nidA3 จาก M. vanbaalenii PYR-1, nidA เปนกลุมของ nidA จาก PYR-1 
และ fadA2 เปนกลุมของ dioxygenase จาก Arthrobacter sp. FB24 สําหรับ nahAc-like ไพร
เมอร มีความคลายกับ phnA1a จาก Sphingomonas sp. CHY-1 ไพรเมอร ที่ถูกออกแบบมานั้น
มีความคลายกับ phnA1a 32-36 เปอรเซ็นต และมีความเหมือนกับ p-cumate dioxygenase 53-
93 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวายีน nidA-like และ nahAc-like สามารถพบใน
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs  

Lui และคณะ (2007) ศึกษาการตรวจติดตามปริมาณของยีน phnE  จากตัวอยางดิน
บริเวณที่มีการปนเปอนน้ํามันโดยวิธี competitive quantitative PCR โดยใชยีน phnE จาก 
Burkholderia cepacia สายพันธุ L68 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายฟนอล
และแยกไดจากดินบริเวณที่มีการปนเปอนน้ํามัน ซึ่งยีน phnE เปนยีนที่ประมวลรหัส catechol 2,3 
dioxugenase (C23O) ถูกนํามาใชเปนยีนเปาหมายในการตรวจติดตามและศึกษาปริมาณ phnE 
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จากดิน  วิธี competitive quantitative PCR เพิ่มจํานวนยีน phnE โดยใช ไพรเมอร  BC01 และ 
BC02 และใช ไพรเมอร DC01 และ DC02 จากการทดลองในตัวอยางดิน 3 ตัวอยาง คือ S1 S2 
และ S3 พบวาในตัวอยางดิน S1 และ S3 มีการตวจพบยีน phnE และมีความเขมขนของฟนอล
เทากับ 1.522 และ 2.078 มิลลิกรัมตอกรัม ตามลําดับ ในขณะที่ตัวอยางดิน S2 ไมพบยีน phnE 
เนื่องจากฟนอลมีความเขมขนคอนขางสูงคือ 3.181 มิลลิกรัมตอกรัม และจากการทดลองแสดงให
เห็นวายีน phnE จะตอบสนองตอสารตั้งตนที่ความเขมขนต่ํา 

Lozada และคณะ (2008)  ศึกษายีนที่มีเปาหมายประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของ
เทอรมินัลอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส จากตะกอนดิน Subantactic marine 
บริเวณ Patagonia โดยเพิ่มจํานวนโดยใชไพรเมอร 2 ชุดที่แตกตางกัน ซึ่งไพรเมอรถูกออกแบบมา
เพื่อใหจําเพาะตอยีน phnA1-like โดยมีขนาดคาดหวังของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสคือ 500 bp  
จากนั้นนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดนําไปโคลนและคัดกรองโดยใชวิธี RFLP คัดเลือกโคลน
แตละรูปแบบมาศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด พบ 8 ยีนที่มีความแตกตางกันและเม่ือนําลําดับอะมิโน
ของ 5 ยีนจากทั้งหมด 8 ยีนไปเปรียบเทียบลําดับอะมิโนพบวามีความเหมือนนอยกวา 70 
เปอรเซ็นต ซึ่งยีนเหลานี้จะมีสวนของ Rieske type [2Fe-2S] แสดงใหเห็นวายีนที่ไดมีสวนของยีน
ประมวลรหัสอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส และสําหรับ 3 ยีนที่เหลือพบวามีความ
ใกลเคียงกับ nahAc-like gene, phnAc-like gene ซึ่งพบใน Alcaligenes faecalis สายพันธุ 
AFK2 และ phnA1-like gene จากกลุมของ Cycloclasticus ซึ่งพบวาเปนผูยอยสลาย
สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนในทะเล 

Kumar และ Khanna (2009) ศึกษาความหลากหลายของ 16s rRNA และยีน 
dioxygenase ซึ่งตรวจพบในดินบริเวณที่มีการปนเปอนนํามันจากถานหินภายใตการบําบัดดวยวิธี
ทางชีวภาพ ในการทดลองนี้เก็บตัวอยางดินมาจากบริเวณที่มีการปนเปอนพบวามีสารประกอบ 
PAHs ปนเปอนอยู  122.5 มิลลิกรัมตอดิน 10 กรัม จากการวิเคราะหดวย Liquid-
chromatography พบวามีสารประกอบ PAHs อยู 7 กลุมคือ เบนโซ[จี,เอช,ไอ]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ
,เอช]แอนทราซนี  อินดิโน[1,2,3-ซี,ดี]ไพรีน ไพรีน อะซีแนพธิลีน เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน และ เบน
โซ[บี]ฟลูออแรนธีน สรางหองสมุดยีนโดยใชเทคนิค PCR และใชไพรเมอร 8F และ 1406R ในการ
เพิ่มจํานวน 16s rRNA  และใชไพรเมอร Rf1 และ Rr1 สําหรับเพิ่มจํานวน α-subunit และ Rf2-F 
และ Rf2-R เพิ่มจํานวน β-subunit จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากโคลนของ 16s 
rRNA พบวามีความใกลเคียงกับ Proteobacteria, Actinobacteria, Anaerolineae, Fimicutes 
และ Acidobacteria และพบวา β-subunit ของ dioxygenase มีบทบาทสําคัญในการทํางาน
รวมกันกับ α-subunit ซึ่งโครงสรางของ subunit ทั้งสองนี้อาจมีผลตอขนาดและรูปรางของบริเวณ
ที่เรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนในโมเลกุลของสารประกอบ PAHs นอกจากนี้ยังพบความ
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หลากหลายของยีนไดออกซิจีเนส ในบริเวณที่มีการปนเปอนในส่ิงแวดลอม การทํางานรวมกันของ 
Rieske ไพรเมอร และสังคมของแบคทีเรียชวยเพิ่มศักยภาพในการยอยสลายทางชีวภาพและยัง
พบยีนไดออกซิจีเนสใหมๆ ในส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอนได 

Marcos และคณะ (2009) ศึกษายีนที่ไดจากการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากตะกอนดิน 
Subantactic marine ที่สามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคารบอน โดยใชไพรเมอร 
ที่จําเพาะกับ หนวยยอยแอลฟาของอะโรมาติกไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมบวก  ไพรเมอรที่
ใชคือ NMR331f และ NMR1134r พบวาสามารถจัดกลุมยีนที่มีความเกี่ยวของกับไดออกซิจีเนสได 
14 กลุม ซึ่งมีความสัมพันธกับแบคทีเรียแกรมบวก 5 กลุม คือ Rhodococcus, Mycobacterium, 
Nocardiodes, Terrabacteria และ Bacillus  และพบวายีนมากกวา 12 ชนิดอยูในกลุมของ 
Rhodococcus และ Mycobacterium 

Sipila และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายของกลุมแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การยอยสลายทางชีวภาพในดินที่มีการปนเปอน 3 แหลงและออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะ
กับสวนบนของวิถีการยอยโดยยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสซึ่งไพรเมอรที่สรางข้ึนถูกนํามาใช
ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิ่มจํานวนยีนที่อยูบริเวณสวนบนของวิถี จากนั้นนําผลิตภัณฑที่
ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปโคลนและวิเคราะหรูปแบบโดยวิธี RFLP ซึ่งจําแนกไดโดยการ
ตัดผลิตภัณฑที่ไดดวย HhaI ได 26 หนวยที่แตกตางกัน พบวามีความใกลเคียงกับยีนของหนวย
ยอยแอลฟา เบตา และแกมมาโพรทิโอแบคทีเรีย เม่ือวิเคราะหแบบแผนภูมิสามารถจัดกลุมได 7 
กลุม พบวา 2 กลุมไมมีความใกลเคียงกับฐานขอมูลเลย คือกลุมที่ 6 และ 7 ซึ่งสามารถจําแนกได 
2 subfamilies กลุมที่ 6 จัดอยูในกลุมของแอลฟาโพรทิโอแบคทีเรีย และกลุมที่ 7 อยูในกลุมของ
แกมมาโพรทิโอแบคทีเรีย ดังนั้นจึงแสดงใหเห็นวาพบยีนใหมที่มีความสามารถในการยอยสลาย
ทางชีวภาพ 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

39 



54 
 

บทท่ี 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร บริษัท Nipro, Thailand 
2. เคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) รุน FS4000 บริษัท Decan Ultrasonics, 

England 
3. เคร่ืองเขยาชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุน G-27 

บริษัท New Brunswick Scientific, USA 
4. เคร่ืองชั่ง รุน P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
5. เคร่ืองปนผสม (vortex mixer) รุน Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 
6. เคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 บริษัท 

Kubota, Japan 
7. เคร่ืองปน เหว่ียงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน MIKRO20 บริษัท          

Hettich, Germany 
8. เคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุน Gel DOC 2000TM บริษัท      

Bio-Rad, USA 
9. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Bio-Rad, USA  
10. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 
11. เคร่ืองวัดคาความเปนกรด - ดาง (pH meter) รุน 240 บริษัท Corning, USA 
12. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดความกวางรู 0.2 ไมโครเมตร บริษัท Tokyo Roshi 

Kaisha, Japan 
13. ชุดเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography, GC) 

เคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ รุน 6890N บริษัท Agilent Technologies, USA 
คอลัมน (column) ชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร 

   ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบดวย เฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5% 
   หนา 0.25 ไมโครเมตร 

เคร่ืองตรวจวัด (detector) ชนิด Flame Ionization Detector (FID) 
เข็มฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) ขนาด 10 ไมโครลิตร 
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14. ชุดเคร่ืองมือ Minigel migration trough รุน i-mupid บริษัท COSMO BIO, Japan 
15. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70๐ซ รุน ULT1786 บริษัท Forma 

Scientific, USA 
16. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20๐ซ รุน MDF-U332 บริษัท Sanyo 

Electric, Japan 
17. ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รุน BE800 บริษัท Memmert, Germany 
18. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 
19. ตูอบแหง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
20. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร      

บริษัท Gilson, France 
21. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, 

Japan 
 

เคมีภัณฑ 
1. ชุดเอนไซม T4 DNA Ligase บริษัท Bio-Rad, USA 
2 Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) บริษัท Sigma, USA 
3 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 
4 กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Research Organics, Inc., USA 
5 ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
6 ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit บริษัท Qiagen, Germany 
7 แบคโตอะการ (bacto agar) บริษัท Difco, USA. 
8 ชุดเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI บริษัท Promega, USA 
9 ชุดเอนไซม Taq DNA polymerase บริษัท New England Biolabs, USA 
10 ฟแนนทรีน (phenanthrene) บริษัท Sigma, USA 
11 นอรมัลเฮกเซน (C6H14) บริษัท Merck, Germany 
12 ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 
13 อะซิโตน (acetone) บริษัท Merck, Germany  
14 Triton X-100 บริษัท Sigma, USA 
15 ฟนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany 
16 100 base pair DNA ladder บริษัท Bio-Rad, USA 
17 รูบิเดียมคลอไรด (RbCl) บริษัท Sigma, USA 
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18 สารปฏิชีวนะกานามัยซิน (kanamycin, Km) 
19 ชุดเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI บริษัท Fermentas, Canada 
20 อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan 
21 อะซีแนพธีน (acenaphthene) บริษัท Wako, Japan 
22 ชุดเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI บริษัท Fermentas, Canada 
23 ชุด Glass Powder for Recovery of DNA EASYTRAPTMVer.2 บริษัท TAKARA, Japan 
24 สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) บริษัท Fluka, Swietzerland 
25 เมทธานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 
26  กลูโคส (glucose) บริษัท Merck, Germany 
27 เอทิลีนไดเอมีนเททราอะซิติกแอซิก (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA),  

(C10H14N2O8Na2•2H2O) บริษัท Sigma, USA 
28 แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2•2H2O) บริษัท Merck, Germany 
29 แนพธาลีน (naphthalene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 
30 100 base pair DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK 
31 แมงกานีสคลอไรด (MnCl2) บริษัท Merck, Germany 
32 แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) บริษัท Merck, Germany 
33 แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4•7H2O) บริษัท Carlo ERBA, France 
34 กรดอะซีติกเขมขน 7 น้ํา (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 
35 แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) บริษัท Merck, Germany 
36 โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
37 โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 
38 ไดเมธิลฟอรมาไมด (dimethyl formamide, DMF) บริษัท BIOBASIC, INC. Japan 
39 โซเดียมอะซิเตต 3 น้ํา (CH3COONa•3H2O) บริษัท Merck, Germany 
40 โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS), (C12H25OSO3) บริษัท Nacalai 

Tesque, Japan 
41 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
42 โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK) บริษัท Merck, Germany 
43  ไพรีน (pyrene) บริษัท Sigma, USA 
44 ไอโซโปรพานอล (isopropanol) บริษัท Merck, Germany 
45 IPTG (Isopropyl thio- ß-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC, Canada 
46 Lambda HindIII บริษัท Bio-Rad, USA 
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47 โปรตีนเนสเค Proteinase K บริษัท US.Biological, USA 
48 ไรโบนิวคลีเอสเอ Rnase A บริษัท Promega, USA 
49 1 kilobase DNA ladder บริษัท Bio-Rad, USA 
50 สารเคมีที่ใชในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad, USA 

Formamide (Deionized) 
40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C) 
Urea 
Ammonium persulfate 
TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 
50xTAE 
Dye solution 
Ethidium bromide solution เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 
ไพรเมอรท่ีใชในการวิจัย 
 
ตารางที่ 3.1 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) เอกสารอางอิง 
M13F (-20) GTAAAACGACGGCCAGT Muyzer และคณะ 1993 

341F CCTACGGGAGGCAGCAG  Muyzer และคณะ 1993 
350F TACGGGAGGCAGCAG  Muyzer และคณะ 1993 
520R ACC GCGGCTGCTGGC Muyzer และคณะ 1993 
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ตารางที่ 3.2 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นบริเวณยีนที่ประมวลรหัส
หนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนส 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) * ขนาดคาดหวัง (bp) เอกสารอางอิง 
ndoBF 
ndoBR 

CACTCATGATAGCCTGATTCCTGCCCCCGGCG 
CCGTCCCACAACACACCCATGCCGCTGCCG 

642 Kurkela และ
คณะ 1988 

phnAcF 
phnAcR 

CCATTACGGTGATTTCGTGACC 
ACAAAATTCTCTGACGGCGC 

462 Laurie และ
คณะ 1999 

arhA1F 
arhA1R 

CGCCGACTGAAAATTTTGTT 
GTCGTCAGCTTCCCAGTAGC 

518 Klankeo และ
คณะ 2009 

bphA1F 
bphA1R 

TATTTGGGGGACTTCTGCTG 
TTGGGAGGATCGACGTATTC 

424 Klankeo และ
คณะ 2009 

GNF  
GNR 

GAG ATGCATACCACGTKGGTTGGA 
AGCTGTTGTTCGGGA AGAYWGTGCMGTT 

306 Cebron และ
คณะ 2008 

GPF  
GPR 

CGGCGCCGACAAYTTYGTNGG 
GGGGAACACGGTGCCRTGDATRAA 

292 Cebron และ
คณะ 2008 

NahAc1F 
NahAc3F 
NahAc2 

TTCATGGCGAYGAAGAACT 
GAAGCMGGHAATGCBAAA 
RGACMATGGCGTAGGTCCA 

950 (1F-2R) 
730 (3F-2R) 

Lafortune และ
คณะ 2008 

NMR331f 
NMR1134r 

TGCCCKTACCACGGYTGG 
CTCGGCGTCGTCCTGYTC 

803 Marcos และ
คณะ 2009 

adoF1 
adoB1 

GTGTTCCTGAACCAGTGCCGSCACCG 
TGGTACATGTCRCTGCARAACTGCTC 

394 Taylor และ
คณะ 2009 

หมายเหตุ * เปนโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
ตารางที่ 3.3 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นบริเวณยีนที่ประมวลรหัส
เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) * ขนาดคาดหวัง (bp) เอกสารอางอิง 
BphCS1F 
BphCS2R 

GTCACSGAACTCGGYTAY 
TCGCGGGTGTAGTATTCC 

840 Lafortune และ
คณะ 2008 

BP-f 
BP-r 

TCTAYCTVCGNATGGAYHDBTGGCA 
TGVTSNCGNBCRTTGCARTGCATGAA 

469 Sipila และ
คณะ 2006 

หมายเหตุ * เปนโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 3.1  แผนภาพแสดงข้ันตอนการดําเนินงานวิจัย 
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3.1  เก็บตัวอยางดิน  
เลือกเก็บตัวอยางดินจากแหลงดินอุดมสมบูรณในธรรมชาติโดยเก็บจากผิวดินลึกลงไป

ประมาณ 1.5 เซนติเมตร 10 เซนติเมตร ผ่ึงลมไวขามคืน แยกเศษหินออก แลวนํามารอนผาน
ตะแกรงขนาดรู 1.18 มิลลิเมตร (เบอร16) เก็บตัวอยางดินไวที่ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะทําการ
ทดลอง 

3.1.1 วิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดินและการปนเปอนของฟแนนทรีนและอะซี    
แนพธีน   

3.1.1.1  วิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 
นําตัวอยางดินสงตรวจที่กลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพดินและน้ํา กลุมวิจัย

เกษตรเคมี สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการเกษตร กรมวิชาการเกษตร โดยวิเคราะหคาความเปนกรด
ดาง (pH) สภาพการนําไฟฟา (Electrical Conductivity) สารอินทรีย (Organic Matter) ปริมาณ
ความชื้น (Moisture Content) ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุหรือไอออน (Cation 
Exchange Capacity) ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (Water Holding Capacity) อินทรียคารบอน 
(Organic carbon) ไนโตรเจน (Nitrogen) ฟอสฟอรัส (Phosphorus) โพแทสเซียม (Potassium) 
แคลเซียม (Calcium) แมกนีเซียม (Magnesium) และลักษณะเนื้อดิน (Texture) ตามวิธีที่แสดงไว
ในตารางที่ 3.4 

 
ตารางที่ 3.4  วิธีการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 

สมบัติของดิน วิธีการวิเคราะห 
ความเปนกรดดาง ดิน : น้ํา = 1 : 1 และวัดโดยอิเล็กโทรด 
สภาพการนําไฟฟา ดิน : นํา = 1 : 5 และวัดโดยอิเล็กโทรด 
สารอินทรีย Walkley-Black Method 
ปริมาณความชื้น Physical method 
ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจ ุ
หรือไอออน 

NH4
+ saturation and distillation 

ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (%) Comparison between wet weight and dried 
weight 

อินทรียคารบอน (%) Wet oxidation method 
ไนโตรเจน (%) % OM X 0.05 
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ตารางที่ 3.4  วิธีการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน (ตอ) 
สมบัติของดิน วิธีการวิเคราะห 

ฟอสฟอรัส Bray II 
โพแทสเซียม NH4

+ acetate 1 N pH 7.0 extraction 
แคลเซียม NH4

+ acetate 1 N pH 7.0 extraction 
แมกนีเซียม NH4

+ acetate 1 N pH 7.0 extraction 
ลักษณะเนื้อดิน Hydrometer method 

 
3.1.1.2  วิเคราะหปริมาณสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

ตรวจสอบการปนเปอนของฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนในตัวอยางดินโดยวิธีแกสโครมาโต 
กราฟ (Gas chromatography, GC) โดยใช n-hexane ในการสกัดดวยตัวทําละลายโดยเติม n-
hexane ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และ 15% TritonX-100 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ในตัวอยางดิน 2 
กรัม ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสารและนําไปเขยาบนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปแชเยือกแข็งที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เติม 
anhydrous Na2SO4 ที่ผานการอบขามคืนและทิ้งไวใหเย็นเพื่อกําจัดน้ําออกจากสวนของชั้น n-
hexane แลวนําสวนของ n-hexane กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 
ไมโครเมตร ตรวจสอบการปนเปอนสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนในตัวอยาง
ดินโดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ (Gas chromatography, GC) รุน 6890N (บริษัท Agilent 
Technologies, USA) คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร 
ภายในเคลือบดวยเฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร เคร่ืองตรวจวัด
ชนิด Flame Ionization Detector (FID)  

วิเคราะหภายใตสภาวะดังนี ้
 อุณหภูมิเร่ิมตน 80๐ซ 
 อุณหภูมิข้ันที่ 1 25๐ซ ตอนาท ี จนอุณหภูมิ 160๐ซ hold 3 นาที 
 อุณหภูมิข้ันที่ 2 3๐ซ ตอนาท ี จนอุณหภูมิ 220๐ซ hold 2 นาที 
 อุณหภูมิข้ันที่ 3 40๐ซ ตอนาท ี จนอุณหภูมิ 300๐ซ hold 7 นาที 

โดยใชฮีเลียมเปนแกสตัวพาไหลดวยอัตราเร็ว 1.7 มิลลิลิตรตอนาท ี
เปรียบเทียบความเขมขนกับกราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน  
 

 
 

47 



62 
 

3.1.2  สรางระบบนิเวศจําลองดิน 
บรรจุดินจํานวน 6 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียวแบงเปนชุดควบคุมและชุดทดลอง นึ่งฆาเชื้อ

ชุดควบคุมที่ 121 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที 3 คร้ัง โดยระหวางการฆาเชื้อแตละคร้ัง ตั้งทิ้งไว 1 
วัน จึงฆาเชื้อคร้ังตอไป ชุดการทดลองมาเติมฟแนนทรีนหรือ/และอะซีแนพธีนในอะซิโตน 
(ภาคผนวก ข) ใหมีความเขมขนสุดทายในดินเปน 300 ppm ตั้งทิ้งไว 1 คืนใหอะซิโตนระเหย ปรับ
ความชื้นใหเปน 60% ของความจุสูงสุดในการอุมน้ําดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อ
ทุก 7 วัน เพื่อรักษาความชื้นโดยพิจารณาจากน้ําหนักที่หายไปเม่ือเทียบกับน้ําหนักเร่ิมตน เก็บ
ตัวอยางดินทุก 2 สัปดาห นาน 6–8 สัปดาห โดยเก็บตัวอยางดินชุดละ 3 ขวด ในแตละขวดชั่ง
ตัวอยางดินเพื่อนํามาวิเคราะหดังนี้  

ก. 2 กรัม สําหรับวิเคราะหปริมาณสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนที่
เหลือโดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.1.1.2 

ข. 4 กรัม สําหรับสกัดดีเอ็นเอเพื่อสรางหองสมุดดีเอ็นเอ ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1 
 

3.2  ติดตามการเปลี่ยนแปลงโครงสรางประชาคมจุลินทรียโดยวิธ ี Denaturing Gradient 
Gel Electrophoresis (DGGE) 

3.2.1  สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดิน 
วิธีสกัดดีเอ็นเอดัดแปลงมาจาก Zhou และคณะ (1996) โดยชั่งดิน 4 กรัม ใสในหลอดเซน

ติฟวจ 15 มิลลิลิตร เติม lysis buffer 7 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสาร 
เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
นําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมินําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ทําการ
เยือกแข็ง-ละลาย (freeze-thaw) 3 คร้ัง โดยเยือกแข็งที่ -80 องศาเซลเซียส นาน 5-10 นาที และ
ละลายที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 3-5 นาที เติม 20% SDS (ภาคผนวก ข) 1.5 มิลลิลิตร นําไปบม
ที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 120 นาที โดยผสมใหเขากันทุก 20 นาที นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว
รอบ 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เก็บสวนน้ําใสลงในหลอดเซนติฟวจ 15 มิลลิลิตร สกัดดวย
คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) (ภาคผนวก ข)  เทากับปริมาตรของสวนน้ําใส ผสมให
เขากันอยางชาๆ นาน 2-3 นาที ปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เก็บ
สวนน้ําใสซึ่งมีดีเอ็นเอลงในหลอดเซนติฟวจ 30 มิลลิลิตร เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.6 เทา
ของปริมาตรสวนน้ําใส ผสมใหเขากันอยางชาๆ นาน 1 ชั่วโมง ปนเหว่ียงที่อุณหภูมิหองดวย
ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที เทสวนน้ําใสทิ้งลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% 
เอธานอล (ภาคผนวก ข) ระเหยเอธานอลออกจากตะกอนดีเอ็นเอใหแหงละลายตะกอนดีเอ็นเอใน 
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บัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) 150 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
(Harnpichanchai และคณะ, 2007)  

3.2.1.1 แยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาแยกดวยวีธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกาโรส     

เจลเขมขน 0.9% (ภาคผนวก ข) ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา (ภาคผนวก ข) เทลง
ในแมพิมพที่มีหวีเสียบอยู เม่ืออะกาโรสแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร
ใหทวมอะกาโรสเจล ผสมผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซกับสีติดตามจากนั้นหยอดลงในชองว่ิงโดยชอง
ว่ิงที่ 1 จะหยอดดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII (ภาคผนวก ข) ที่ผสมกับสีติดตามแลว
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส ใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีติดตาม
เคล่ือนที่ไดในระยะทางที่เหมาะสม ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด เปนเวลา 5 
นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต 

3.2.1.2  กําจัดกรดฮิวมิกโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
กําจัดกรดฮิวมิกดวยวิธี DNA troughing method ตามวิธีของ Harnpichanchai และ

คณะ (2007) เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 0.9% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทาซึ่งมี
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 1-5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมอยูในเจลเทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบ
อยูระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยอะกาโรสแข็งตัวประมาณ 20 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลง
ในแชมเบอรเทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทาใหพอดีกับขอบอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดี
เอ็นเอกับสีติดตามหยอดลงในชองว่ิง โดยชองว่ิงแรกหยอดดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda 
HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตาง
ศักย 100 โวลต นาน 45 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยการสองดวยแสงอัลตราไวโอเลต จากนั้นตัด
ชองบริเวณใตแถบดีเอ็นเอแลวเติม 30% PEG8000 (ภาคผนวก ข) ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 
1 เทา  จากนั้นนําไปทําอีเลคโทรโฟเรซิสนาน 30 นาที จนกระทั่งดีเอ็นเอตกลงมาในชองที่ตัดและ
เก็บดีเอ็นเอที่อยูในชองโดยทํา 2 คร้ัง จากนั้นนําดีเอ็นเอแตละคร้ังที่เก็บมาตกตะกอนดีเอ็นเอดวย
เอทานอลปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส เติมไกลโคเจน 1 ไมโครลิตร และเติม 3 โมลาร 
โซเดียมอะซิเตท 1 สวนใน 10 สวนของทั้งหมด จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยน้ํากล่ันที่
ผานการฆาเชื้อหรือ บัฟเฟอร TE แลวเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส  

3.2.1.3 วิเคราะหความบริสุทธิ์และปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 
3.2.1.3.1 นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณดวยเคร่ือง spectrophotometer ดวยคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) สําหรับดีเอ็นเอ 
และโปรตีนตามลําดับ (Ray และคณะ., 2006) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมี
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คานี้นอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอน
สูงและคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 
3.2.1.3.2 วิเคราะหความบริสุทธิ์ดีเอ็นเอโดยเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S 

rDNA ของแบคทีเรียดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
โดยใชไพรเมอร 341F และ 520R (ตารางที่ 3.1) (Muyzer และคณะ, 1993) เพิ่มจํานวนดี

เอ็นเอบริเวณ V-3 region ซึ่งผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมีความยาวประมาณ 200 bp 
ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 
ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1× Taq DNA 
polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 20 พิโคโมลตอไมโครลิตร (ของ
แตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธ ี3.2.1.2 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo 
Cycle) โดยใหมีสภาวะดังนี้ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
  2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 
เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.2.2 ติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมจุลินทรียโดยวิธ ีDenaturing Gradient 
Gel Electrophoresis (DGGE) 

3.2.2.1  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 2.1.3.2 มาเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S 
rDNA ของแบคทีเรียโดยใชไพรเมอร 341F (5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซึ่งมี GC clamp  
(5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG-3’) เชื่อมตอบริเวณ 
5’ และ 520R (5'- ACCGCGGCTGCTGGC -3') (Muyzer และคณะ, 1993) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ
บริเวณ V-3 region ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 200 bp โดยที่ความเขมขนสุดทาย
ของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลาย
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แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิ
โมลาร 1× Taq DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 20         
พิโคโมลตอไมโครลิตร (ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธี 3.2.1.3.2 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 
ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) โดยใหมีสภาวะดังนี้ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
  2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 
เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.2.2.2 วิเคราะหผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส โดยวิธ ั Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis (DGGE)  

โดยใชอุปกรณของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) ในการวิเคราะห 
DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 30–
70% (ภาคผนวก ข) (100% denaturant ประกอบดวย 7 M urea และ 40% formamide) ซึ่งทํา
เกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใชระบบจายเกรเดียนทตามวิธีที่ระบุในคูมือ เม่ือทํา  
เกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว เสียบหวีลงไประหวาง
กระจกแซนวิชระวังอยาใหมีฟองอากาศปลอยใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัวนําชุดเจลแซนวิชใสลงใน
แชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนอุณหภูมิ
ประมาณ 60 องศาเซลเซียส ผสมผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสกับสีติดตามหยอดลงใน
ชองว่ิง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักย 130 โวลต ที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 5 
ชั่วโมง ยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร นาน 20 นาที นําไปดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 
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3.2.3  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอเดน 
3.2.3.1  เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอและทําใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน 
ตัดชิ้นเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดนใสลงในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

แชดีเอ็นเอไวที่ 4๐ซ ประมาณ 2-3 วัน เพื่อใหดีเอ็นเอละลายออกมาในน้ําใหมากที่สุด เพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยที่ชนิดและความเขมขนสุดทายของสารแตละ
ชนิดในปฏิกิริยาเหมือนกับที่ใชในการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับทํา DGGE แตฟอรเวิรด
ไพรเมอรที่ใชไมตองเชื่อมตอดวย GC clamp บริเวณ 5' หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Perkin Elmer, USA) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 

เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ตั้งโปรแกรมดังนี้  
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

  2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุใน
คูมือ โดยเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 5 เทาของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ผสมใหเขากันแลวดูด
ลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาทีที่
อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปน
เหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนปน
เหว่ียงซ้ําอีกคร้ังเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม 
เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรองตั้ง
ทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะได
ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ที่บริสุทธิ์ เก็บไวที่ –20๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

3.2.3.2  โคลนชิ้นผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
3.2.3.2.1  ไลเกทชิ้นผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากขอ 3.2.3.1 เขากับ พลาส

มิดเวกเตอร pGEM-T Easy ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยทํา
สวนผสมปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
2x ไลเกชันบัฟเฟอร    5 ไมโครลิตร 
พลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy (50 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร 
ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  3 ไมโครลิตร(ประมาณ 150 นาโนกรัม) 
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T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)  1 ไมโครลิตร 
ทําไลเกชันที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง 

3.2.3.2.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 และ
คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นยีนที่ตองการอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 

3.2.3.2.2.1  เตรียมคอมพีเทนตเซลลโดยวิธี Calcium chloride (Sambrook และ Russell, 
2001) ลงเชื้อ E. coli สายพันธุ JM109 บนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง b (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง เข่ียโคโลนีเดี่ยวของ E. coli สายพันธุ JM109 ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว b ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง 
จนกระทั่ง OD600 มีคาเทากับ 0.3-0.5 เพื่อใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไป
ยังอาหารเล้ียงเชื้อเหลว b ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน arm flask นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง OD600 มีคาเทากับ 0.5 เม่ือเซลลเจริญจนถึงคา OD600 ที่ตองการ ถาย
เชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อแชในน้ําแข็งนาน 5 นาที นําไปปนเหว่ียงเพื่อตกตะกอนเซลล
ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วในการปนเหว่ียง 
3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที (ตั้งแตข้ันตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตลอด) เท
อาหารเล้ียงเชื้อทิ้ง เติมสารละลาย TfbI (ภาคผนวก ข) ที่เย็นปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในตะกอน
เซลล กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย TfbI (หามใชเคร่ืองปนผสม) แชหลอดเซนตริฟวจที่มี
ตะกอนเซลลและสารละลาย TfbI ในอางน้ําแข็งนาน 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4  องศา
เซลเซียส ความเร็วในการปนเหว่ียง 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง จากนั้นเติม
สารละลาย TfbII (ภาคผนวก ข) ที่เย็นปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลอีกคร้ัง กระจาย
ตะกอนใหเขากับสารละลาย TfbII แชในน้ําแข็งนาน 15 นาที หรือมากกวานั้น แบงใสหลอดไมโคร
ฟวจปลอดเชื้อที่เย็น ปริมาตรหลอดละ 100 ไมโครลิตร เก็บคอมพีเทนตเซลลไวที่อุณหภูมิ -80  

องศาเซลเซียส 
3.2.3.2.2.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 

ดวยวิธี heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยนําคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ที่
เก็บไวที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส มาแชในอางน้ําแข็งเพื่อใหละลายชาๆ ใสรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดที่ไลเกทไวปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวบมในอางน้ําแข็งนาน 20 นาที heat shock ที่อุณหภูมิ 42  องศา
เซลเซียส นาน 45-50 วินาที เม่ือครบเวลาใหแชลงในน้ําแข็งทันทีนาน 2 นาที แลวจึงเติมอาหาร
เหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร ลงในหลอดบรรจุเชื้อและนําไปบมที่อุณหภูมิ 
37  องศาเซลเซียส อยางนอย 1 ชั่วโมง  
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3.2.3.2.2.3  คัดเลือกทรานสฟอรแมนท (transformant) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
ตองการดวยวิธี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) นําสารละลายแขวนลอย
ของ  E coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดแลวปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกล่ียลง
บนอาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งผานการเกล่ียดวย X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
galactoside) เขมขน 2% (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG 
(Isopropyl thio-β-D-galactoside) เขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 ไม
โครโมลาร หลังจากเกล่ียเชื้อนําไปบมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส นาน 16–24 ชั่วโมง 

3.2.3.2.3 สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy  
ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตาม

วิธีที่ระบุในคูมือ โดยเล้ียง E. coli JM109 ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ LB ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที นาน 16-18 ชั่วโมง ปนเก็บเซลลในหลอดไมโคร
ฟวจดวยเคร่ืองปนเหว่ียงที่อุณหภูมิหองดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที แขวนลอย
เซลลดวยบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเร่ิมหนืดและใสข้ึนภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที 
เติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดตะกอนขาว นําไป
ปนเหว่ียงเพื่อใหตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง แยกสวน
น้ําใสลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 
นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน 
นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติม
บัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนปนเหว่ียงซ้ําอีกคร้ังเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่
เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือ
บัฟเฟอร EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ลงตรงแผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหว่ียงดวย
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้ํา
ใส เก็บสารละลาย พลาสมิดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

3.2.3.2.4  ตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
เพื่อตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI BsuRI และ HinfI ตามลําดับโดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
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 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy 1 ไมโครลิตร 
10x บัฟเฟอร    1 ไมโครลิตร 

 เอนไซมตัดจําเพาะ    1 ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ   7 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2-4 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําสวนผสมของ
ปฏิกิริยาที่ไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเร
ซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของ
ผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุใน
ขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.2.3.2.5  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
ละลายรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอ

ไทดของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy โดยสงวิเคราะหที่ First 
BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย ผานทางบริษัท Ward Medic Ltd., Part โดย
บริษัทนี้ใชระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 DNA Sequencing และเคร่ือง ABI® PRISM 
DNA Sequencers ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชไพร
เมอร M13F (-20) (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’) ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีไทดของพลาส 
มิดเวกเตอร  เม่ือไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากนั้นนําไปเชื่อมลําดับ      
นิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software version 2.05 (Hitachi Sortware 
Engineering Co.Ltd) และ Bioedit versions 7.0.4.1  และจําแนกชนิดของจุลินทรียโดย
เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ข อ มู ล ที่ มี ใ น ฐ า น ข อ มู ล  GenBank โ ด ย ใ ช โ ป ร แ ก ร ม  BLASTn 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

3.2.3.2.6  สรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
นําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ที่ผานการวิเคราะหแลว และลําดับนิวคลีโอไทดของ 

16S rDNA ของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว ทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด (multiple 
alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X จากนั้นนําขอมูลที่ผานการปรับแนว มาคํานวณ distance 
matrix สราง phylogenetic tree ดวยการวิเคราะหแบบ Neighbor-joining และ Bootstrap ดวย
โปรแกรม PHYLIP software package version 3.572c ซึ่งประกอบไปดวย DNADIST.EXE 
NEIGHBOR.EXE และ SEQBOOT.EXE ตามลําดับ phylogenetic tree ที่ถูกสรางข้ึนนําเสนอ
โดยใชโปรแกรม TREEVIEW (Felsenstein, 1985) 
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3.3  ตรวจสอบยีนไดออกซิจีเนสเบื้องตนจากดีเอ็นเอท่ีสกัดจากระบบนิเวศจําลองดิน
และสรางหองสมุดยีนจากผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

3.3.1  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.2.1.2  ตรวจสอบเบื้องตนเพื่อหายีนไดออกซิจีเนส
และยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูโอลิโกนิวคลีโอไทด
ไพรเมอรที่มียีนเปาหมายประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของแบคทีเรีย
กลุมตางๆ ที่สามารถยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนได  ลําดับนิวคลี
โอไทดของไพรเมอรและขนาดคาดหวังของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ดังแสดงในตารางที่ 3.2 
และ 3.3 โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาดังนี ้
 ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด 
(MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1× Taq 
DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 25 พิโคโมลตอไมโครลิตร 
(ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธีในขอ 2.1.3.2 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับ
ปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากัน  จากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo 
Cycle) โดยใหมีสภาวะที่เหมาะสมกับไพรเมอรดังนี้ 
 
ไพรเมอร ndoBF และ ndoBR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 62°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร phnAcF และ phnAcR ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 57.5°ซ เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 
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ไพรเมอร arhA1F และ arhA1R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร bphA1F และ bph1R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

ไพรเมอร GNF และ GNR ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 57°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร GPF และ GPR ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 54°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 
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ไพรเมอร NahAc1F, NahAc3F และ NahAc2R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 53°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร NMR331f และ NMR1134r ใชสภาวะ  
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 53°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 40 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 นาที 

ไพรเมอร adoF1 และ adoB1 ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 56°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร BphCS1F และ  BphCS2R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 56°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร BP-f และ  BP-r ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
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3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 
เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.3.2  สรางหองสมุดยีนจากผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
เพื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
3.3.2.1  ทําบริสุทธิ์ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อการโคลน 
ทําบริสุทธิ์ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากขอ 3.1 ดวย QIAquick PCR 

purification kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 5 เทา
ของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผสมใหเขากันดูดลงใน QIAprep spin column ปน
เหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหองเทสวนน้ําใสทิ้งเติมบัฟเฟอร 
PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตรลงในคอลัมนนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 
1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งปนเหว่ียงอีกคร้ังเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน 
จากนั้นยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 
ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ลงบนแผนกรองตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะไดผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่บริสุทธิ์เก็บไว
ที่ –20 องศาเซลเซียส 

3.3.2.2  โคลนชิ้นผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
3.3.2.2.1  ไลเกทชิ้นผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากขอ 3.3.2.1 เขากับ พลาส

มิดเวกเตอร pGEM-T Easy ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยทํา
สวนผสมปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
2x ไลเกชันบัฟเฟอร    5 ไมโครลิตร 
พลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy (50 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร 
ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  3 ไมโครลิตร(ประมาณ 150 นาโนกรัม) 
T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)  1 ไมโครลิตร 
ทําไลเกชันที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง 
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3.3.2.2.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ตาม
วิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.2.2 และคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นยีนที่ตองการอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอ
สอดแทรก ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.2.3  สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy  ตามวิธีที่
ระบุในขอ 3.2.3.2.2.4 

3.3.2.2.3  ตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
เพื่อตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI BsuRI และ HinfI ตามลําดับโดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy 1 ไมโครลิตร 

10x บัฟเฟอร    1 ไมโครลิตร 
 เอนไซมตัดจําเพาะ    1 ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ   7 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2-4 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําสวนผสมของ
ปฏิกิริยาที่ไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเร
ซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของ
ผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุใน
ขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.3.2.2.4  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด9ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.5  จากนั้นวิเคราะหหาลําดับ    

นิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนและกรดอะมิโนของเอนไซมที่ยอยสลายพอ
ลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนกับฐานขอมูล โดยใชดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software 
version 2.05 (Hitachi Sortware Engineering Co.Ltd) และ Bioedit versions 7.0.4.1   

3.3.2.2.5  สรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
สรางตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของผลิตภัณฑยีนที่ไดกับโปรตีนที่เกี่ยวของ 

(phylogenetic tree) ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.6  
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3.4.  สรางหองสมุดดีเอ็นเอ 
3.4.1  ตัดดีเอ็นเอแบบไมสมบูรณ (partial digest) ดวยเอนไซม Sau3AI  
ตัดดีเอ็นเอแบบไมสมบูรณจากดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 3.2.1.2 ดวยเอนไซม Sau3AI ตอมา

นําดีเอ็นเอที่ตัดแบบไมสมบูรณมาแยกตามขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) ดวยวิธี DNA 
troughing method ตามวิธีของ Harnpichanchai และคณะ (2007) เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 
0.9% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ซึ่งมีเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 1-1.5 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ผสมอยูในเจล เทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยูระวังอยาใหมีฟองอากาศปลอยอะ
กาโรสแข็งตัวประมาณ 20 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอรเทบัฟเฟอร TAE ความ
เขมขน 1 เทา ใหพอดีกับขอบอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตามหยอดลงในชองว่ิง 
โดยชองว่ิงแรกหยอดดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 
ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 45 นาที ตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอดวยการสองดวยแสงอัลตราไวโอเลต จากนั้นตัดชองบริเวณใตแถบดีเอ็นเอแลวเติม 30% 
PEG8000 ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา  จากนั้นนําไปทําอีเลคโทรโฟเรซิสจนกระทั่งดีเอ็น
เอตกลงมาในชองที่ตัด  เก็บดีเอ็นเอที่อยูในชอง 4 คร้ัง จะไดดีเอ็นเอที่มีขนาดในชวงตางๆ กัน 
ตามเวลาดังนี้ 15 30 45 60 นาที ในระหวางการแยกขนาดนั้นควรเปล่ียนบัฟเฟอร TAE ความ
เขมขน 1 เทา เนื่องจากบัฟเฟอรเกาจะมีความรอนสูงอาจทําใหเจลหลอมละลายได จากนั้นนําดี
เอ็นเอแตละคร้ังที่เก็บมาตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล เติมไกลโคเจน 1 ไมโครลิตร และเติม 3 
โมลาร โซเดียมอะซิเตท 1 สวนใน 10 สวนของทั้งหมด จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยน้ํา
กล่ันที่ผานการฆาเชื้อแลว และวิเคราะหดวยเคร่ือง gel documentation และเปรียบเทียบชิ้นดีเอ็น
เอที่ไดจากการสังเคราะหกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb marker ขนาดดีเอ็นเอที่จะนําไปใชตอ
ควรมีขนาด 5-10 กิโลเบส  

3.4.2 โคลนรีคอมบิแนนทพลาสมิด (recombinant DNA)  
โคลนดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซม Sau3AI ที่มีขนาด 5-10 กิโลเบส ลงในพลาสมิดเวกเตอร 

pZErO-2 (Invitrogen, USA) ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที ที่กําจัดโปรตีนดวย Wizard DNA clean up Kit เชื่อมชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายเขา
กับพลาสมิดเวกเตอร ดวย T4 DNA Ligase บมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
แลวถายทอดรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเชื้อ E. coli สายพันธุ TOP10 ดวยวิธี heat shock ตาม
วิธีที่ระบุในขอ 2.3.2.2.2 จากนั้นแบงสารละลายไปเกล่ียบนอาหารเล้ียงเชื้อชนิดแข็ง LB ที่มีสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซิน (kanamycin, Km) ความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ
สารละลาย isopropyl--D-thiogalactoside (IPTG) ที่มีความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง  
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3.4.2.1  ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
เปนการตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยสกัดรีคอม

บิแนนทพลาสมิดที่ไดจากขอ 3.4.2 ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.2.4 จากนั้นตัดรีคอมบิแนนท  
พลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.3.2.2.3  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่
เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรส
เจลเขมขน 1% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็น
เอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1.1 ตอไป 
 3.4.3 คัดกรองยีนไดออกซิจีเนสหรือเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสจากหองสมุดดีเอ็นเอ 

3.4.3.1 การยอยแคทีคอลเปนผลิตภัณฑสีเหลืองเขม (2-ไฮดรอกซีมิวโคเนท เซมิแอลดี
ไฮด) เพื่อคัดกรองโคลนที่มียีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส เข่ียเซลลรีคอมบิแนนทที่มียีน
สอดแทรกลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ LB ชนิดแข็ง ที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยซิน และ IPTG นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมงตรวจสอบเอนไซมแอคติวิตีของแบคทีเรียดวยวิธี 
ENZhance Overlay (BIOTECH Thailand) ตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต โดยเลือกโคลนที่สามารถ
ผลิตเอนไซมเรงปฏิกิริยาการยอยแคทีคอลเปนผลิตภัณฑสีเหลืองเขม (2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทเซมิ
แอลดีไฮด) 

3.4.3.2 การเปล่ียนอินโดลเปนอินดิโกเพื่อคัดกรองโคลนที่มียีนไดออกซิจีเนส เข่ียเซลลรี
คอมบิแนนทที่มียีนสอดแทรกลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ LB ชนิดแข็ง ที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 
และ IPTG นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง แลววางอินโดลบนฝาจาน
เล้ียงเชื้อบมตอที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง คัดเลือกโคลนที่มีสวนของยีนที่
สามารถผลิตออกซิจีเนสโดยเลือกโคลนที่สามารถผลิตเอนไซมเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนอินโดลเปน
อินดิโกที่ใหสีอินดิโก (Ensley และคณะ, 1983) 

3.4.4  สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลนที่ใหผลบวก 
นําโคลนที่ใหผลบวกจากขอ 3.4.3 มาสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดตามวิธีที่ระบุในขอ 

3.2.3.2.2.4  จากนั้นตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดตามวิธีที่
ระบุในขอ 3.4.2.1  เพื่อสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.3.2.2.4   และสราง
แผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธุทางวิวัฒนาการ ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.3.2.2.5 
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บทท่ี  4 
 

ผลการทดลอง 

 
4.1  การวิเคราะหสมบัติของตัวอยางดิน 

ดินที่ใชในการทดลองนี้เปนดินจากแหลงดินอุดมสมบูรณในธรรมชาติจากจังหวัดพิษณุโลก 
ลักษณะเนื้อดินหลังจากแยกเศษหินออกและรอนผานตะแกรงขนาดรู 1.18 มม.พบวาเนื้อดินมีสี
น้ําตาลเขม ดังแสดงในรูปที่ 4.1 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

         รูปที่ 4.1 ลักษณะเนื้อดินที่ใชในการทดลอง 
 

ผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน ซึ่งสงตรวจที่กลุมงานพัฒนาระบบ
ตรวจสอบคุณภาพดินและน้ํา กลุมวิจัยเกษตรเคมี สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการเกษตร กรมวิชาการ
เกษตร ตามวิธีที่แสดงไวในตารางที่ 3.4  พบวาดินมีลักษณะเปนดินรวนปนทราย (loamy sand) 
ประกอบดวย ดินเหนียว 21.60% ดินรวน 30.40% และ ทราย 48% คาความเปนกรด-ดาง ของดิน
มีคา 6.8 ซึ่งเปนกรดเล็กนอย  ปริมาณความจุสูงสุดในการอุมน้ําสูง 44.79% ปริมาณความชื้นสูง 
5.26 %  ปริมาณปริมาณอินทรียคารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส อยูในเกณฑมีความอุดม
สมบูรณเนื่องจากมีอัตราสวนระหวาง คารบอน : ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัส (C:N:P) ใกลเคียง 100 : 
8 : 2 นอกจากนี้ไดแสดงรายละเอียดไวในตารางที่ 4.1 
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ตารางที่ 4.1 ผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 
พารามิเตอร 

 
ผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกส

และเคมีของดิน 

ตัวอยางดิน 
ดินจากแหลงดินอุดมสมบูรณใน
ธรรมชาติจากจังหวัดพิษณุโลก 

ความเปนกรดดาง 6.8 
สภาพการนําไฟฟา (dS/m) 0.031 
สารอินทรีย (%) 2.22 
ปริมาณความชื้น (%) 5.26 
ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุ
หรือไอออน (Cmol kg-1) 10.5 

ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (%) 44.79 
อินทรียคารบอน (%) 1.288 
ไนโตรเจน (%) 0.111 
ฟอสฟอรัส (ppm) 171 
โพแทสเซียม (ppm) 284 
แคลเซียม (ppm) 1714 
แมกนีเซียม (ppm) 212 
ลักษณะเนื้อดิน ดินรวนปนทราย 

 
นอกจากนี้ผลการวิเคราะหการปนเปอนฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนในดินตัวอยางซึ่ง

วิเคราะหโดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ (Gas chromatiography, GC)  พบวาตัวอยางดินไมมีการ
ปนเปอน PAHs ดังกลาวมากอน   
 
4.2  ประสิทธิภาพการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนในระบบนิเวศจําลองดิน 

การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนในดินโดยแบคทีเรียที่มี
อยูดั้งเดิมในดิน ทําโดยสรางระบบนิเวศจําลองดิน 3 ชุด คือ ระบบนิเวศจําลองดิน PHE ระบบ
นิเวศจําลองดิน ACE และระบบนิเวศจําลองดิน AP ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.1.2 ดังแสดงในรูป 4.2 
โดยที่ระบบนิเวศจําลองดิน PHE คือระบบนิเวศจําลองที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน  ระบบ
นิเวศจําลองดิน ACE คือระบบนิเวศจําลองที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและระบบนิเวศ
จําลองดิน AP คือระบบนิเวศจําลองที่เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน และสราง
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ระบบนิเวศจําลองดินชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที 3 คร้ังเพื่อ
เปนการเปรียบเทียบในทุกการทดลองดวย  

 
 

 
 
รูปที่ 4.2 ลักษณะระบบนิเวศจําลองดิน 

 
เก็บตัวอยางดินทุก 2 สัปดาห นาน 6 สัปดาห เพื่อวิเคราะหปริมาณสารประกอบพอลิไซ

คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนที่เหลือในระบบนิเวศจําลองดินและตรวจสอบการปรากฏของยีนได
ออกซิจีเนสเบื้องตนจากดีเอ็นเอที่สกัดจากระบบนิเวศจําลองดินและติดตามการเปล่ียนแปลง
โครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี PCR-DGGE 

 
ผลการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนจากระบบนิเวศจําลองดิน PHE ที่เติมฟแนนทรีนเปน

แหลงคารบอน หลังจากการทดลองเปนเวลา 6 สัปดาห พบวาปริมาณฟแนนทรีนในชุดทดลอง
ลดลง  เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีความเขมขนเร่ิมตน 300 ppm ซึ่งคิดเปน 100 % โดยเร่ิม
ลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 2 และลดลงเกือบหมดในสัปดาหที่ 4 และหมดไปในสัปดาหที่ 6  โดยใน
สัปดาหที่ 2 มีปริมาณฟแนนทรีนเหลืออยู  25.83% ของความเขมขนเร่ิมตน ในสัปดาหที่ 4 มี
ปริมาณฟแนนทรีนเหลืออยูเพียง 3.4% ของความเขมขนเร่ิมตน และในสัปดาหที่ 6 ปริมาณฟแนน 
ทรีนลดลงจนหมด เม่ือเทียบกับความเขมขนเร่ิมตนของฟแนนทรีน ในขณะที่ปริมาณฟแนนทรีนใน
ชุดควบคุมไมลดลงตลอดการทดลอง  ดังแสดงในรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นวาการลดลงของฟแนน 
ทรีนในชุดทดลองเกิดจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียในดิน 
 

65 



80 
 

 
รูปที่ 4.3 การยอยสลายฟแนนทรีน 300 ppm ในระบบนิเวศจําลองดิน PHE ขนาด 6 กรัม ที่เติม
ฟแนนทรีน เปนเวลา 6 สัปดาห 

 
ผลการวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธีนจากระบบนิเวศจําลองดิน ACE ที่เติมอะซีแนพธีน

เปนแหลงคารบอนหลังจากการทดลองเปนเวลา 6 สัปดาห พบวาปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลอง
ลดลง  เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีความเขมขนเร่ิมตน 300 ppm ซึ่งคิดเปน 100 % โดยเร่ิม
ลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 2 ลดลงอยางรวดเร็วสัปดาหที่ 4 และลดลงจนเกือบหมดในสัปดาหที่ 6 โดย
สัปดาหที่ 2 มีปริมาณอะซีแนพธีนเหลืออยู 68.17% ของความเขมขนเร่ิมตน  และสัปดาหที่ 6 มี
ปริมาณอะซีแนพธีนเหลือเพียง 15.95% ของความเขมขนเร่ิมตน  ในขณะที่ปริมาณอะซีแนพธีนใน
ชุดควบคุมมีการลดลงเชนกันแตเม่ือเปรียบเทียบกับการลดลงในชุดทดลองเห็นไดวาในชุดทดลอง
มีการลดลงจนเกือบหมด  ดังแสดงในรูปที่ 4.4 แสดงใหเห็นวาการลดลงของอะซีแนพธีนในชุด
ทดลองเกิดจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียในดิน 

 
รูปที่ 4.4 การยอยสลายอะซีแนพธีน 300 ppm ในระบบนิเวศจําลองดิน ACE ขนาด 6 กรัม ที่
เติมอะซีแนพธีนเปนเวลา 6 สัปดาห 
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ผลการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนจากระบบนิเวศจําลองดิน AP ที่เติม
ฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน  จากการทดลองเปนเวลา 6 สัปดาห พบวาปริมาณ
ฟแนนทรีนในชุดทดลองลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีความเขมขนเร่ิมตน 300 ppm ซึ่ง
คิดเปน 100 % เร่ิมลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 2 ลดลงเกือบหมดในสัปดาหที่ 4 และลดลงจนหมดใน
สัปดาหที่ 6 โดยสัปดาหที่ 2 มีปริมาณฟแนนทรีนเหลืออยู 81.64% ของความเขมขนเร่ิมตน ใน
สัปดาหที่ 4 มีปริมาณฟแนนทรีนเหลือเพียง 0.41% ของความเขมขนเร่ิมตน  ในขณะที่ปริมาณ
ฟแนนทรีนในชุดควบคุมไมลดลงตลอดการทดลอง  ดังแสดงในรูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาการลดลง
ของฟแนนทรีนในชุดทดลองเกิดจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียในดิน 

สวนปริมาณอะซีแนพธีนลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีความเขมขนเร่ิมตน 300 
ppm โดยคิดเปน 100 % โดยเร่ิมลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 2 ลดลงอยางรวดเร็วในสัปดาหที่ 4 และ
ลดลงจนเกือบหมดในสัปดาหที่ 6 โดยสัปดาหที่ 2 มีปริมาณอะซีแนพธีนเหลืออยู 63.06% ของ
ความเขมขนเร่ิมตน  และสัปดาหที่ 6 มีปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลือเพียง 24.52% ของความเขมขน
เร่ิมตน ในขณะที่ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมลดลงเพียงเล็กนอยเม่ือเทียบกับชุดทดลอง  ดัง
แสดงในรูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาการลดลงของอะซีแนพธีนในชุดทดลองเกิดจากการยอยสลาย
โดยแบคทีเรียในดิน 

  
 

 
รูปที่ 4.5 การยอยสลายฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนชนิดละ 300 ppm ในระบบนิเวศจําลองดิน AP 
ขนาด 6 กรัม ที่เติมฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนเปนเวลา 6 สัปดาห 
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4.3  การเปลี่ยนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดิน  
จากผลการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนในดินขางตน

พบวาแบคทีเรียที่มีอยูในดินมีประสิทธิภาพการยอยสลาย PAHs ทั้งสองชนิด การทดลองนี้จึง
ตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดินดังกลาว เพื่อ
วิเคราะหกลุมประชากรแบคทีเรียที่มีบทบาทในการยอยสลาย PAHs ในดิน 

ซึ่งการศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียทําโดยวิธี PCR-DGGE โดยมี
เปาหมายที่บริเวณ 16S rDNA โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากระบบนิเวศจําลองดินเปนแมแบบในการ
เพิ่มจํานวน ทั้งนี้สกัดดีเอ็นเอจากระบบนิเวศจําลองดิน PHE  ในสัปดาหที่ 0 2 4 ดินในระบบนิเวศ
จําลองดิน ACE ในสัปดาหที่ 0 2 4 และดินจากระบบนิเวศจําลองดิน AP ในสัปดาหที่ 0 2 4 และ 
6 และนํามาเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใชไพรเมอร 341F  ซึ่ง
มี GC clamp  และ 520R (Muyzer และคณะ, 1993) โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region 
ซึ่งจะไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่มีความยาวประมาณ 200 bp 

หลังจากนั้นวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดิน PHE ใน
สัปดาหที่ 0 2 4 จากระบบนิเวศจําลองดิน ACE ในสัปดาหที่ 0 2 4 จากระบบนิเวศจําลองดิน AP 
ในสัปดาหที่ 0 2 4 และ 6 ดวยเทคนิค DGGE โดยใชเกรเดียนทของความเขมขน denaturant 
30% – 70%  เม่ือมีการเติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนแบคทีเรียดั้งเดิมใน
ดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลาย PAHs ซึ่งสอดคลองกับการเปล่ียนแปลง
โครงสรางประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดินทั้งหมดอยางเห็นไดชัดเม่ือเปรียบเทียบกับ
แบคทีเรียดั้งเดิม  การเปรียบเทียบโครงสรางประชาคมแบคทีเรียที่เกิดข้ึนจากระบบนิเวศจําลองดิน 
AP กับโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดิน ACE จะเห็นไดวาโครงสราง
ประชาคมแบคทีเรียใน AP2 มีความคลายคลึงกับ ACE2 และ AP4 มีความคลายคลึงกับ ACE4 
โดยพบแถบดีเอ็นเอเดนที่เกิดข้ึนตรงกันหลายแถบดีเอ็นเอ  เร่ิมจากแถบดีเอ็นเอเดน  D1 (สีฟา) ใน
ระบบนิเวศจําลองดิน  AP0 AP2 AP4 และ ACE4  แถบดีเอ็นเอเดน  D5 (สีชมพู)  ในระบบนิเวศ
จําลองดิน AP0 AP2 AP4 และ ACE2  แถบดีเอ็นเอเดน  D6 (สีน้ําเงิน)  ในระบบนิเวศจําลองดิน 
AP0 AP2 AP4 AP6 ACE2 และ ACE4 แถบดีเอ็นเอเดน  D7 (สีเขียวออน) ในระบบนิเวศจําลอง
ดินแถบดีเอ็นเอเดน AP0 AP2 และ AP4 แถบดีเอ็นเอเดน  D9 (สีเหลือง) ในระบบนิเวศจําลองดิน 
AP4 AP6 และ ACE4 และแถบดีเอ็นเอเดน  D11 (สีเขียวเขม) ในระบบนิเวศจําลองดิน AP4 
ACE2 และ ACE4 ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่พบนี้มาจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอน  และเม่ือเปรียบเทียบโครงสรางประชาคมแบคทีเรียที่เกิดข้ึนจากระบบนิเวศจําลองดิน 
AP กับโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดิน PHE  พบวามีความคลายคลึงกัน
โดยพบแถบดีเอ็นเอเดนที่เกิดข้ึนตรงกันคือแถบดีเอ็นเอเดน  D2 (สีมวง) ในระบบนิเวศจําลองดิน 
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AP6 และ PHE4 ซึ่งเปนแถบดีเอ็นเอเดนที่พบระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลง
คารบอน  นอกจากนี้ยังพบแถบเอ็นเอเดนที่พบในทุกระบบนิเวศจําลองดินคือ  D5 (สีชมพู) D3 (สี
สม) D4 (สีดํา) D6 (สีน้ําเงิน) D8 (สีน้ําตาล) D10 (สีแดง) ดังแสดงในรูปที่ 4.6 

 
 
รูปที่ 4.6  โครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี DGGE จากบริเวณ V-3 region ของ 16S rDNA 
จากระบบนิเวศจําลองดินตางๆ  ชองว่ิงที่1 : AP0 (ระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและฟ
แนนทรีนอะเปนแหลงคารบอน, 0 ยอมาจากระยะเวลาในสัปดาหที่0)  ชองว่ิงที่2 : AP2 (ระบบ
นิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน, 2 ยอมาจากระยะเวลาใน
สัปดาหที่2)  ชองว่ิงที่3 : AP4  ชองว่ิงที่4 : AP6  ชองว่ิงที่5 : ACE2 (ระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะ
ซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน, 2 ยอมาจากระยะเวลาในสัปดาหที2่)  ชองว่ิงที่6 : ACE4  ชองว่ิงที่7 : 
PHE2 (ระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน, 2 ยอมาจากระยะเวลาใน
สัปดาหที่ 2)  ชองว่ิงที่ 8 PHE4 
 
 จากรูปแสดงใหเห็นวาแถบดีเอ็นเอ  D1 (สีฟา)  D5 (สีชมพู)  D7 (เขียวออน)  D9 (สี
เหลือง)  D11 (สีเขียวเขม)  อาจเปนกลุมแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนได
เนื่องจากสามารถพบแถบดีเอ็นเอเหลานี้ไดจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอน  สวนแถบดีเอ็นเอ  D2 (สีมวง)  อาจเปนกลุมแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอยสลายฟ  
แนนทรีนไดเนื่องจากสามารถพบแถบดีเอ็นเอนี้ไดจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนเปน
แหลงคารบอน  นอกจากนี้ยังพบแถบดีเอ็นเอที่อาจใช  PAHs ทั้งสองชนิดเปนแหลงคารบอนไดคือ
แถบดีเอ็นเอ  D5 (สีชมพู)  D3 (สีสม)  D4 (สีดํา)  D6 (สีน้ําเงิน)  D8 (สีน้ําตาล)  D10 (สีแดง) 
เพราะสามารถพบไดทั้งในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีน 
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จากนั้นเลือกแถบดีเอ็นเอบางสวนไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อระบุชนิดแบคทีเรียที่
มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนโดยเลือกตัวแทนจากแถบดีเอ็นเอที่มี
ปริมาณความเขมของแถบดีเอ็นเอสูงไปวิเคราะหคือแถบดีเอ็นเอ  D4 (สีดํา)  D8 (สีน้ําตาล)  D11 
(สีเขียวเขม)  เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอบางแถบคือ  D4 (สีดํา)  D8 (สี
น้ําตาล)  D11 (สีเขียวเขม)  พบวา  D4 (สีดํา)  นาจะเปน  Bacillus sp. และ  D8 (สีน้ําตาล) นาจะ
เปน  Delftia sp. สวน  D11 (สีเขียวเขม) ยังไมสามารถระบุชนิดได ทั้งนี้แบคทีเรียเดนดังกลาวเปน
กลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ  ดังแสดงรายละเอียดในตาราง
ที่ 4.2   

หลังจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาควรสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแถบดี
เอ็นเอ  D1 (สีฟา)  D5 (สีชมพ)ู  D7 (สีเขียวออน)  D9 (สีเหลือง)  D10 (สีแดง)  เพิ่มเนื่องจากคาด
วานาจะเปนแบคทีเรียกลุมที่มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนและจากการศึกษาในอดีตพบ
รายงานถึงแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนมีจํานวนนอยและมีแนวโนมที่จะพบ
แบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ  และควรสงแถบดี
เอ็นเอ  D2 (สีมวง)  D3 (สีสม)  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพิ่มซึ่งคาดวากลุมแบคทีเรียนี้มี
บทบาทและความสําคัญตอการยอยสลายฟแนนทรีนดังแสดงในรูปที่ 4.6 
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ตารางที่ 4.2  แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอในการวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดินตางๆ  
ตัวอยาง สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. Sequencing identity (%) เอกสารอางอิง 

D4 
(สีดํา) 

Uncultured marine bacterium  GU368020.1 196/197 (99%) Hossain และ Ohnishi 2010 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium  GU291682.1 196/197 (99%) Aw และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 

Bacillaceae bacterium สายพันธุG12-14A  GQ900683.1 196/197 (99%) Divya และ Nair 2009 
Bacillus sp. สายพันธุ WPCB165  EU939690.2 196/197 (99%) Baik และ Seong 2009 ไมตีพิมพ 

Bacillus sp. สายพันธุ 76-7  GQ478402.1 196/197 (99%) King และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Bacillus sp. สายพันธุ LS29 FJ937891.1 196/197 (99%) Li และ Zhu 2009 ไมตีพิมพ 

Bacillus sp. สายพันธุ UST050418-086 FJ596396.1 196/197 (99%) Lee และคณะ 2009 
Bacillus sp. สายพันธุ JSM 081037 FJ527422.1 196/197 (99%) Chen และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured Bacillaceae bacterium FJ463649.1 196/197 (99%) Wu 2008 ไมตีพิมพ 

Bacillus sp. สายพันธุ B131 FJ441057.1 196/197 (99%) Orbera และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 
Bacillus sp. สายพันธุ 10 FJ197849.1 196/197 (99%) Che และคณะ 2008 ไมตีพิมพ 

Bacillus rigui สายพันธุ WPCB074 EU939689.1 196/197 (99%) Baik และคณะ 2010 
Bacillus sp. สายพันธุ MOLA 657 AM990770.1 196/197 (99%) Bourrain และคณะ 2008 ไมตีพิมพ 

Bacillaceae bacterium สายพันธุJAM-
FM0701 

AB362272.1 196/197 (99%) Kobayashi และคณะ 2008 

Bacillus sp. สายพันธุ HS-R1 DQ988161.1 196/197 (99%) Bonadei และคณะ 2007 
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ตารางที่ 4.2  แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอในการวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดินตางๆ  
ตัวอยาง สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. Sequencing identity (%) เอกสารอางอิง 

D8 
(สีน้ําตาล) 

Uncultured Delftia sp.  GU472861.1 193/193 (100%) Inceoglu และคณะ 2010 
Delftia tsuruhatensis สายพันธุ IMM1  GU591410.1 193/193 (100%) Preiswerk และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 

Delftia sp. สายพันธุ AL3 GU566337.1 193/193 (100%) Pavan และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 
Uncultured Delftia sp.  GU563748.1 193/193 (100%) Tian และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 
Uncultured Delftia sp. GU472582.1 193/193 (100%) Biderre และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 

Delftia sp. สายพันธุ AN-P1 FJ595716.1 193/193 (100%) Wu 2010 
Uncultured bacterium GU272276.1 193/193 (100%) Ning และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 

Uncultured beta proteobacterium GU202941.1 193/193 (100%) Zhang 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured Burkholderiales bacterium EU572429.1 193/193 (100%) Frank และคณะ 2009 

Uncultured bacterium FJ981666.1 193/193 (100%) Erickson และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium AM930326.1 193/193 (100%) Guo และคณะ 2008 ไมตีพิมพ 
Uncultured Delftia sp. FJ268930.1 193/193 (100%) Dicksved, และคณะ 2009 
Uncultured bacterium GU212470.1 193/193 (100%) Wang และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 

Uncultured Burkholderiales bacterium EU572382.1 193/193 (100%) Frank และคณะ 2009 
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ตารางที่ 4.2  แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอในการวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดินตางๆ  
ตัวอยาง สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. Sequencing identity (%) เอกสารอางอิง 

D11 
(สีเขียวเขม) 

Uncultured actinobacterium GQ249482.1 172/175 (98%) Koechling และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium EU007626.1 172/175 (98%) Zhang 2007 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium AY860750.1 172/175 (98%) Zhang และคณะ 2005 ไมตีพิมพ 

Uncultured actinobacterium GU194284.1 174/178 (97%) Cermak และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium EU335288.1 174/178 (97%) Hansel และคณะ 2008 
Uncultured bacterium EU133131.1 174/178 (97%) Elshahed และคณะ 2008  
Uncultured bacterium EU132698.1 174/178 (97%) Elshahed และคณะ 2008  

Uncultured actinobacterium DQ828770.1 172/176 (97%) Hartmann และ Widmer 2006  
Uncultured bacterium FJ479494.1 173/178 (97%) Yousse และคณะ 2009 
Uncultured bacterium FJ479347.1 173/178 (97%) Yousse และคณะ 2009 
Uncultured bacterium EU440447.1 173/178 (97%) Pellerin และคณะ 2008 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium EU132889.1 173/178 (97%) Elshahed และคณะ 2008  

Uncultured Blastococcus sp. GQ366427.1 172/177 (97%) Shivaji และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured soil bacterium EU861863.1 173/178 (97%) Nemergut และคณะ 2008 

Uncultured actinobacterium DQ828303.1 172/176 (97%) Hartmann และ Widmer 2006 
Uncultured actinobacterium DQ828088.1 172/176 (97%) Hartmann และ Widmer 2006 
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4.4  การคัดแยกยีนท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคารบอนโดยการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน 

เม่ือพบการยอยสลายของ PAHs โดยจุลินทรียในดินแลว  ในการทดลองนี้ไดพยายามคัด
แยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยวิธีการ
การสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน ซึ่งทําการทดลองโดยนําดีเอ็นเอเมตาจีโนม AP2 และ 
AP4 จากขอ 3.2.1 มาตัดแบบไมสมบูรณดวยเอนไซม Sau3AI ดังแสดงในรูปที่ 4.7 และนํามาแยก
ตามขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) ดวยวิธี DNA troughing method ตามวิธีของ 
Harnpichanchai และคณะ (2007) ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.4.1  ซึ่งแยกขนาดดีเอ็นเอได 4 ขนาด
ดังนี้ ขนาด <1 Kb ขนาด 1-3 Kb ขนาด 3-5 Kb และ ขนาด 5-10 Kb  ดังแสดงในรูปที่ 4.8 

 

 
 
รูปที่ 4.7  ตัดดีเอ็นเอ AP4 แบบไมสมบูรณ (partial digest) ดวยเอนไซม Sau3AI ชองว่ิงที่ 1: 
Marker 1 Kb  ชองว่ิงที่ 2 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI  ชองว่ิงที่ 3 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัด
ดวยเอนไซม Sau3AI   
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รูปที่ 4.8  แยกตามขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) ชองว่ิงที่ 1: Marker 1 Kb  ชองว่ิงที่ 3 : ดี
เอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) ขนาด < 1 Kb  
ชองว่ิงที่ 4 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) 
ขนาด 1-3 Kb  ชองว่ิงที่ 5 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size 
fractionation) ขนาด 3-5 Kb  ชองว่ิงที่ 6 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดี
เอ็นเอ (size fractionation) ขนาด 5-10 Kb 
 

จากนั้นนําดีเอ็นเอดีเอ็นเอ AP2 และ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 
(size fractionation) ขนาด 3-5 Kb และ ขนาด 5-10 Kb เชื่อมเขากับพลาสมิดเวกเตอร pZErO-2 
(Invitrogen, USA) ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI ตามวิธีที่ระบุในขอ 4.2  พบรีคอมบิแนนทพลาสมิด
จํานวนประมาณ 10,000 โคลน ซึ่งเปนตัวอยาง AP2 จํานวนประมาณ 5,000 โคลน และตัวอยาง 
AP4 จํานวนประมาณ 5,000 โคลน  
 

ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยการสุมรีคอมบิ      
แนนทพลาสมิดจากหองสมุดดีเอ็นเอจากนั้นตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI และตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ไดผลแสดงในรูปที่ 
4.9  ซึ่งพบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกขนาดเฉล่ียประมาณ 3-8 Kb 
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รูปที ่4.9  ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยการสุมโคลนตางๆ 
จากการสรางหองสมุดดีเอ็นเอ (AP4) หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  ชองว่ิงที่ 1 : 
Marker 1 Kb  ชองว่ิงที่ 2 : พลาสมิดเวกเตอร pZErO-2  ชองว่ิงที่ 3 : พลาสมิดเวกเตอร pZErO-2 
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  ชองว่ิงที่ 4 – ชองว่ิงที่ 14 : โคลนตางๆ จากหองสมุดดีเอ็นเอ 
(AP4) หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
  
 จากนั้นการคัดกรองยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสหรือไดออกซีจีเนสจากหองสมุดดี
เอ็นเอ ซึ่งคัดกรองยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสโดยนําโคลนที่ไดจากการสรางหองสมุดดีเอ็น
เอมาคัดกรองโดยสังเกตการยอยแคทีคอลเปนผลิตภัณฑสีเหลืองเขม (2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทเซมิ
แอลดีไฮด)  ผลจากการทดลองไมพบการยอยแคทีคอลเปนผลิตภัณฑสีเหลืองเขม (2-ไฮดรอกซีมิว
โคเนท เซมิแอลดีไฮด) และการคัดกรองยีนไดออกซีจีเนสโดยนําโคลนที่ไดจากการสรางหองสมุดดี
เอ็นเอมาคัดกรองโดยสังเกตการแสดงออกของยีนไดออกซีจีเนสจากการเปล่ียนอินโดลเปนอินดิโก 
ผลจากการทดลองไมพบโคลนที่สามารถเปล่ียนอินโดลเปนอินดิโก   
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4.5  การตรวจสอบและการคัดแยกยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสท่ีเกี่ยวของกับการยอย
สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยวิธี PCR 

จากผลการทดลองขางตนพบวาการยอยสลายฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนในระบบนิเวศ
จําลองดินเกิดจากบทบาทของแบคทีเรียในดิน และผลการวิเคราะหการเปล่ียนแปลงประชาคม
แบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดินพบกลุมแบคทีเรียเดนเปนเปนกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือ
เพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ คาดวาระบบนิเวศจําลองดินดังกลาวนาจะเปนแหลงที่สามารถ
พบยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอนที่แตกตางจากที่เคยมีรายงานมาแลว  การทดลองนี้จึงคัดแยกยีนดังกลาวจาก
ระบบนิเวศจําลองดินโดยเทคนิคลูกโซพอลิเมอเรส  

4.5.1 การตรวจสอบยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสารประกอบพอ
ลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยวิธี PCR 

การทดลองทําโดยเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณที่จําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัส
เกี่ยวกับอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสและเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส 
ของแบคทีเรียบางกลุมที่สามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก  โดยการใชเทคนิคลูกโซพอลิ
เมอเรส โดยใชดีเอ็นเอจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอนมาเปนดีเอ็นเอแมแบบ   

ผลการตรวจสอบยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจี เนสที่คาดวาเกี่ยวของกับการยอย
สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยวิธีลูกโซพอลิเมอเรสพบผลิตภัณฑลูกโซพอ
ลิเมอเรสตามขนาดที่คาดหวัง 297 bp เม่ือใชไพรเมอร GPF และ GPR (Cebron และคณะ, 2008) 
ซึ่งจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่
จําเพาะตอแบคทีเรียแกรมบวก แสดงดังรูปที่ 4.10  และพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด
ตามที่คาดหวัง 803 bp เม่ือใชไพรเมอร NMR331f และ NMR1134r (Marcos และคณะ, 2009) 
ซึ่งจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่
จําเพาะตอแบคทีเรียแกรมบวก  แสดงดังรูปที่ 4.11  ในขณะที่เม่ือใชไพรเมอรคูอ่ืนๆ จําเพาะตอยีน
ที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส และเอกซตราไดออล
ไดออกซิจีเนสไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.3 และ 4.4 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.10  ขนาดชิ้นผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากไพรเมอรคู  GPF และ GPR  ชองว่ิงที่ 1: 
Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 : AP0  ชองว่ิงที่ 3 : AP2  ชองว่ิงที่ 4 : AP4 ชองว่ิงที่5 : AP6  ชองว่ิงที่ 
6 : ACE2+4  ชองว่ิงที่ 7 : PHE2+4 ชองว่ิงที่ 8 : positive control (ดีเอ็นเอจาก 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402) (Klankeo และคณะ, 2009)  
  

จากรูปที่ 4.10  ผลจากการใชไพรเมอรคู GPF และ GPR  ไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอ
เรสในสัปดาหที่ 0 (AP0) ของการทดลอง และพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ในสัปดาหที่ 4 
(AP4) ซึ่งมีความเขมของแถบดีเอ็นเอมากกวาผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากสัปดาหที่ 2 (AP2)  
และ 6 (AP6) ในขณะที่ ACE2+4 และ PHE2+4 พบวาผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมีความเขม
ของแถบดีเอ็นเอไมตางจาก AP4 จากผลแสดงใหเห็นวาเม่ือเติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนลงไป
ในดินสามารถชักนําใหแบคทีเรียในดินผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟ
แนนทรีนได และจากการพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสในสัปดาหที่ 4 (AP4) มีความเขมของ
แถบดีเอ็นเอมากที่สุดนั้นอาจอนุมานไดวาแบคทีเรียในดินสามารถผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนไดมากที่สุดในสัปดาหที่ 4 ของการทดลอง  ดังนั้นจึงเลือก
ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากสัปดาหที่ 4 (AP4) มาทําการทดลองตอในการสรางหองสมุดยีน
เพื่อคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs 
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รูปที่  4.11  ขนาดชิ้นผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากไพรเมอรคู NMR331f และ NMR1134r ชอง
ว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 : AP0  ชองว่ิงที่ 3 : AP2  ชองว่ิงที่ 4 : AP4 ชองว่ิงที่5 : AP6  
ชองว่ิงที่ 6 : PHE2  ชองว่ิงที่ 7 : PHE4 ชองว่ิงที่ 8 : ACE2  ชองว่ิงที่ 9 : ACE4 ชองว่ิงที่ 10 : 
positive control (ดีเอ็นเอจาก Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402) (Klankeo และคณะ
, 2009)  
 

จากรูปที่ 4.11  ผลจากการใชไพรเมอรคู NMR331f และ NMR1134r  ไมพบผลิตภัณฑ
ลูกโซพอลิเมอเรสในสัปดาหที่ 0 (AP0) ของการทดลอง และพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสใน
สัปดาหที่ 4 (AP4) ซึ่งมีความเขมของแถบดีเอ็นเอมากกวาผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจาก
สัปดาหที่ 2 (AP2)  และ 6 (AP6) ในขณะที่ไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสในตัวอยาง ACE2 
ACE4 และ PHE2 PHE4 จากผลแสดงใหเห็นวาเม่ือเติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนลงไปในดิน
สามารถชักนําใหแบคทีเรียในดินผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแน
นทรีนไดและจากการพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสในสัปดาหที่ 4 (AP4) มีความเขมของแถบดี
เอ็นเอมากที่สุดนั้นอาจอนุมานไดวาแบคทีเรียในดินสามารถผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนไดมากที่สุดในสัปดาหที่ 4 ของการทดลอง  ซึ่งสอดคลองกับผล
ในการนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาสรางหองสมุดยีนเพื่อคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายสารประกอบ PAHs ที่พบจํานวนรีคอมบิแนนทพลาสมิดมากที่สุดจากตัวอยางในสัปดาหที่ 
4 (AP4)  ดังแสดงในตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.3 ผลปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรคูตางๆ ที่จําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัส
เอนไซมอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส 

ไพรเมอร 
ดีเอ็นเอจากระบบนิเวศจําลองดิน 

AP0 AP2 AP4 AP6 PHE2 PHE4 ACE2 ACE4 
ndoBF/ndoBR - - - - - - - - 

phnAcF/phnAcR - - - - - - - - 
arhA1F/arhA1R - - - - - - - - 

bphA1F/bphA1R - - - - - - - - 
GNF/GNR - - - - - - - - 
GPF/GPR - + + + + + + + 

NahAc1F/NahAc3F, 
NahAc2 

- - - - - - - - 

NMR331f/NMR1134r - + + + - - - - 
adoF1/adoB1 - - - - - - - - 

+ หมายถึง ไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสตามที่คาดหวัง 
- หมายถึง ไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสตามที่คาดหวัง 
 
 
ตารางที่ 4.4 ผลปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรคูตางๆ ที่จําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัส
เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส  

ไพรเมอร 
ดีเอ็นเอจากระบบนิเวศจําลองดิน 

AP0 AP2 AP4 AP6 PHE2 PHE4 ACE2 ACE4 
BphCS1F/BphCS2R - - - - - - - - 

BP-f/BP-r - - - - - - - - 
+ หมายถึง ไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสตามที่คาดหวัง 
- หมายถึง ไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสตามที่คาดหวัง 
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4.5.2  การคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอนโดยสรางหองสมุดยีนจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส 

เม่ือพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสซึ่งจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโร
มาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส  จึงนํามาโคลนเขากับพลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy 
เพื่อศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดโดยเรียกวาการสรางหองสมุดยีน
โดยมีตัวอยางผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่นํามาโคลนและจํานวนโคลนที่นําไปศึกษาตอ ดัง
แสดงผลตารางที่ 4.5 

 
ตารางที่ 4.5  ผลการสรางหองสมุด PCR ซึ่งจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโร
มาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส 
 

ตัวอยางผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส จํานวนรีคอมบิแนนทพลาสมิด (โคลน) 
AP4GP4 21 
AP2NMR 11 

AP4NMR4 (โคลนคร้ังที1่) 
 +  

AP4iNMR (โคลนคร้ังที2่) 

 
33 

AP6NMR 10 
 
การสรางหองสมุดยีน (PCR) ที่สรางโดยการนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชคูไพรเมอร 

GPF และ GPR  ซึ่งพบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากการใชดีเอ็นเอแมแบบในระบบนิเวศจําลองดินที่
เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนในสัปดาหที่4 (AP4GP4) จํานวน 21 โคลน  
จากนั้นนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 21 โคลน  HinfI เพื่อเลือกรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่
แตกตางกันไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.12 
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รูปที่ 4.12  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4GP4  หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 22 : คือตัวอยาง 
AP4GP หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  
 

จากรูปที่ 4.12 ที่แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4GP4 พบวา
สามารถแบงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsuRI และ 
HinfI ไดเปน 5 กลุม  จากนั้นเลือกตัวแทนของแตละกลุมดังนี้   AP4GP4.3  AP4GP4.15 
AP4GP4.23  AP4GP4.5 และ AP4GP4.11 เพื่อนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.6  

 
ตารางที่ 4.6  กลุมของรูปแบบรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจาก
ตัวอยาง AP4GP4 

กลุม 
(รูปแบบ) 

สมาชิกในกลุมที่มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
เหมือนกัน 

รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่นําไป
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

1 (a) 4.3 AP4GP4.3 
2 (b) 4.15 AP4GP4.15 
3 (c) 4.1, 4.2, 4.4, 4.8, 4.10, 4.16, 4.17, 4.20, 4.22, 

4.23, 4.25, 4.26 
AP4GP4.23 

4 (d) 4.5, 4.18, .4.21 AP4GP4.5 
5 (e) 4.11, 4.13, 4.14, 4.19 AP4GP4.11 
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จากตารางที่ 4.5 สรางหองสมุดยีนจากการนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชคูไพรเมอร 
NMR331f และ NMR1134r โดยใชดีเอ็นเอแมแบบจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีน
และฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนในสัปดาหที่2 (AP2NMR) พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 11 
โคลน นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  นอกจากนี้ยังมีตัวอยาง AP4NMR (โคลนคร้ังที่1) 
AP4iNMR (โคลนคร้ังที่2) (ยอมาจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชไพรเมอรคู NMR331f และ 
NMR1134r โดยใชดีเอ็นเอแมแบบจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปน
แหลงคารบอนในสัปดาหที่4) พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 31 โคลน นํามาตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ HinfI  และจากตัวอยาง AP6NMR (ยอมาจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชไพร
เมอรคู NMR331f และ NMR1134r โดยใชดีเอ็นเอแมแบบจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซี   
แนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนในสัปดาหที่6) พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 10 
โคลน นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI เพื่อเลือกรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันไป
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.13-4.16 

  
 

รูปที่ 4.13  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP2NMR หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 12 : คือตัวอยาง 
AP2NMR หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI 
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รูปที่ 4.14  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4NMR หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 22 : คือตัวอยาง 
AP4NMR หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI 
 

 
 

  
รูปที่ 4.15  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4iNMR หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 19 : คือตัวอยาง 
AP4iNMR หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI 
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รูปที่ 4.16  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP6NMR หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 10 : คือตัวอยาง 
AP6NMR หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI 
 

จากรูปที่ 4.13 – 4.16 ที่แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP2NMR 
หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ไดเปน 7 กลุม  จากนั้นเลือกตัวแทนของแตละกลุม
ดังนี้   AP2NMR2i1 AP2NMR2i3 AP2NMR2i4 AP2NMR2i2 AP2NMR2i6 AP2NMR2i8 
AP2NMR2i10  สวนรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4NMR (โคลนคร้ังที่1)  
AP4iNMR (โคลนคร้ังที่2) หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ไดเปน 17 กลุม จากนั้น
เ ลือ ก ตั ว แท น ของ แตล ะก ลุ มดั ง นี้  AP4NMR4.1 AP4NMR4.2 AP4NMR4.3 AP4NMR4.5 
AP4NMR4.10 AP4NMR4.16 AP4NMR4.9 AP4NMR4.7 AP4NMR4.8 AP4NMR4.15 
AP4iNMR4i1 AP4iNMR4i8 AP4iNMR4i3 AP4iNMR4i4 AP4iNMR4i6 AP4iNMR4i7 
AP4iNMR4i18  และรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP6NMR พบวาสามารถแบง
รูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ไดเปน 9 กลุม 
จากนั้นเลือกตัวแทนของแตละกลุมดังนี้ AP6NMR6i1 AP6NMR6i2 AP6NMR6i3 AP6NMR6i4 
AP6NMR6i5 AP6NMR6i6 AP6NMR6i7 AP6NMR6i9 AP6NMR6i10  ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
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ตารางที่ 4.7  แสดงกลุมของรูปแบบรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
จากตัวอยาง AP2NMR AP4NMR (โคลนคร้ังที1่) AP4iNMR (โคลนคร้ังที2่) และ AP6NMR 

ตัวอยาง กลุม 
(รูปแบบ) 

สมาชิกในกลุมที่มีรูปแบบของแถบดี
เอ็นเอเหมือนกัน 

รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่นําไป
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 
 
 

AP2NMR 

1 (a) 2i1, 2i11 AP2NMR2i1 
2 (b) 2i3 AP2NMR2i3 
3 (c) 2i4 AP2NMR2i4 
4 (d) 2i2, 2i5, 2i7 AP2NMR2i2 
5 (e) 2i6 AP2NMR2i6 
6 (f) 2i8, 2i9 AP2NMR2i8 
7 (g) 2i10 AP2NMR2i10 

 
 
 
 

AP4NMR 

1 (a) 4.1, 4.4 AP4NMR4.1 
2 (b) 4.2, 4.6 AP4NMR4.2 
3 (c) 4.3 AP4NMR4.3 
4 (d) 4.5 AP4NMR4.5 
5 (e) 4.10 AP4NMR4.10 
6 (f) 4.16 AP4NMR4.16 
7 (g) 4.9 AP4NMR4.9 
8 (h) 4.7  AP4NMR4.7 
9 (i) 4.8 AP4NMR4.8 

10 (j) 4.15, 4.17 AP4NMR4.15 
 
 
 

AP4iNMR 

1 (a) 4i1, 4i2, 4i5, 4i13, 4i14, 4i15, 4i17 AP4iNMR4i1 
2 (b) 4i8, 4i11, 4i12, 4i16 AP4iNMR4i8 
3 (c) 4i3 AP4iNMR4i3 
4 (d) 4i4 AP4iNMR4i4 
5 (e) 4i6 AP4iNMR4i6 
6 (f) 4i7, 4i9, 4i10 AP4iNMR4i7 
7 (g) 4i18 AP4iNMR4i18 
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ตารางที่ 4.7  แสดงกลุมของรูปแบบรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
จากตัวอยาง AP2NMR AP4NMR (โคลนคร้ังที1่) AP4iNMR (โคลนคร้ังที2่) และ AP6NMR (ตอ) 

ตัวอยาง กลุม 
(รูปแบบ) 

สมาชิกในกลุมที่มีรูปแบบของแถบดี
เอ็นเอเหมือนกัน 

รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
นําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 

 
 
 
 

AP6NMR 

1 (a) 6i1 AP6NMR6i1 
2 (b) 6i2 AP6NMR6i2 
3 (c) 6i3 AP6NMR6i3 
4 (d) 6i4 AP6NMR6i4 
5 (e) 6i5 AP6NMR6i5 
6 (f) 6i6  AP6NMR6i6 
7 (g) 6i7, 6i8 AP6NMR6i7 
8 (h) 6i9 AP6NMR6i9 
9 (i) 6i10 AP6NMR6i10 

 
 

ผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่เปนตัวแทนในแตละ
กลุมทั้งหมด 38 โคลน พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีความนาสนใจจํานวน 12 โคลนดังนี้ โคลนที่ 
1 AP2NMR2i8 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่
ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับสวน Rieske (2Fe-2S) ของหนวยยอยแอลฟาริงไฮดรอกซิ
เลททิงไดออกซิจีเนสของ Comamonas testosteroni สายพันธุ KF-1 [ZP_03542810.1] โดยมี
เปอรเซ็นตความเหมือนเพียง 66 เปอรเซ็นต โคลนที่ 2 AP4NMR4.2  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลี
โอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน 
ring hydroxylating dioxygenase alpha subunit ของ Mycobacterium gilvum สายพันธุ PYR-
GCK. [YP_001131817] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนถึง 100 เปอรเซ็นต  โคลนที่  3 
AP4NMR4.5  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่
ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ NidA ของ Mycobacterium tuberculosis [ACL13524.1] 
โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนถึง 100 เปอรเซ็นตโคลนที่ 4 AP4NMR4.15  โคลนที่ 5 AP4NMR4i1  
โคลนที่ 6 AP4NMR4i4  โคลนที่ 7 AP4NMR4i7  โคลนที่ 8 AP6NMR6i4  และโคลนที่ 9 
AP6NMR6i10 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่
ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ PhdA ของ Nocardioides sp. สายพันธุ  KP7 
[BAA84712.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 90 96 94 91 90 และ 96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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โคลนที่ 10 AP6NMR6i3  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลี
โอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน ring hydroxylating dioxygenase, alpha 
subunit ของ  Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 [YP_951396.1] โดยมีเปอรเซ็นต
ความเหมือนเพียง 41 เปอรเซ็นต  โคลนที่ 11 AP4GP4.3 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ
ดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน PAH-ring 
hydroxylating dioxygenase alpha subunit ของ uncultured bacterium [ACD14261.1] โดยมี
เปอรเซ็นตความเหมือน 93 เปอรเซ็นต  โคลนที่ 12 AP4GP4.5 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน 
PAH-ring hydroxylating dioxygenase alpha subunit ของ uncultured bacterium 
[ACD14261.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 98 เปอรเซ็นต  รายละเอียดผลการวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดแสดงไวในตารางที่  4.8  จากนั้นสรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของผลิตภัณฑยีนที่ไดกับโปรตีนที่เกี่ยวของ (phylogenetic tree) ไดผลดังแสดงในรูป
ที่ 4.17 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
GP4.3 

 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 93% ACD14261.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 93% ACD14260.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium -  93% ACD14259.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 93% ACD14254.1 Cebron และคณะ 2008 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
GP4.5 

 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 98% ACD14261.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 98% ACD14250.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 98% ACD14248.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 98% ACD14244.1 Cebron และคณะ 2008 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino 
acid 

identity  
Accession no. เอกสารอางอิง 

AP2 
NMR2i8 

Rieske (2Fe-2S)  PAH-RHD 
Comamonas 
testosteroni   

สายพันธุ KF-1 

3-(4-sulfophenyl) 
butyrate  

(3-C4-SPC) 
66% ZP_03542810.1 ไมตีพิมพ, 2009 

Rieske (2Fe-2S)  PAH-RHD 
Marinobacter algicola  

สายพันธุ DG893 
n-hexadecane และ 

n-tetradecane 60% ZP_01894046 Green และคณะ 2007 

putative 
dioxygenase PAH-RHD 

Streptomyces sp.  
สายพันธุ SPB78 - 57% ZP_05485171.1 

Fischbach และคณะ 
2009 

ไมตีพิมพ 

Rieske (2Fe-2S)  PAH-RHD 
Burkholderia sp. 
 สายพันธุ H160 

4,5-
Dihydroxyphthalate 55% 

 
ZP_03268943 

 

Lucas และคณะ 2008 
ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4.2 

 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
gilvum  

สายพันธุ PYR-GCK 
ไพรีน 100% YP_001131817 

Copeland และคณะ 
2007 

ไมตีพิมพ 
ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
vanbaalenii  

สายพันธุ PYR-1 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
99% YP_951396 

Copeland และคณะ 
2006 

ไมตีพิมพ 
putative PAH ring-

hydroxylating 
dioxygenase large 

subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

98% ABD97978 Morgan และ Churchill 
2006 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA Mycobacterium sp.  
สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
98% ABK27720 Pagnout และคณะ 

2006 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4.5 

PAH ring-hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
nidA Mycobacterium 

tuberculosis 
ไพรีน 100% ACL13524.1 

Zhang และ Ran 2010 
ไมตีพิมพ 

naphtalene-inducible 
dioxygenase large 

subunit 
nidA Pseudoxanthomonas 

sp. สายพันธุ RN402 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน 

ฟแนนทรีน  
100% ACM63044 Klankeo และคณะ 

2009 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
nidA Diaphorobacter sp.  

สายพันธุ KOTLB 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน 

ฟแนนทรีน  
100% ACL13523.1 Klankeo และคณะ 

2009 

ring-hydroxylating 
dioxygenase nidA  Mycobacterium gilvum 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน 

ฟแนนทรีน  
100% ABG02224.1 

Hennessee และคณะ 
2006  

ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino 
acid identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4.15 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp. 
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน 90% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxyphthalate 

decarboxylase 
75% ABD97978.1 

Morgan และ 
Churchill 2006 

ไมตีพิมพ 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

75% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
vanbaalenii  

สายพันธุ PYR-1 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  75% YP_951396.1 

Copeland และคณะ 
2006 

ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4i1 

 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp.  
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน 96% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

77% ABD97978.1 Morgan และ 
Churchill 2007 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

77% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 

PAH-
RHD 

Mycobacterium sp.  
สายพันธุ MCS - 77% YP_638855.1 

Copeland และคณะ 
2010  

ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4i4 

 

ISP large subunit phdA  Nocardioides sp.  
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน  94% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp. 
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

76% ABD97978.1 
Morgan, และ 

Churchill 2007 
 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

76% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 

PAH-
RHD 

Mycobacterium sp. 
สายพันธุ MCS - 72% YP_638855.1 Copeland และคณะ 

2010  ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4i7 

 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp.  
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน  91% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

73% ABD97978.1 Morgan และ 
Churchill 2007 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

73% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium sp.  
สายพันธุ MCS - 62% YP_638855.1 Copeland และคณะ 

2010 ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP6 
NMR6i3 

 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
vanbaalenii  

สายพันธุ PYR-1 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
41% YP_951396.1 

Copeland และคณะ 
2010 

ไมตีพิมพ 
ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Streptomyces 
hygroscopicus  - 46% ZP_05512708.1 

Fischbach และคณะ 
2009 

ไมตีพิมพ 

PhtAa PAH-RHD 
Rhodococcus sp.  

สายพันธุ TFB แนพธาลีน, 50% AAY57926.1 
 

Tomas และคณะ 
2008 

ISP large subunit 
 

phdA 
 

Nocardioides sp. 
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน 43% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

 
 
 

98 



113 
 

 

ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino 
acid 

identity  
Accession no. เอกสารอางอิง 

AP6 
NMR6i4 

 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp. 
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน 90% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy phthalate 

decarboxylase 
80% ABD97978.1 Morgan และ 

Churchill 2007 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp. 

 สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

80% ABK27720.1 

 
Pagnout และคณะ 

2007 
 

ring hydroxylating 
dioxygenase PAH-RHD 

Mycobacterium sp.  
สายพันธุ MCS - 76% YP_638855.1 

Copeland และคณะ 
2010  ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino 
acid 

identity  
Accession no. 

 
เอกสารอางอิง 

AP6 
NMR6i10 

 

ISP large subunit phdA  Nocardioides sp.  
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน  96% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp. 
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

77% ABD97978.1 
Morgan, และ 

Churchill 2007 
 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

77% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium sp.  
สายพันธุ MCS - 77% YP_638855.1 Copeland และคณะ 

2010  ไมตีพิมพ 
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101 
PAH-RHD uncultured bacterium  [ACD14250.1] 
PdoA Terrabacter sp. HH4 [AAZ38356.2] 
PAH-RHD Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 [ AAY85176.1] 
AP4GP4.5 

AP4GP4.3 
AP6NMR6i4 
ISP large subunit Nocardioides sp. KP7 [BAA94708.1] 
AP4iNMR4i1 

AP4NMR4.15 
AP4iNMR4i7 

AP4iNMR4i4 

PAH-RHD Mycobacterium sp. 6PY1 [CAD38643.1] 

putative PAH-RHD Mycobacterium sp. S65 [ AAQ12029.1] 

PAH-RHD Mycobacterium gilvum PYR-GCK [AAN78312.1] 
AP4NMR4.5 

NidA Pseudoxanthomonas sp. RN402 [ACL13524.1] 
PAH-RHD Mycobacterium tuberculosis  [ADD82908.1] 
PAH-RHD Mycobacterium gilvum  [AAN78316.1] 

NidA Diaphorobacter sp. KOTLB  [ACL13523.1] 

PAH-RHD Streptomyces hygroscopicus ATCC 53653 
AP6NMR6i3 

AP2NMR2i8 
   Rieske (2Fe-2S)  Comamonas testosteroni KF-1 [ZP_03542810.1] 

naphthalene dioxygenase Fe-S protein large subunit Pseudomonas sp. ND6 [AAP44288.1] 
naphthalene dioxygenase Pseudomonas fluorescens  [AAL07262.1] 
ISP large subunit Pseudomonas putida [BAA20391.1] 

naphthalene-inducible dioxygenase large subunit Rhodococcus opacus [BAE53376.1] 
naphthalene dioxygenase large subunit Rhodococcus sp. P200  [AAR05114.1] 

PAH-RHD Terrabacter sp. FLO A[BA87073.1] 
PAH-RHD uncultured bacterium [ACD14248.1] 

รูปที่ 4.17  phylogenetic tree ของผลิตภัณฑยีนสวนหนวยยอยแอลฟาริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่ไดกับ dioxygenase กลุมที่
เกี่ยวของ  scale bar: 0.1; percent divergence และตัวเลขที่สาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 คร้ังดวย bootstrap 
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 PAH-RHD Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 [YP_951396.1] 
PdoA2 Mycobacterium sp. CH-2 [AAZ78216.1] 

PAH-RHD Mycobacterium gilvum PYR-GCK [YP_001131817.1] 
AP4NMR4.2 
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ผลจากการสรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการพบความหลากหลายของ
ผลิตภัณฑยีนประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส หลาย
กลุม (รูปที่ 4.17) เร่ิมผลิตภัณฑจากโคลน AP2NMR2i8 จัดอยูในกลุมเอนไซม PAH-RHD  ของ 
Comamonas testosteroni สายพันธุ KF-1 [ZP_03542810.1]  และมีความสัมพันธกับเอนไซม
ของแบคทีเรียกลุมแกรมลบ  ผลิตภัณฑจากโคลน AP4NMR4.2 จัดอยูในกลุมเอนไซม PAH-
RHD ของ Mycobacterium gilvum สายพันธุ PYR-GCK [YP_001131817.1]  และมี
ความสัมพันธกับเอนไซมในกลุมของแบคทีเรีย Mycobacterium sp. ผลิตภัณฑจากโคลน 
AP4NMR4.5 จัดอยูในกลุมเอนไซม NidA ของ Mycobacterium gilvum สายพันธุ PYR-GCK 
[AAN78312.1] และมีความสัมพันธกับเอนไซมในกลุมของแบคทีเรียที่มี NidA  สวนผลิตภัณฑ
จากโคลน AP4NMR4.15 AP4NMR4i1 AP4NMR4i4 AP4NMR4i7 และ AP6NMR6i4 จัดอยูใน
กลุม PhdA phdA ของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 [BAA84712.1] ผลิตภัณฑจากโคลน 
AP6NMR6i3 จัดอยูระหวางกลุม NidA nidA และในกลุมเอนไซมของแบคทีเรียกลุมแกรมลบซึ่ง
โปรตีนโคลนนี้มีเปอรเซ็นตความเหมือนต่ํากวารอยละ 50 เปอรเซ็นต ผลิตภัณฑจากโคลน 
AP4GP4.3 จัดอยูในกลุมของเอนไซม PAH-RHD ของ uncultured bacterium  [ACD14261.1]  
ผลิตภัณฑจากโคลน AP4GP4.5 จัดอยูในกลุมเอนไซม PAH-RHD ของ Mycobacterium 
vanbaalenii PYR-1 [ AAY85176.1]  PdoA ของ Terrabacter sp. สายพันธุ HH4 
[AAZ38356.2] และ PAH-RHD ของ uncultured bacterium  [ACD14250.1]  ซึ่งผลการสราง
แผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการนี้ใหผลสอดคลองกับการเปรียบเทียบขอมูลจาก
ฐานขอมูล ดังที่แสดงในตาราง 4.8 
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บทท่ี 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

วิทยานิพนธนี้เกี่ยวของกับการคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) จากเมตาจีโนมดิน  ทั้งนี้ 
PAHs จัดเปนสารพิษอันตรายตอส่ิงมีชีวิตและพบปนเปอนอยูในส่ิงแวดลอมและสามารถบําบัด
ไดดวยวิธีทางชีวภาพโดยอาศัยกิจกรรมของแบคทีเรียยอยสลายสารดังกลาว (Talley, 2006, 
Haritash และ Kaushik, 2009) พบวาแบคทีเรียสามารถสรางเอนไซมที่สําคัญหลายชนิดที่
เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs เชน ไดออกซิจีเนส หรือ เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (Habe 
และ Omori, 2003)  ที่ผานมาการศึกษายีนประมวลรหัสเอนไซมเหลานี้ศึกษาจากแบคทีเรียที่
เพาะเล้ียงไดในหองปฎิบัติการเปนหลัก ขณะที่ในปจจุบันพบวายังมีแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมกวา
รอยละ 99 ที่ยังไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ (Handelsman และ
คณะ, 2004) ทําใหขอมูลยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ที่มีในปจจุบันมีจํากัด สงผลให
ความเขาใจกระบวนการยอยสลาย PAHs โดยวิธีทางชีวภาพในส่ิงแวดลอมถูกจํากัดดวย  ดังนั้น
ในวิทยานิพนธนี้จึงเลือกใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลคนหายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ใน
ส่ิงแวดลอมโดยไมอาศัยการเพาะเล้ียงเชื้อ  

การทดลองทําโดยเก็บตัวอยางดินจากแหลงดินอุดมสมบูรณในธรรมชาติที่ไมปนเปอน 
PAHs จากจังหวัดพิษณุโลกมาสรางระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีน
เปนแหลงคารบอน โดยสรางระบบนิเวศจําลองดิน 3 ชุด คือ ระบบนิเวศจําลองดิน PHE ระบบ
นิเวศจําลองดิน ACE และระบบนิเวศจําลองดิน AP ซึ่งระบบนิเวศจําลองดิน PHE คือระบบนิเวศ
จําลองที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน  ระบบนิเวศจําลองดิน ACE คือระบบนิเวศจําลองที่
เติมอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและระบบนิเวศจําลองดิน AP คือระบบนิเวศจําลองที่เติมอะ
ซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน เพื่อเปนการชักนําใหแบคทีเรียดั้งเดิมในดินสามารถ
ปรับตัวและมีความสามารถในการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียสามารถนําฟแนนทรีนและ/
หรืออะซีแนพธีนไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ (enrichment) (Zhou 
และคณะ, 2009)  ซึ่งเปนวิธีที่เหนี่ยวนําใหสามารถตรวจพบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟ   
แนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนได ทั้งนี้ในการทดลองนี้สรางระบบนิเวศจําลองดินชุดควบคุมที่นึ่ง
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที 3 คร้ังเพื่อเปนการเปรียบเทียบในทุกการ
ทดลอง  หลังวิเคราะหการลดลงของปริมาณ PAHs โดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ (Gas 
chromatography, GC) สรุปไดวาเกิดการยอยสลาย PAHs ในระบบนิเวศจําลองดินชุดทดลอง
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ทุกชุดและเกิดจากบทบาทของแบคทีเรียในดิน โดยเปรียบเทียบผลการยอยสลายในแตละระบบ
นิเวศจําลองดินไดดังแสดงในตารางที่ 5.1 

 
ตารางที่ 5.1 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณการลดลงของอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนในระบบ
นิเวศจําลองดินตางๆ 

ระบบนิเวศ
จําลองดิน 

ปริมาณอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนที่เหลือในแตละสัปดาหของการสรางระบบนิเวศ
จําลองดินเทียบกับความเขมขนเร่ิมตน 300 ppm ซึ่งคิดเปน 100 % 

ACE0* ACE2* ACE4* ACE6* PHE0* PHE2* PHE4* PHE6* 
ACE 100 % 68.17% 22.98% 15.95% ND ND ND ND 
PHE ND ND ND ND 100 % 25.83% 3.4% 0 
AP 100 % 63.06% 27.32% 24.52% 100 % 81.64% 0.41% 0 

     หมายเหตุ*  ACE ยอมาจาก ปริมาณอะซีแนพธีน ตัวเลข 0 2 4 6 หมายถึงจํานวนสัปดาห 
  PHE ยอมาจาก ปริมาณฟแนนทรีน   ตัวเลข 0 2 4 6 หมายถึงจํานวนสัปดาห 
 
จากตารางผลการเปรียบเทียบระหวางระบบนิเวศจําลองดิน ACE และ AP แสดงใหเห็นวา

การลดลงของปริมาณอะซีแนพธีนมีความคลายคลึงกัน ซึ่งแตกตางจากผลระหวางระบบนิเวศ
จําลองดิน PHE และ AP แสดงใหเห็นวาการลดลงของปริมาณฟแนนทรีนในสัปดาหที่ 2 (PHE2*) 
มีความแตกตางกัน โดยที่ระบบนิเวศจําลองดิน PHE ในชวงสัปดาหที่ 2 ปริมาณฟแนนทรีนลดลง
อยางรวดเร็วสวนระบบนิเวศจําลองดิน AP ในชวงสัปดาหที่ 2 ยังคงเหลือปริมาณฟแนนทรีน
คอนขางสูง ถึงแมวาทั้งสองระบบนิเวศจําลองดินจะสามารถยอยสลายฟแนน ทรีนไดจนเกือบหมด
ในชวงสัปดาหที่ 4 ก็ตาม และเม่ือเปรียบเทียบผลระหวางชุดทดลองและชุดควบคุมแสดงใหเห็นวา
การลดลงของอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนในชุดทดลองเกิดจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียใน
ดิน ดังแสดงในรูปที่ 4.3 4.4 และ 4.5  จากนั้นจึงสกัดดีเอ็นเอจากดินในระบบนิเวศจําลองดินตางๆ 
ไปทําการทดลองโดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลตอไป 

สําหรับการศึกษาการตรวจติดตามจุลินทรียที่ไมผานการเพาะเล้ียงเชื้อในหองปฏิบัติการ 
(Culture-independent method)  ในปจจุบันเทคนิคการนําดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอมมา
ศึกษาโดยตรงมีหลายเทคนิคดวยกัน (Daniel และคณะ, 2004)  ในการทดลองนี้ไดใชเทคนิค PCR-
DGGE เปนหนึ่งในเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่ถูกนํามาใชวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียใน
ส่ิงแวดลอม (Rosado และคณะ, 1997) ในการตรวจหาแบคทีเรียนิยมเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 
16S rDNA และนําผลิตภัณฑที่ไดมาวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียดวยวิธี DGGE 
(Torsvik และคณะ, 2002)  นําดีเอ็นเอที่สกัดจากดินในระบบนิเวศจําลองดินตางๆ เปนแมแบบใน
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การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA  ผลการตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสราง
ประชาคมแบคทีเรีย แสดงในรูปที่ 4.6 พบวาเม่ือมีการเติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปน
แหลงคารบอนเพื่อชักนําใหแบคทีเรียดั้งเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถในการยอย
สลาย PAHs ซึ่งสอดคลองกับการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียอยางเห็นไดชัดเม่ือ
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียดั้งเดิม จากการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียที่เกิดข้ึนเห็น
ไดวารูปแบบแถบดีเอ็นเอจาก AP กับรูปแบบแถบดีเอ็นเอ ACE มีความคลายคลึงและมีชวง
ระยะเวลาในการยอยสลายที่สอดคลองกัน สวนรูปแบบแถบดีเอ็นเอจาก AP กับรูปแบบแถบดีเอ็น
เอ PHE มีความคลายคลึงกันแตมีความแตกตางกันในชวงระยะเวลาของการพบรูปแบบแถบดีเอ็น
เอดังแสดงในรูปที่ 5.2 

 

 
 
รูปที่ 5.1  แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบแถบดีเอ็นเอจากการเปล่ียนแปลงโครงสราง

ประชาคมแบคทีเรียในชวงระยะเวลาตางๆ 
 
ผลจากตารางที่ 5.1 แสดงการลดลงของปริมาณฟแนนทรีนในสัปดาหที่ 2 (PHE2*) ที่มี

ความแตกตางกันและผลจากรูปที่  5.1 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบแถบดีเอ็นจากการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในชวงระยะเวลาตางๆ แสดงใหเห็นถึงรูปแบบของการ
เติมฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนลงในดินมีผลตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียและ
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ความสามารถในการยอยสลาย PAHs โดยพบวาการเติม PAHs พรอมกันทั้ง 2 ชนิดนี้มีรูปแบบที่
แตกตางจากการเติมฟแนนทรีนหรืออะซีแนพธีนเพียงชนิดเดียว 

เม่ือวิเคราะหผลการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย สามารถสังเกตรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอที่มีความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียที่อาจมีบาบาทสําคัญตอการยอยสลาย      
ฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนในระบบนิเวศจําลองดินตางๆ ดังแสดงดังรูปที่ 4.6  แสดงใหเห็นวา
แถบดีเอ็นเอ  D1 (สีฟา)  D5 (สีชมพ)ู  D7 (เขียวออน)  D9 (สีเหลือง)  D11 (สีเขียวเขม)  อาจเปน
กลุมแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนไดเนื่องจากสามารถพบแถบดีเอ็นเอเหลานี้
ไดจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน  สวนแถบดีเอ็นเอ  D2 (สีมวง) 
อาจเปนกลุมแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญตอการยอยสลายฟแนนทรีนไดเนื่องจากสามารถพบแถบดี
เอ็นเอนี้ไดจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนน ทรีนเปนแหลงคารบอน  นอกจากนี้ยังพบแถบดี
เอ็นเอที่อาจใช PAHs ทั้งสองชนิดเปนแหลงคารบอนไดคือแถบดีเอ็นเอ  D5 (สีชมพู)  D3 (สีสม) 
D4 (สีดํา)  D6 (สีน้ําเงิน)  D8 (สีน้ําตาล)  D10 (สีแดง)  เพราะสามารถพบไดทั้งในระบบนิเวศ
จําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีน 

จากการเลือกแถบดีเอ็นเอบางสวนไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อระบุชนิดแบคทีเรียที่
มีบทบบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนโดยเลือกตัวแทนจากแถบดีเอ็นเอที่มี
ปริมาณความเขมของแถบดีเอ็นเอสูงไปวิเคราะหคือแถบดีเอ็นเอ  D4 (สีดํา)  D8 (สีน้ําตาล)  D11 
(สีเขียวเขม)  เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอบางแถบคือ  D4 (สีดํา)  D8 (สี
น้ําตาล)  D11 (สีเขียวเขม)  พบวา  D4 (สีดํา)  นาจะเปน  Bacillus sp. และ  D8 (สีน้ําตาล) นาจะ
เปน  Delftia sp. สวน  D11 (สีเขียวเขม) ยังไมสามารถระบุชนิดได  ทั้งนี้แบคทีเรียเดนดังกลาวคาด
วาเปนกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ  มีรายงานถึง
ความสามารถในการยอยสลาย PAHs ของ Bacillus sp. โดย Bayoumi และคณะ (2009) ศึกษา
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย PAHs ในดินที่มีการปนเปอนน้ํามัน แบคทีเรีย 26 สายพันธุถูกแยก
ไดจากดินบริเวณโรงกล่ันน้ํามัน พบแบคทีเรีย สายพันธุมีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันได
จากนั้นจัดจําแนกแบคทีเรียพบอยูในกลุมของ Burkholderia cepacia DAFS11, Bacillus firmus 
APIS272, Pseudomonas alcaligenes DAFS331, Bacillus licheniformis APIS473, Bacillus 
subtilis SBS26 และ Micrococcus lylae SBS661 จากทั้งหมด 6 สายพันธุ พบ 3 สายพันธุเปน
แบคทีเรียในกลุมของ Bacillus ซึ่ง Bacillus firmus APIS272 สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน, แอ
นทราซีน และเบนโซ[บี]ฟลูออแรนทรีน ไดอยางสมบูรณที่ความเขมขน 0.381, 13.148 และ 0.229 
ppm ตามลําดับ Bacillus licheniformis APIS473 สามารถยอยแอนทราซีนไดอยางสมบูรณที่
ความเขมขน 13.148 ppm และ Bacillus subtilis SBS26 สามารถยอยอะซีแนพธีน, แอนทราซีน
และเบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีน ไดอยางสมบูรณที่ความเขมขน 0.177, 13.148 และ 0.229 ppm 
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ตามลําดับ การยอยสลายโดย Bacillus นั้นจะสมบูรณใน 15 วัน  และการศึกษาเกี่ยวกับการยอย 
PAHs โดย Delftia sp. ไดแก Vacca และคณะ (2005) ศึกษาการแยกแบคทีเรียในดินที่มี
ความสามารถในการยอยฟแนนทรีนซึ่งซับอยูบนตัวดูดซับ คือ กรดฮิวมิก โดยทําการเก็บตัวอยาง
ดินบริเวณที่มีการปนเปอน PAHs จากโรงงานถานหิน จากนั้นแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การยอยสลายฟแนนทรีนโดยเปรียบเทียบระหวางการเติมตัวดูดซับที่ไมมีฟแนน ทรีนอยูบนตัวดูด
ซับและมีฟแนนทรีนอยูบนตัวดูดซับซึ่งใชฟแนนทรีน 10 มิลลิกรัม เติมลงในอาหารเล้ียงเชื้อ 50 
มิลลิลิตร และสามารถแยกแบคทีเรีย 25 สายพันธุไดจากดินที่มีการเติมตัวดูดซับที่ไมมีฟแนนทรีน 
อยูบนตัวดูดซับในขณะที่อาหารที่มีการเติมตัวดูดซับที่มีฟแนนทรีนอยูบนตัวดูดซับแยกแบคทีเรียได 
3 สายพันธุ คือ Burkholderia spp. Delftia sp. และ Sphingomonas sp. แสดงวาแบคทีเรียทั้ง 3 
สายพันธุที่คัดแยกไดมีความสามารถในการยอยสลายฟแนนทรีนได 

จากการทดลองที่การเติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนเพื่อชักนําให
แบคทีเรียดั้งเดิมในดินสามารถปรับตัวใหมีความสามารถในการยอยสลาย PAHs ซึ่งสอดคลองกับ
การเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียอยางเห็นไดชัดเม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรียดั้งเดิม 
การทดลองนี้ไดพยายามคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs โดยวิธีการสรางหองสมุดดี
เอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน โดยใชดีเอ็นเอเมตาจีโนม จากการสรางระบบนิเวศจําลองดิน AP ใน
สัปดาหที่ 2 และ 4 มาสรางหองสมุดดีเอ็นเอโดยใชพลาสมิดเวกเตอร pZErO-2 (Invitrogen, 
USA) พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวนประมาณ 10,000 โคลน ซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ีย
ขนาด 3-8 Kb เพื่อคัดกรองยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสหรือยีนไดออกซิจีเนส จากหองสมุดดี
เอ็นเอโดยสังเกตการแสดงออกของฟโนไทป  ทั้งนี้จากรายงาน Suenaga และคณะ (2007) สราง
หองสมุดดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากตะกอนบําบัดน้ําเสียเพื่อหายีนประมวลรหัสเอกซตราไดออลได
ออกซิจีเนสที่สามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกโดยโคลนชิ้นดีเอ็นเอลงในฟอสมิดเวกเตอร 
(pCC1FOS) ซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ียขนาด 33 Kb และคัดกรองโคลนที่ตองการโดยใชการ
แสดงออกทางฟโนไทปของยีนสอดแทรกโดยมีสารแคทีคอลเปนสับสเตรทเม่ือถูกเรงปฏิกิริยาดวย
เอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส สามารถยอยแคทีคอลเปนสับสเตรทเปนสีเหลืองเขมไดแก
สาร 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทเซมิแอลดีไฮด  พบโคลนที่ใหผลบวกจํานวน 91 โคลน และพบ ยีน
ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสชนิดใหมจํานวน 25 โคลน  นอกจากนี้ Brennerova 
และคณะ (2009) ไดสรางหองสมุดดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากดินที่ปนเปอนอะโรมาติกริง
ไฮโดรคารบอนที่ไดรับการบําบัดโดยการเติมอากาศ (air-sparging) เพื่อหายีนประมวลรหัสเอกซ
ตราไดออลไดออกซิจีเนสที่สามารถยอยสลายอะโรมาติก โดยโคลนชิ้นดีเอ็นเอลงในฟอสมิด
เวกเตอร (pCC1FOS) ซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ียขนาด 33 Kb และคัดกรองโคลนที่ตองการ
โดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของยีนสอดแทรกโดยมีสารแคทีคอลเปนสับสเตรทเม่ือถูกเรง
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ปฏิกิริยาดวยเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส สามารถยอยแคทีคอลเปนสับสเตรทเปนสี
เหลืองเขมไดแกสาร 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทเซมิแอลดีไฮด พบโคลนที่ใหผลบวกจํานวน 235 โคลน 
และพบยีนประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสชนิดใหมจํานวน 128 โคลน  จากรายงาน
ขางตนการสรางหองสมุดดีเอ็นเอเปนวิธีที่ทําใหมีโอกาสพบยีนชนิดใหมที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะโรมาติกได  และจากการพยายามสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดินเพื่อเพิ่มโอกาส
ในการพบยีนชนิดใหมได อยางไรก็ตามในการทดลองนี้ผลที่ไดหลังการคัดกรองรีคอมบิแนนทพ
ลาสมิดจํานวนประมาณ 10,000 โคลน ไมพบโคลนที่ใหผลบวก ทั้งนี้จะเห็นไดจากการศึกษาที่ผาน
มาที่ประสบความสําเร็จในการคัดแยกยีนชนิดใหมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะโรมาติกนั้น 
เลือกใชฟอสมิดเวกเตอรที่สามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ียขนาด 33 Kb ซึ่งมีขนาดใหญ
กวาที่ใชในการทดลองนี้ที่ใชพลาสมิดเวกเตอรที่สามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ียขนาด 3-
8 Kb เทานั้น ดังนั้นในการศึกษาในอนาคตควรเลือกใชเวกเตอรที่สามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด
ใหญเพื่อเปนการเพิ่มโอกาสในการพบยีนชนิดใหมได 

 
นอกจากนั้นในการทดลองนี้ไดตรวจสอบยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการ

ยอยสารประกอบ PAHs โดยวิธี PCR เพื่อเปนการคัดกรองเบื้องตน โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจาก
ขอมูลที่ไดจากการศึกษาที่ผานมาและมีความสามารถในการคัดแยกยีนชนิดใหมที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกได ซึ่งในการทดลองนี้ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ครอบคลุม
ทุกกลุมของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสโดยใชไพรเมอรทั้งหมด 10 คู ดังแสดงในตารางที่ 3.2  
และใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสบางกลุม จํานวน 2 คู 
ดังแสดงในตารางที่ 3.3 ผลการคัดกรองยีนเบื้องตนพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส เม่ือใชไพรเมอร
คู GPF และ GPR (Cebron และคณะ, 2008) ดังแสดงในรูปที่ 4.7  และใชไพรเมอรคู NMR331f 
และ NMR1134r (Marcos และคณะ, 2009) ดังแสดงในรูปที่  4.8  ซึ่งทั้ง 2 คูไพรเมอรมี
ความจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่
จําเพาะตอแบคทีเรียแกรมบวก   

เม่ือนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดมาสรางหองสมุดยีนเพื่อคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายสารประกอบ PAHs นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชคูไพรเมอร GPF และ GPR 
มาสรางหองสมุดยีน ไดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 21 โคลน  สวนการสรางหองสมุดยีนจาก
ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชคูไพรเมอร NMR331f และ NMR1134r ไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด
จํานวน 54 โคลน  จากนั้นนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ เพื่อ
เลือกรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและพบรูปแบบของแถบดี
เอ็นเอที่แตกตางทั้งหมด 38 โคลน ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
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มีความนาสนใจจํานวน 12 โคลน ดังแสดงในตารางที่ 4.8 และพบโคลนที่มีเปอรเซ็นตความเหมือน
ต่ํากวารอยละ 97 จํานวน 9 โคลน ดังแสดงในตารางที่ 5.2  สวนรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 3 
โคลน ที่มีเปอรเซ็นตความเหมือนสูงกวารอยละ 97 ไดผลดังนี้ 

โคลนที่ 1 AP4NMR4.2  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน ring hydroxylating dioxygenase 
alpha subunit ของ Mycobacterium gilvum สายพันธุ PYR-GCK. [YP_001131817] โดยมี
เปอรเซ็นตความเหมือนถึง 100 เปอรเซ็นต  โคลนที่ 2 AP4NMR4.5  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลี
โอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ NidA 
ของ Mycobacterium tuberculosis [ACL13524.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนถึง 100 
เปอรเซ็นตโคลนที่ โคลนที่ 3 AP4GP4.5 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรก
มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha subunit ของ uncultured bacterium [ACD14261.1] โดยมีเปอรเซ็นต
ความเหมือน 98 เปอรเซ็นต   
 การรายงานถึงแบคทีเรียที่มียีนประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ NidA ลาสุดที่มีการ
ตีพิมพ พบรายงานของ Klankeo และคณะ (2009)  ศึกษาจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอย
สลายไพรีนจากตัวอยางดินโดยสรางระบบนิเวศจําลองดินที่มีการเติมไพรีนลงไปในระบบ  
แบคทีเรียใหม 2 สายพันธุถูกแยกไดจากระบบนิเวศจําลองดิน คือ สายพันธุ KOTLB และ RN402 
พบวามีความสามารถในการใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน นอกจากไพรีนยังพบวา
ทั้ง 2 สายพันธุสามารถยอยฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน จากการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอแบบ
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ nidA พบการแสดงออกของยีนไดออกซิ
จีเนสทั้ง 2 สายพันธุ พบผลิตภัณฑยีน nidA มีความเหมือนกับโปรตีน NidA 99-100 %  ซึ่งเปนยีน
ที่ประมวลรหัสหนวยยอยของเทอร มินัลออกซิจี เนส  สําหรับการยอยสลายไพรีนของ 
Mycobacterium spp. นอกจากนี้ผลของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแสดงใหเห็นวายีน nidA มี
ตําแหนงอยูบน megaplasmid ซึ่งรายงานนี้เปนรายงานแรกที่แสดงการยอยสลายไพรีนจาก
แบคทีเรียแกรมลบที่มียีน nidA  จากรายงานดังกลาวเปนรายงานยีนประมวลรหัสกรดอะมิโน
คลายคลึงกับ NidA ซึ่งเปนยีนชนิดเดียวกันกับโคลนที่พบทั้ง 3 โคลน และแสดงใหเห็นถึง
ความสามารถในการใชฟแนนทรีนเปนสับสเตรทได ซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่เติมฟแนนทรีน
และ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน 
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ตัวอยาง 
โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 

 
Substrate 

 

% amino 
acid 

identity 

Accession 
no. 

เอกสารอางอิง 

 
AP2NMR2i8 Rieske (2Fe-2S) PAH-RHD 

Comamonas 
testosteroni 

สายพันธุ KF-1 

3-(4-sulfophenyl) 
butyrate 

(3-C4-SPC) 
66% ZP_0354281

0.1 ไมตีพิมพ, 2009 

 
AP6NMR6i3 

ring hydroxylating 
dioxygenase, alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
vanbaalenii สายพันธุ 

PYR-1 

ไพรีน 
ฟลูออแรนทรีน 

ฟแนนทรีน 
41% YP_951396.1 

Copeland และ
คณะ 2010 
ไมตีพิมพ 

AP4NMR4.15 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp.สาย
พันธุ KP7 ฟแนนทรีน 

90 % 

BAA84712.1 Saito และคณะ 
2000 

AP4NMR4i1 96 % 
AP4NMR4i4 94 % 
AP4NMR4i7 91 % 
AP6NMR6i4 90 % 
AP6NMR6i10 96 % 

AP4GP4.3 ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

uncultured 
bacterium 

- 93% ACD14261.1 Cebron และคณะ 
2008 

ตารางที่ 5.2  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกพบโคลนที่มีเปอรเซ็นตความเหมือนต่ํากวารอยละ 97 จํานวน 9 โคลน 
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โดย ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกของโคลน AP2NMR2i8 
พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับสวน Rieske (2Fe-2S) ของ
หนวยยอยแอลฟาริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสของ Comamonas testosteroni สายพันธุ KF-
1 [ZP_03542810.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเพียง 66 เปอรเซ็นตพิจารณาจากเปอรเซ็นต
ความเหมือนที่ไดพบวาในการทดลองนี้มีแนวโนมในการพบยีนใหมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะ
ซีแนพธีนและฟแนนทรีน  รายงานที่ผานมาของ Goyal และ Zylstra (1996) ซึ่งรายงานเกี่ยวกับยีน 
nah ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพธาลีนใน Comamonas testeroni พบยีน nah 
จากสายพันธุ GZ42 และพบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nahAa) เฟอรรีดอกซิน 
(nahAb) ISP หนวยยอยแอลฟา และหนวยยอยบีตา (nahAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส 
(nahB) และ แอลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (nahF) แตระหวางยีน nahAa และ nahAb มียีน nahAc2 
และ nahAd2 ที่ประมวลรหัส ISP หนวยยอยแอลฟาและหนวยยอยบีตาแทรกอยู จากรายงาน
ดังกลาวที่เปนรายงานเชื้อกลุมเดียวกันกับโคลนที่พบแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการใชฟ     
แนนทรีนเปนสับสเตรทซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่เติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอน    

โคลน AP6NMR6i3 เปนอีกโคลนหนึ่งที่มีความนาสนใจ ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ
โปรตีน ring hydroxylating dioxygenase, alpha subunit ของ  Mycobacterium vanbaalenii 
สายพันธุ PYR-1 [YP_951396.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเพียง 41 เปอรเซ็นต  พิจารณาจาก
เปอรเซ็นตความเหมือนที่ไดพบวาในการทดลองนี้มีแนวโนมในการพบยีนใหมที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีน  ในอดีตมีรายงานถึงความสามารถในการยอยสลาย PAHs 
ในแบคทีเรียแกรมบวก โดยมี Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 เปนตัวแทนของ
การศึกษาในแบคทีเ รียแกรมบวกดังนี้   Khan และคณะ (2001) ศึกษา Mycobacterium 
vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถยอยสลายไพรีน ฟลูออแรนทรีน ฟแนน 
ทรีน แอนทราซีน  เบนโซ[เอ ]ไพรีนโดยใช เทคนิคทางโปรตีน  (Proteomic) ทําโดยเ ล้ียง 
Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 ในอาหารที่มีไพรีน หรือฟแนนทรีนหรือไดเบนโซไท
โอพีน และทราบวา Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 มียีน nidA ประมวลรหัสหนวย
ยอยแอลฟาของไดออกซิจีเนส ยีน nidB ประมวลรหัสหนวยยอยบีตาของไดออกซิจีเนส และยีน 
nidD ประมวลรหัสอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส และพบอีกวาลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัวของ
ยีนแตกตางจากยีนในกลุมคลาย nah โดยมีการเรียงตัวเปน nidDBA และลําดับนิวคลีโอไทดมี
ความแตกตางจาก nah-like มากกวา 60% จากรายงานดังกลาวที่เปนรายงานเชื้อกลุมเดียวกันกับ
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โคลนที่พบแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการใชฟแนนทรีนเปนสับสเตรทซึ่งสอดคลองกับการ
ทดลองที่เติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน   

โคลน  AP4NMR4.15  AP4NMR4i1 AP4NMR4i4  AP4NMR4i7  AP6NMR6i4  และ 
AP6NMR6i10  ซึ่งเปนโคลนชนิดที่พบมากที่สุดในการทดลองนี้ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ PhdA ของ 
Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 [BAA84712.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 90 96 94 91 90 
และ 96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  Saito และคณะ (2000) รายงานวา Nocardioides sp. สายพันธุ 
KP7 มียีน phd  ซึ่งประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท 
(phthalate) โดย phd ประกอบดวยยีนสองกลุมกลุมแรกประกอบดวย phdEFABGHCD ประมวล
รหัสเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยสลายฟแนนทรีนไปเปน 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอต (1-
hydroxy-2-naphthoate) และ phdIJK ประมวลรหัสยีนที่ทําหนาในการยอยสลาย 1-ไฮดรอกซี-2-
แนพธาโนเอต ไปเปนพธาเลต  จากรายงานดังกลาวเปนรายงานเชื้อชนิดเดียวกันกับโคลนที่พบ
แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการใชฟแนนทรีนเปนสับสเตรทซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่เติม
ฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน และโคลนAP4GP4.3 ผลการวิเคราะหลําดับ   
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ
โปรตีน PAH-ring hydroxylating dioxygenase alpha subunit ของ uncultured bacterium 
[ACD14261.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 93 เปอรเซ็นต  (Cebron และคณะ, 2008) ผลที่ได
จากโคลนนี้คาดวามาจากกลุมเชื้อที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ
แสดงใหเห็นวาการใชดีเอ็นเอเมตาจีโนมดินและการใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลนั้นชวยลดขอจํากัด
ของการศึกษายีนที่เกี่ยวของตอการยอยสลาย PAHs โดยไมตองผานการคัดแยกเชื้อใน
หองปฏิบัติการ (Handelsman และคณะ, 2004) 

จากการพบโคลนที่มีแนวโนมในการพบยีนชนิดใหมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซี       
แนพธีนและฟแนนทรีนของ 9 โคลนนี้ เปนการเพิ่มขอมูลยีนสําหรับใชในการแกปญหาการปนเปอน 
PAHs ในส่ิงแวดลอมได เชน ใชเปนขอมูลในการออกแบบไพรเมอรเพื่อตรวจติดตามแบคทีเรียใหมี
ความครอบคลุมกับแบคทีเรียที่มีบทบาทในการยอยสลายไดมากข้ึน  (Marcos และคณะ, 2009) 

เม่ือพิจารณาผลการคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs จากการ
สรางหองสมุดยีนจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสไมพบโคลนที่รายงานถึงความสามารถในการ
ใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน อาจเนื่องมาจากการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวของแบคทีเรียที่
สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนมีจํานวนนอย  Pinyakong และคณะ (2004) ไดศึกษา 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 เปนสายพันธุที่ยอยสลายอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนไดแต
ไมสามารถยอยสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอ่ืนได พบวาแบคทีเรียสาย
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พันธุนี้มียีน arhA1 และ arhA2 ที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของเทอรมินัลออกซิ
จีเนส ตามลําดับ  จากรายงานดังกลาวแสดงใหเห็นวาการศึกษาที่ผานมาพบแบคทีเรียที่สามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธีนได สวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบในกลุมของ  Sphingomonas sp. ซึ่งใน
การทดลองนี้ไดใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนคือใชไพรเมอร
คู arhA1F และ arhA1R ที่จําเพาะตอยีน arh ซึ่งไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสในการทดลองนี้  
จึงเปนที่สังเกตไดวาการไมพบยีนที่เกี่ยวของตอการยอยสลายอะซีแนพธีนจากการสรางหองสมุด
ยีน อาจเนื่องมาจากการทดลองนี้พบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากการใชไพรเมอรที่จําเพาะตอ
ยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่จําเพาะตอกลุม
แบคทีเรียแกรมบวกเทานั้น  และพบวาผลจากการเปล่ียนแปลงของโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย
คาดวาแถบดีเอ็นเอหลายแถบคือ  D1 (สีฟา)  D5 (สีชมพ)ู  D7 (สีเขียวออน)  D9 (สีเหลือง)  D11 
(สีเขียวเขม)  D3 (สีสม)  D4 (สีดํา)  D6 (สีน้ําเงิน)  D8 (สีน้ําตาล)  D10 (สีแดง)  มีบทบาทตอการ
ยอยสลายอะซีแนพธีน  เนื่องจากพบแถบดีเอ็นเอเหลานี้ไดในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซี      
แนพธีนเปนแหลงคารบอน และเม่ือนําแถบดีเอ็นเอบางสวนคือ D4 (สีดํา)  D8 (สีน้ําตาล)  D11 (สี
เขียวเขม)  ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาแบคทีเรียเดนดังกลาว
เปนกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ พบวาแถบดีเอ็นเอ  D4  (สี
ดํา) คือ Bacillus sp. จากรายงานถึงความสามารถในการยอยสลาย PAHs ของ Bacillus sp.  
Bayoumi และคณะ (2009) รายงานถึง Bacillus subtilis SBS26 สามารถยอยอะซีแนพธีน แอน 
ทราซีนและเบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีน ไดอยางสมบูรณที่ความเขมขน 0.177, 13.148 และ 0.229 
ppm ตามลําดับ โดยสามารถยอยสลายอยางสมบูรณใน 15 วัน จากผลขางตนเชื่อไดวาแบคทีเรีย
เหลานี้อาจเปนกลุมที่มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนในระบบนิเวศจําลองดินได 

เม่ือพิจารณาผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอจากการตรวจติดตามการเปล่ียนแปลง
โครงสรางประชาคมแบคทีเรียดวยวิธี DGGE ที่พบวาแถบดีเอ็นเอ D4 (สีดํา)  นาจะเปน  Bacillus 
sp. และ  D8 (สีน้ําตาล) นาจะเปน  Delftia sp. สวน  D11 (สีเขียวเขม) ยังไมสามารถระบุชนิดได
นั้น  เม่ือนํามาเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกจากการ
สรางหองสมุดยีน (PCR) ดังแสดงในตารางที่ 5.2  แสดงใหเห็นวาผลที่ไดไมสอดคลองกัน อาจ
เนื่องมาจากการศึกษาในอดีตยังไมพบการรายงานถึงยีนไดออกซิจีเนสของ Delftia sp. มากอน 
สวน Bacillus sp. พบเพียงรายงานของ Mukerjee-dhar และคณะ (2005) รายงานถึง Bacillus 
sp. สายพันธุ JF8 พบยีน bph สามารถใชไบฟนิลและแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนไดเทานั้น 
ดังนั้นในการทดลองนี้ที่เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนอาจเปนสาเหตุที่ทําใหผลที่ไดไมสอดคลอง
กับการรายงานในฐานขอมูลจงึเปนสาเหตุที่ทําใหผลที่ไดไมสอดคลองกันและจากการใชดีเอ็นเอ 
เมตาจีโนมดินมาศึกษานั้นอาจทําใหได Bacillus sp. และ Delftia sp. ที่มาจากกลุมเชื้อที่ไม
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สามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการจึงทําใหผลที่ไดอาจไมสอดคลองกับการ
รายงานที่มีในฐานขอมูลมากอน 

จากนั้นนําผลรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีความนาสนใจจํานวน 12 โคลนไปสรางแผนภูมิ
ตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ดังแสดงในรูปที่ 4.17  พบความหลากหลายของยีน
ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสหลายกลุม ซึ่งผลการ
สรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการนี้ใหผลสอดคลองกับการเปรียบเทียบขอมูล
จากฐานขอมูล ดังที่แสดงในตาราง 4.8 

จากการศึกษาทั้งหมดแสดงใหเห็นวาการใชดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมที่สกัดจากส่ิงแวดลอม
โดยตรงมีแนวโนมในการคนพบยีนใหมที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ไดและทําใหไดขอมูล
ยีนสําคัญที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs และสามารถใชเปนขอมูลที่สําคัญในการแกปญหา
การปนเปอน PAHs ในส่ิงแวดลอมได เชน การไดขอมูลยีนใหมจะชวยในการออกแบบไพรเมอร
เพื่อตรวจติดตามแบคทีเรียเพื่อใชในการแกปญหาการปนเปอน PAHs ในส่ิงแวดลอม และการได
ขอมูลเกี่ยวกับยีนใหมทําใหทราบถึงความหลากหลายของยีนตอชนิดของ PAHs มากข้ึน  

ขอเสนอแนะในงานวิจัยน้ี 
1. ควรวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอที่พบจากการติดตามการ

เปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียดวยวิธี DGGE เพิ่มเติม และนําผลวิเคราะหลําดับ       
นิวคลีไทดไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล เพื่อนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับผลวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่พบวามีผลสอดคลองกันหรือไม 

2. ขอเสนอแนะวิธีการสรางสรางหองสมุด PCR  
-      ควรสรางหองสมุด PCR ใหไดจํานวนโคลนเพิ่มเพื่อใหมีความหลากหลาย

ของยีนมากข้ึน 
-      ควรออกแบบไพรเมอรที่มีความจําเพาะและมีความหลากหลายตอยีนเพื่อให

มีโอกาสในการคนพบยีนใหมเพิ่มข้ึนได 
3. ขอเสนอแนะวิธีการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน 

-  ควรเพิ่มขนาดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกใหมีขนาดใหญข้ึน 
-  ควรเพิ่มจํานวนโคลนในการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน 
-  ควรเปล่ียนชนิดเวกเตอรใหมีความเหมาะสมตอการแสดงออกของยีนและ 

ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 
-  ควรเปล่ียนเซลลเจาบาน (host) ใหมีความเหมาะสมตอการแสดงออกของยีน 

และชนิดเวกเตอร 
-  ควรหาวิธีการคัดกรองที่มีความเหมาะสมตอยีน 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว Luria-Bertani (LB) 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 
ทริปโตน (tryptone)     10 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)     10 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากล่ัน ปริมาตรสุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
  
อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Luria Bertani (LB) 

เติมวุนผง 15 กรัม ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเช้ือ b  
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 
ทริปโตน (tryptone)     20 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4.7H2O)     5 กรัม 
 ละลายสารทั้งสามชนิดในน้ํากล่ันปรับความเปนกรด-ดาง ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 
เขมขน 5 โมลาร จน pH เทากับ 7 และปรับปริมาตรสุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
 อาหารเล้ียงเชื้อแข็งละลายผงวุนหรือแบคโตอะการ 15 กรัม ตออาหาร 1,000 มิลลิลิตร 
กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีปราศจากแหลงคารบอน (Carbon Free Mineral Medium, CFMM)  
สารละลายสวนท่ี 1 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)     3 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   2.2 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 12 น้ํา (Na2HPO4.12H2O)  0.8 กรัม 
 ปรับปริมาตรสุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
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อาหารเล้ียงเชื้อแข็งละลายผงวุนหรือแบคโตอะการ 15 กรัม ตออาหาร 1,000 มิลลิตร 
กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ 

 
สารละลายสวนท่ี 2  
เฟอรรัสคลอไรด 6 น้ํา (FeCl3.6H2O)    0.05 กรัม/มิลลิลิตร 
แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2.2H2O)    0.05 กรัม/มิลลิลิตร 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4.7H2O)    0.1 กรัม/มิลลิลิตร 
 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
สารละลายสวนที่ 2 ชนิดละ 1 มิลลิลิตรตอสารละลายสวนที่ 1 1,000 มิลลิลิตร 
 
อาหารเลี้ยงเช้ือ SOC  
 
สารละลายสวนท่ี 1 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 
ทริปโตน (tryptone)       20 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       0.58 กรัม 
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl)      2 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4.7H2O)     2.46 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)      0.18 กรัม 
 ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับความเปนปริมาตรสุดทาย 980 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
 
สารละลายสวนท่ี 2 
กลูโคส         3.6 กรัม 
น้ําปลอดประจ ุ        20 มิลลิลิตร 
 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 ผสมสารละลายทั้ง 2 สวน เก็บรักษาที่ -20๐ซ 
 
 
 
 
 

131 



146 
 

 

อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว basal salt ความเปนกรดดาง 4.0 
 
สารละลาย A 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4.7H2O)   5 กรัม 
ไดแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)   1.5 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)    1.0 กรัม 
แคลเซียมไนเตรต (Ca(NO3)2)    0.1 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากล่ัน ปรับความเปนกรดดางเปน 4.0.และปรับปริมาตร
สุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ 
เปนเวลา 15 นาที  

 
สารละลาย B 
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) ความเขมขน 500 มิลลิโมลาร 

เตรียมโดยละลาย FeSO4 13.9 กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อ
ดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร แลวเติมสารละลาย B 5 มิลลิลิตร 
ลงในสารละลาย A ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
 
สารละลายฟแนนทรีนในอะซิโตน ความเขมขน 12,000 ppm 

ฟแนนทรีน     0.12   กรัม 
อะซิโตน      10   มิลลิลิตร 

ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกรอง 0.2 
ไมโครเมตร 
 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)      4 กรัม 
เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรสุทธิ   100 มิลลิลิตร 

 
สารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล 

กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 12 นอรมัล    8.33 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน      91.67 มิลลิลิตร 

 
70% เอธานอล  

99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ันปลอดประจ ุ    300 มิลลิลิตร 

 
20% สารละลายโปรตีนเนสเค (proteinase K) 

โปรตีนเนสเค (proteinase K)   20 มิลลิกรัม 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      1 มิลลิลิตร  

 
สารละลาย Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร 

Trizma base (C4H11NO3)   1.2 กรัม 
ละลายในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรดดาง

เปน 8.0 ดวย กรดไฮโดรคลอริก เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
บัฟเฟอร TE 
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Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร  10 มิลลิลิตร 
EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  0.2 มิลลิลิตร 

เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย CTAB/NaCl 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      4.1  กรัม 
CTAB            10  กรัม 

ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 65 ๐ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นเติม
โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.7 โมลาร เ ม่ือละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 
นาที 
 
สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอกอฮอล ในอัตราสวน 24 :1 (ปริมาตร ตอปริมาตร) 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 
 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา  

Tris-HCl     242 กรัม 
EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร   100 มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้ําปลอด
ประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ     
121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
อะกาโรสเจลเขมขน 0.9% 

อะกาโรสเจล     0.9 กรัม 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา   100 มิลลิลิตร 

หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 
 
 
อะกาโรสเจลเขมขน 2% 
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อะกาโรสเจล         2 กรัม 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา   100 มิลลิลิตร 

หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 
 

ไลซีส บัฟเฟอร ( DNA extraction buffer ) 
Tris-HCl, pH 8.0    1 โมลาร 
สารละลายโซเดียมฟอสเฟต, pH 8.0  1 โมลาร 
สารละลาย EDTA, pH 8.0   0.5 โมลาร 
สารละลายโซเดียมคลอไรด   5 โมลาร 
CTAB      5% (w/v) 
H2O 

 
สารละลาย Tris-HCl pH 8 เขมขน 1 โมลาร 

Trizma base (C4H11NO3)   121.1  กรัม 
ละลายในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรดดาง

เปน 8.0 ดวย กรดไฮโดรคลอริก เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
20% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS)  

Sodium dodecyl sulfate   20 กรัม 
คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้ออุณหภูมิ 60ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เม่ือ

ละลายหมดเติมน้ําปลอดประจปุลอดเชื้อจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย EDTA pH 8 เขมขน 0.5 โมลาร 

EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)    186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)     20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียม  
ไฮดรอกไซด คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรดดางเปน 8.0 เติมน้ําปลอด
ประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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สารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 5 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)      292 กรัม 

                       ละลายโซเดียมคลอไรด ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร คนใหละลาย
จากนั้นเติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เอธิเดียมโบรไมด     0.1 มิลลิกรัม 
น้ํากล่ัน      10 มิลลิลิตร 

ละลายใหเขากันเก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือปองกัน 
เนื่องจากเอธิเดียมโบรไมดเปนสารกอมะเร็ง) 
 

สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 
 เตรียมสารละลายฟนอลอ่ิมตัวในบัฟเฟอร Tris-HCl โดยละลายฟนอลในอางน้ําอุณหภูมิ  
68 ๐ซ จากนั้นเติมผง hydroxyquinoline ใหไดความเขมขน 0.1% (น้ําหนัก/น้ําหนัก) เติม
สารละลาย Tris-HCl  pH 8.0 เขมขนเปน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 
15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก เติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โม
ลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก ทํา
ข้ันนี้หลายๆ คร้ังดวย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร จนคาความเปนกรดดางของฟนอล
มากกวา 7.8 สุดทายเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร ที่ผสม                         
-mercaptoethanol เขมขน 0.2% ปริมาตร 0.1 เทาของฟนอลที่เตรียมได เก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4 ซ ผสมฟนอลที่เตรียมไดกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 25:25 (ปริมาตรตอ ปริมาตร) 
เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 
 
สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (Ampicilin, Ap) 

แอมพิซิลิน     100 มิลลิกรัม 
น้ําปลอดประจ ุ         1 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
2% 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactoside (X-gal) 

X-gal        20 มิลลิกรัม 
ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)       1 มิลลิลิตร 
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กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 

isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
IPTG      238 มิลลิกรัม 
น้ําปลอดประจ ุ         1 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
สารละลาย TfbI  

โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK)     0.295 กรัม 
รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)      1.21 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2•2H2O)     0.148 กรัม 
แมงกานีสคลอไรด (MnCl2)     0.99 กรัม 
กลีเซอรอล       15 มิลลิลิตร 

 ละลายสารในน้ํากล่ัน 70 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง ดวยกรดอะซิติกเขมขน 0.2 
โมลาร จน pH เทากับ 5.8 ดวย และปรับปริมาตรสุดทาย 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรอง
ผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
สารละลาย TfbII  

2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid (MES)   0.29 กรัม 
รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)      0.121 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2•2H2O)     1.103 กรัม 
กลีเซอรอล       15 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 
0.22 ไมโครเมตร 
 
สารละลายโซเดียมอะซีเตทเขมขน 3 โมลาร 
 ละลายโซเดียมอะซีเตทน้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มิลลิลิตร เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลายไลโซไซม (Lysozyme) 
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ไลโซไซม (Lysozyme)    60 มิลลิกรัม 
บัฟเฟอร TE       1 มิลลิลิตร 

 
สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห DGGE 

0% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส    20 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจ ุ     78 มิลลิลิตร 
 

100% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส      20 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา       2 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด       40 มิลลิลิตร 
ยูเรีย        42 กรัม 
เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตรสุทธ ิ  100 มิลลิลิตร 

 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 

แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต    0.1 กรัม 
น้ําปลอดประจ ุ     1 มิลลิลิตร 
 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   10 ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน      200 มิลลิลิตร 

138 



153 
 

 

ภาคผนวก ค 
 

ขอมูลดิบ 
 

ตารางท่ี ค.1 ปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอน (ACE)  สัปดาหที่ 0  2  4  และ 6 

สัปดาห 
 

ปริมาณอะซีแนพธีนที่
เหลือ 

(พื้นที่ใตกราฟ) 

อะซีแนพธีนที่เหลืออยู 
(เฉล่ีย) สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) 
ในชุดควบคุม 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
ในชุดทดลอง ชุด

ควบคุม 
ชุด

ทดลอง 
ชุด

ควบคุม ชุดทดลอง 

 
0 
 

246.2 156.7 

100 100 12.66 
 

19.26 
 

234.6 195.2 

220.9 175 

2 

152 158.7 

78.14 68.17 41.51 
 

35.40 
 

230 89.6 

166.4 110.8 

4 

139.8 39.7 

59.83 22.98 1.05 
 

1.514 
 

138.9 42.1 

137.7 39.3 

6 

138.1 37.7 

56.94 15.95 7.75 8.47 137.3 22.1 

124.3 24.2 
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ตารางท่ี ค.2 ปริมาณฟแนนทรีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลง
คารบอน (PHE) สัปดาหที่ 0  2  4  และ 6 

สัปดาห 
 

ปริมาณฟแนนทรีนที่
เหลือ  

(พื้นที่ใตกราฟ) 

ฟแนนทรีนที่เหลืออยู  
(เฉล่ีย) สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) 
ในชุดควบคุม 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
ในชุดทดลอง ชุด

ควบคุม 
ชุด

ทดลอง 
ชุด

ควบคุม 
ชุดทดลอง 

 
0 

 

246.1 224.5 

100 100 13.80 
 

11.41 
 232 245.4 

259.6 227 

2 

262.2 45 

97.23 25.83 22.62 
 

13.45 
 217 71 

238.1 64 

4 

217.85 11 

89.73 3.4 5.87 
 

3.205 
 

227.4 4.6 

216.7 8.1 

6 

242.69 0 

99.08 0 6.95 0 251 0 

237.2 0 
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ตารางท่ี ค.3 ปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและ 
ฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน (AP) สัปดาหที่ 0  2  4  และ 6 

สัปดาห 
 

ปริมาณอะซีแนพธีนที่
เหลือ 

(พื้นที่ใตกราฟ) 

อะซีแนพธีนที่เหลืออยู 
(เฉล่ีย) สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) 
ในชุดควบคุม 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
ในชุดทดลอง ชุด

ควบคุม 
ชุด

ทดลอง 
ชุด

ควบคุม 
ชุดทดลอง 

 
0 

 

286.5 286.5 

100 100 36.14 
 

36.14 
 

280.7 280.7 

346 346 

2 

277.1 223.8 

97.10 63.06 22.55 
 

28.34 
 

288.9 182.6 

320.7 169.5 

4 

318 82.9 

96.38 27.32 22.09 
 

1.91 
 

275.3 81.4 

286.8 85.2 

6 

189.3 63.4 

64.44 24.52 38.36 10.46 237.5 84.1 

161.7 76.4 
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ตารางท่ี ค.4 ปริมาณฟแนนทรีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและ 
ฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน (AP) สัปดาหที่ 0  2  4  และ 6 

สัปดาห 
 

ปริมาณฟแนนทรีนที่
เหลือ 

(พื้นที่ใตกราฟ) 

ฟแนนทรีนที่เหลืออยู 
(เฉล่ีย) สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) 
ในชุดควบคุม 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
ในชุดทดลอง ชุด

ควบคุม 
ชุด

ทดลอง 
ชุด

ควบคุม 
ชุดทดลอง 

 
0 
 

234.6 234.6 

100 100 34.31 
 

34.31 
 

244.6 244.6 

180.8 180.8 

2 

195.1 107.4 

108.5 81.64 44.53 
 

83.94 
 

236.9 271.7 

284.1 159.7 

4 

276.5 0.68 

123.94 0.42 3.37 
 

0.33 
 

270.2 1.3 

271.3 0.79 

6 

149.3 0.51 

83.68 0.24 31.60 0.07 211 0.47 

192 0.61 
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ภาคผนวก ง 
ลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยาง 

 
AP2NMR2i8 
1   TGCCCTTACC ACGGTTGGAA ATATGATGTC ACCGGCCAAT GTGTCGATCT  
51  GCCCTCGGAG CCTGAGGAGA GCGGCTTCCG CAAGAACGTC AAACTGAAGT  
101 CTTACCCCTG CATCGAGAAG GCCGGGATCA TTTGGGCCTA CATGGGGCCG  
151 CCCGCGCTGC AACCGCCGCC ACCGGCGCTG GAATGGACAG ACGTTGAACC  
201 GCCGCAGCGC TTCGTTTCCA AGCGTCTCCA GGAATGCAAT TACCTTCAGG  
251 CCATGGAAGG CGGCATTGAT TCCAGCCACG TATCGTGGCT GCACGGAAGC  
301 GAGCTCAACA AGGACCCGCT GTTTAAAGGC TCGAAGGGCA ACGTCTACA   
 

AP4NMR4.2   
1   AACGAGTGGA GTCTTACCCA GGTTCCGCGC CTCGAGAACT ACCGCGGAAT 
51  GATATTCGGT TGCCTGGACG AGAAGGCAGA ACCTCTCGTT GATTATTTGG 
101 GCGATATGGC GTGGTATCTG GACCTGATCA CCCAGAAGTC CAAGGGTGGA 
151 CTGGAGGTGC GGGGTGAGCC CCAGCGTTGG ATCATCGACT CCAACTGGAA  
201 GCTCGGCGCG GACAACTTTG TCGGGGACGC CTACCACACG TTGATGACGC  
251 ACCGATCGGC GGTCGAGCTC GGTCTGGCTC CGCCCGATCC GAAATTCGCA 
301 TCGGAGCCGG CGCATATCAG TCTCTCCAAC GGTCACGGCC TCGGCGTCCT 
351 CGGGGTAACG CCCGGGCAAC CGATGCCGCC CTTTATGAAC TATCCACCCG 
401 AGGTCGTCGA TGGACTCGCA GCGGCTTACG GCGATCAGGA CCGCGCAGAC 
451 ATGCTTCA 
 

AP4NMR4.5   
1   ACCCTCTTTG CTCACCGCTC GATGGTCGAG CTAGGCATGG CGCCCGGTGA  
51  CCCAAACTTC GCGAGCGCAC CAGCGGAAAT CTCGCTGCAG AACGGCCACG  
101 GCGTCGGCGT ACTCGGCTTT CCGCCCACGC TCGCCGATTT TCCCGAGTAC 
151 GAGGGATACC CCGACGAAGT CGTCGACCAG ATGGCGACGT CCTACCCGTC 
201 GCCGGTACAC AAGGACCTGA TGCGACGCTC ATCCTTTATT CACGGCACCG 
251 TGTTCCCGAA TTTGTCGTTC ATCAACGTGA CCCTCGCGCA GGACCACATG 
301 TCGCCCCCTA CCCCCTTCAT CACGTTCCGG GTATGGCATC CGCTCTCCCA 
351 TGATCGGATG GAGATCCTCT CCTGGTTCCT GGTCGAACGC GATGCTCCGG 
401 AA 
 

AP4NMR4.15   
1   CCCGAAGTTC GCCTCCGGCC GGCCCACATC AGCCTGTCGG GCGGGCACGG  
51  CCTGGGCGTC CTCGGTGTAC CGCCCGGCTA CGAGATGCCG CCGTTCATGA 
101 ACTACCCGGA GGAGATGATC GAGGGTCTCG CCGCCGGCTA CGGGAACCAG 
151 AAGCACGCCG ACGTCCTGGA GCGGACGATC TTCATTCACG GGACGGTGTT 
201 CCCGAACCTG TCCTTTCTCA ACGTCATGAT CAGCAAGGAC CACATGTCGG 
251 TTCCCGTGCC GATGTTGACC ATGCGTCTGT GGCGCCCGCT CAGCCACGAC 
301 ACGATGGAGG TCTGGTCGTG GTTCCTCATC GAGCGGGACG CGCCGGAGGA 
351 GTTCAAGGAC CTCTCCTACG AGACTTACGT CCGCACCTTC GGGGTGTCCG 
401 GGGTGTTCGA ACAGGACGAC GCCGAGAATC GAATTCCCGC GGCCGCCATG 
451 GCGGCCG 
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AP4NMR4i1 
1   ACCGGTGACC TGACCGGCGT GCCCGCGCAG GAGGAGGTCT ACGGCGCCTC  
51  GATGGACAAG GCGCAGTGGA ACCTGACACC GGTACCGCGG CTCGAGTCCT  
101 ACAACGGCCT GGTCTTCGGT TGTCTGGACG ACGCGGCGCC GACGCTGGTC  
151 GAGTACCTGG GCGACATGGC CTGGTACCTC GACCTGTTCA CCAAGCGCAG  
201 CGCCGGTGGC CTCGAGGTCC GCGGCGAGCC GCAGCGCTGG GTGATCGATG  
251 CGAACTGGAA GCTTGGCGCC GACAACTTCG TCGGCGACGC TTACCACACG  
301 CTGATGACGC ACCGCTCGAT GGCGGAGCTC GGTCTCGTGC CGCCGGACCC  
351 GAAGTTCGCC TCCGCGCCGG CCCACATCAG CCTGTCGGGC GGGCACGGCC  
401 TGGGCGTCCT CGGTGTACCG CCCGGCTACG AGATGCCGCC GTTCATGAAC  
451 TACCCGGAGG AGATGATCGA GGGTCTCGCC GCCGGCTACG GGAACCAGAC  
501 GCACGCCGAC GTCCTGGAGC GGACGATCTT CATTCACGGG ACGGTGTTCC  
551 CGAACCTGTC CTTTCTCAAC GTCATGATCA GCAAGGACCA CATGTCGGTT  
601 CCCGCGCCGA TGTTGACCAT GCGTCTGTGG CGCCCGCTCA GCCACGACAC  
651 GATGGAGGTC TGGTCGTGGT TCCTCATCGA GCGGGACGCG CCGGAGGAGT  
701 TCAAGGACCT CTCCTACGAG ACTTACGTCC GCACCTTCGG GGTGTCCGGG  
751 GTGTTCGAAC AGGACGACGC CGAGAATCG  
 

AP4NMR4i4 
1   AACACCGGTG ACCTGACCGG CGTGCCCGCG CAGGAGGAGG CCTACGGCGC 
51  CTCGATGAAC AAGGCGCAGT GGAACCTGAC ACCGGTACCG CGGCTCGAGT 
101 CCTACAACGG CCTGGTCTTC GGTTGTCTGG ACGACGCGGC GCCGACGCTG 
151 GTCGAGTACC TGGGCGACAT GGCCTGGTAC CTCGACCTGT TCACCAAGCG 
201 CAGCGCCGGT GGCCTCGAGG TCCGCGGCGA GCCGCAGCGC TGGGTGATCG 
251 ATGCGAACCG GAAGCTTGGC GCCGACAACT TCGTCGGCGA CGCTTACCAC 
301 ACGCTGATGA TGCACCGCTC GATGGCGGAG CTCGGTCTCG TGCCGCCGGA 
351 CCCGAAGTTC GCCTCCGCGC CGGCCCACAT CAGCCTGTCG GGCGGGCACG 
401 GCCTGGGCGT CCTCGGTGTA CCGCCCGGCT ACGAGATGCC GCCGTTCATG 
451 AACTACCCGG AGGAGATGAT CGAGGGTCTC GCCGCCGGCT ACGGGAACCA 
501 GACGCACGCC GACGTCCTGG AGCGGACGAT CTTCATTCAC GGGACGGTGT 
551 TCCCGAACCT GTCCTTTCTC AACGTCATGA TCAGCAAGGA CCACATGTCG 
601 GTTCCCGTGC CGATGTTGAC CATGCGTCTG TGGCGCCCGC TCAGCCACGA 
651 CACGATGGAG GTCTGGTCGT GGTTCCTCAT CGAGCGGGAC GCGCCGGAGG 
701 AGTTCAAGGA CCTCTCCTAC GAGACTTACG TCCGCACCTT CGGGGTGTCC 
751 GGGGTGTTCG AACAGGACGA CGCCGAGAA 

 
AP4NMR4i7 
1   CCGGCCCACA TCAGCCTGTG GGGCGGGCAC GGCCTGGGCG TCCTCGGTGT 
51  CCCGCCCGGG TAGGAGAGGC CCCCGTTCAT GACCTCCCCG GAGGAGATGA 
101 TCGAGGGTCT CGCCGCCGGC TACGGGAACC AGACGCACGC CGACGTCCTG 
151 GAGCGGACGA TCTTCATTCA CGGGACGGTG TTCCCGAACC TGTCCTTTCT 
201 CAACGTCATG ATCAGCAAGG ACCACATGTC GGTTCCCGTG CCGATGTTGA 
251 CCATGCGTCT GTGGCGCCCG CTCAGCCACG ACACGATGGA GGTCTGGTCG 
301 TGGTTCCTCA TC 

 
AP6NMR6i3 
1   TGCCCTTACC ACGGTTGGAC CTACAAGAAT GACGGCGAGC TTCTCGGCGT 
51  CCCCGCGAAA ACCCAGGGCT ACCGCAACCT GGATACGTCC AAATGGGGAC 
101 TGCTGTCGGC ACCTCAGGTG ACCAACTACG CGGGACTGGT TTTCGCCAAC 
151 CTGGATCCGG ACGCGCCTCC TTTTGAAGAA TATCTCGGAC AGTATAAATG 
201 GTACTTCGAT ATCCAGTTCA AGCTGTCCCA GGGCGGCATG GAAGTGATCG 
251 GCGAGCCGCA AAGGTGGCAG GTGGATTCCA ACTGGAAGCA GGGCGCGGAA 
301 AACTTCTGCG GCGACAGCTC GCACACGCAG ATGACGCACC GCTCCGTATT 
351 GGAAGTCGGC ATTGCGGGCG AAGCGGCCGC AGGGGCACCC GGCAAAAACT 
401 ACGGGCTCCA CGTGCACGAG TGCGACGGCC ATTCCGTCAG CATCCGTCTG 
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451 CTGCCGAAGG GAGAATCCAT CTTCTGGTAT TACCCGGAAG AAGTGACCTC 
501 CAAATTCACT CCCGGCGAGC TGAACGGGGA CCAATTCGAC CTCGCGAGAC 
551 GGTCGATGGT CCACAACGGA ACGATTTTTC CGAATTTTTC GTACCTGCAC 
601 TTCGGGTTGA CGGACAGCCT GGAGAAAGC 

 
AP6NMR6i4 
1   GTCGAGTACC TGGGCGACAT GGCCTGGTAC CTCGACCTGT TCACCAAGCG  
51  CAGCGCCGGT GGCCTCGAGG TCCGCGGCGA GCCGCAGCGC TGGGTGATCG 
101 ATGCGAACTG GAAGCTTGGC GCCGACAACT TCGTCGGCGA CGCTTACCAC 
151 ACGCTGATGA CGCACCGCTC GATGGCGGAG CTCGGTCTCG TGCCGCCGGA 
201 CCCGAAGTTC GCCTCCGCGC CGGCCCACAT CAGCCTGTCG GGCGGGCACG 
251 GCCTGGGCGT CCTCGGTGTA CCGCCCGGCT ACGAGATGCC GCCGTTCATG 
301 AACTACCCGG AGGAGATGAT CGAGGGTCTC GCCGCCGGCT ACGGGAACCA 
351 GACGCACGCC GACGTCCTGG AGCGGACGAT CTTCATTCAC GGGACGGTGT 
401 TCCCGAACCT GTCCTTTCTC AACGTCATGA TCAGCAAGGA CCACATGTCG 
451 GTTCCCGTGC CGATGTTGAC CATGCGTCTG TGGCGCCCGC TCAGCCACGA 
501 CACGATGGAG GTCTGGTCGT GGTTCCTCAT CGAGCGGGAC GCGCCGGAGG 
551 AGTTCAAGGA CCTCTCCTAC GAGACTTACG TCCGCACCTT CGGGGTGTCC 
601 GGGGTGTTCG AACAGGACGA CGCCGAGAA 

 
AP6NMR6i10 
1   GGTGACCTGA CCGGCGTGCC CGCGCAGGAG GAGGTCTACG GCGCCTCGAT  
51  GGACAAGGCG CAGTGGAACC TGACACCGGT ACCGCGGCTC GAGTCCTACA  
101 ACGGCCTGGT CTTCGGTTGT CTGGACGACG CGGCGCCGAC GCTGGTCGAG  
151 TACCTGGGCG ACATGGCCTG GTACCTCGAC CTGTTCACCA AGCGCAGCGC  
201 CGGTGGCCTC GAGGTCCGCG GCGAGCCGCA GCGCTGGGTG ATCGATGCGA  
251 ACTGGAAGCT TGGCGCCGAC AACTTCGTCG GCGACGCTTA CCACACGCTG  
301 ATGACGCACC GCTCGATGGC GGAGCTCGGT CTCGTGCCGC CGGACCCGAA  
351 GTTCGCCTCC GCGCCGGCCC ACATCAGCCT GTCGGGCGGG CACGGCCTGG  
401 GCGTCCTCGG TGTACCGCCC GGCTACGAGA TGCCGCCGTT CATGAACTAC  
451 CCGGAGGAGA TGATCGAGGG TCTCGCCGCC GGCTACGGGA ACCAGACGCA  
501 CGCCGACGTC CTGGAGCGGA CGATCTTCAT TCACGGGACG GTGTTCCCGA  
551 ACCTGTCCTT TCTCAACGTC ATGATCAGCA AGGACCACAT GTCGGTTCCC  
601 GTGCCGATGT TGACCATGCG TCTGTGGCGC CCGCTCAGCC ACGACACGAT  
651 GGAGGTCTGG TCGTGGTTCC TCATCGAGCG GGACGCGCCG GAGGAGTTCA  
701 AGGGCCTCTC CTACGAGACT TACGTCCGCA CCTTCGGGGT GTCCGGGGTG  
751 TTCGAACAGG ACGACGCCGA GAATCGAATT 
 

AP4GP4.3  
1  TTTTGTTGGG ACGGCTATCA CACGGTCATG ACGCACCGTT CGATGTGTGA 
51 GCTGGGGTTG TTACCGCCCG ATAATGTGGC CGTTTCGCCG 
 

AP4GP4.5  
1   GGCGCCGACA ATTTTGTTGG GGACGGCTAT CGCACGGTCA TGACGCACCG 
51  TTCGATGTGT GAGCTGGGGT TGTTACCGCC CGATAATGTG GCCGTTTCGC 
101 CGGCCCACGT CAGCCTATCG GGCGGGCACG GGGCGGGCGT TCTAGGCGCA 
151 CCACCCGGCA TACCCGCACC GCCGTACATG GGCTATCCGG AGGAAGTCGT 
201 CTCCGGTCTC AGCGAGGGTT ACGGCGATGA C 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวกังสดาล  ทองดอนงาว เกิดเม่ือวันที่ 21 มกราคม พ.ศ. 2528 ที่ จังหวัดพิษณุโลก 
ได รับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตรการแพทย 
มหาวิทยาลัยนเรศวร ในปการศึกษา 2549 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขา
จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 
ปจจุบันอาศัยอยูบานเลขที่ 134/2 หมู 2 ตําบล บานคลอง อําเภอ เมือง จังหวัดพิษณุโลก 65000 
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the 21th  Annual Meeting and International Conference of the Thai Society for 
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