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บทนํา 

 

 

ปจจุบันปญหาสิ่งแวดลอมเปนปญหาสําคัญที่มีผูใหความสนใจและเริ่มมีการศึกษาถึง

วิธีการอนุรักษ ปองกนัและแกไขปญหาสิ่งแวดลอมเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากผลกระทบของการละเลย

ในการอนุรักษและขาดการจดัการดานมลภาวะในสิง่แวดลอมที่ดี ไดทวีความรุนแรงและกอใหเกิด

ปญหาที่ใกลตวัเรามากขึ้น  มลภาวะและสารพิษตกคางตางๆในสิง่แวดลอมกอใหเกิดปญหาตอ

สิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศ และยังเปนสาเหตขุองปญหาสุขภาพในมนุษยอีกดวย   

  อะซีแนพธิลนีเปนสารประกอบในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic 

aromatic hydrocarbons, PAHs) ที่มีโครงสรางโมเลกลุประกอบดวยวงเบนซนี 2 วงและวงไซโคล

เพนทนี 1 วงเชื่อมตอกันเปนกลุม   ดังแสดงในรูปที ่1.1 

 

 

 

    

 
 

รูปที่ 1.1 โครงสรางโมเลกลุของอะซีแนพธลิีน 
 

อะซีแนพธิลีนและสารประกอบ PAHs พบเปนสารปนเปอนตามแหลงอุตสาหกรรมตางๆ

ทั่วโลก เกิดจากการเผาไหมที่ไมสมบูรณของน้ํามันปโตรเลียมและถานหนิ น้าํเสยีจากโรงงาน

อุตสาหกรรม และเขมาควนัจากเครื่องยนต พบในน้ํามนัดิบ น้าํมนัดําจากถานหิน (coal tar)  ครีโอ

โสท (creosote) และยังพบในควันบหุร่ี เขมาควันจากไฟปา และภูเขาไฟระเบิด (Faust, 1994)  

สารประกอบ PAHs พบไดในสิ่งแวดลอมทั่วไป ทั้งในอากาศโดยจับกบัอนุภาคของฝุนละออง ใน

ดินและตะกอน และถูกดูดซับไวกับอินทรยีวัตถุในดนิ (Cerniglia, 1992) สารประกอบ PAHs มี

สมบัติละลายน้ําไดนอย จงึพบการสะสมในดิน ตะกอนในแหลงน้ํา หรือกระจายจากบรรยากาศ

ไปสูพืชและตนไม และสามารถสะสมในสัตวน้ําได นอกจากนีย้ังอาจพบสารประกอบ PAHs 

ปนเปอนในอาหารไดอีกดวย สารประกอบ PAHs มีอันตรายตอมนษุยเนื่องจากมีสมบัติเปนสารกอ
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มะเร็ง (carcinogen) และสามารถกอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen)  (Patnaik, 1992)   จากที่

กลาวมาขางตนจะเห็นไดวาสารประกอบ PAHs เปนสารพษิทีก่ระจายอยูทั่วไปในส่ิงแวดลอม  

มนุษยและสิ่งมีชีวิตมีโอกาสที่จะไดรับสารกลุมนี้ได จงึมคีวามจาํเปนจะตองมีการบําบัดสารประ 

กอบ PAHs ทีป่นเปอนในสิ่งแวดลอม 

ปจจุบันการบาํบัดสารประกอบ PAHs โดยวิธทีางชีวภาพเริ่มมีบทบาทสาํคัญอยางมาก 

เนื่องจากเปนวิธีที่ประหยัดและสามารถกาํจัดสารประกอบ PAHs ไดคอนขางสมบูรณ จุลินทรีย

หลายชนิด ไดแก แบคทีเรีย ไซยาโนแบคทีเรีย รา และยีสต บางชนิดที่อยูในระบบนิเวศน มี

กระบวนการทีอิ่สระตอกันหรอืรวมกันเพื่อยอยสลายสารประกอบ PAHs (Heitkamp และคณะ, 

1987) โปรคาริโอตหลายชนิดสามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า ซึง่

ประกอบดวยวงเบนซนี 2 หรือ 3 วงไดอยางสมบูรณจนไดเปนคารบอนไดออกไซด และสารมธั

ยันตรจากการยอยสลายถูกใชเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนสําหรับการเจริญเติบโต 

(Hedlund และคณะ, 1999) ตัวอยางแบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs มวลโมเลกุลตํ่า เชน Pseudomonas sp. Sphingomonas sp. Comamonas sp. 

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

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

เปนตน   

จุลินทรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ในสภาวะมีออกซิเจน สวนใหญสามารถ

สังเคราะหเอนไซมที่จะเปลีย่นโครงสรางของสารประกอบ PAHs (transformation) ซึ่งทําใหความ

เปนพษิของสารประกอบ PAHs ลดลง เอนไซมที่สําคัญไดแก เอนไซมในกลุมออกซิจีเนส 

(oxygenase) และดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) ซึ่งจะทําใหโครงสรางทีเ่ปนวงอะโรมาติกของ

สารประกอบ PAHs แตกออกเปนสารมัธยันตรที่สามารถถูกยอยสลายไดงายขึน้โดยเอนไซมอ่ืนใน

ลําดับตอๆไป จนไดสารมัธยันตรที่ผานเขาสูวัฏจักรกรดไตรคารบอกซิลิก (Tricarboxylic acid 

cycle, TCA cycle) ซึ่งจุลนิทรียสามารถนําไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลงังานสาํหรับการ

เจริญตอไป (Habe และ Omori, 2003) 

 อยางไรก็ตามงานวิจยัทีก่ลาวถึงการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยจุลนิทรียยงัไมมีรายงาน

มากนัก รายงานสวนใหญมกักลาวถงึการยอยสลายอะซีแนพธิลนีแบบโคออกซิเดชนั แตยงัไมเกิด

การแตกวงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนเพื่อใชอะซีแนพธิลนีเปนแหลงคารบอนและพลังงานได 

วิถีการยอยสลายอะซีแนพธลิีนใน Beijerinckia sp. สายพนัธุ B1 (Schocken และ Gibson, 

1984) Burkholderia cepacia สายพนัธุ F297 (Grifoll และคณะ, 1995) Pseudomonas 
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aeruginosa สายพนัธุ PAO1 (pRE695) (Selifonov และคณะ, 1996) มีการสะสมสารมัธยนัตร
กรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก (naphthalene-1,8-dicarboxylic acid) และไมสามารถยอย

สลายตอไปได (Komatsu และคณะ, 1993 และ Selifonov และคณะ, 1996) มีเพียง 

Sphingomonas sp. สายพนัธุ A4 เทานั้นที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและใชเปนแหลง

คารบอนและแหลงพลงังานสําหรับการเจริญได (Pinyakong และคณะ, 2004) แตยังไมมีการ

รายงานถึงวิถกีารยอยสลายโดยแบคทีเรียสายพนัธุนี ้

Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 เปนแบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนีได คัดแยกจากแหลงดนิที่ปนเปอนน้าํมนัเครื่องในเขตกรุงเทพมหานครโดย ศรัลยา แพง

ไตร (2543) เชื้อสายพันธุดังกลาวสามารถยอยสลายฟแนนทรนี  ฟลูออรีน และอะซีแนพธีน

รวมกับอะซีแนพธิลนีดวย  เพื่อศึกษาวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธิลีนและยีนที่เกีย่วของกับการยอย

สลายอะซีแนพธิลีน  ธัญนชุ เกรียงไกรพพิัฒน (2544) ไดทําการกลายพนัธุ Rhizobium sp. CU-

A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 จนไดสายพนัธุกลายตางๆทีม่ีความบกพรองในการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลีน  ดวงกมล ธูปมงคล (2546) ไดนําสายพนัธุกลาย D2 ที่มีความบกพรองในการยอย

สลายอะซีแนพธิลีน ที่เกิดจากการสอดแทรกดวยทรานสโปซอน Tn5 มาศึกษาหายนีที่เกี่ยวของกบั

การยอยสลายอะซีแนพธิลีน  ดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน โดยมีทรานสโปซอน Tn5 เปน

ตัวติดตาม จากนั้นทําการหาลาํดับนวิคลีโอไทดบริเวณขางเคียง Tn5 เพื่อนาํไปสรางดีเอ็นเอ

ติดตามในสายพนัธุปกต ิ สามารถโคลนชิน้ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเรสทริกชนัเอนไซม EcoRI ขนาด 5.9 

กิโลเบส และสามารถระบกุรอบอานรหัสเปดได 5 กรอบ ซึ่งมทีิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกนั 

โดยกรอบอานรหัสเปดที ่ 1-3 มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ α-subunit   β-subunit และเฟอรรี

ดอกซิน ของไดออกซิจีเนสของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพันธุ 127W (Hirano 

และคณะ, 2006) เทากับ 76% 60% และ 71% ตามลําดับ และกรอบอานรหัสเปดที่ 4 มีลําดบั

กรดอะมิโนเหมือน 67% กับไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสของ Xanthobacter 

polyaromaticivorans สายพนัธุ 127W (Hirano และคณะ, 2006) ทีส่ามารถยอยสลาย

สารประกอบอะโรมาติกไดหลายชนิด ไดแก ไดเบนโซไทโอพนี ไบฟนิล แนพธาลนี แอนทราซนี 

และฟแนนทรนี และกรอบอานรหัสเปดที่ 5 ซึ่งเปนกรอบอานรหัสเปดที่ไมสมบูรณ มีลําดับกรดอะมิ

โนเหมือน 65% กับอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสของ Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 (Laurie และ 

Lloyd-Jones, 1999) ที่ยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรนี นอกจากนีท้พิวรรณ ลอรัตนไชยยงค 

(2545)  และฐิติวรดา นนิทนาวงศา (2546) พบวายนีทีถู่กสอดแทรกดวยทรานสโปซอน Tn5 ใน

สายพนัธุกลาย E11 และยีนขางเคียงคือยีนประมวลรหัสเหมือน 38% กับไฮดราเทส-อัลโดเลสของ 
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Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 ยีนประมวลรหัสเหมือน 46% กับ 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดดี

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

ประมวลรหัสเหมือน 36% กบัเฟอรรีดอกซินรีดักเทสของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae 

(Bahar และคณะ, 1998) ซึ่งยนีที่พบนาจะเกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน เนื่องจาก 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 มียนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแตกตางจากยนี

ที่เกีย่วของกบัการยอยสลาย PAHs อ่ืนตามที่ไดเคยมีรายงานมาแลว ทั้งลาํดับนวิคลีโอไทด ลําดบั

กรดอะมิโนและการจัดเรียงตัวของยีน  ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษาการแสดง 

ออกของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลนีของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 โดย

ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ (Reverse transcription-Polymerase chain 

reaction, RT-PCR) ขอมูลที่ไดนอกจากจะแสดงใหเหน็วายนีดังกลาวมีความเกีย่วกับของกับการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลนีจริงแลว ยงัชี้ใหเหน็วายนีดังกลาวมีการแสดงออกตลอดเวลาหรือถูก

เหนีย่วนําได 

 
วัตถุประสงค 
 

ศึกษาการแสดงออกของยีนที่คาดวานาจะเกี่ยวของกับวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 
ทราบการแสดงออกของยนีที่คาดวาจะเกีย่วของกับวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 เพื่อทราบวายนีดังกลาวมีการแสดงออกตลอดเวลาหรือถูก

เหนีย่วนําได เพื่อประโยชนในการทํานายวถิีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและปรับปรุงสายพนัธุของ

แบคทีเรียดวยวิธีทางพนัธุศาสตรในอนาคตตอไป 

 

 



บทที่  2 
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 

2.1 กระบวนการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยแบคทีเรียและยีนที่เกีย่วของ 
 

ปฏิกิริยาการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในสภาวะที่มีออกซิเจนโดยแบคทีเรีย

โดยทัว่ไปจะเริม่ตนจากการนําออกซเิจน 2 อะตอมเขายังวงอะโรมาติกที่ตําแหนงพนัธะคูของ

โมเลกุลของสารประกอบ PAHs โดยการเรงปฏิกิริยาของระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส 

(multicomponent dioxygenase) ซึ่งประกอบดวย รีดักเทส (reductase) เฟอรรีดอกซิน 

(ferredoxin) และเทอรมินอลออกซิเดส (terminal oxidase) ซึ่งจะทาํหนาที่เติมออกซิเจนใหกับ

โมเลกุลของสารประกอบ PAHs ที่ตําแหนงพนัธะคู เปลี่ยนเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-

dihydrodiol)  ซึ่งจะมีการจดัเรียงโครงสรางใหมโดยเอนไซม ซิส-ไดออล ดีไฮโดรจีเนส เปลี่ยนเปน

สารมัธยนัตรทีม่ีหมูไฮดรอกซลิ (-OH) สองหมู ซึ่งสารมัธยนัตรตางๆจะถูกยอยสลายตอโดย

เอนไซมไดออกซิจีเนสผานทาง ortho-clevage pathway หรือ meta-clevage pathway และเขา

สูวัฏจักรกรดไตรคารบอกซิลิก (TCA cycle) ตอไป (Habe และ Omori, 2003) 
 
 2.1.1 วิถีการยอยสลายแนพธาลีน 
 
 วิถีการยอยสลายแนพธาลีนเปนวถิีการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีการศึกษาและ  

มีรายงานกลาวถึงมากที่สุด เนื่องจากโครงสรางของแนพธาลีนประกอบดวยวงอะโรมาติก 2 วง ถกู

ยอยสลายไดงายโดยจุลินทรียหลายชนิดจึงนยิมใชแนพธาลีนเปนตนแบบในการศกึษาวิถีการยอย

สลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียอยางกวางขวาง แบคทเีรียที่คัดแยกไดจากสิง่แวดลอม

หลายชนิดสามารถยอยสลายแนพธาลนีและใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลงังานได  จาก

รายงานแรกของ Davies และ Evans (1964) กลาวถึงวิถกีารยอยสลายแนพธาลีนโดย 

Pseudomonas sp. กลาววาแนพธาลนีจะถกูยอยสลายไปเปนกรดซาลิไซลิกโดยเริ่มตนจากการ

เติมออกซิเจน 2 อะตอมเขายังวงอะโรมาติกที่ตําแหนง 1,2 ไดเปนซสิ-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรได

ออล (cis-1,2-naphthalene dihydrodiol)  โดยพบวากระบวนการนี้เกิดจากการเรงปฏิกิริยาของ

แนพธาลีนไดออกซิจีเนส ซึ่งเปนเอนไซมเร่ิมตนทีส่ําคัญในการแตกวงอะโรมาติกของแนพธาลีน 
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(Ensley และคณะ, 1982; Ensley และ Gibson, 1983) โดยแนพธาลีนไดออกซิจีเนสประกอบดวย

เอนไซม 3 ชนดิทํางานรวมกนั (multicomponent enzyme system) ประกอบดวย เฟอรรีดอกซิน  

รีดักเทส เฟอรรีดอกซิน และ iron sulfur protein (ISP) ซึ่งประกอบดวย 2 หนวยยอยที่ตางกนั คือ 

large subunit (α2) และ small subunit (β2)  

 โดยแนพธาลนีไดออกซิจีเนสจะเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) เร่ิมจาก 

NADH หรือ NADPH จะสงผานอีเลคตรอนไปยัง FAD ในเฟอรรีดอกซินรีดักเทส แลวสงตอไปยงั 

[2Fe-2S] ของเฟอรรีดอกซนิ และสุดทายอีเลกตรอนจะถูกสงผานไปยัง iron sulfur protein ที่

บริเวณเรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนเขายังวงอะโรมาติก ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-แนพธาลนีไดไฮโดร

ไดออล ดังแสดงในรูปที ่2.1      

 

 
 
รูปที่ 2.1 การเรงปฏกิิริยาของแนพธาลีนไดออกซจิีเนส (Yen และ Serdar, 1988) 
 

 ตอจากนัน้ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลจะถูกเปลีย่นเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน  

(1,2-dihydroxynaphthalene) และ กรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-

hydroxychromene-2-carboxylic acid, HCCA)  โดยแนพธาลนีไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส 

และ ไดไฮดรอกซีแนพธาลนีดีไฮโดรจีเนสตามลําดับ     จากนั้นกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอก 

ซิลิกจะถกูออกซิไดสตอไปเปน ทรานส-ออโธ-ไฮดรอกซีเบนซลิิดีนไพรูวิก (trans-o-

hydroxybenzylidenepyruvic acid, tHBPA)  โดย HCCA ไอโซเมอเรส แลวเปลี่ยนเปนซาลิไซลัล

ดีไฮด (salicyaldehyde) จนไดกรดซาลิไซลิกโดยการเรงปฏิกิริยาของไฮดราเทส-อัลโดเลส และ 
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ซาลิไซลัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสตามลําดับ ซึ่งเรียกวาวิถกีารยอยสลายสวนบน (upper pathway) ดัง

แสดงในรูปที่ 2.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย Pseudomonads (Davies และ 
Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982)  
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 กรดซาลิไซลิกจะถูกยอยสลายตอไปผานวถิีการยอยสลายคะทีคอล (catechol) โดยการ

แตกวงเบนซนีแบบ ออโธ (ortho) หรือ เมตา (meta) จนไดผลิตภัณฑเขาสูวัฏจักรกรดไตรคารบอก

ซิลิกตอไป นอกจากนีจุ้ลินทรียบางชนดิยังมีการยอยสลายกรดซาลไิซลิกที่ไมผานคะทีคอล แต

เปลี่ยนกรดซาลิไซลิกไปเปนกรดเจนทิสกิ (gentisic acid) ซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนผลิตภัณฑ

สุดทายที่สามารถเขาวัฏจกัรกรดไตรคารบอกซิลิกไดแก ไพรูเวต และฟูมาเรต เรียกวิถกีารยอย

สลายตั้งแตกรดซาลิไซลิกจนกระทัง่ไดผลิตภัณฑที่เขาสูวฏัจักรกรดไตรคารบอกซิลิกวาวถิีการยอย

สลายสวนลาง (lower pathway) ดังแสดงในรูปที่ 2.3   
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รูปที่ 2.3  วถิีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยจุลินทรียตางๆ 1) Pseudomonas sp. 
(Davies และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982)  2) Ralstonia sp. สายพันธุ U2 
(Zhou และคณะ, 2001) 
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 2.1.2 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลนี 
 
 อะซีแนพธิลีนมีโครงสรางซบัซอนกวาแนพธาลนีโดยประกอบดวยวงอะโรมาติก 2 วงตอ

กับวงไซโคลเพนทีน 1 วง จุลินทรียบางชนิดสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนได แตรายงาน

เกี่ยวกับวถิีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนยงัไมสมบูรณ จุลินทรยีสวนใหญสามารถยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนีแลวเปลี่ยนโครงสรางของสารได และสารมธัยันตรทีพ่บเมื่อมีการยอยสลายอะซีแนพธิ

ลีนคือ กรดแนพธาลนี-1,8- ไดคารบอกซิลิก การยอยสลายอะซีแนพธลิีนเคยมีรายงานดังนี ้

 

 Schocken และ Gibson (1984) พบวา Beijerinckia sp. สายพนัธุ B1 ที่มีความสามารถ

ยอยสลายไบฟนิลได สามารถยอยสลายอะซีแนพธนีรวมกับอะซีแนพธิลนีแบบโคออกซิเดชันโดย

มีไบฟนิลเปนตัวเหนี่ยวนาํ โดยศึกษาการออกซิไดซของอะซีแนพธิลีนจากการติดตามการสะสม

ของสารมัธยนัตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวามีการเติมออกซิเจนเขายังวงไซโคลเพนทีนของอะ

ซีแนพธิลนีโดยการเรงปฏิกริิยาของไดออกซิจีเนส ไดเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล (cis-1,2-

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

ผลิตภัณฑสุดทายเปนอะซีแนพธนีควโินน (acenaphthenequinone)  

 

 Komatsu และคณะ (1993) พบการสะสมของกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก ซึ่งเปน

สารมัธยนัตรจากการยอยสลายอะซีแนพธลิีนในน้ําเลีย้งเชื้อ Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 

(ปจจุบันเปลี่ยนชื่อเปน Spingomonas sp. สายพันธุ A4; (Pinyakong และคณะ, 2004)) และ

พบวาเชื้อสายพันธุนี้ใชอะซแีนพธิลนีเปนแหลงคารบอนและพลงังานได 

 

 Selifonov และคณะ (1996) ทํานายวถิีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยทําการวเิคราะห

สารมัธยนัตรทีส่ะสมในน้ําเลีย้งเชื้อของสายพนัธุลูกผสมของ Pseudomonas aeruginosa สาย

พันธุ PAO1 (pRE695) ซึ่งไดรับยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสจากพลาสมิด NAH7 พบวาอะ

ซีแนพธิลนีถกูออกซิไดสไดดวยไดออกซิจีเนสเหมือนกับในแบคทีเรียสวนใหญ ไดเปน ซิส-1,2-อะ

ซีแนพธนีไดออล ซึ่งถูกเปลีย่นตอไปเปน 1,2-ไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะ

ซีแนพธนี และถูกออกซิไดสตอไปเปนอะซแีนพโธ-1,2-ควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอก

ซิลิก ตามลาํดบั 
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ศิริวัตร ปุณฑริกพันธ (2545) ศึกษาการสะสมสารมัธยันตรจากการยอยสลายอะซีแนพธิ

ลีนในสายพนัธุกลายของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่กลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 

พบการสะสมของ 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสกิ)  อะซแีนพโธควิโนน และกรดแนพธา

ลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ในสายพนัธุกลาย A53 B1 และ B5 ตามลําดับ จากผลการวิเคราะหพบ

สารมัธยนัตรดังกลาวสามารถทํานายวถิีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. สาย

พันธุ CU-A1 วานาจะมีวถิีการยอยสลายที่คลายกับ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ 

PAO1 ที่มพีลาสมิด pRE695 ที่ไดรับยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสจากพลาสมิด NAH7 จนได

กรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก จากนัน้กรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิกจะถกูยอยสลาย

ตอไปจนไดกรดเจนทิสกิ  

 

 จากการศึกษาเพิ่มเติมพบสารมัธยันตรจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium 

sp. สายพนัธุ CU-A1 คือกรด 1-แนพโธอกิและกรดซาลไิซลิก จึงคาดวากรดแนพธาลีน-1,8-ไดคาร

บอกซิลิกจะเกดิปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลชนั (decarboxylation) ทีห่มูคารบอกซิลจนไดเปนกรด 1-

แนพโธอกิ และมีการยอยสลายตอไปจนไดกรดซาลิไซลิก (Poonthrigpun และคณะ, 2006) 

 

 โดยสรุปวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลนีในสภาวะที่มีอากาศโดยจุลินทรียสวนใหญเร่ิมตน

โดยระบบเอนไซมไดออกซิจีเนสเขาไปเติมออกซิเจนสองอะตอมใหกับวงไซโคลเพนทีนไดสารมัธ

ยันตรเปนซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล (cis-acenaphthene-1,2-diol) ซึ่งจะถกูเปลีย่นตอไปเปน 

1,2-ไดไฮดรอกซอีะซีแนพธลิีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธนี และสารมัธยนัตรทั้งสองชนดิ

จะถูกออกซิไดซตอไปเปนอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน และกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก 

ตามลําดับ และมีการสะสมสารมัธยนัตรกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก และมีเพยีงจุลินทรีย

บางชนิดเทานัน้ที่สามารถยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกตอไปจนไดกรดซาลิไซลิก 

โดยสามารถสรุปวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรียชนิดตางๆไดดังแสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ 1) Beijerinkia sp. สายพันธุ B1 (Schocken 
และ  Gibson, 1984) 2) Pseudomonas  aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) (Selifonov 
และคณะ, 1996) 3) Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 (Komatsu และคณะ, 1993) และ 4) 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ศิริวัตร ปุณฑริกพันธ, 2545; Poonthrigpun และคณะ, 
2006) 

acenaphthylene 

cis-acenaphthene-1,2-diol 

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

acenaphthenequinone 

naphthalene-1,8-dicarboxylic acid 

1-naphthoic acid 

salicylic acid 

gentisic acid 

fumarate pyruvate 

1, 2, 3, 4 

1, 2, 3, 4 

1, 2, 3, 4 

4 

4 

4 

4 
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 นอกจากนีย้ังมีรายงานการยอยสลายอะซีแนพธนีรวมกับอะซีแนพธลีินใน Alcaligenes 

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

cepacia สายพนัธุ F297 (Grifoll และคณะ, 1995) โดยในวิถกีารยอยสลายอะซแีนพธนีและอะ

ซีแนพธิลนีจะมีสารมัธยนัตรชนิดเดียวกันคือกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก  

 

 Selifonov และคณะ (1993) รายงานวา Alcaligenes eutrophus และ Alcaligenes 

paradoxus ซึ่งสามารถใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได สามารถยอยสลายอะ

ซีแนพธิลีนไดดวย       จากการศึกษาสารมัธยันตรของการยอยสลายอะซีแนพธีนไดเสนอวาอะ

ซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซไปเปนอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนนเหมือนกันโดยใชวิถีการ

ยอยสลายที่ตางกัน และจากนั้นจะถูกยอยสลายตอไปเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก 

และกรด 3-ไฮดรอกซีพธาลิก ตามลําดับ  
 
 Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา Burkholderia cepacia สายพนัธุ F297 ซึ่งสามารถ

ยอยสลายฟลอูอรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนและอะ

ซีแนพธิลีนแบบโคออกซิเดชนักับฟลูออรีนไดเปน 1-อะซีแนพธนีอล (1-acenaphthenol) 1-อะ

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

แนพธาลิกแอนไฮไดรด (1,2-naphthalic anhydride) และกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก 

ตามลําดับ 

 

 โดยสามารถสรุปวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนและอะซแีนพธิลีนโดยแบคทีเรียชนิดตางๆ

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

HO OH

cis-acenaphthene-1,2-diol 

HO OH

1,2-dihydroxyacenaphthylene 

O O

acenaphthenequinone 

COOH COOH

naphthalene-1,8-dicarboxylic acid 

O OO

1,2-Naphthalene anhydride 

OH

COOH

HO

Gentisic acid 

COOH

OH

COOH

3-Hydroxyphthalic acid 

OH

1-acenaphthenol 

O

1-acenaphthenone 

OHO

1-Hydroxy-2-ketoacenaphthene 

1, 6, 7 

1, 6, 7 

1, 6 

1, 3, 6, 7 

1, 2, 3, 4, 5, 6 

1, 2, 3, 4, 5, 6 

1, 2, 3, 4, 5, 6 

1, 2, 3, 4, 5, 6 

3, 5, 6, 7 

      7    3 

     5, 6 

acenaphthylene acenaphthene 
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2.2 ยีนที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบ PAHs 
 
 ปจจุบันมกีารศึกษายนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในจุลินทรียชนิด

ตางๆอยางกวางขวาง  แบคทีเรียกลุม Pseudomonads เปนแบคทีเรียกลุมที่พบมากวามี

ความสามารถสูงในการยอยสลายสารประกอบ PAHs ไดหลายชนิด และมกีารศึกษายนีที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียชนิดนี้อยางคอนขางสมบูรณ จาก

รายงานของ Yen และ Gunsalus (1982) พบวา Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 มีพลาสมดิ 

NAH7 ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีน โดยพบวายีนที่เกี่ยวของแบงออกเปน 2 สวน ไดแก 

โอเปอรอน nah ประกอบดวย nahABFCED ซึ่งประมวลรหัสเอนไซมที่ใชในการยอยสลายแนพธา

ลีนในวิถีการยอยสลายสวนบน (upper pathway) โดยเกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลนีไป

เปนซาลิไซเลต และ โอเปอรอน sal ประกอบดวย nahGDINLJK ซึ่งประมวลรหัสเอนไซมที่ทาํ

หนาทีย่อยซาลิไซเลตผานทางคะทีคอลจนไดผลิตภัณฑสุดทายเปนไพรูเวทและอะซีทัลดีไฮด 

(lower pathway) นอกจากนี้ยงัพบยีนที่ควบคุมการทํางานของทั้ง 2 โอเปอรอน (regulatory gene) 

คือ nahR อยูระหวางโอเปอรอน nah และ sal  ทําหนาที่ควบคมุการทํางานของทัง้ 2 โอเปอรอน 

ซึ่งตองการตัวเหนีย่วนํา ไดแก ซาลิไซเลต และโปรตนี NahR ซึ่งเปนผลิตภัณฑจากยนีควบคุม 

nahR (Yen และ Gunsalus, 1982; Schell, 1983) ดังรูปที่ 2.6 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.6  การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายแนพธาลีนและระบบควบคุม
การทาํงานของยีน (Yen และ Gunsalus, 1982) 
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 พบวา Pseudomonas สายพันธุอ่ืนๆทีม่ีความสามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มี

มวลโมเลกุลตํ่าเชน แนพธาลีนและฟแนนทรีน มียนีที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs ที่มกีารเรียงตัวคลายกันกับ nah  ของ Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 มากกวา 90%  

(Simon และคณะ, 1993) จงึเรียกยีนกลุมนี้วากลุมคลาย nah (nah-like) ไดแก ndo ของ 

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

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

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

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

1994)  และ nah ของ P. stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999) เปนตน  

โดย nah ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในวิถกีารยอยสลายสวนบนจนถงึกรด

ซาลิไซลิกจะประกอบดวยยนีประมวลรหสัเฟอรรีดอกซิน (nahAa) เฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nahAb) 

เทอรมินอลออกซิจีเนส α และ β-subunit (nahAc และ nahAd ตามลําดับ) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดี

ไฮโดรจีเนส (nahB) ซาลิไซรัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (nahF) 1,2-ไดไฮดรอกซิแนพธาลนีไดออกซิจีเนส 

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

มีน-2-คารบอกซิเลสไอโซเมอเรส (nahD) ตามลําดับ โดยมีการจัดเรียงตัวของยีนดังแสดงในรูปที ่

2.7  

  

รูปที่ 2.7  การเรียงตัวของยีนกลุมคลาย nah ในสวนวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลนี 
ของ Pseudomonas สายพันธุตางๆไดแก P. putida สายพันธุ NCIB9816, P. putida สาย
พันธุ G7, P. putida สายพันธุ NCIB9816-4, Pseudomonas sp. สายพนัธุ C18, P. 
aeruginosa สายพันธุ PaK1, P. putida สายพันธุ OUS82 และ P. stutzeri สายพันธุ AN10 
ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก Habe และ Omori, 2003)  
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 นอกจากนีย้ังมีรายงานการศึกษายนีในแบคทีเรียชนิดอืน่ๆนอกเหนือจากที่กลาวมาแลว

ขางตนที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs และพบวาการจัดเรียงตัวของยีนมี

ความแตกตางไปจากกลุมคลาย nah ดังมรีายงานตอไปนี้  

 

 Goyal และ Zylstra (1996) รายงานเกี่ยวกับ nah ที่เกีย่วของกับการยอยสลายฟแนนทรนี

และแนพธาลนีใน Comamonas teststeroni สายพนัธุตางๆ พบวาในสายพนัธุ GZ42 มีความ

แตกตางจาก nah ของ Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 โดยไมเกิดสัญญาณไฮบริไดสกับดี

เอ็นเอติดตาม nah ที่สรางจากลําดับนวิคลีโอไทดของ nah บนพลาสมิด NAH7 และพบยนี

ประมวลรหัสรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nahAa) เฟอรรีดอกซิน (nahAb) ISP large subunit และ 

small subunit (nahAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (nahB) และ อัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส 

(nahF)  แตระหวาง nahAa และ nagAb มี nahAc2 และ nahAd2 ที่ประมวลรหัส ISP large 

subunit และ small subunit แทรกอยู นอกจากนี้ยงัพบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรนี

และแนพธาลนีในสายพันธุ GZ39 ซึ่งตางจากกลุมคลาย nah และยนีทีพ่บในสายพันธุ GZ42 และ

พบวา Escherichia coli  สายพนัธุ DH5α ที่มีพลาสมดิ pGJZ1712 ซึ่งประกอบดวยยนีประมวล

รหัสไดออกซิจีเนส และซิส-ไดไฮโดรไดออล ดีไฮโดรจีเนสของสายพันธุ GZ39 สามารถยอยสลาย

ฟแนนทรนีและแนพธาลนีใหผลิตภัณฑเปนสารประกอบไดไฮดรอกซีได 

 

 Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ศึกษายนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายฟแนนทรีน

และแนพธาลนีใน Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 พบ phnR และ phnS ซึ่งประมวลรหัส

โปรตีนควบคมุ และพบยนีประมวลรหัสอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (phnF) ไฮดราเทส-อัสโดเลส (phnE) 

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

และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (phnB) ซึ่งมีการเรียงตัวเปน phnFECDAcAdB ตางจาก 

nahAaAbAcAdBFCQED ของสายพนัธุ G7 และไมพบยนีประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส 

และเฟอรรีดอกซิน แตเมื่อโคลน phnFECDAcAdB รวมทัง้ phnR และ phnS เขาใน Escherichia  

coli สายพนัธุ DH5α พบวาสามารถยอยสลายแนพธาลีนจนไดกรดซาลิไซลิกได และพบวา phn 

นี้มีการถอดรหัสรวมกนัเมื่อเลี้ยงเชื้อในแนพธาลนีและฟแนนทรีน  
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 Romine และคณะ (1999) รายงานวา Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ 

F199 (ปจจุบันเปลี่ยนชื่อเปน Novosphingobium aromaticivorans สายพนัธุ F199; Takeuchi 

และคณะ 2001) มีพลาสมดิ pNL1 ขนาด 184 กิโลเบสที่มียนีที่มีแนวโนมเกี่ยวของกับการยอย

สลายสารประกอบอะโรมาตกิหลายชนิด ไดแกไบฟนิล แนพธาลนี เมตา-ไซลีน พารา-ครีซอล 

กระจายอยูบนพลาสมิด จากการระบุตําแหนงของยีนตางๆพบวายนีที่เกี่ยวของกบัการยอยสลาย

แนพธาลีน ไดแก nahE nahD และ nahF มีการกระจายตัวอยูหางกนัและถูกคัน่ดวยยนีในวิถกีาร

ยอยสลายสารอื่น และเมื่อเปรียบเทยีบลาํดับกรดอะมิโนของยนีทัง้ 3 กับลําดับกรดอะมิโนที่

ประมวลรหัสจากยนีในกลุมคลาย nah พบวามีเปอรเซ็นตความเหมอืนคอนขางต่ํา แตเนื่องจาก

เชื้อสายพันธุนีส้ามารถยอยสลายแนพธาลนีไปเปนซาลิไซเลตได แสดงวายีนประมวลรหัสวถิีการ

ยอยสลายแนพธาลนีสวนบนที่ขาดหายไป นาจะมกีารทดแทนโดยยีนประมวลรหัสเอนไซมสาํหรับ

วิถีการยอยสลายสารอืน่ เชนวิถกีารยอยสลายไบฟนิลทีส่ามารถเรงปฏิกิริยาไดกับสับสเตรทอื่นๆที่

มีโครงสรางคลายกนั สวนในวิถีลางไมพบ nahG ซึ่งจําเปนตอการยอยสลายแนพธาลีนผานทางคะ

ทีคอล แสดงวาการยอยสลายแนพธาลนีในวิถีลางของเชื้อสายพนัธุนีไ้มผานทางคะทีคอล หรืออาจ

มีเอนไซมอ่ืนทีเ่กี่ยวของกับการยอยสลายคะทีคอล  

 

Saito และคณะ (2000) รายงานวา Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 มี phd ซึ่งประมวล

รหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท โดย phd ประกอบดวยยีน 2 

กลุม คือ กลุมแรกประกอบดวย phdEFABGHCD ประมวลรหัสเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอย

สลายฟแนนทรีนไปเปน 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอท (1-hydroxy-2-naphthoate) และ phdIJK 

ประมวลรหัสยีนที่ทําหนาที่ในการยอยสลาย 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอท ไปเปนพธาเลท 

(phthalate) 

 

 Zhou และคณะ (2001) รายงานวา Ralstonia sp. สายพนัธุ U2 ซึ่งสามารถยอยสลาย

แนพธาลีนได มียีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลนีผานไปทางเจนทเิสต โดยพบยนีประมวล

รหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nagAa) เฟอรรีดอกซิน (nagAb) ISP large subunit และ small 

subunit (nagAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (nagB) และ อัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (nagF) 

ซึ่งมีการจัดเรียงตัวเหมือนกบั nah ในพลาสมิด NAH7 แตระหวาง nagAa และ nagAb มี nagGH 

ซึ่งประมวลรหสัหนวยยอยของซาลิไซเลท 5-ไฮดรอกซิเลสคั่น โดยมกีารเรียงตัวของยนีดังนี้ 

nagAaGHAbAcAdBFCQED และพบ nagJIKLMN ซึ่งประมวลรหสัยีนที่ยอยสลายเจนทเิสตที่
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ตําแหนง downstream ของ nagD โดยเมื่อศึกษาโปรตีนที่ประมวลรหัสโดย nagI nagL และ 

nagK พบวา nagI ประมวลรหัสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเจนทเิสตเปนมาเลอิลไพรู

เวท nagL ประมวลรหสัเปนมาเลอิลไพรูเวทไอโซเมอเรสทําหนาที่เปลี่ยนมาเลอิลไพรูเวทเปนฟู

มาริลไพรูเวท และ nagK ประมวลรหัสเปนไฮโดรเลสทําหนาที่ไฮโดรไลซฟูมาริลไพรูเวทเปนฟู

มาเรทและไพรูเวท และคาดวา nag นาจะมีการถอดรหัสรวมกันเปนโอเปอรอนเดียวกนั 

 

Khan และคณะ (2001) รายงานวา Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 มีความ 

สามารถในการยอยสลายไพรีน  ฟลูออแรนทรีน  ฟแนนทรีน  แอนทราซีน  เบนโซ (เอ) ไพรีน  ม ีnid 

ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัวของยีนที่แตกตางจากยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย 

PAHs ในกลุมคลาย nah โดยมีการเรียงตัวเปน nidDBA ซึ่งยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ

สายพันธุนี้มีเพียง nidBA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสในสวน  ISP small subunit (β2) และ ISP 

large subunit (α2) ตามลําดับ แตขาดยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซิน      

รีดักเทส  นอกจากนี้ยังพบวา nidBA มีความแตกตางจาก nah-like มากกวา 60% 
 

 

 
 
รูปที่ 2.8  กลุมยีนอื่นที่มีการเรียงตัวแตกตางจากกลุมคลาย nah ไดแก nag ของ 
Ralstonia sp. สายพันธุ U2,  phn  ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007, phd ของ 
Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 และ nid ของ Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 
ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ nah ของ P. putida สายพันธุ G7 (ดัดแปลงจาก Habe และ 
Omori, 2003) 
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 นอกจากนี ้Larkin และคณะ (1999) และ Kulakov และคณะ (2005) ยังไดรายงานถึงยนี

ที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลีนของแบคทีเรียแกรมบวกดวย โดยพบวา Rhodococcus sp. 

สายพนัธุ NCIMB12038 มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนทางดานเมตา (meta) 

กระจายอยูบนพลาสมิด p2SL1 โดยพบ narAa narAb และ narB ประมวลรหัส α-subunit และ 

β-subunit ของแนพธาลีนไดออกซิจเีนส และ ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส 

ตามลําดับ พบวายนีทัง้สามมีการถอดรหัสรวมกนัเพื่อตอบสนองตอแนพธาลีนเทานั้น โดยเมื่อ

เปรียบเทยีบลาํดับกรดอะมิโนของ narAa และ narAb กบัฐานขอมูล EMBL และ GenBank พบวา 

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

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

พบยนีประมวลรหัสรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส และเฟอรรีดอกซิน นอกจากนี้ยงัพบ narR1 และ 

narR2 ประมวลรหัสโปรตีนที่ควบคุมการทํางานของยนีกลุมนี้ดวย     
 
 ปจจุบันขอมูลที่เกีย่วกับยีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนยังไมมีการรายงาน

มากนัก มีเพยีงรายงานของ Pinyakong และคณะ (2004) ไดทําหองสมุดยีน (genomic library) 

ของ Sphingomonas sp. สายพนัธุ A4 ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถเจริญไดเฉพาะในอะซีแนพธีน

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

จีเนสที่เกี่ยวกบัการยอยสลายสารประกอบที่มีวงอะโรมาติกใน ใหชื่อวา arhA1 และ arhA2 ซึ่งมี

ลําดับกรดอะมิโนเหมือน 56% และ 45% กับ phnAc และ phnAd ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย

ฟแนนทรนีของ Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 และไดศึกษาการทํางานของโปรตีนที่ประมวล

รหัสโดย arhA1A2 โดยทรานสฟอรมพลาสมิดที่ม ี arhA1A2 (pUArhA1A2) และพลาสมิดที่มียนี

ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (pSA3A4) เขาใน Escherichia coli สาย

พันธุ JM109 พบวาสามารถเรงปฏิกริิยาโมโนออกซิจีเนชนัเปลี่ยนอะซีแนพธนีไปเปนอะซีแนพธิ

นอล และเรงปฏิกิริยาไดออกซิจีเนชนัเปลี่ยนอะซีแนพธิลีนเปนอะซีแนพธนี ซิส-1,2-ไดไฮโดรได

ออล และยังสามารถเรงปฏิกิริยาไดออกซิจีเนชนัใหเกิดผลิตภัณฑที่เปนซิส-ไดไฮโดรไดออลของ

สารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆดวย ไดแก แนพธาลีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน และฟลอูอแรนทีน 
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2.3 การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก
โดยเทคนิคทางอารเอ็นเอ 
  
 การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs สามารถทําไดหลาย

วิธ ี สวนใหญใชเทคนิคทางอารเอ็นเอมาติดตามการถอดรหัสของยนีโดยติดตามอารเอ็นเอนํารหัส 

(messenger RNA, mRNA) ที่จําเพาะกับยนีตางๆที่เกีย่วของกับการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs โดยอาจใชหลายวิธรีวมกันเพื่อวัตถุประสงคหลายดาน เชน ติดตามกิจกรรมและความ

หลากหลายของจุลินทรียในสิ่งแวดลอมทีม่ีการปนเปอนของสารประกอบ PAHs หาจุดเริ่มตนของ

การถอดรหัสของยีน ศึกษาการชักนําใหมกีารแสดงออกของยีนโดยสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ 

ศึกษาการจัดเรียงตัวของยีนวามกีารเรียงตัวเปนโอเปอรอนหรือมกีารเรยีงตัวแบบกระจาย เปนตน 

  
2.3.1 นอรทเธอรนไฮบรไิดเซชัน (Northern hybridization) 
 

 เทคนิคนอรทเธอรนไฮบริไดเซชัน คือวิธีการวิเคราะหอารเอ็นเอโดยแยกขนาดของอารเอ็น

เอดวยกระแสไฟฟาโดยมีอะกาโรสเจลเปนตัวกลาง ภายใตสภาวะทีท่ําใหโครงสรางของอารเอน็เอ

เปนสายตรง แลวยายอารเอ็นเอไปตรึงอยูบนแผนไนลอนเมมเบรน ติดตามอารเอ็นเอของยนีที่

ตองการโดยใชดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) ที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรงัสหีรือเอนไซม ที่

จําเพาะกบัยนีที่ตองการศึกษานัน้ โดยวิธนีี้จะสามารถทราบขนาดของอารเอ็นเอนํารหัสทีถ่อดรหัส

ออกมาได และสามารถเปรียบเทียบปริมาณการถอดรหัสได แตวิธนีี้จะตองใชอารเอ็นเอเริ่มตนใน

ปริมาณมาก และสภาวะระหวางการทดลองอาจมกีารปนเปอนของนวิคลีเอส (nuclease) ไดงาย 

(Williams และ Mason, 1985 และ Rapley, 2000) 

 

 Kulakova และคณะ (2001) ใชเทคนคินอรทเธอรนไฮบริไดเซชันเพื่อศึกษาการถอดรหัส

ของ phnA ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซมฟอสโฟโนอะซิเตทไฮโดรเลส (phosphonoacetate 

hydrolase) ใน Pseudomonas fluorescens สายพนัธุ 23F เมื่อใชฟอสโฟโนอะซิเตทเปนสารชัก

นํา พบวาฟอสโฟโนอะซีเตทสามารถชักนําให phnA มีการถอดรหสัไดและยังพบวา phnA และ 

phnB มีการถอดรหัสออกมาพรอมกนั   
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Iida และคณะ (2002) ศึกษาการแสดงออกของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสสาํหรบัการ

ยอยสลายไดเบนโซฟูแรน และไบฟนิลใน Terrabacter sp. สายพันธุ YK3 โดยสกัดอารเอ็นเอจาก

เซลลที่เลี้ยงใน LB กลูโคสและไดเบนโซฟูแรนที่เวลา 2 และ 6 ชัว่โมง แลวทาํนอรทเธอรไฮบริไดซ

กับดีเอ็นเอติดตามที่จาํเพาะกับ dfdA ซึ่งประมวลรหัส large subunit ของไดออกซิจีเนส พบวาได

เบนโซฟูแรนสามารถชกันาํใหเกิดการแสดงออกของยนีไดโดยใหสัญญาณไฮบริไดซเขมที่สุดที่เวลา

ในการเลีย้งเชือ้ 6 ชั่วโมง และไมพบสัญญาณไฮบริไดซจากเซลลที่เลี้ยงดวย LB และกลูโคส และ

สามารถทํานายขนาดของอารเอ็นเอนาํรหัสไดวามีขนาดอยูระหวาง 2.0-2.5 กิโลเบส  

 

 Kahng และคณะ (2002) ติดตามการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย

แนพธาลีนและฟแนนทรนีใน Pseudomonas rhodesiae สายพนัธุ KK1 ที่แยกไดจากดินบริเวณ

โรงงานผลิตกาซธรรมชาติซึง่มีการปนเปอนของสารประกอบ PAHs หลายชนิด โดยสรางดีเอ็นเอ

ติดตามยีนสาํหรับการยอยสลายแนพธาลนีและฟแนนทรีนจากขอมูลลําดับกรดอะมิโนของยีน

ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสทีพ่บในสายพันธุ KK1 สองกลุมคือ กลุมฟแนนทรีนไดออกซิจีเนส และ

กลุมแนพธาลนีไดออกซิจีเนส พบวาอารเอ็นเอที่สกัดไดจากแบคทีเรียสายพันธุ KK1 ที่เลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีฟแนนทรนีและแนพธาลีนใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตามทัง้สองชนดิ 

ซึ่งผูวิจยัไดสรุปวาเอนไซมสาํหรับยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรนีนาจะมีลําดบักรดอะมิโน

คลายกนัมาก และไมพบสัญญาณไฮบริไดซเมื่อเลี้ยงเชื้อในกลูโคสจงึกลาววาแนพธาลีนและฟ 

แนนทรีนเปนสารชักนาํใหเกิดการแสดงออกของยีน    

 

 Urata และคณะ (2004) ศึกษาการชักนําการถอดรหัสของ antABC ซึ่งประมวลรหัส  

แอนทรานิเลท 1,2-ไดออกซิจีเนส ที่เกีย่วของกับการยอยสลายคาบาโซล (carbazole) ใน 

Pseudomonas resinovorans สายพนัธุ CA10 ที่เลี้ยงในอาหารที่มแีอนทรานิเลท (anthranilate) 

พบวาแอนทรานิเลทสามารถชักนาํใหมีการถอดรหัสของ antABC    
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2.3.2 ดอต และสลอตบลอตไฮบริไดเซชัน (Dot and slot blot hybridization) 
 

 เทคนิคดอตและสลอตบลอตไฮบริไดเซชันมีหลกัการเชนเดียวกับนอรทเธอรนไฮบริไดเซชัน 

โดยหยดอารเอ็นเอตัวอยางไวบนแผนไนลอนเมมเบรนแลวตรึงอารเอ็นเอดวยแสงอลัตราไวโอเลต 

และตรวจหาอารเอ็นเอของยนีที่ตองการโดยใชดีเอ็นเอตดิตามที่มีลาํดบันิวคลีโอไทดจําเพาะกบั

อารเอ็นเอของยีนที่ตองการศึกษา โดยดีเอ็นเอติดตามจะถูกติดฉลากดวยสารกัมมนัตภาพรังสหีรือ

เอนไซม  วิธนีี้เปนวิธทีี่รวดเร็วจึงนิยมใชศึกษาการแสดงออกของยนีเบื้องตน แตไมสามารถบอก

ปริมาณหรือขนาดของอารเอ็นเอทีถ่อดรหสัออกมาได (Williams และ Mason, 1985)    

 

 Barnes และคณะ (1997) ศึกษาการชกันําการแสดงออกของ hpp ที่เกี่ยวกับการยอย

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

สกัดอารเอ็นเอทั้งหมดจากเซลลในชวง mid-exponential phase ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี 

3HPP  3HPA เมธา-ครีซอล (m-cresol) และซัคซิเนต เปนแหลงคารบอน แลวติดตามอารเอ็นเอ

ดวยเทคนิค RNA dot blot hybridization โดยใชดีเอ็นเอที่จาํเพาะกับยนีนัน้เปนดีเอ็นเอติดตาม 

พบวา เซลลทีเ่ลี้ยงในอาหารที่มี 3HPP และ 3HPA เทานั้นที่มีอารเอ็นเอที่สามารถเกิดสัญญาณ

กับดีเอ็นเอติดตามได สวนเซลลที่เลี้ยงในเมธา-ครีซอล และซัคซิเนต นั้นไมเกิดสัญญาณ จึงกลาว

วา hpp ถูกชกันําใหแสดงออกไดโดยซับสเตรทที่จาํเพาะคือ 3HPP และ 3HPA     

 

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

ควบคุมการสรางไฮโดรเลส (hydrolase) ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิคลอริเนตไบฟนิล 

(polychlorinated biphenyl) ใน Rhodococcus sp. สายพนัธุ RHA1 โดยทาํการสกัดอารเอ็นเอ

ทั้งหมด (total RNA) จากเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีแหลงคารบอนตางๆกนัไดแก ไบฟนลิ 

เอธิลเบนซนี เบนซีน ซัคซิเนต และเบนโซเอต  แลวติดตามอารเอ็นเอโดยเทคนิคสลอตบลอตไฮบริ

ไดเซชัน โดยใชดีเอ็นเอติดตามที่จาํเพาะกบัยีนแตละชนดินั้น  พบวาอารเอ็นเอที่ไดจากเซลลที่เลี้ยง

ในไบฟนิล เอธิลเบนซนี  และเบนซนี เทานัน้ที่สามารถเกิดสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตามได แสดงวา 

การถอดรหัสของยีนนี้ถกูชักนําไดโดยไบฟนิล เอธิลเบนซนี  และเบนซนี  
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 Hübner และคณะ (1998) ศึกษาการชักนาํการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิค

สลอตบลอตไฮบริไดเซชัน โดยสกัดอารเอ็นเอทัง้หมดจากเซลลที่เลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 2,4,5-

trichlorophenoxyacetic acid  ตรึงอารเอ็นเอไวบนแผนไนโตรเซลลูโลส แลวใช tftC เปนดีเอน็เอ

ติดตาม  พบวาในสภาวะที่มกีารเติมสารชกันําจะมกีารแสดงออกของ tftC มากกวาทีส่ภาวะที่ไมมี

สารชักนาํถงึ 8 เทา  

  

 Kitagawa และคณะ (2001) ตรวจสอบการถอดรหัสของกลุมยนีชนิดใหมที่คาดวาควบคุม

การสังเคราะหไดออกซิจีเนสที่ยอยวงอะโรมาติกใน Rhodococcus sp. สายพนัธุ RHA1 ซึ่งเปน

สายพนัธุที่สามารถยอยสลายพอลิคลอริเนตไบฟนิล ดวยเทคนิคสลอตบลอทไฮบริไดเซชัน โดยใช

สารชักนาํชนดิตางๆไดแก ซัคซิเนต ไบฟนิล เบนโซเอต และเอธิลเบนซีน จากผลการทดลองการชกั

นําการถอดรหสัของยีน รวมกับการเปรียบเทียบลาํดับนวิคลีโอไทดของยนีพบวา ยนี (A) ที่ถกูชกั

นําใหแสดงออกดวยไบฟนิล และเบนโซเอตไดจึงนาจะเปนยนีที่ควบคุมการสังเคราะหเอนไซมเบน

โซเอทไดออกซิจีเนส (benzoate dioxygenase) และยีน (C) ที่ถกูชักนาํใหแสดงออกดวยไบฟนิล

และเอธิลเบนซีน นาจะเปนยีนที่ควบคุมการสังเคราะหไบฟนิลไดออกซิจีเนส (biphenyl 

dioxygenase)    

   
2.3.3 Nuclease protection assay 

 
 Nuclease protection assay อาศัยหลกัการทีว่าเมื่อสายดีเอ็นเอติดตามสายเดี่ยวจับกับ

อารเอ็นเอจาํเพาะแลว  บริเวณที่จับกันเปนสายคูจะถูกปกปองไมใหนวิคลีเอสยอย ดังนัน้สวนของ

ดีเอ็นเอติดตามที่ยาวเกินอารเอ็นเอเปนสายเดี่ยว จงึถูกยอยออกจนถงึตําแหนงเริ่มตนของการ

ถอดรหัสที่แทจริงทางปลาย 5’ ของอารเอ็นเอ และปลาย 3’ ของดีเอ็นเอซึ่งเมื่อนําชิน้ดีเอ็นเอ

ติดตามดังกลาวมาหาลําดบัเบสที่ปลาย 3’ ก็จะทราบตําแหนงเริ่มตนของการถอดรหัสของยนีที่

สนใจ โดยสามารถทราบขนาดของดีเอน็เอที่ไมถูกยอยสลายไดโดยวิธีอะกาโรสเจลหรืออะคริลา

ไมดเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส โดยทั่วไปนิวคลีเอสที่ใชมี 3 ชนิด ไดแก 1) S1 Nuclease  ซึ่งแยกไดจาก 

Aspergillus oryzae มีความจาํเพาะสูงกับดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอสายเดี่ยว ภายใตสภาวะทีม่ี

อุณหภูมิต่ําและมีความแรงของไอออนสูง   2) Mung bean nuclease  ซึ่งคลาย S1 Nuclease 

และ 3) Exonuclease VII  ซึ่งแยกจาก Escherichia coli  นั้นจาํเปนตองมีปลาย 5’ และ 3’ ที่เปน

อิสระเพื่อกระตุนใหเอนไซมชนิดนี้เร่ิมทํางาน  วิธนีี้สามารถใหรายละเอียดโครงสรางของอารเอ็นเอ

นํารหัส (messenger RNA, mRNA) ได เชน จุดเริ่มตนการถอดรหัสของยีน (transcriptional start 
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site) เปนตน และสามารถวิเคราะหการแสดงออกของยีนในเชิงปริมาณได โดยใชอารเอ็นเอ

ปริมาณนอยกวาวธิีนอรทเธอรนไฮบริไดเซชัน (Williams และ Mason, 1985; Adams และคณะ, 

1992; Rapley, 2000; จรัญญา ณรงคะชวนะ, 2536) 

 

 Schell (1986) หาตาํแหนงเริ่มตนการถอดรหัสของโอเปอรอน nah และ sal ของพลาสมิด 

NAH7 ใน Pseudomonas putida ดวยวธิี S1 nuclease mapping โดยสกัดอารเอน็เอจากเซลลที่

เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มซีาลิไซเลต ซึง่เปนสารชักนาํการแสดงออกของทัง้สองโอเปอรอน แลว

นํามาไฮบริไดซกับชิ้นสวนดเีอ็นเอทีม่ีลําดบันิวคลีโอไทดบริเวณเหนือโอเปอรอน nah และ sal แลว

ทําอะคริลาไมดเจลอิเล็คโทโฟรีซิสเพื่อหาขนาดของอารเอ็นเอทีถ่อดรหสัออกมา แลวตัดชิ้นอะคริ

ลาไมดที่มีแถบดีเอ็นเอไปวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอ พบตาํแหนงเริ่มตนการถอดรหัสและลําดับนวิคลี

โอไทดที่เปนตําแหนงโปรโมเตอรของโอเปอรอน nah และ sal โดยพบวาบริเวณ 100 เบสกอนถงึ

จุดเริ่มตนการถอดรหัสของทั้งสองโอเปอรอนมีความคลายกนั โดยลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง

ระหวาง -80 ถึง -60 มีเปอรเซ็นตความเหมือน 81%  ระหวาง -40 ถงึ -28 มีเปอรเซ็นตความ

เหมือน 75% และระหวาง -1 ถึง +15 มเีปอรเซ็นตความเหมือน 70% และยังพบโปรโมเตอรของยีน 

nahR อยูซอนกับตําแหนง -35 ของโปรโมเตอรของโอเปอรอน sal แตมีการถอดรหัสไปในทิศทาง

ตรงกันขาม 

 
2.3.4 Ribonuclease protection assay (RPA) 
 

 มีหลักการคลายกับวิธ ี Nuclease protection assay แตใชอารเอ็นเอติดตาม (RNA 

probe) แทนดีเอ็นเอติดตาม โดยอารเอ็นเอติดตามทีส่ังเคราะหข้ึน มีลําดับนิวคลีโอไทดคูสมกบั

อารเอ็นเอที่ศึกษา (anti-sense RNA probe) ซึ่งจะจับกบัอารเอ็นเอทีจ่ําเพาะในสภาวะที่

เหมาะสม ทาํใหบริเวณทีจ่บัจําเพาะเปนอารเอ็นเอสายคู และถูกปองกันไมใหยอยสลายโดยไรโบ 

นิวคลีเอส (ribonuclease) หรืออารเอ็นเอส (RNase) ได สวนอารเอ็นเอสายเดี่ยวที่ไมสามารถจบั

กับอารเอ็นเอติดตามจะถูกยอยสลายไป อารเอ็นเอติดตามจะถกูติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรงัสี

จึงสามารถติดตามผลโดยทาํอะคริลาไมดเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสแลวใชฟลมเอ็กซเรยติดตามแถบ

อารเอ็นเอได วธิีนี้สามารถวิเคราะหระดับการถอดรหัสของยนีไดโดยเปรียบเทยีบความเขมของ

แถบอารเอ็นเอบนแผนฟลมเอ็กซเรย และเปนวธิีที่มีความไว (sensitivity) ตออารเอ็นเอที่จาํเพาะ

อยางนอย 0.1 พิโคกรัม ทัง้นี้ความไวของการวิเคราะหขึ้นกับกิจกรรมจําเพาะ (specific activity) 

ของอารเอ็นเอติดตามดวย (Fleming และคณะ, 1993 และ Rapley, 2000) 
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 Fleming และคณะ (1993) พัฒนาวิธกีารวิเคราะหระดับการถอดรหัสของยนีทีเ่กีย่วของ

กับการยอยสลายแนพธาลนีของจุลนิทรยีในแหลงดินบริเวณโรงงานผลิตกาซ และดินที่ปนเปอน

ดวยคลีโอโสทโดยวิเคราะหการถอดรหัสของยีนที่ควบคมุการสังเคราะหแนพธาลนีไดออกซิจีเนส 

(naphthalene dioxygenase gene, nahA)  ดวยเทคนิค Ribonuclease protection assay โดย

สังเคราะหอารเอ็นเอติดตามจาก nahA บนพลาสมิด NAH7 และติดฉลากดวยสาร

กัมมันตภาพรงัสี 32P  เพื่อนําไปจับกับอารเอ็นเอของจลุินทรียที่สกัดไดจากดิน แลวยอยอารเอ็นเอ

สายเดี่ยวที่ไมเกิดไฮบริไดเซชันดวยอารเอน็เอส ตรวจสอบอารเอ็นเอสายคูที่เกิดจากการจับกนัของ

อารเอ็นเอ-อารเอ็นเอโดยอะคริลาไมดเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส พบวาอารเอ็นเอทีส่กัดจากดนิจาก

บริเวณโรงงานผลิตกาซ 2 แหลง และดินที่ปนเปอนดวยครีโอโสท สามารถจับกับอารเอ็นเอติดตาม

และปองกนัการยอยสลายโดยเอนไซมอารเอ็นเอสได แสดงวาในแหลงดินดังกลาวมีจุลินทรียที่ม ี

nahA และมีการถอดรหัสของยนี จึงนาจะมีกิจกรรมในการยอยสลายแนพธาลนีโดยจุลินทรียในดนิ

บริเวณนัน้  และเมื่อทดลองนาํดินไปบมกับโซเดียมซาลิไซเลต แลวสกัดอารเอ็นเอจากดินมา

วิเคราะหดวยเทคนิคเดียวกนันี้ พบวาระดบัการถอดรหสัของ nahA เพิ่มข้ึนมากกวาในดินที่ไมเตมิ 

โซเดียมซาลิไซเลต แสดงวาโซเดียมซาลิไซเลตสามารถชักนาํใหมกีารถอดรหัสของ nahA ได  
 
2.3.5 Primer extension  
 

 หลักการคือ ใชโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรสายสั้นๆทีส่ังเคราะหข้ึนหรือเปนสวนทีไ่ดจาก

การตัดดีเอ็นเอโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ ใหสามารถจับกับอารเอ็นเอจําเพาะที่ตองการศึกษา  โดย

เลือกโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่สามารถจับกับตําแหนงถัดลงมา (downstream) จากโปรโม

เตอรของยีนทีส่นใจและติดฉลากดวยสารกัมมันตรงัสีทีป่ลาย 5’ เมื่อใชรีเวอรสทรานสคริปเทสใส

ในหลอดปฏิกริิยา เอนไซมจะสรางสายดีเอ็นเอตอจากไพรเมอรนัน้โดยใชอารเอน็เอเปนตนแบบ 

สรางไปจนสุดปลาย 5’ ของอารเอ็นเอ ดงันั้นเมื่อนาํสายคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (complementary 

DNA) สรางใหมนัน้ไปวิเคราะหก็จะทราบลําดับนวิคลีโอไทดที่จุดเริม่ตนการถอดรหัสของอารเอ็น

เอนั้นได และสามารถหาตาํแหนงโปรโมเตอรของยีนได  วิธนีี้ยงัสามารถใชวิเคราะหปริมาณของ

อารเอ็นเอจาํเพาะของยนีทีส่นใจได  โดยปริมาณของคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่ไดจะเปนสัดสวน

กับอารเอ็นเอที่เปนตนแบบ (Williams และ Mason, 1985; Adams และคณะ, 1992; Boorstein 

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

pTDN1 ซึ่งเกีย่วของกับวิถกีารเปลี่ยนอะนลิีนไปเปนคะทคิอลใน Pseudomonas putida สายพนัธุ 

KT2442  เมื่อทําการวิเคราะหการถอดรหัสของยีนดวยวธิ ี primer extension และทาํเจลอีเล็กโทร

โฟเรซิสพบวาแถบดีเอ็นเอทีสั่งเคราะหจากอารเอ็นเอจากเซลลที่เลีย้งในอาหารทีม่ีอะนิลีนมีความ

เขมมากกวาแถบดีเอ็นเอที่สังเคราะหจากอารเอ็นเอจากเซลลที่เลี้ยงในอาหารที่ไมมอีะนิลีน แสดง

วาอะนิลีนสามารถชักนําใหมีการถอดรหัสของ tdnQ มากขึ้น และพบวา tdnQ มีการถอดรหัสมาก

ที่สุดในชวงเวลา 8 ชั่วโมงหลังจากเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะนิลีน   
 
 Hübner และคณะ (1998) ใชเทคนิค Primer extension เพื่อหาจดุเริ่มตนการถอดรหัส 

ของ tftCD ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย 2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid  ใน Burknolderia 

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

พบจุดเริ่มตนการถอดรหัสมลํีาดับนิวคลีโอไทดคือ CATT        

 

 Kulakov และคณะ (2005) ใชเทคนิค primer extension หาตาํแหนงเริ่มตนของการ

ถอดรหัสของ narA ที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลนีใน Rhodococcus sp. สายพนัธุ 

NCIMB12038 โดยออกแบบโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรทีม่ีลําดับนวิคลโีอไทดสมกับสาย 

antisense ของ narAa และติดฉลากโอลโิกนวิคลีโอไทดไพรเมอรดวยสารเรืองแสงที่ปลายดาน 5’ 

แลวทําการสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอดวยรีเวอรสทรานสคริปเทส จากนัน้นําไปวิเคราะห

หาตําแหนงเริม่ตนการถอดรหัสดวยเครื่องวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencer) พบ

ตําแหนงเริ่มตนการถอดรหัสเปนนวิคลีโอไทดชนิดพิวรีน และพบตําแหนงโปรโมเตอรสําหรับ σ70 

และตําแหนงจบัของไรโบโซม (ribosom binding site) บริเวณเหนือ narAa 
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2.3.6 ปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ (Reverse Transcription  
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) 
 
 หลักการคือการออกแบบโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรทีม่ีลําดับนวิคลโีอไทดจําเพาะกับ

บริเวณยีนที่ศกึษา และใหอารเอ็นเอทีถู่กถอดรหัสออกมาเปนตนแบบในการสังเคราะหดีเอน็เอที่

เรียกวาคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอ โดยมีรีเวอรสทรานสคริปเทสเปนตวัเรงปฏิกิริยา ถามีอารเอ็นเอ

ถอดรหัสออกมาจากยนีที่ศกึษาจะสามารถสังเคราะหคอมพลีเมนทารดีีเอ็นเอได ซึ่งสามารถ

ตรวจสอบไดโดยทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสกับโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จาํเพาะกับยนีนัน้ 

แลวตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส วธิีนีน้ิยมใช

ติดตามการแสดงออกของยนีกนัอยางแพรหลายเนื่องจากมีขอดีคือรวดเร็ว สามารถวิเคราะหได

หลายยีนและหลายตวัอยางในเวลาเดียวกนั และยังเปนวิธทีี่มีความไวสูงสามารถวเิคราะหยนีที่มี

ระดับการถอดรหัสเปนอารเอ็นเอต่ําๆได แตการออกแบบไพรเมอรจะตองมีความจําเพาะกับยนีที่

ศึกษาอยางมาก  และสามารถวิเคราะหไดในเชิงกึง่ปริมาณเทานั้นเนื่องจากขอจํากัดของปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส อยางไรก็ตามวิธนีี้กย็งัสามารถพฒันาเทคนิคใหสามารถวิเคราะหปริมาณการ

ถอดรหัสของยนีได เชน cRT-PCR (competitive Reverse Transcription-PCR) และ Real Time-

PCR (Rapley, 2000 และ Sharkey และคณะ, 2004) 

 

Barnes และคณะ (1997) ศึกษาการแสดงออกของ hpp ที่เกีย่วกบัการยอยสลาย 3-

hydroxyphenyl propionic acid ใน Rhodococcus globerulus สายพนัธุ PWD1 โดยใชเทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซแบบถอดรหัสยอนกลับ โดยสกดัอารเอ็นเอทัง้หมดจากเซลลในชวง mid-

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

ซิเนตเปนแหลงคารบอน  โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ hpp  แลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ได

ดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส พบวาดีเอ็นเอของ hppCBKR ที่สังเคราะหได มขีนาดเทากับดี

เอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มจํานวนจากโครโมโซม  และยงัพบวา hppA ถูกถอดรหสัแยกออกจาก 

hppC, hppB, hppK และ hppR  ซึ่งถูกถอดรหัสออกมาเปนอารเอ็นเอสายเดียวกนั  
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 Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ศึกษาการถอดรหัสของยีน phn ที่ควบคุมการ

สังเคราะหแนพธาลนีไดออกซิจีเนส ทีเ่กี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรนีใน 

Burkholderia cepacia สายพนัธุ RP007 โดยสกัดอารเอ็นเอจากเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มีแนพธาลนี  ฟแนนทรนี และอะซีเตต เปนแหลงคารบอน แลวนาํไปสังเคราะหดีเอน็เอโดย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ โดยออกแบบไพรเมอร 2 คูใหครอบคลุมสวน

ของ phnC/ phnD/ phnAc ซึ่งดีเอ็นเอที่สงัเคราะหไดจะมีขนาด 1,524 เบส และอีกคูหนี่ง

ครอบคลุมสวนภายในของยนีที่มีขนาด 673 เบสเพื่อเปน internal primers พบวาอารเอน็เอ

ทั้งหมดที่สกัดไดจากเซลลที่เลี้ยงในอาหารที่มีแนพธาลีน และฟแนนทรีน มีอารเอ็นเอที่สามารถ

เปนตนแบบในการสงัเคราะหและเพิม่จํานวนดีเอน็เอได  สวนอารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลที่เลี้ยง

ในอาหารทีม่ีอะซิเตต ไมมีอารเอ็นเอที่สามารถเปนตนแบบในการสงัเคราะหดีเอ็นเอได  จากการ

ทดลองนี้พบวา phnCDAc สามารถถูกชกันําใหมีการถอดรหัสไดดวยแนพธาลนีและฟแนนทรนี            

 

 Laurie และ Lloyd-Jones ยังไดวิเคราะหการถอดรหัสของ phn อ่ืนๆดวย โดยออกแบบ

ไพรเมอรสําหรบัปฏิกิริยาลูกโซแบบยอนกลบัใหครอบคลุมสวนของ phnSF และ phnFEC พบวา 

phnSFECDAc ถูกถอดรหัสออกมาเปนอารเอ็นเอสายเดียวกนัโดยมีความยาว 7.2 กิโลเบส ไมรวม 

phnAd และ phnB แตเนื่องจาก phnAc และ phnAd เปนยนีที่ควบคุมการสังเคราะหหนวยยอย 

(subunit) ของเอนไซมเดยีวกัน จงึนาจะถกูถอดรหัสออกมาพรอมกนั และเนื่องจาก phnAd และ 

phnB มีลําดบันิวคลีโอไทดคั่นระหวางทัง้ 2 ยีนอยู 82 เบส และไมมีตําแหนงของโปรโมเตอร จงึ

คาดวา phnAd และ phnB นาจะถอดรหัสออกมาพรอมกัน ดังนัน้จึงสรุปไดวา 

phnSFECDAcAdB มีการถอดรหัสเปนอารเอ็นเอสายเดียวกนั และมกีารเรียงตัวในลกัษณะเปนโอ

เปอรอน จากการทดลองนีค้ณะวิจัยพบยนีที่ควบคุมการสังเคราะหเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอย

สลายสารประกอบ PAHs ในวิถกีารยอยสลายสวนบนอยางสมบูรณ 

 

 Wilson และคณะ (1999) ติดตามการแสดงออกของยนีที่เกีย่วของกับการยอยสลาย 

แนพธาลีนของจุลินทรียในน้าํใตดินบริเวณที่มีการปนเปอนของถานหนิ  โดยใชปฏิกริิยาลูกโซพอลิ

เมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  โดยสรางโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรจากบริเวณอนุรักษของ 

nahAc ซึ่งพบในแบคทีเรียกลุมที่มีแนพธาลีนไดออกซิจเีนส ติดตามการแสดงออกของยีนไดโดย

เก็บตัวอยางน้าํใตดินมาสกดัอารเอ็นเอจากจุลินทรีย แลวสรางคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอโดยใชโอลิ

โกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่สรางขึ้น แลวใชคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดเปนตนแบบใน
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ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําเจลอีเลก็โทร

โฟเรซิส พบวามีแถบดเีอ็นเอที่สงัเคราะหไดจากปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดตรงตามที่

คาดหมาย แสดงวาในบริเวณเก็บตัวอยาง ณ เวลานัน้มีจุลินทรียทีม่กีิจกรรมในการยอยสลาย 

แนพธาลีนอยู  

 

 Grimm และ Harwood (1999) ใชปฏิกิริยาลูกโซแบบถอดรหัสยอนกลับศึกษาการ

แสดงออกของ nahY บนพลาสมิด NAH7 ของ Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 ซึ่งประมวล

รหัสโปรตีนทีเ่กี่ยวของกับการเคลื่อนที่ตอบสนองตอแนพธาลีน (chemotaxis transducer 

protein) โดย nahY ที่มีการเรียงตัวอยูตอจาก nahX ซึ่งอยูตอจาก nahOMKJ ที่ประมวลรหัส

เอนไซมในวิถกีารแตกวงคะทีคอลทางดานเมตา พบวา nahY มีการถอดรหัสรวมกบั nahX และ 

nahX มีการถอดรหัสรวมกบั nahJ ดังนัน้จึงคาดวา nahX และ nahY นาจะประมวลรหัสโปรตนีที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลนีในวถิีการยอยสลายสวนลางตอจากซาลิไซเลตผานทางคะที

คอลแลวมีการแตกวงตอไปทางดานเมตาดวย   

 

Marlowe และคณะ (2002) ติดตามการแสดงออกของ nahAc  และ rpoD ใน  

Pseudomonas  putida PpG7 โดยเทคนิค RT-PCR เมื่อเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มซีาลิไซเลต 

พบวามีการแสดงออกของ nahAc ในทุกๆเวลาทีย่ังมีซาลิไซเลตอยูในอาหารเลีย้งเชื้อ และหยุด

แสดงออกเมื่อซาลิไซเลตถูกใชหมดไปจากอาหารเลี้ยงเชือ้ สวน rpoD ซึ่งเปน house-keeping 

gene มีการแสดงออกตลอดเวลา และพบวาฟแนนทรนีสามารถชักนาํใหมกีารแสดงออกของ 

nahAc ไดเชนกนั และเมื่อเติมสารลดแรงตึงผิวไฮดรอกซีโพรพิล-เบตา-ไซโคลเดรกซตริน 

(hydroxypropyl-β-cyclodextrin, HPCD) หรือแรมโนลปิด (Rhamnolipid) ดวย พบวา nahAc มี

การแสดงออกไดเร็วกวาเมื่อเลี้ยงในฟแนนทรีนอยางเดยีว  

 

 Lessne และคณะ (2003) ใชปฏิกิริยาลกูโซแบบถอดรหัสยอนกลับศึกษาการเรียงตัวของ 

nbzAaAbAcAd ซึ่งประมวลรหัสไนโตรเบนซีนไดออกซิจีเนสใน Comamonas sp. สายพนัธุ

JS765 และ ntdAaAbAcAd ซึ่งประมวลรหัส 2-ไนโตรโทลูอีนไดออกซิจีเนสใน  Acidovorax 

sp. สายพนัธุ JS42 พบวายนีแตละชุดมีการถอดรหัสเปนสายอารเอ็นเอเดียวกนั 
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 Jones และคณะ (2003) ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับศึกษาการ

เรียงตัวของ nag ซึ่งเกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลนีใน Ralstonia sp. U2 และมีความคลาย

กับ nah พบวา nag มีการเรียงตัวของยีนในวิถกีารยอยสลายบน ที่ยอยสลายแนพธาลีนเปนซาลไิซ

เลต 5-ไฮดรอกซิเลส ซึ่งเปลีย่นซาลิไซเลตเปนเจนทิเสต ซึ่งตางจาก nah และพบวา nag ชุดนี้เรียง

ตัวเปนโอเปอรอนสําหรับวิถกีารยอยสลายแนพธาลีนโดยผานทางเจนทิเสต 

 

 Urata และคณะ (2004) ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับยืนยนัการ

ชักนาํการถอดรหัสของ antABC โดยแอนทรานิเลท ใน Pseudomonas resinovorans สายพันธุ 

CA10 โดยสังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรคูที่ครอม antABC พบวาเกิดผลติภัณฑ PCR ที่

มีขนาดตรงตามที่คาดหมาย แสดงวา antABC มีการถอดรหัสออกมาเปนอารเอ็นเอสายเดียวกนั  

 

 Kulakov และคณะ (2005) ศึกษาการถอดรหัสรวมกันของยีนที่ประมวลรหัสโปรตนีที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลนีใน Rhodococcus sp. สายพนัธุ NCIMB12038 สายพนัธุ 

P200 และสายพนัธุ P400 โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมสแบบถอดรหัสยอนกลับ พบวา narAa 

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

ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสของเชื้อทัง้ 3 สายพันธุมกีารถอดรหัสรวมกนัเมื่อเลีย้ง

เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแนพธาลนี 

 
2.3.7 Microarrays หรือ DNA microchips 
 

 เปนวธิีที่มปีระสิทธิภาพสูงในการวิเคราะหการแสดงออกของยนี โดยอารเอ็นเอที่สกัดได

จากเซลลปกติและเซลลที่ตองการศึกษาการแสดงออกจะถูกสังเคราะหเปนคอมพลีเมนทารีดีเอ็น

เอโดยรีเวอรสทรานสคริปเทส ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงตางชนิดกนั โดยสารเรืองแสงทีน่ิยมใช

ในปจจุบันคือ Cy3 และ Cy5 ซึ่งเรืองแสงสีเขียวและสีแดงตามลําดับ จากนั้นจะนาํคอมพลีเมนทารี

ดีเอ็นเอที่ติดฉลากแลวไปไฮบริไดซกับคอมพลีเมนทารดีีเอน็เอหรือโอลิโกนวิคลีโอไทดของยนีตางๆ

ที่ถูกจุดอยูบนแผนสไลดแกว โดยตําแหนงจุด 1 ตําแหนงจะจาํเพาะกบัยีน 1 ยีน เมือ่ส้ินสุดขั้นตอน

ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอที่ไมไดจับอยูบนสไลดจะถูกลางออกไป จากนัน้นําแผนสไลดไปวิเคราะหโดย

ฉายแสงเลเซอร แลวตรวจวัดการเรืองแสงของยนีแตละจุด ถายนีจากเซลลปกติและเซลลทีถู่ก

กระตุนมีการแสดงออกเทากนัจะเรืองแสงสีเหลือง และยีนที่มกีารแสดงออกตางกันในเซลลปกติ



 32 

และเซลลที่ถกูกระตุนจะเรืองแสงสีเขียวหรือสีแดงที่ความเขมแสงตางๆกัน ขอดีของวิธีนี้คอื

สามารถวิเคราะหการถอดรหัสของยนีในเชิงปริมาณไดหลายยีนในเวลาเดียวกัน โดยสามารถ

วิเคราะหยนีไดถึง 8,000 ยีนตอตารางเซ็นติเมตรของแผนสไลด และสามารถเปรียบเทียบความ

แตกตางของการแสดงออกในเซลลปกติและเซลลทีถู่กกระตุนได อยางไรก็ตามวธิีนีต้องใช

เครื่องมือเฉพาะทีม่ีราคาแพง (Rapley, 2000 และ Sharkey และคณะ, 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2.9   ข้ันตอนวธิีการติดตามการแสดงออกของยีนโดย Microarrays (ดัดแปลงจาก 

www.vetmed.iastate.edu) 
 
 Rhee และคณะ (2004) ติดตามการแสดงออกของยนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธา

ลีนในเชื้อแบคทีเรียผสมดวยเทคนิค microarray โดยใชเครื่องกลจุดโอลิโกนวิคลีโอไทดความยาว 

50 เมอร (เบส) ที่จาํเพาะกับยีนชนิดตางๆที่สังเคราะหขึ้นที่ความเขมขน 250 ไมโครโมลารลงบน

แผนสไลดแกว สกัดอารเอ็นเอจากเชื้อแบคทีเรียผสมที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแนพธาลนี และ

ไพรูเวท เปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวนาํมาสงัเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอและติดฉลากดวยสารเรือง

แสง Cy5 และ Cy3 แลวนาํไปไฮบริไดซกับโอลิโกนิวคลีโอไทดบนแผนสไลดแกว เมื่อวิเคราะหการ

เรืองแสงที่จุดตางๆ พบวาเชื้อแบคทีเรียผสมที่เลีย้งดวยแนพธาลีนมกีารแสดงออกของยนีที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลนีแตกตางจากเชื้อที่เลี้ยงดวยไพรูเวท และพบวายีนที่ประมวล

รหัสสําหรับ large และ small subunit ของแนพธาลนีไดออกซิจีเนส และ ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดร

ไดออล ดีไฮโดรจีเนส มกีารแสดงออกมากที่สุด   

 

แผนสไลดแกว microarray 

วิเคราะหผล ไฮบริไดซ 

คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 

   เซลลตัวอยางที่ศึกษา 
   เซลลที่ถูกกระตุน    ชุดควบคุม 

อารเอ็นเอนํารหัส 
รีเวอรสทรานสคริปชัน 
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2.4 ยีนที่เกี่ยวของกบัวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลนีใน Rhizobium sp. CU-A1  
 
 จากขอมูลการศึกษายนีที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. 

CU-A1 โดยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน โดยการตดิตามยีนขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ใน 

Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซแีนพธิลีนแลวทํา

การสรางดีเอ็นเอติดตามจากลําดับนวิคลโีอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5  เพื่อติดตาม

ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุปกติ  ดวงกมล 

ธูปมงคล (2546) ไดติดตามยีนขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ใน Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุ

กลาย D2 แลวสรางดีเอน็เอติดตามจากลําดับนวิคลโีอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5  

เพื่อใชติดตามยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุ

ปกติ  ไดพบยีนที่มีความเหมือนกับยนีประมวลรหัสไดออกซิจีเนส และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดร

จีเนสที่คาดวาจะเกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก ดังแสดงในตารางที ่ 2.1 และ

มีการจัดเรียงตัวของยีนดงัแสดงในรูปที ่2.10  

 นอกจากนีท้พิวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) และฐิติวรดา นนิทนาวงศา (2546) พบยีนที่

นาจะเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเมื่อติดตามยีนขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ใน 

Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุกลาย E11 ดังแสดงในตารางที่ 2.1 และมีการจัดเรียงตัวของยนี

ดังแสดงในรูปที่ 2.11 ซึ่ง Rhizobium sp. CU-A1 มียีนแตกตางจากยีนที่เกีย่วของกับการยอย

สลายสารประกอบ PAHs อ่ืนตามที่ไดเคยมีรายงานมาแลว ทั้งลาํดับกรดอะมิโน และการจัดเรียง

ตัวของยีน   

 เนื่องจากไดออกซิจีเนสซึง่เปนเอนไซมสาํคัญในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก

สามารถเรงปฏิกิริยาไดสองแบบคือ เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันหรือเรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโร

มาติก โดยไดออกซิจีเนสทีเ่รงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันตองการโคแฟกเตอร เชน NADH หรือ 

NADPH ในการเรงปฏิกิริยาเติมออกซิเจนเขายังวงอะโรมาติก ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-ไดออล สวน

ไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติก จะเรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติกของสาร

อนุพนัธไฮดรอกซิล เมื่อทาํการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสใน 

Rhizobium sp. CU-A1 เปรียบเทียบกบัไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันใน

สารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ เชน แนพธาลนีไดออกซิจีเนส ไบฟนิลไดออกซิจีเนส ไนโตรโทลู

อีนไดออกซิจีเนส และไตรคลอโรเบนซีนไดออกซิจีเนส ไดพบบริเวณอนุรักษในการจับกับ Rieske 

และบริเวณอนุรักษของ catalytic domain ของ acnAc จึงคาดวาไดออกซิจีเนสทีพ่บนาจะจัดเปน
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ไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกมากกวาได

ออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติก (ดวงกมล ธูปมงคล, 2546) 

 ดังนัน้ในงานวจิัยนี้จงึมีวัตถปุระสงคที่จะศกึษาการแสดงออกของยีนดงักลาวโดยใช

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ เพื่อแสดงใหเห็นยีนดังกลาวมีการแสดงลักษณะ

ตลอดเวลาหรอืถูกเหนี่ยวนําได และมีความเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจริง 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
ตารางที่ 2.1 ขอมูลยนีที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 หนาที่และเปอรเซ็นตความเหมือนกบัยนีอางอิง 

ORF ยีนอางอิงที่มคีวามใกลเคียงสูงสดุและ  

GenBank Accession No. 

ความเหมือนกับ

กรดอะมโินของยีน

อางอิง (%) 

ประมวลรหัสเอนไซม เอกสารอางอิง 

acnAc dbdCa ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 127W  

(Hirano และคณะ, 2006) 

76% α-subunit dioxygenase ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnAd dbdCb ชอง Xanthobacter polyaromaticivornas 127W 

(Hirano และคณะ, 2006) 

60% β-subunit dioxygenase ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnAb dbdCc ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 127W 

(Hirano และคณะ, 2006) 

71% Ferredoxin ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnB dbdD ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 127W 

(Hirano และคณะ, 2006) 

67% Dihydrodiol dehydrogenase ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnF phnF ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007  

(Laurie และ Lloyd-Jones, 1999)  

65% Aldehyde dehydrogenase ดวงกมล ธูปมงคล,2546 

acnN ophC ของ Burkholderia cepacia DBO1  

(Chang และ Zylstra, 1998): AAD03553 

36% 4,5-dihydroxyphthalate 

decarboxylase 

ฐิติวรดา นินทนาวงศา, 2546 

acnM pht4 ของ Pseudomonas putida 

(Nomura และคณะ, 1992): Q05184 

45% cis-4,5-dihydroxyphthalate 

dehydrogenase 

ฐิติวรดา นินทนาวงศา, 2546 

acnL mocF ของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae 

(Bahar และคณะ, 1998): AAC31188 

36% putative ferredoxin reductase ฐิติวรดา นินทนาวงศา, 2546 

acnE phnE ของ Burkholderia sp. RP007  

(Laurie และ Lloyd-Jones, 1999): AAD09869 

38% hydratase-aldolase ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

acnK phdK ของ Nocardioides sp. KP7   

(Iwabuchi และ Harayama, 1997): BAA31236 

46% 2-carboxybenzaldehyde 

dehydrogenase 

ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

acnO Novosphingobium  aromaticivorans  

(Romine และคณะ, 1999) : ZP_00093213 

56% short-chain alcohol dehydrogenase ฐิติวรดา นินทนาวงศา, 2546 

 



 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

รูปที ่ 2.10 การจัดเรียงตัวของยนีที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 โดย acnAc ประมวลรหัส α-subunit 

ของไดออกซิจีเนส acnAd ประมวลรหสั β-subunit ของไดออกซิจีเนส acnAb ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน acnB ประมวลรหสัไดไฮโดรได
ออลดีไฮโดรจีเนส และ acnF ประมวลรหัสอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส เครื่องหมาย     กรอบอานรหสัเปดที่ไมสมบูรณ (ดวงกมล ธูปมงคล, 
2546) 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.11 การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 โดย acnN ประมวลรหัส 4,5-ไดไฮ 
ดรอกซิพธาเลทดีคารบอกซิเลส acnM ประมวลรหัส ซิส-4,5-ไดไฮดรอกซิพธาเลทดีไฮโดรจีเนส acnL ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดกัเทส 
acnE ประมวลรหัสไฮดราเทส-อัลโดเลส acnK ประมวลรหัส 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส และ acnO ประมวลรหัสแอลกอฮอลดี
ไฮโดรจีเนส (ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 2545 และ ฐิติวรดา นนิทนาวงศา, 2546) 
 

5’ 3’ 

Tn5 

Eco RI 

Eco RI 

acnAc acnAd acnAb acnB acnF 

Eco RI 

5’ 3’ 

Tn5 

Cla I 

acnN acnM acnL acnE acnK acnO 

1 Kb 

100 bp 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS3020 ของบริษัท SANYO, Japan. 

2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany. 

3. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 

4. เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ AG285 ของบริษัท METTLER TOLEDO, Switzerland. 

5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 

6. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน D06061 ของบริษทั Memmert, Germany. 

7. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน SORVALL® Biofuge pico ของ

บริษัท Kendro laboratory products, Germany. 

8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบรษิัท 

Kubota, Japan. 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุน RA50J 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน RA228J 

9.   เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 6500 ของบริษัท  

 Kubota, Japan. 

  -      หวัปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดกลาง รุน AG-506R 

  -      หวัปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน  AG-2506 

10. ตูเขี่ยเชื้อ รุน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 

11. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lamda 25 ของบริษัท Perkin 

 Elmer, USA. 

12. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 

13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70 °ซ รุน ULT1786 ของบริษัท 

 Forma Scientific, USA. 
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14. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20 °ซ รุน MDF-U332 ของบริษัท 

 Sanyo Electric, Japan. 

15. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

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

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

Rad, USA. 

16. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10  P20  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท Gilson,  

 France. 

17. ไมโครปเปต (micropipette) รุน Acure®manual 825  ของบริษัท Sochorex, 

 Switzerland. 

- ปริมาตร 0.1-10 ไมโครลิตร 

- ปริมาตร 10-200 ไมโครลิตร 

- ปริมาตร 100-1000 ไมโครลิตร 

18. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTM  

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

19. ชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC- 

 25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 

20. ชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร รุน Millex®-FG ของ 

 บริษัท Millipore, USA. 

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

 Japan. 

22. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 

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

24. เครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer,  

 USA. 

25. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของบริษัท 

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

 ไมโครลิตร ของบริษัท Corning, USA. 

27. ชุดเครื่องมือ High performance liquid chromatography (HPLC)  

  -      liquid chromatography รุน LC-10ADvp ของบริษทั Shimadzu, Japan. 

  -      UV-visible detector รุน SPD-10Avp ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      Auto injector รุน SIL-10ADvp ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      Column oven รุน CTO-10ASvp ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

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

         Sciences Inc. Japan. 

  -      Degasser รุน DGU-14A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      System controller รุน SCL-10Avp ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

  -      โปรแกรม Class-VP ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

 
3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 

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

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

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

4. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany. 

5. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany. 

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

7. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4·12H2O) ของบริษัท Carlo 

ERBA, France. 

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

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

10. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 

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

12. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 

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

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

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

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

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

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

20. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany. 

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

22. ฟนอล (phenol) ของบริษัท Merck, Germany. 

23. คลอโรฟอรม (chloroform, CH3Cl) ของบริษัท Merck, Germany. 

24. ฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde) ของบริษทั Merck, Germany. 

25. น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany. 

26. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) ของบริษัท Fluka, Germany. 

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

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

USA. 

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

USA. 

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

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

Japan. 

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

33. DEPC (diethylpyrocarbonate) ของบริษัท US, USA. 

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

35. Proteinase K ของบริษัท Promega, USA. 

36. ชุดสกัดอารเอ็นเอปริมาณนอย RNeasy Mini Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 

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

38. Hexanucleotide mix ของบริษัท Roche, Germany.  

39. Ribonuclease inhibitor ของบริษัท Promega, USA. 

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

42. dNTP mix ของบริษัท New England Biolabs, USA. 

 

หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนชนิดเพือ่การวิเคราะห (analytical grade) 

 

 
3.3 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียที่ใชในงานวิจัยนี้ดงัแสดงในตารางที่ 3.1 

  
ตารางที่ 3.1 แบคทีเรีย 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

Rhizobium sp. CU-A1 สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน ศรัลยา แพงไตร, 2543 

 

Rhizobium sp.  

สายพนัธุกลาย D2   

สายพนัธุกลายจากสายพันธุ 

CU-A1 ที่มทีรานสโปซอน Tn5 

ซึ่งไมสามารถยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนี 

ธัญนุช เกรียงไกร

พิพัฒน, 2544 

 

 

Rhizobium sp.  

สายพนัธุกลาย E11   

สายพนัธุกลายจากสายพันธุ 

CU-A1 ที่มทีรานสโปซอน Tn5 

ซึ่งไมสามารถยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนี 

ธัญนุช เกรียงไกร

พิพัฒน, 2544 
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3.4  โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที ่3.2 
 

ตารางที่ 3.2  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
โอลิโกนิวคลีโอไทด

ไพรเมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

TN5-OE 5’-GGTTCCGTTCAGGACGCTAC-3’        (64°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

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

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

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

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

DOXF-4 5’-CAAATTCTACATGGACATC-3’            (52°ซ) สรางในการทดลองนี ้

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

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

DOXR-Ab 5’-GCTTGCAGATCAGGATC-3’               (52(ซ) สรางในการทดลองนี ้

DDH-R 5’ -ATAGAACGATGCATTCG- 3’              (48°ซ) สรางในการทดลองนี ้

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

FW1 5’-AATCTCTTCCCGCCAGA-3’                (52°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

FW3 5’-GTGGTCCTTGAACTTGA-3’                (50°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

RV2 5’-ACAATGATCCGGACGAG-3’               (52°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 

RV4 5’-GACTGAAGGAACTGATC-3’               (50°ซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 

2545 
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3.5 การเลี้ยงและเก็บรกัษาแบคทีเรีย 
 

 3.5.1  เลีย้ง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  สายพันธุกลาย E11 และสายพันธุกลาย 

D2 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทิคูอิกเปนแหลงคารบอน  ในกรณทีี่ตองเติมสาร

ปฏิชีวนะกานามัยซนิ (Km) ใชความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ   

30O ซ  ในอาหารแข็งเปนเวลา 2-3 วัน ในอาหารเหลวบมบนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอ

นาที เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง   หรือจนกวาอาหารเหลวจะเปลี่ยนสจีากมวงเปนสีขาวขุน 

 

 3.5.2  เก็บรักษาแบคทเีรียโดยเลี้ยง Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สายพนัธุกลาย 

E11 และสายพันธุกลาย D2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 นาํมาผสมกบักลีเซอรอลใน

อัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลเีซอรอลเปน 3 : 7  บรรจุลงในหลอดเกบ็เชือ้แชแข็ง  เก็บที่อุณหภูมิ  

–20O  ซ  เปนเวลา 6 เดือน หรือที่อุณหภมูิ –70O  ซ  เปนเวลา 1 ป 

 
3.6 ยืนยันการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ในสายพันธุกลาย D2 และ E11 
 
 3.6.1  สกัดจีโนมิกดีเอน็เอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สายพนัธุกลาย D2 และ  

E11 

 

 ทําการสกัดจีโนมิกดีเอน็เอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สายพนัธุกลาย D2 และ 

E11 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยเขี่ยเชือ้โคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 

ปริมาตร 5 มลิลิลิตร (สําหรบัสายพนัธุกลายตองเติมกานามัยซนิใหมีความเขมขนสุดทายเปน 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี ที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 16-18 ชม. ถายเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครฟวจ นาํไปปน

เหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลลทีค่วามเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที  เทสวนน้าํใสทิง้

และใชปเปตดูดสวนอาหารเลี้ยงเชื้อออกใหหมด เติมบัพเฟอร TE ปริมาตร 576 มิลลิลิตร ลงใน

ตะกอนเซลล กระจายตะกอนเซลลโดยใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง แลวเตมิ 10% SDS ปริมาตร 30 

ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 

ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรของโปรตีเนสเคใน 0.5% SDS) 

ผสมใหเขากนัดวยการกลับหลอดไปมาแลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 1 ชม. เติม

สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการ
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กลับหลอดไปมา เติมสารละลาย CTAB/NaCl ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับ

หลอดไปมา  นําไปบมที่อุณหภูมิ 65° ซ เปนเวลา 10 นาที  จากนัน้เตมิสารละลายคลอโรฟอรม/ไอ

โซเอมิลแอลกอฮอลในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย (ประมาณ 700-800 

ไมโครลิตร) ผสมใหเขากนัจนกลายเปนอมิัลชัน นาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ใสในหลอดไมโครฟวจใหม จากนัน้เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

ปริมาตรเทากบัปริมาตรของสารละลายสุดทาย ผสมใหเขากนัจนเปนอิมัลชัน นาํไปปนเหวีย่งที่

ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที  ดูดสวนน้าํใสที่อยูเหนือช้ันตะกอนและชัน้ฟ

นอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมลิแอลกอฮอลใสในหลอดไมโครฟวจใหมแลวเติมไอโซโปรพานอล

ปริมาตร 0.6 เทาของสวนน้ําใส กลับหลอดไปมาจนปรากฏตะกอนขาวของดีเอ็นเอ ปนเหวีย่งที่

ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาท ี เทสวนน้าํใสทิง้แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย

เอธานอล 70% ที่เยน็จัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง ระเหยเอธานอลใหแหงแลวละลายตะกอนดี

เอ็นเอในบฟัเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติม RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกาํจัดอารเอ็นเอ เก็บรักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูม ิ4° ซ 

 

3.6.2 วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 

นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 260 และ 280 นาโนเมตร  

คํานวณคา A260 ตอ A280 คาที่เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8-2.0 

 คํานวณหาคาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

 

  ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor   
 
เมื่อกําหนดให ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นา

โนเมตรเทากบั 1.0 (Ausubel และคณะ, 1999) 
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3.6.3 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 

 ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 และ

สายพนัธุกลาย D2 และ E11 ที่เตรียมไดจากขอ 3.6.1 เปนตนแบบในปฏิกิริยา โดยใชไพรเมอร

TN5-OE ที่จําเพาะกับทรานสโปซอน Tn5 รวมกับไพรเมอร DOXF-4 และ DOXR-2 ที่อนุพทัธมา

จากลําดับนิวคลีโอไทดของ acnAc หรือไพรเมอร RV4 และ FW3 ที่อนุพทัธมาจากลําดับนิวคลีโอ

ไทดของ acnE โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาดังตารางที่ 3.3 
 
ตารางที่ 3.3 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการ
ตรวจสอบการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5  

สารเคมี 
ความเขมขน

สุดทาย 

Taq DNA polymerase buffer 

Forward primer และ reverse 

primer ดังแสดงในรูปที ่3.1 

 dNTP 

 

Taq DNA polymerase 

ดีเอ็นเอแมแบบ 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

1 X 

1 μM 

(ของแตละชนดิ) 

200 μM 

(ของแตละตัว) 

2.5 U 

1 pg –1 μg 

ปริมาตรสุทธ ิ 50 μl 

 

และดําเนนิสภาวะการทาํปฏกิิริยาดังตอไปนี ้

 

Hot start  ที่อุณหภูม ิ 95°ซ  2 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 95°ซ  1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูม ิ 46°ซ  1 นาท ี       30 รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72°ซ  1 นาท ี

Final extension  ที่อุณหภูม ิ 72°ซ  5 นาท ี
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ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตามสภาวะการทาํปฏิกิริยาทีก่ําหนดไว ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเลก็โทรโฟเรซิสโดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนัน้ยอมอะกา

โรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5-10 นาที ลางเอธิ

เดียวโบรไมดที่เกนิออกในน้าํกลั่นปลอดประจุ เปนเวลา 15-20 นาท ีแลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย

แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

 
3.7 การแสดงออกของ acnAc  acnK และ 16S rDNA ใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
และสายพันธุกลาย D2 หรือสายพันธุกลาย E11 ในอะซีแนพธิลีน โดยปฏกิิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ (RT-PCR) 
 

3.7.1 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย 

 

 เขี่ยเชื้อ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สายพนัธุกลาย D2 หรือสายพนัธุกลาย E11 

โคโลนีเดี่ยวจากบนอาหารแข็ง CFMM ที่มกีรดโปรโตคาทิคิวอกิเปนแหลงคารบอนลงในอาหาร

เหลว CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทิคูอิกความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม

บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 30° ซ เปนเวลา 24 ชม. หรือจนกวา

อาหารจะเปลีย่นเปนสีขาวขุน แลวปเปตถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว CFMM ที่

มีซัคซิเนต ความเขมขน 1 กรัมตอลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 

รอบตอนาท ีที่อุณหภูม ิ 30° ซ   วัดคาความขุนดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตรใหมีคาความขุนประมาณ 0.6 แลวนาํอาหารเลี้ยงเชื้อมาปนเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลล ที่

อุณหภูมิ 4° ซ ความเรว็รอบ 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสวนน้ําใสออก แลวลางเซลลดวย 

0.85% สารละลายโซเดียมคลอไรด ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 7,000 รอบ

ตอนาท ี อุณหภูมิ 4° ซ นาน 10 นาที แลวเท 0.85% สารละลายโซเดียมคลอไรดออก ทาํการลาง

เซลลดวย 0.85% สารละลายโซเดียมคลอไรดเชนเดิมอีก 2 คร้ัง  จากนั้นแขวนลอยเซลลในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  และใชเชื้อสวนนี้เปนหวัเชื้อในการทดลองตอไป  
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 3.7.2   การเตรียมอารเอ็นเอ 
 

3.7.2.1 สกัดอารเอ็นเอ 

 

 ปเปตหัวเชื้อ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 สายพันธุกลาย D2 หรือสายพนัธุกลาย 

E11 ที่เตรียมไดจากขอ 3.7.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร

ที่มีอะซีแนพธลิีนความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน บมบนเครื่องเขยาที่ความเรว็

รอบ 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 30° ซ เก็บตัวอยางที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชัว่โมงของการบม 

มาปนเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลลดวยความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาที   

 ทําการสกัดอารเอ็นเอดวยชดุสกัดอารเอ็นเอปริมาณนอย RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Germany)  ตามวธิีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยเติมบัฟเฟอร TE pH 8.0 ที่มีไลโซไซมความเขมขน 

20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กระจายเซลลใหทัว่สารละลายแลวเติมบัฟเฟอร 

RLT ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสมสาร นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 

10,000 รอบตอนาทเีปนเวลา 5 นาทีเพือ่ตกตะกอนเซลลและโปรตีนที่เสียสภาพ เก็บสวนน้าํใสซึ่ง

มีอารเอ็นเออยูใสในหลอดไมโครฟวจใหมแลวเติมเอทานอลปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขา

กันดวยการใชปเปตดูดขึ้นลง จากนั้นนําสารละสายใสลงใน RNeasy column ปนเหวีย่งดวย

ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 วินาท ี เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร RW1 ปริมาตร 

350 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 วินาที เติมสารละลาย RNase-free DNase ใน

บัฟเฟอร RDD ปริมาตร 80 ไมโครลิตร (Qiagen, Germany) ลงตรงกลางคอลัมนแลวบมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาท ีจากนัน้เติมบัฟเฟอร RW1 ปริมาตร 350 ไมโครลิตรลงในคอลัมน 

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 วินาที ยายคอลัมนไปใสใน 

collection tube ใหม แลวเติมบัฟเฟอร RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วินาท ีจากนัน้เติมบัฟเฟอร RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตรอีกครั้ง 

ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาท ี เทสวนน้าํใสทิง้แลวปนเหวีย่ง

ดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 นาทีเพื่อกําจดัสวนน้ําใสทีเ่หลือติดคอลัมน 

ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดอารเอ็นเอสปรมิาตร 30-50 ไมโครลิตร ใหลง

ตรงแผนกรอง แลวนาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที จะได

สารละลายอารเอ็นเออยูในสวนน้ําใส เก็บอารเอ็นเอที่อุณหภูมิ -70° ซ 
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3.7.2.2 การวัดปริมาณอารเอ็นเอ 

 

เจือจางสารละลายอารเอน็เอที่สกัดได 250 เทาดวยน้ําปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส 

โดยปเปตสารละลายอารเอ็นเอตัวอยาง 3 ไมโครลิตรลงในน้ําปลอดอารเอ็นเอส 750 ไมโครลิตร 

แลวนําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร โดยใชน้ําปลอดประจุปลอดอารเอ็น

เอสเปนตัวเปรยีบเทยีบ คํานวณหาคาความเขมขนของอารเอ็นเอจากสมการ 

 

ปริมาณอารเอน็เอ (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 40 X dilution factor  

 

เมื่อกําหนดให อารเอ็นเอ 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตรมีคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 260 

นาโนเมตรเทากับ 1.0 (Ausubel และคณะ, 1999) 

 

3.7.2.3 ตรวจสอบความสมบูรณของอารเอ็นเอ 

 

 ตรวจสอบความสมบูรณของอารเอ็นเอโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรซีิสโดยใช 1.2%

อะกาโรสเจล ซึ่งเตรียมโดยหลอมละลายอะกาโรส 0.6 กรัมในน้าํปลอดอารเอ็นเอสปริมาตร 43.5 

มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใหเย็นลงจนอุณหภูมิประมาณ 55° ซ จึงเติม สารละลาย MOPS ความเขมขน 

10 เทา ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ 37% ฟอรมัลดีไฮด ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเบาๆ 

เพื่อไมใหเกิดฟองอากาศ แลวจึงเทลงในถาดสําหรับเตรียมอะกาโรสเจลที่ปลอดอารเอ็นเอส ตั้งทิ้ง

ไวใหอะกาโรสเจลแข็งจึงนําไปทําอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสในบัพเฟอร MOPS ความเขมขน 1 

เทา 

ปเปตสารละลายอารเอน็เอตวัอยางลงในหลอดไมโครฟวจใหมที่สะอาด เติม 10X gel 

loading buffer แลวนําไปอุนในอางน้ําปรับอุณหภูมิที ่ 65° ซ เปนเวลา 10 นาที เพื่อทาํลาย

โครงสรางทุติยภูมิของอารเอ็นเอ  

หยอดสารละลายอารเอน็เอแตละตัวอยางลงในชองของอะกาโรสเจล แลวทําเจลอีเล็กโทร

โฟเรซิสในบัพเฟอร MOPS ความเขมขน 1 เทา ดวยความตางศักยคงที่ 90 โวลต นาน 50 นาที 

หลังจากนั้นยอมอะกาโรสเจลในสารละลายเอธิเดยีมโบรไมด  และลางเอธิเดียมโบรไมดสวนเกิน

ออกโดยแชเจลในน้าํปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส นาํไปดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV)  
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3.7.3 สังเคราะหคอมพลีเมนทารดีีเอ็นเอโดยรีเวอรสทรานสคริปเทส 

 

 ใชอารเอ็นเอตวัอยางทีเ่ตรียมไดตามขอ 3.7.2.1 เปนตนแบบในการสังเคราะหคอมพลีเมน

ทารีดีเอ็นเอ โดยใชปริมาณอารเอ็นเอ 1 ไมโครกรัมตอปฏิกิริยา โดยมีสวนประกอบของปฏิกิริยา 

ดังตารางที่ 3.4 

 
ตารางที่ 3.4 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาการสังเคราะหคอมพลีเมนทารดีีเอ็น
เอโดยรีเวอรสทรานสคริปเทส  

สารเคมี ความเขมขน 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน

สุดทาย 

10X Reverse transcriptase buffer 

Hexanucleotide mix 

Ribonuclease inhibitor  

dNTP 

 

MMLV reverse transcriptase 

อารเอ็นเอแมแบบ 

น้ําปลอดอารเอ็นเอส 

10 X 

10 X 

20 U/ μl 

10 mM 

(ของแตละตัว) 

5 U/ μl 

1 μg/μl 

2 

2 

1 

2 

 

1 

1 

2 

1 X 

1 X 

20 U 

400 μM 

(ของแตละตัว) 

5 U 

1 μg 

ปริมาตรสุทธ ิ  20  

 

 ดําเนนิปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37° ซ เปนเวลา 60 นาท ีแลวหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 95° ซ 

นาน 5 นาที ดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) (Perkin Elmer, USA) เก็บ

รักษาคอมพลเีมนทารีดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภมูิ –70° ซ เปนเวลา 1 เดือน 
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 3.7.4  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรคูที่จําเพาะตอ acnAc หรือ acnK และ

ไพรเมอรคูที่จาํเพาะกับสวนของ 16S rDNA (house-keeping gene)  

 

 ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร DOXF-4 และ 

DOXR-3 ที่จาํเพาะตอ acnAc และคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร RV2 และ FW1 ที่จาํเพาะตอ 

acnK และคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร F933 และ 1492R ซึ่งจาํเพาะกับสวนของ 16S rDNA ดัง

แสดงในตารางที่ 3.2 โดยมขีนาดผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่คาดหมาย 374 361 

และ 559 เบส ตามลําดับ ดงัแสดงในรูปที ่3.1 และ 3.2 โดยใชคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอที่ไดจากขอ 

3.7.4 เปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกิริยา ทาํปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสตามวิธีในขอ 3.6.3 โดยใช

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

และใชจีโนมกิดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 เปนตนแบบในปฏิกิริยาที่เปนตวัควบคุม

ผลบวก และใชอารเอ็นเอในปฏิกิริยาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสคริปเทสเปนตัวควบคุมผลลบ 

ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส โดยใช 2% 

อะกาโรสเจลจากนัน้ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสง

อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

 

 
 
 
 
 
รูปที่ 3.1 ตําแหนงของโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรสําหรบัตรวจสอบการถอดรหัสของ 
acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.2 ตําแหนงของโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรสําหรบัตรวจสอบการถอดรหัสของ 
acnK ใน Rhizobium sp. CU-A1 
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3.8 การแสดงออกของ acnAc และ 16S rDNA ใน Rhizobium sp. สายพันธุตางๆเมื่อเลีย้ง
ในซับสเตรทชนิดตางๆโดยปฏกิิริยาลกูโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลบั  
 

เตรียมอารเอ็นเอจาก Rhizobium sp. สายพนัธุตางๆ ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มซีับ 

สเตรทชนิดตางๆ ไดแก อะซีแนพธนี  แนพธาลนี  กรด 1-แนพโธอกิ (ความเขมขนสุดทาย 100 

มิลลิกรัมตอลิตร) กรดโปรโตคาทิคูอิก (ความเขมขนสดุทาย 250 มิลลิกรัมตอลิตร) กรดซัคซินิก 

และกลูโคส (ความเขมขนสดุทาย 1 กรัมตอลิตร) เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 1 3 8 12 และ 18 ชม. 

ตามวิธีในขอ 3.7.2 แลวสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอน็เอจากอารเอน็เอตัวอยางโดยใชสวนผสม

ปฏิกิริยาตามวิธีในขอ 3.7.3 

 เตรียมสวนผสมในปฏิกิริยาและดําเนนิปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามขอ 3.6.3 โดยใชคู

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร DOXF-4 และ DOXR-3 ที่จําเพาะตอ acnAc และคูโอลิโกนวิคลีโอ

ไทดไพรเมอร F933 และ 1492R ซึ่งจําเพาะกับสวนของ 16S rDNA และอุณหภมูิ annealing 

เทากับ 46° ซ แลวตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเล็ก

โทรโฟเรซิสโดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนัน้ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด แลวตรวจดู

แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลืน่ 312 นาโนเมตร 

 
3.9 การแสดงออกของ acnAc และ 16S rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 และสายพันธุ
กลาย D2 ในกรด 1-แนพโธอิก โดยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  
 

 เลี้ยงเชื้อ Rhizobium sp. CU-A1 และสายพนัธุกลาย D2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีรด 1-

แนพโธอกิความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร แลวเก็บตัวอยางทีเ่วลา 1  3  8  12 และ 18 ชม. ของ

การบมมาสกดัอารเอ็นเอทัง้หมดตามวิธีในขอ 3.7.2 แลวสังเคราะหคอมพลเีมนทารีดีเอ็นเอจาก

อารเอ็นเอตัวอยางโดยใชสวนผสมปฏิกิริยาตามวิธีในขอ 3.7.3 

 เตรียมสวนผสมในปฏิกิริยาและดําเนนิปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามขอ 3.6.3 โดยใชคู

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร DOXF-4 และ DOXR-3 ที่จําเพาะตอ acnAc และคูโอลิโกนวิคลีโอ

ไทดไพรเมอร F933 และ 1492R ซึ่งจําเพาะกับสวนของ 16S rDNA โดยใชอุณหภูมิ annealing 

เทากับ 46° ซ แลวตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเล็ก

โทรโฟเรซิส โดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนัน้ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมด แลวตรวจดู

แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลืน่ 312 นาโนเมตร 
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3.10 การถอดรหัสรวมกันของประมวลรหัสไดออกซิจีเนสและไดไฮโดรไดออลดีไฮโดร
จีเนสของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (acnAcAdAbB) 

 
 สังเคราะหคอมพลีเมนทารดีีเอ็นเอจากอารเอ็นเอที่เตรียมไดจาก Rhizobium sp.สายพนัธุ 

CU-A1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตร และ

กรด 1-แนพโธอิกความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 1 ชม. โดยใชสวนผสม

ของปฏิกิริยาและสภาวะการทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับขอ 3.7.4 แลวใชคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอเปน

ตนแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรตามตารางที่ 3.2 โดยใช

คูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร DOXF-1/DOXR-2 สําหรับ acnAcAd   DOXF-2/DOXR-Ab 

สําหรับ acnAdAb และ FD2/DDH-R สําหรับ acnAbB  โดยมีขนาดผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซ

พอลิเมอเรสทีค่าดหมาย 344 385 และ 490 เบส ตามลาํดับ ดังมีตําแหนงดังแสดงในรูปที ่3.3 ทาํ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวธิีในขอ 3.6.3 โดยใชอุณหภูมิ annealing 48° ซ สําหรบั 

acnAcAd และอุณหภูมิ 50° ซ สําหรับ acnAdAb และ acnAbB ตรวจสอบผลิตภัณฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส โดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนัน้

ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมด แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาว

คลื่น 312 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.3 ตําแหนงของโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการถอดรหัสรวมกัน
ของ acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB ใน Rhizobium sp. CU-A1 

 

 

 

 

 

344 bp 

385 bp 

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

 

 เตรียมหัวเชื้อ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 หรือสายพนัธุกลาย D2 ตามขอ 3.5 ถาย

หัวเชื้อจํานวน 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีอะซีแนพธลีิน 

(ความเขมขนสุดทาย 60 มิลลิกรัมตอลิตร) หรือกรด 1-แนพโธอกิ (ความเขมขนสุดทาย 100 

มิลลิกรัมตอลิตร) เปนแหลงคารบอน นาํไปบมบนเครือ่งเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี ที่

อุณหภูมิ 30° ซ เก็บตัวอยางที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชั่วโมงของการบมมาสกัดสารประกอบ 

PAHs ดวยเอธิลอะซิเตทตามวิธีของ Supaka และคณะ (2001) โดยปรับคาความเปนกรดดางของ

น้ําเลีย้งเชื้อดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหมีคาความเปนกรดดาง 2-3 เติมเอธิลอะซิเตทใน

อัตราสวนอาหารเลี้ยงเชื้อตอเอธิลอะซิเตทเปน 1:1  แลวผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนผสมสารเปน

เวลา 2 นาท ีตั้งทิง้ไวใหแยกชั้น เกบ็ชั้นเอธิลอะซิเตท แลวทําการสกดัสวนน้ําเลีย้งเชื้อดวยเอธิละซิ

เตทซ้ําอีก 2 ครั้ง  เก็บชั้นเอธลิอะซิเตทรวมกัน เติมโซเดียมซัลเฟตแลวเขยาจนโซเดียมซัลเฟตไมจับ

เปนกอน นําสวนน้ําใสไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศ ละลายตะกอนของสารดวย

เมธานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวกรองผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดความกวางรู 0.22 

ไมโครเมตร  นําไปวเิคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีนและกรด 1-แนพโธอิกดวยเครื่อง HPLC 

(Shimadzu, Japan) โดยใชคอลัมน Inertsil® ODS-3 ขนาด 4.6x150 มิลลิเมตร (GL Sciences 

Inc., Japan) ตั้งอุณหภูมิคอลัมนที ่ 40° ซ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโน

เมตร ใชสารละลาย 80% เมธานอลในน้าํเปนสารละลายตัวพาภายในคอลัมน ดวยอัตราการไหล 

1 มิลลิลิตรตอนาที ฉีดสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 10 ไมโครลิตรดวยเครื่องมือ

อัตโนมัติ นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดไปเปรียบเทียบหาเปอรเซ็นตที่ลดลงของอะซีแนพธลิีนและกรด 1-

แนพโธอกิเทียบกับชุดควบคมุที่ไมเติมเชื้อ 

 ติดตามการเจริญของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ดวยวิธ ีviable plate count โดย

เก็บตัวอยางทีเ่วลาตางๆ มาทาํการเจือจางเชื้อใหเหมาะสมดวย 0.85% สารละลายโซเดยีมคลอ

ไรด แลวปเปตเชื้อที่ความเจือจางตางๆปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกลีย่บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30° ซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง นบัจํานวนโคโลนีแลวคํานวณคา log CFU/ 

มิลลิลิตร 

 



บทที่  4 

 
ผลการทดลอง 

 
จากงานวิจยัของดวงกมล ธูปมงคล (2546) ไดศึกษายนีทีเ่กี่ยวของกับการยอยสลาย           

อะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 โดยใชเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน ติดตามทรานสโป

ซอน Tn5 ใน Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุกลาย D2 ที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนี หาลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 แลวสรางดีเอน็เอติดตามยนี

บริเวณขางเคยีงทรานสโปซอน Tn5 ในสายพนัธุไวลดไทป  พบยีนทีน่าจะมีความเกี่ยวของกับการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลนีซึง่มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกบั α-subunit β-subunit เฟอรรีดอกซิน ซึ่ง

เปนสวนประกอบของไดออกซิจีเนส และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ที่เกีย่วของกับการยอยสลาย

สารประกอบอะโรมาติก ไดแก ไดเบนโซไทโอพนี ไบฟนิล แนพธาลนี แอนทราซนี และฟแนนทรีน 

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

dbdCa dbdCb dbdCc และ dbdD ตามลําดับ  โดยมีความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนเทากบั 

76%  60%  71% และ 67% ตามลาํดับ  ตั้งชื่อยีนกลุมที่พบใน Rhizobium sp. CU-A1 นี้วา acn 

ประกอบดวยยีนประมวลรหัส α-subunit (acnAc)  β-subunit (acnAd)  เฟอรรีดอกซิน (acnAb) 

และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (acnB)  

ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) ทําการติดตามทรานสโปซอน Tn5 ในสายพนัธุกลาย 

E11 แลวสรางดีเอ็นเอติดตามยนีจากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 เพือ่

ติดตามในสายพนัธุไวลดไทป พบ acnE  ซึ่งมีลาํดับกรดอะมิโนเหมือนกับไฮดราเทส-อัลโดเลส ที่

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

1999)  acnK ซึ่งมีลาํดับกรดอะมิโนเหมือนกับ 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ในวิถกีาร

ยอยสลายฟแนนทรีน ที่ประมวลรหัสโดย phdK  ของ Nocardioides sp. KP7 เทากับ 46% 

(Iwabuchi และ Harayama, 1997)  

เนื่องจากยีนดงักลาวสามารถเรงปฏิกิริยาไดหลายแบบ จงึตองศึกษาวาการแสดงออกของ

ยีนดังกลาวขางตนสัมพันธกบัการยอยสลายอะซีแนพธลิีนโดย Rhizobium sp. CU-A1 หรือไมโดย

ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ งานวิจยันี้จงึมวีัตถุประสงคทีจ่ะศึกษา

การแสดงออกของยีนที่พบดงักลาว เพือ่ทราบวายนีดังกลาวมีการแสดงออกตลอดเวลาหรือถกู

เหนีย่วนําได  
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4.1   ตรวจสอบยืนยันการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ในโครโมโซมของสายพันธื 
D2 และ E11 ซ่ึงเปนสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 
  
 ในงานวิจัยนี้จะศึกษาการแสดงออกของ acnAc และ acnK ใน Rhizobium sp. CU-A1 

รวมทัง้สายพนัธุกลาย D2 และ E11 จึงไดตรวจสอบยืนยนัวาสายพนัธุกลาย D2 และ E11 มีการ

แทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ขนาด 5.7 กิโลเบสที่ตาํแหนง acnAc และ acnE อยูจริง โดยใช

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกับทรานสโปซอน Tn5 ดัง

แสดงในรูปที่ 4.1 

 เนื่องจากไพรเมอร TN5-OE ที่จาํเพาะกับทรานสโปซอน Tn5 สรางจากลําดับนวิคลโีอไทด

บริเวณ IS50 ของทรานสโปซอน ซึ่งมีตําแหนงอยูที่ปลายทัง้สองขางของทรานสโปซอน Tn5 จึงใช

ไพรเมอร TN5-OE เปน forward primer หรือ reverse primer รวมกับไพรเมอรที่อนพุัทธมาจาก

ลําดับนิวคลีโอไทดของ acnAc หรือ acnE ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังแสดงในรูปที่ 4.1 
 
 
ก. 

  
ข. 

 
 
 
รูปที่ 4.1 ตําแหนงของโอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอรสําหรับการตรวจสอบการแทรกสอด
ของทรานสโปซอน Tn5 ในสายพันธุกลาย D2 (ก.) และสายพันธุกลาย E11 (ข.) 
 

 

 

 

 

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

Tn5 IS50L IS50R 

TN5-OE TN5-OE RV4 FW3 

Tn5 IS50R IS50L 

100 bp 

acnE acnE 

acnAc acnAc 
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จากการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชจีโนมิกดี

เอ็นเอทีเ่ตรียมไดจากสายพนัธุกลาย D2 (รูปที่ 4.2 ชองวิ่งที่ 2 และ 4) และ E11 (รูปที่ 4.2 ชองวิ่งที่ 

6 และ 8) เปนดีเอ็นเอแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และไมพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชจีโน

มิกดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากเชื้อ Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุไวลดไทปที่ไมถูกกลายพันธุดวย 

ทรานสโปซอน Tn5 (ชองวิง่ที่ 3  5  7 และ 9) จึงเปนการยืนยนัวาสายพันธุกลาย D2 และ E11 มี 

ทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดที่ acnAc และ acnE ตามลําดับอยูจริง  ดังนัน้จึงจะใชสายพันธุ

กลาย D2 และ E11 เปนเชือ้ควบคุมผลลบในการศึกษาการแสดงออกของยนีในสายพนัธุ CU-A1 

เมื่อถูกชกันาํดวยสารทดสอบชนิดตางๆ 
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            1   2   3   4   5   6   7   8    9   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑจากปฏิกิรยิาลกูโซพอลเิมอเรสเมื่อใชคูไพรเมอร
สําหรบัตรวจสอบการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 
 ชองวิง่ที ่1 100 bp DNA ladder 

 ชองวิง่ที ่2 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 เปน แมแบบ และใชไพรเมอร  

   DOXF-4 และ TN5-OE  

 ชองวิง่ที ่3 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุไวลดไทปเปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   DOXF-4 และ TN5-OE (ตัวควบคุมผลลบ) 

 ชองวิง่ที ่4 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 เปน แมแบบ และใชไพรเมอร  

   TN5-OE และ DOXR-2 

 ชองวิง่ที ่5 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุไวลดไทปเปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   TN5-OE และ DOXR-2 (ตัวควบคุมผลลบ) 

 ชองวิง่ที ่6 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย E11 เปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   RV4 และ TN5-OE 

 ชองวิง่ที ่7 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุไวลดไทปเปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   RV4 และ TN5-OE (ตัวควบคุมผลลบ) 

 ชองวิง่ที ่8 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย E11 เปนแมแบบ และใชไพรเมอร 

   TN5-OE และ FW3  

 ชองวิง่ที ่9 จีโนมกิดีเอ็นเอของสายพันธุไวลดไทปเปนแมแบบ และใชไพรเมอร  

   TN5-OE และ FW3 (ตัวควบคุมผลลบ)  
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4.2  การแสดงออกของ acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลง
คารบอนโดยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  
 
 จากขอมูลการเปรียบเทยีบลาํดับกรดอะมิโนของ acnAc ใน Rhizobium sp. สายพันธุ 

CU-A1 กับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมลู GenBank โดยใชโปรแกรม BlastX พบวา acnAc มี

ความเหมือนกบั dbdCc ของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพนัธุ 127W (Hirano 

และคณะ, 2006) ซึง่ประมวลรหัส α-subunit ของไดออกซิจีเนสเทากบั 76% (ดวงกมล ธูปมงคล, 

2546) โดย α-subunit เปนตัวกาํหนดความจาํเพาะตอซับสเตรทของไดออกซิจีเนสที่บริเวณเรง

ปฏิกิริยาของเอนไซม (Parales, 2003) จึงไดติดตามการแสดงออกของ acnAc เมื่อเลี้ยง 

Rhizobium sp. CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตรเปน

ซับสเตรทที่เวลา 1 3  8  12 และ 18 ชั่วโมง โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัส

ยอนกลับ โดยมีผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่คาดหมายขนาด 374 เบส ใชยีน

ประมวลรหัส 16S rDNA ซึ่งเปนยีนที่มกีารแสดงออกตลอดเวลา (house keeping gene) เปนตัว

ควบคุมผลบวกของปฏิกิริยา (Stroncek และคณะ, 2005)  และหลอดปฏิกิริยาที่ไมเติมรีเวอรส 

ทรานสคริปเทสเปนตัวควบคุมผลลบ ดังแสดงในรูปที ่4.3  
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16S rDNA 

acnAc 

ก. 

ข. 

ผลลบควบคุม 

16S rDNA 

acnAc 

ผลบวกควบคุม 
(acnAc)

ผลลบควบคุม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.3  อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ acnAc และ 
16S rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 (ก.) และสายพันธุกลาย D2 (ข.) เมื่อเลีย้งเชื้อใน
อาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลนีเปนแหลงคารบอนที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 
ชั่วโมง ผลลบควบคุมคือ ปฏิกริิยาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสครปิเทส และผลบวกควบคมุ 
(acnAc) ใชดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 เปนแมแบบในปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส 
 
 ผลแสดงใหเหน็วาเมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีอะ

ซีแนพธิลนีเปนซับสเตรท acnAc มีการแสดงออกตั้งแตชั่วโมงที ่1 ของการบม โดยมีการแสดงออก

มากที่สุด แลวลดลงในชัว่โมงที ่ 3  8 และ 12 ตามลําดับจนไมสามารถติดตามการแสดงออกของ

ยีนไดในชัว่โมงที ่ 18 ในขณะที่พบการแสดงออกของยนีควบคุมผลบวก (16S rDNA) ตลอดเวลา 

นอกจากนี้ไมพบการแสดงออกของ acnAc ในสายพนัธุกลาย D2 ซึ่งถูกแทรกสอดดวยทรานสโป

ซอน Tn5 ที่เวลาใดๆเลย  

 

 

 

 

 

 1          3         8         12       18   
ชั่วโมงการเพาะเลี้ยง 
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รูปที่ 4.4  การเจริญของ Rhizobium sp CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธลิีนความ
เขมขน 60 มลิลกิรัมตอลติร และการยอยสลายอะซีแนพธิลนี  
  การเจริญของ Rhizobium sp. CU-A1 
  เปอรเซ็นตคงเหลือของอะซีแนพธิลนีในชุดควบคมุไมเติมเชื้อ 
  เปอรเซ็นตคงเหลือของอะซีแนพธิลนีในชุดที่เติมเชื้อ Rhizobium sp.  

CU-A1 
 

จากการติดตามความสมัพนัธของการเจรญิของเชื้อกับการลดลงของอะซีแนพธิลีนพบวา 

Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 มีการเจริญอยางรวดเร็วในชวง 3 ชั่วโมงแรก ซึ่งสัมพนัธกับ

ปริมาณอะซีแนพธิลนีที่ลดลงถึง 40% และลดลงจนเกือบหมดภายในชั่วโมงที ่ 12 ของการบม ดัง

แสดงในรูปที่ 4.4 ในขณะทีส่ายพนัธุกลาย D2 ไมมีการเจริญ  
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ผลบวกควบคุม 
(acnAc) 

ผลลบควบคุม 

4.3  การแสดงออกของ acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อใชสารประกอบ PAHs และ
สารมธัยันตรชนิดตางๆเปนแหลงคารบอนโดยปฏกิริิยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัส
ยอนกลับ  
  
 จากผลการทดลองในขอ 4.2 พบวา acnAc มีการแสดงออกเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

มีอะซีแนพธิลนีเปนซับสเตรท ดงันัน้เพื่อศึกษาวา acnAc มีการแสดงออกแบบชักนาํไดโดยซบั   

สเตรทชนิดอื่นๆ จึงเลือกซับสเตรทในกลุมสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางใกลเคียงกับอะซีแนพธิ

ลีน ไดแก แนพธาลนี และอะซีแนพธิลนี และสารมธัยันตรทีพ่บจากการยอยสลายอะซีแนพธลีิน

โดยใชเชื้อสายพนัธุนี ้คือ และกรด 1-แนพโธอิก (Poonthrigpun และคณะ, 2006) เปนซับสเตรท 

 เพื่อศึกษาวา acnAc มีการแสดงออกตลอดเวลายงัไดใชซับสเตรทชนดิอื่นๆนอกเหนือจาก

ซับสเตรทในกลุมสารประกอบ PAHs ซึ่งเปนซับสเตรทที่เชื้อสายพนัธุ CU-A1 สามารถใชในการ

เจริญไดดวย ไดแก กรดโปรโตคาทิคูอิก กรดซัคซินิก และกลูโคส ติดตามการแสดงออกของยนีโดย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับเชนเดยีวกับในขอ 4.2 โดยเลีย้ง Rhizobium sp. 

CU-A1 ในซับสเตรทชนิดตางๆเปนเวลา 1 3 8 12 และ 18 ชั่วโมง พบวามีเพียงกรด1-แนพโธอิก

เทานัน้ที่สามารถชักนาํใหมกีารแสดงออกของ acnAc ในเชื้อสายพันธุนี ้สวนซับสเตรทชนิดอืน่ๆไม

สามารถชกันาํการแสดงออกของยีนที่เวลาตางๆได โดยแสดงผลการแสดงออกของ acnAc ใน

ชั่วโมงที ่1 ของการเลีย้งเชื้อในรูปที่ 4.5 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5  อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ acnAc และ 
16S rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 1 ชัว่โมง ในอาหารเหลว 
CFMM ที่มีอะซีแนพธิลนี (Acn) แนพธาลีน (Nap) อะซีแนพธีน (Act) กรด 1-แนพโธอิก 
(1-Nap) กรดโปรโตคาทิคิวอิก (Pca) กรดซัคซินิก (Suc) และกลโูคส (Glu) เปนแหลง
คารบอนเพียงชนิดเดียว ผลลบควบคมุคือ ปฏิกิรยิาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสคริปเทส และ
ผลบวกควบคุม (acnAc) ใชดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 เปนแมแบบในปฏิกิรยิาลูกโซ
พอลิเมอเรส 

16S rDNA 

acnAc 

 Acn   Nap    Act  1-Nap  Pca   Suc    Glu  
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ผลลบควบคุม 

ผลลบควบคุม 

4.4  การแสดงออกของ acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อใชกรด 1-แนพโธอกิเปน
แหลงคารบอนโดยปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  
 
 จากผลการทดลองในขอ 4.3 พบวากรด 1-แนพโธอกิซึ่งเปนสารมัธยันตรทีพ่บในวิถีการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลีนในเชื้อสายพนัธุ CU-A1 นี้สามารถชักนําใหมกีารแสดงออกของ acnAc ใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ได จึงทําการติดตามการแสดงออกของ acnAc เมื่อเลี้ยงเชื้อใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกรด 1-แนพโธอิกเปนซบัสเตรทที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชั่วโมงของการบม

โดยปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ เชนเดียวกับการติดตามการแสดงออกของ 

acnAc ในอะซีแนพธิลนีในขอ 4.2 โดยใชยีนประมวลรหัส 16S rDNA ซึ่งเปนยีนทีม่ีการแสดงออก

ตลอดเวลา (house keeping gene) เปนตัวควบคุมผลบวกของปฏิกริิยา และหลอดปฏิกิริยาที่ไม

เติมรีเวอรสทรานสคริปเทสเปนตัวควบคุมผลลบ ดังแสดงผลในรูปที ่4.6 

 

 
 

 
   
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6  อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ acnAc และ 
16S rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 (ก.) และสายพันธุกลาย D2 (ข.) เมื่อเลีย้งเชื้อใน
อาหารเหลว CFMM ที่มีกรด 1-แนพโธอิกเปนแหลงคารบอนที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 
ชั่วโมง ผลลบควบคุมคือ ปฏิกริิยาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสครปิเทส และผลบวกควบคมุ 
(acnAc) ใชดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 เปนแมแบบในปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส 
 

acnAc 

16S rDNA 
ข. 

 1          3         8         12       18   

acnAc 

16S rDNA 
ก. 

ชั่วโมงการเพาะเลี้ยง 

ผลบวกควบคุม 
(acnAc)
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 จากผลดังกลาวแสดงวาเมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

กรด 1-แนพโธอิกเปนซับสเตรท acnAc มีการแสดงออกในชั่วโมงที่ 1 และ 3 ของการบม โดยมีการ

แสดงออกมากที่สุดในชัว่โมงที ่1 และไมสามารถติดตามการแสดงออกของยนีไดในชั่วโมงที ่8 เปน

ตนไป โดยยงัพบการแสดงออกของยีนควบคุมผลบวกของปฏิกิริยา RT-PCR (16S rDNA) 

ตลอดเวลา นอกจากนี้ยงัไมพบการแสดงออกของ acnAc ในสายพนัธุกลาย D2 ซึ่งถูกแทรกสอด

ดวยทรานสโปซอน Tn5 ที่เวลาใดๆเชนเดยีวกับเมื่อเลี้ยงเชื้อในอะซีแนพธิลีน   

 
 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

เวลา (ช่ัวโมง)

เป
อ
รเ
ซ
็น
ต
ก
รด

 1
- แ
น
พ
โธ
อ
ิก
ค
งเ
ห
ล
ือ

5

6

7

8

9

10

log C
FU

/m
l

 
 
รูปที่ 4.7  การเจริญของ Rhizobium sp. CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกรด 1-แนพโธอกิ
ความเขมขน 100 มิลลกิรมัตอลิตร และการยอยสลายกรด 1-แนพโธอิก  
  การเจริญของ Rhizobium sp. CU-A1 
  เปอรเซ็นตคงเหลือของกรด 1-แนพโธอิกในชุดควบคุมไมเติมเชื้อ 
  เปอรเซ็นตคงเหลือของกรด 1-แนพโธอิกในชุดที่เติมเชื้อ Rhizobium sp.  

CU-A1 
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เมื่อติดตามการเจริญของเชื้อและการลดลงของกรด 1-แนพโธอกิพบวา Rhizobium sp. 

สายพนัธุ CU-A1 สามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกรด 1-แนพโธอกิ ในขณะที่สายพนัธุ

กลาย D2 ไมเจริญ โดยในชดุทดลองทีม่ีการเติมเชื้อ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 พบวากรด 

1-แนพโธอิกลดลงจนเกือบหมดไปในชั่วโมงที ่18 ของการบม ดังแสดงในรูปที่ 4.7 
 
4.5  การแสดงออกของ acnK ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อใชอะซีแนพธลิีนเปนแหลง
คารบอนโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ  
 
 จากงานวิจยัของทพิวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) เมื่อติดตามการแทรกสอดของทรานส

โปซอน Tn5 ในสายพนัธุกลาย E11 แลวสรางดีเอ็นเอติดตามยนีในสายพนัธุไวลดไทปโดยใชขอมูล

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณขางเคียง Tn5 พบยนีทีถู่กแทรกสอดดวยทรานสโปซอน Tn5 ในสายพันธุ

กลาย E11 มีลําดับกรดอะมิโนเหมือน 38 % กับไฮดราเทส-อัลโดเลส ที่ประมวลรหัสโดย phnE 

ของ Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) ใหชื่อวา acnE และ

พบยนีประมวลรหัสเหมือน 46 % กับ 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ที่ประมวลรหัสโดย 

phdK ของ Nocardioides sp. สายพนัธุ K7 (Iwabuchi และ Harayama, 1997) ใหชื่อวา acnK 

ซึ่งมีการเรียงตวัอยูเหนือข้ึนไปจาก acnE  และเนื่องจากไมสามารถติดตามการแสดงออกของ 

acnE ไดเลย ซึง่อาจเกิดจากเอนไซมที่ประมวลรหัสโดย acnE มีการทํางานในการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลีนในชวงเวลาสัน้ๆ การถอดรหัสเปนอารเอ็นเอจึงเกิดอยางรวดเร็วแลวอารเอ็นเอถกูยอย

สลายไปดวยนิวคลีเอส (McGarvey และ Quandt, 2003, Deustcher, 2006) ในงานวิจัยนี้จงึได

ติดตามการแสดงออกของ acnK ซึ่งอยูถัดจาก acnE เมื่อเลี้ยงเชือ้ในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีอะซแีน

พธิลีนความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตรที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชั่วโมง   

 พบวา acnK ใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 มีการแสดงออกในชั่วโมงที่ 8 ของการ

บมเทานัน้ โดยพบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดตามที่คาดหมายคือ 361 เบส 

และไมพบการแสดงออกของ acnK ในสายพนัธุกลาย E11 เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด

เดียวกนั ดงัแสดงในรูปที ่4.8 

 นอกจากนีเ้มื่อชักนาํการแสดงออกของ acnK โดยซับสเตรทชนิดอื่นๆ ไดแก อะซีแนพธนี 

แนพธาลีน กรด 1-แนพโธอกิ กรดซัคซินกิ และกลูโคส ที่เวลา 1 3 8 12 และ 18 ชัว่โมงของการบม 

พบวาไมมีซับสเตรทชนิดใดสามารถชกันาํใหมกีารแสดงออกของ acnK ได 
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 1            3          8        12        18   

acnK 

16S rDNA 

16S rDNA 

acnK 

ผลลบควบคุม 

ผลลบควบคุม 

    
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.8  อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR แสดงการแสดงออกของ acnK และ 16S 
rDNA ใน Rhizobium sp. CU-A1 (ก.) และสายพันธุกลาย E11 (ข.) เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลนีเปนแหลงคารบอนที่เวลา 1  3  8  12 และ 18 ชั่วโมง  
ผลลบควบคมุคือ ปฏิกิรยิาที่ไมเติมรีเวอรสทรานสคริปเทส และผลบวกควบคุม (acnK) 
ใชดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 เปนแมแบบในปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
4.6  การถอดรหัสรวมกนัของกลุมยนีประมวลรหัสไดออกซจิีเนสและไดไฮโดรไดออลดี
ไฮโดรจีเนสของ Rhizobium sp. CU-A1 (acnAcAdAbB) เมื่อเลี้ยงในอะซีแนพธิลีน 
 
 ดวงกมล ธูปมงคล (2546) รายงานวานอกจาก acnAc แลวยังพบ acnAd ประมวลรหัส 

β-subunit ของไดออกซิจีเนส acnAb ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน และ acnB ประมวลรหสัได

ไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสมีการเรียงตัวไปในทิศทางเดยีวกนัและอยูถัดลงไปจาก acnAc และยัง

พบบริเวณที่คาดวาจะเปนโปรโมเตอรเหนอื acnAc  

จากลักษณะการเรียงตัวของยีนและพบบริเวณทีน่าจะเปนโปรโมเตอรบริเวณเหนือข้ึนไป

ของ acnAc จึงคาดวา acnAc  acnAd  acnAb และ acnB นาจะมกีารถอดรหัสรวมกนั จึงเลือก

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ครอมระหวาง acnAc ถึง acnB เพื่อใชในการวิเคราะหการถอดรหัส

รวมกันของยนีดังกลาวโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ แตเมื่อทําอะกาโรส

เจลอีเล็กโทรโฟเรซิสแลวไมพบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส จึงเลือกโอลิโกนิวคลโีอ

ไทดไพรเมอรที่ครอมระหวาง acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB ดังตารางที ่ 4.1 และรูปที่ 3.3 

ก. 

ข. 

ชั่วโมงการเพาะเลี้ยง 

ผลบวกควบคุม 
(acnK) 
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เพื่อใชในการวเิคราะหการถอดรหัสรวมกนัของยนีดังกลาวโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ

ถอดรหัสยอนกลับในการทดลองนี ้ 

 
ตารางที่ 4.1 คูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร ยีนเปาหมายและขนาดผลิตภัณฑที่คาดหมาย
สําหรบัตรวจสอบการถอดรหัสรวมกนัของกลุม acnAcAdAbB 

คูโอลิโกนวิคลีโอไทด 
ไพรเมอร 

ยีนเปาหมาย ขนาดผลิตภณัฑจากปฏกิริิยา
ลูกโซพอลิเมอเรสที่คาดหมาย 

DOXF-1/ DOXR-2 acnAc/ acnAd 344 เบส 

DOXF-2/ DOXR-Ab acnAd/ acnAb 385 เบส 

FD2/ DDH-R acnAb/ acnB 490 เบส 

 

ผลการตรวจสอบแสดงในรูปที่ 4.9 เมื่อใชตัวอยางอารเอ็นเอที่สกัดไดจาก Rhizobium sp. 

CU-A1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซแีนพธิลนีความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 1 

ชั่วโมงมาวิเคราะหการถอดรหัสรวมกนัของ acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB พบผลิตภัณฑ

จากปฏิกิริยา RT-PCR เมื่อใชคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกับ acnAcAd  acnAdAb 

และ acnAbB ซึ่งใหผลิตภณัฑ PCR มขีนาดตรงตามที่คาดหมายคอื 344  385 และ 490 เบส 

ตามลําดับ (ชองวิ่งที ่ 2-4) และปฏิกิริยาควบคุมผลลบของ RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอรสทราน

สคริปเทส (ชองวิง่ที ่5-7) ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR  
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                                            1    2    3    4    5    6    7     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอรตางๆเพือ่ตรวจสอบ
การถอดรหสัรวมกนัของ acnAcAdAbB เมื่อเลี้ยงเชื้อในอะซีแนพธลิีน 
 ชองวิง่ที ่1 100 bp DNA ladder 

 ชองวิง่ที ่2 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-1 และ DOXR-2 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAc และ acnAd) 

 ชองวิง่ที ่3 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-2 และ DOXR-Ab 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAd และ acnAb) 

 ชองวิง่ที ่4 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร FD2 และ DDH-R 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAb และ acnB) 

 ชองวิง่ที ่5-7 ตัวควบคุมผลลบของปฏิกิริยา RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอรสทราน 

   สคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-1/ DOXR-2  DOXF-2/ DOXR-Ab    

   และ FD2/ DDH-R ตามลาํดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 เนื่องจากผลการทดลองในขอ 4.3 และ 4.4 พบวากรด 1-แนพโธอิกสามารถชกันาํใหมีการ

แสดงออกของ acnAc ไดเชนเดียวกบัอะซีแนพธิลนี ในงานวจิัยนี้จงึไดทําการวิเคราะหการ

ถอดรหัสรวมกนัของ acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ

ถอดรหัสยอนกลับและคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรเชนดียวกับในขอ 4.6 เมื่อใชกรด 1-แนพโธอิก

เปนซับสเตรทดวย 

ผลการตรวจสอบแสดงในรูปที่ 4.10 เมื่อใชตัวอยางอารเอ็นเอที่สกัดไดจาก Rhizobium 

sp. CU-A1 ทีเ่ลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีรด 1-แนพโธอิกความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปน

เวลา 1 ชัว่โมงมาวิเคราะหการถอดรหัสรวมกันของ acnAcAd  acnAdAb และ acnAbB พบ

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา RT-PCR เมื่อใชคูโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกบั acnAcAd  

acnAdAb และ acnAbB ซึ่งใหผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดตรงตามที่คาดหมายคือ 344  385 และ 

490 เบส ตามลําดับ (ชองวิง่ที่ 2-4) และปฏิกิริยาควบคมุผลลบของ RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอร

สทรานสคริปเทส (ชองวิ่งที่ 5-7) ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR เชนเดียวกบัผลการทดลองในขอ 4.6 เมื่อ

ใชอะซีแนพธิลนีเปนซับสเตรท  
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                                        1    2    3    4     5    6    7     

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.10 อะกาโรสเจลแสดงผลิตภณัฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอรตางๆเพือ่ตรวจสอบ
การถอดรหสัรวมกนัของ acnAcAdAbB เมื่อเลี้ยงเชื้อในกรด 1-แนพโธอิก 

ชองวิง่ที ่1 100 bp DNA ladder 

 ชองวิง่ที ่2 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-1 และ DOXR-2 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAc และ acnAd) 

 ชองวิง่ที ่3 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-2 และ DOXR-Ab 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAd และ acnAb) 

 ชองวิง่ที ่4 ผลิตภัณฑ RT-PCR เมื่อใชคูไพรเมอร FD2 และ DDH-R 

   (ติดตามการแสดงออกรวมกนัของ acnAb และ acnB) 

 ชองวิง่ที ่5-7 ตัวควบคุมผลลบของปฏิกิริยา RT-PCR ที่ไมมีการเติมรีเวอรสทราน 

   สคริปเทสเมื่อใชคูไพรเมอร DOXF-1/ DOXR-2  DOXF-2/ DOXR-Ab   

   และ FD2/ DDH-R ตามลาํดับ 

 

 

500 bp 
300 bp 
400 bp 



บทที่  5 

 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 

 ดวงกมล ธปูมงคล (2546) ไดศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน 

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

76% 60% และ 71% กับ dbd ที่ประมวลรหัสโปรตีนทีเ่ปน α- และ β-subunit และเฟอรรีดอกซิน 

ซึ่งเปนองคประกอบของไดออกซิจีเนสของ Xanthobacter polyaromaticivoran สายพนัธุ 127W 

ที่สามารถยอยสลายไดเบนโซไทโอพนี ไบฟนิล แนพธาลีน แอนทราซนี และฟแนนทรีนได (Hirano 

และคณะ, 2006) จึงเปนทีค่าดหมายวาไดออกซิจีเนสทีพ่บในสายพันธุ CU-A1 เกีย่วของกับการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลนี นอกจากนี้ยงัพบ acnB ซึ่งประมวลรหัสเหมอืน 67% กับไดไฮโดรไดออลดี

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

ที่ทาํหนาที่เปนตัวรับอีเลกตรอนในการออกซิไดสไดไฮโดรไดออล โดยทํางานรวมกบั NAD+ ไดเปน

สารอนุพนัธประเภทไดไฮดรอกซิล นอกจากนี ้ Hirano และคณะ (2006) ยังไดศึกษาหนาที่ของ 

dbdCa โดยทําให dbdCa สูญเสียหนาที่ดวยการแทรกสอดของยีนตานสารปฏิชวีนะกานามัยซิน 

(kan) พบวาสายพนัธุกลายที่ม ี kan แทรกสอดอยูบน dbdCa สูญเสียความสามารถในการยอย

สลายแอนทราซีน ไดเบนโซไทโอพนี และไบฟนิล แตสามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดเล็กนอย โดย 

McKay และคณะ (2003) กลาววาแบคทีเรียบางชนิดทีส่ามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก

ได มีไอโซไซมของไดออกซิจีเนสทีเ่รงปฏิกริิยาไฮดรอกซิเลชันไดหลายชนิด จึงคาดวาไดออกซิจีเนส

ที่พบในสายพนัธุ 127W นาจะเกี่ยวของกบัการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก อยางไรก็ตามยัง

ไมมีรายงานการศึกษาหนาที่ของโปรตีนผลิตภัณฑของ dbd ในสายพนัธุนี ้

 

 ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) พบ acnK ซึ่งมีลาํดบักรดอะมิโนเหมือน 2-คารบอกซิ

เบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส มคีวามเหมือน 46% กับ phdK ทีพ่บใน Nocardioides sp. สายพนัธุ 

KP7 ที่เกีย่วของในวถิีการยอยสลายฟแนนทรนี ทําหนาที่ในการเปลี่ยน 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดี

ไฮโดรจีเนสใหเปนกรดพธาลกิ (o-phthalic acid) แบบจําเพาะตอซับสเตรท (2-คารบอกซิเบนซัลดี

ไฮด) ที่เปนสารมัธยันตรในวถิีการยอยสลายฟแนนทรีน (Iwabuchi และ Harayama, 1997) โดย

ในสายพนัธุ CU-A1 พบบริเวณอนุรักษในการจบักับ NAD+ ของ aldehyde dehydrogenase 

superfamily ในลําดับกรดอะมิโนตาํแหนงที่ 226-233 ของ acnK และยังพบบริเวณอนุรักษทีเ่ปน
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บริเวณเรงปฏกิิริยาซึง่คลายกับบริเวณเรงปฏิกิริยาของอลัดีไฮดดีไฮโดรจีเนสใน Pseudomonase 

stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999) ทีล่ําดับกรดอะมิโนตําแหนงที่ 250-257 ของ 

acnK ดวย จึงคาดวา acnK นาจะมีความเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสายพนัธุ 

CU-A1 ดวย 

 

 งานวิจยันี้จงึไดศึกษาการแสดงออกของยนีทีพ่บดังกลาวที่คาดวานาจะเกี่ยวของกับการ

ยอยสลายอะซีแนพธิลนีใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 โดยเบื้องตนใชเทคนิคนอรท      

เธอรนไฮบริไดเซชันในการตดิตามการแสดงออกของ acnAc โดยใชดีเอ็นเอติดตาม DOX ซึ่งสราง

จากลําดับนิวคลีโอไทดของ acnAc ใน Rhizobium sp. CU-A1 โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตดิ

ฉลากดวย digoxygenin-dUTP แตไมสามารถติดตามการแสดงออกได อาจเนื่องจากวิธีการ

ติดตามสัญญาณไฮบรไิดซดวยปฏิกิริยาระหวางเอนไซมและซับสเตรทมีความไวต่าํเมื่อปรียบเทยีบ

กับวิธกีารติดตามตําแหนงการเกิดไฮบริไดเซชันของอารเอ็นเอโดยดีเอ็นเอติดตามดวยวิธกีารติด

ฉลากดีเอ็นเอติดตามดวยสารกัมมนัตภาพรังสี (Kricka, 1992) ซึ่งเปนวิธทีี่ใชติดตามการ

แสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs อยางแพรหลาย (Kahng และ

คณะ, 2002, Iida และคณะ, 2002) ดังนัน้จึงไดเปลี่ยนมาใชวิธปีฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ

ถอดรหัสยอนกลับ เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีในสายพนัธุ CU-A1 แทน  

 

การศึกษาการแสดงออกทําไดโดยเลี้ยงเชื้อสายพนัธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่

มีอะซีแนพธิลนีความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน แลวเก็บตัวอยางที่เวลา 1  3  

8  12 และ 18 ชั่วโมงมาสกัดอารเอ็นเอ สังเคราะหเปนคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) ดวย        

รีเวอรสทรานสคริปเทส จากนัน้ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช cDNA ที่เตรียมไดเปน

แมแบบในปฏิกิริยา โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบมาใหจาํเพาะกับยีนทีต่องการศึกษา คือ acnAc 

และ acnK ตรวจสอบผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยอะกาโรสเจลอเีล็กโทรโฟเรซสิ 

พบวา มีผลิตภัณฑจากปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ ขนาด 374 และ 361 

เบส เกิดขึน้ตามลําดับ ซึ่งมขีนาดตรงตามที่คาดหมาย แสดงวา acnAc และ acnK ถูกชักนาํใหมี

การแสดงออก เมื่อเปรียบเทียบการยอยสลายอะซีแนพธิลีนกับการแสดงออกของ acnAc และ 

acnK ใน Rhizobium sp. CU-A1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธิลีน พบวายนีทั้งสองมี

การแสดงออกใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในชวงเวลาที่มอีะซีแนพธิลีนอยูในอาหารเลี้ยง

เชื้อ แตเมื่ออะซีแนพธิลนีถกูยอยสลายจนหมดไปหลงัจากเวลา 12 ชัว่โมง ไมสามารถตรวจพบการ
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แสดงออกของทั้งสองยนีนี้โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับ ซึง่ใหผลคลายกับ

งานวิจยัของ Marlowe และคณะ (2002) ที่ติดตามการแสดงออกของ nahAc ประมวลรหัส α-

subunit ของไดออกซิจีเนส และ rpoD ซึ่งเปน house-keeping gene ใน Pseudomonas putida 

สายพนัธุ PpG7 พบวา nahAc มีการแสดงออกตอบสนองตอซาลิไซเลตในอาหารเลี้ยงเชื้อ และ

หยุดแสดงออกเมื่อซาลิไซเลตถูกยอยสลายหมดไป ในขณะที่เมื่อเลีย้งสายพนัธุกลาย D2 และ E11 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีอะซีแนพธลินี ไมพบการแสดงออกของ acnAc และ acnK ในสายพนัธุกลาย

ทั้งสองสายพนัธุ ซึง่สายพันธุกลายทัง้สองไมสามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มอีะซีแนพธิลีนได 

(ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน, 2544) 

 

เพื่อตรวจสอบวา acnAc และ acnK มกีารแสดงออกตลอดเวลาหรอืถูกชักนําได จึงได

เลี้ยงสายพนัธุ CU-A1 ดวยซับสเตรทในกลุมสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางใกลเคียงกับอะ

ซีแนพธิลีน ไดแก แนพธาลีน และอะซแีนพธิลนี และสารมัธยนัตรที่พบจากการยอยสลายอะ

ซีแนพธิลนีโดยใชเชื้อสายพนัธุนี้ คือ กรด 1-แนพโธอิก (Poonthrigpun และคณะ, 2006) 

นอกจากนีย้ังไดใชซับสเตรทชนิดอื่นๆนอกเหนือจากซับสเตรทในกลุมสารประกอบ PAHs ซึ่งเปน

ซับสเตรทที่เชือ้สายพนัธุ CU-A1 สามารถใชในการเจริญไดดวย ไดแก กรดโปรโตคาทิคูอิก กรดซคั

ซินิก และกลโูคส จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของยีนดังกลาวโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

แบบถอดรหัสยอนกลับ พบวานอกจากอะซีแนพธิลีนแลว กรด 1-แนพโธอกิยังสามารถชกันาํให 

acnAc แสดงออกได เมื่อติดตามการเจรญิของ Rhizobium sp. CU-A1 ในกรด 1-แนพโธอิก 

พบวาสามารถเจริญและยอยสลายกรด 1-แนพโธอกิไดแตชากวาเมื่อเปรียบเทียบกบัการเจริญและ

การยอยสลายอะซีแนพธิลีน ในขณะที่ซับสเตรทอื่นไมสามารถชกันาํการแสดงออกของยีนดงักลาว

ได สําหรับ acnK ไมมีซับสเตรทใดที่ชกันําการแสดงออกไดเลย ดังนัน้จึงอาจสรปุไดวา acnAc 

และ acnK นาจะเปนยีนที่ถกูชักนาํใหแสดงออกได 

 

Fleming และคณะ (1993) กลาววาโอเปอรอน nah สําหรับวถิีการยอยสลายแนพธาลีน

ทั้งสวนบนและสวนลาง ซึ่งอยูบนพลาสมดิ NAH7 ของ Pseudomonas putida สายพนัธุ G7 ถูก

ชักนาํใหมกีารถอดรหัสดวยซาลิไซเลตซึ่งเปนผลิตภัณฑจากวถิีการยอยสลายแนพธาลีนสวนบน

เทานัน้ โดยซาลิไซเลตที่เกดิจากการยอยสลายแนพธาลีนจะไปรวมกบั NahR ซึ่งเปนโปรตีน

ผลิตภัณฑจาก nahR แลวจับที่บริเวณเหนือโปรโมเตอรของโอเปอรอน nah ทาํใหเกิดการถอดรหสั

ได นอกจากนี ้Ornston (1971) กลาววาในวิถเีบตา-คีโตอะดิเพธในการยอยสลายคะทีคอล ซึง่เปน
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สารมัธยนัตรหลักของการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกหลายชนิด เชน ซาลิไซเลต ฟนอล เบน

โซเอต แอนทรานิเลต และเบนซีน ของแบคทีเรียกลุม Pseudomonads มีการชักนําการแสดงออก

ของเอนไซมโดยสารมัธยนัตรในวิถีการยอยสลายได โดยสารมัธยนัตร เชน เบตา-คีโตอะดิเพธ (β-

ketoadipate) และซิส,ซิส-มิวโคเนต (cis, cis-muconate) สามารถชักนําการแสดงออกของ

เอนไซมในวิถกีารยอยสลายไดหลายขั้นตอนของวถิีการยอยสลาย ดังแสดงในรูปที่ 5.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.1 วิถเีบตา-คีโตอะดิเพธ เอนไซมที่เกี่ยวของในวิถกีารยอยสลายและสารชกันําการ
แสดงออกของเอนไซมใน Pseudomonas putida (Ornston, 1971) 
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จากงานวิจยันีจ้ึงอาจกลาวไดวา acnAc ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ Rhizobium sp. 

สายพนัธุ CU-A1 มีความจาํเพาะตอซับสเตรทชนิดอื่นนอกจากอะซีแนพธิลีนดวย จึงสามารถยอย

สลายไดทั้งอะซีแนพธิลนีและกรด 1-แนพโธอิก สอดคลองกับงานวจิัยของศิริวัตร ปุณฑริกพนัธ 

(ขอมูลยังไมตีพิมพ)  ที่พบวาไดออกซิจีเนสของสายพันธุ C U - A 1  ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี 

อะซีแนพธิลีนเปนสารชักนําการแสดงออกสามารถออกซไิดซอะซีแนพธลิีนและกรด 1-แนพโธอกิได  

เชนเดียวกับรายงานของ Hirano และคณะ (2006) กลาววา dbdCa ที่ประมวลรหัสเปน α-

subunit ของไดออกซิจีเนสของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพันธุ 127W มีลําดับ

กรดอะมิโนอยูในกลุมเดียวกบัไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันกลุมที ่ 4 (Werlen และ

คณะ, 1996) เปนไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเบนซีน โทลูอีน และไบฟนิล ซึ่งมี

ความจาํเพาะตอซับสเตรทหลายชนิดและสามารถออกซไิดสแนพธาลนีไดดวย (Haddock และ 

Gibson, 1995 และ Werlen และคณะ, 1996) นอกจากนี้ Parales และคณะ (2000) และ 

Parales (2003) รายงานวาบริเวณขางเคยีงบริเวณเรงปฏิกิริยา (active site) ของ α-subunit ของ

แนพธาลีนไดออกซิจีเนสเปนสวนทีก่ําหนดความจําเพาะตอซับสเตรทของเอนไซม และพบวาได

ออกซิจีเนสทีป่ระมวลรหัสโดย nah ของ Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIB 9816-4 สามารถ

เกิดปฏิกิริยาไดออกซิจีเนชนัไดกับซับสเตรทที่มโีครงสรางเปนวงอะโรมาติกหลายชนดิ และมี

รายงานกลาวถึงไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas fluorescens สายพนัธุ N3 ซึ่งสามารถเรง

ปฏิกิริยาการเติมออกซิเจน 2 อะตอมเขาที่พนัธะคูของสารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ ไดแก 

เบนซนีและอนุพนัธของเบนซีนชนิดตางๆ ไบฟนิล และสารประกอบ PAHs บางชนิด เชน 

อะซีแนพธิลีน แอนทราซนี ฟแนนทรีน แอนทราควิโนน และฟลูออรีน (Gennaro และคณะ, 1997)  

 

จากการศึกษาการแสดงออกของ acnK ของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ที่ประมวล

รหัส 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ซึ่งทําหนาทีใ่นการเปลีย่น 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮดให

เปนกรดพธาลกิในวถิีการยอยสลายฟแนนทรีน (Iwabuchi และ Harayama, 1997) เมื่อใชกรด 1-

แนพโธอกิเปนซับสเตรท พบวาไมมกีารชักนําใหเกิดการแสดงออกของ acnK ที่เวลาใดๆ ทั้งนี้อาจ

มีสาเหตุจาก acnK อาจเกี่ยวของกับการยอยสลายสารมัธยนัตรที่ตอจากกรดแนพธาลนี-1,8-ได

คารบอกซิลิก และกรด 1-แนพโธอิก แตยนีอาจมกีารถอดรหัสเปนอารเอ็นเอในชวงเวลาสัน้ๆ และ

จากนั้นอารเอ็นเอจะถกูยอยสลายไปอยางรวดเร็ว (Wilson และคณะ, 1999, Widada และคณะ, 

2002) โดย Fleming และคณะ (1993) กลาววาอารเอ็นเอนาํรหัสของ nahA ที่ประมวล
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รหัสแนพธาลนีไดออกซิจีเนสบนพลาสมิด NAH7 ของ Pseudomonas putida สายพันธุ G7 มีครึง่

ชีวิต (half life) หลังจากมีการถอดรหัสเพยีง 12 นาท ี

 

 ในงานวิจัยนี้ยงัไดใชแนพธาลีนเปนซับสเตรทเพื่อชักนาํการแสดงออกของ acnAc และ 

acnK  เนื่องจากแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนที ่Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 สามารถใชใน

การเจริญได (ศรัลยา แพงไตร, 2543) จากการศึกษาพบวาแนพธาลีนไมสามารถชักนาํใหเกิดการ

แสดงออกของยีนดังกลาวไดในชวงเวลาทีศ่ึกษาคือ 18 ชั่วโมง ทัง้นี้อาจเนื่องจากการชักนาํการ

แสดงออกโดยแนพธาลีนเกิดขึ้นไดชากวาอะซีแนพธิลีน เชนเดียวกับ Marlowe และคณะ (2002) 

รายงานวาฟแนนทรีนมกีารชักนาํการแสดงออกของ nahAc ที่ประมวลรหัส α-subunit ของได

ออกซิจีเนสใน Pseudomonas putida สายพนัธุ PpG7 ในชั่วโมงที่ 312 ของการเลีย้งเชื้อ  

 

 เมื่อพิจารณาจากฟโนไทปของสายพนัธุกลาย E11 ซึ่งทรานสโปซอน Tn5 เขาแทรกสอด

บริเวณ acnE ที่ประมวลรหสัโปรตีนซึ่งมีความเหมือน 38% กับไฮดราเทส-อัลโดเลสที่ประมวลรหสั

โดย phnE ของ Burkholderia sp. สายพนัธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) ในขณะที่

มีรายงานเกี่ยวกับไฮดราเทส-อัลโดเลสทีท่ําหนาที่ในการตัดกิ่งคารบอนของกรด ทรานส-โอ-ไดไฮ 

ดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูวิก (trans-o-hydroxybenzylidene-pyruvic acid; tHBPA) ไดเปนซาลิไซลัล

ดีไฮด (salicylaldehyde) ในวิถกีารยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรนี (Laurie และ Lloyd-

Jones, 1999) สําหรับงานวจิัยนีพ้บวาสายพนัธุกลาย E11 ไมสามารถเจริญในอะซแีนพธิลีน  

อะซีแนพโธควโินน กรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรด 1-แนพโธอกิ แตสามารถเจรญิ

ในแนพธาลนีได (ธัญนุช เกรียงไกรพพิัฒน, 2544) ดังนั้นจงึคาดวายนีประมวลรหสัไฮดราเทส-อัล

โดเลส (acnE) และยีนประมวลรหัส 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (acnK) ที่พบใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ไมนาจะเกี่ยวของกบัวิถีการยอยสลายแนพธาลีน แตจําเพาะกับ

การยอยสลายสารมัธยนัตรในวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธิลีนหลังจากขั้นตอนกรดแนพธาลนี-1,8-

ไดคารบอกซิลิก และกรด 1-แนพโธอกิ โดยธัญนุช เกรียงไกรพพิัฒน (2544) ไดเสนอไววา 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 นาจะมีเอนไซมเฉพาะในการยอยสลายแนพธาลีนแยกตางหาก

จากเอนไซมในวิถกีารยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
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สายพนัธุ CU-A1 ไมสามารถใชอะซีแนพธนีเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวได (ศรัลยา 

แพงไตร, 2543) แตมีรายงานวาจุลินทรยีบางชนิดสามารถยอยสลายอะซีแนพธนีและอะซีแนพธิ

ลีนแบบโคออกซิเดชัน (cooxidation) ได เชน Alcaligenase eutrophus และ A. paradoxus 

(Selifonov และคณะ, 1993) และ Burkholderia cepacia สายพนัธุ F297 (Grifoll และคณะ, 

1995)  ดังนัน้ในงานวิจยันีจ้ึงไดติดตามการแสดงออกของ acnAc  และ acnK  ของสายพันธุ  

C U - A 1  เมื่อใชอะซีแนพธนีเปนซับสเตรทดวย ผลจากปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแสดงใหเหน็วา 

อะซีแนพธีนไมสามารถชักนําใหเกิดการแสดงออกของ acnAc และ acnK ไดเลย ซึ่งสอดคลองกับ

การที่สายพันธุ CU-A1 ไมสามารถใชอะซแีนพธนีเปนแหลงคารบอนในการเจริญได ดังนัน้จึงคาด

วา acnAc และ acnK นาจะมีความจาํเพาะกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเทานัน้  

   

 งานวิจยันีย้ังไดใชกลูโคสและซัคซิเนตซึง่เปนแหลงคารบอนที่เชื้อสามารถใชเพื่อการเจริญ

ไดงายโดยไมตองผานวิถกีารยอยสลายทีซ่ับซอน จงึสามารถใชซับสเตรททั้งสองชนิดเพื่อศึกษาวา 

acnAc และ acnK มีการแสดงออกตลอดเวลาหรือไม ผลการศึกษาแสดงวา acnAc และ acnK ไม

มีการแสดงออกเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกลูโคสและซัคซิเนต ทั้งนี้อาจเนื่องจากไมมีสารชัก

นําการแสดงออกคือ อะซีแนพธิลีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชนเดียวกับยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส

สําหรับการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพธาลีนของ Pseudomonas rhodesiae สายพนัธุ KK1 ที่

ไมมีการแสดงออกเมื่อเลี้ยงเชื้อสายพนัธุ KK1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีลูโคส แตแสดงออกเมื่อมฟี

แนนทรีนหรือแนพธาลีนในอาหารเลี้ยงเชือ้ (Kahng และคณะ, 2002) และยีนประมวลรหัส α-

subunit ของไดออกซิจีเนสสาํหรับยอยสลายไดเบนโซฟแูรน (dfdA1) ใน Terrabacter sp. สาย

พันธุ YK3 มีการแสดงออกเมื่อถูกชักนําดวยไดเบนโซฟแูรน แตไมมีการแสดงออกของ dfdA1 เมื่อ

สกัดอารเอ็นเอจากเชื้อสายพันธุ YK3 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสและอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 

(Iida และคณะ, 2002) นอกจากนีย้ังมีรายงานวากลูโคส และซัคซิเนตอาจมกีลไกกดการทาํงาน

ของยีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก (catabolic repression) ดงัเชน

รายงานของ Semba และคณะ (2001) รายงานวากลูโคสและซัคซิเนตกดการแสดงออกของยนี 

pahA ซึ่งประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกีย่วของกับการยอยสลายแนพธาลนีของ Pseudomonas 

putida สายพันธุ OUS82 โดยซัคซิเนตจะกระตุนการทํางานของ acc ซึ่งประมวลรหัสคลายกบั 

crc ซึ่งทําหนาที่ควบคุมการเกิด catabolic repression โดยซัคซิเนตใน Pseudomonas 

aeruginosa สายพนัธุ PAO1 ทําใหกดการทํางานของ pahA สวนกลโูคสกดการทาํงานของ pahA 

เชนเดียวกนัแตไมเกี่ยวของกับ acc จึงคาดวากลูโคสอาจกดการทํางานของ pahA ดวยกลไกอืน่ 
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โดย Shingler (2003) กลาววากลูโคสมีกลไกอื่นๆยับยัง้การทาํงานของยนีที่เกี่ยวของกับการยอย

สลายสารประกอบอะโรมาตกิของเชื้อกลุม Pseudomonads และสายพนัธุใกลเคยีงแตกตางไป

จากการยับยัง้การทาํงานของยนีโดยระบบ cAMP-CRP ใน E. coli โดยเกี่ยวของกับการยับยัง้การ

สราง σ54 ซึ่งเปนสวนประกอบของอารเอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA polymerase) ที่จะนําไปสูการ

ถอดรหัสของยนี ดังนัน้จึงอาจสรุปไดวายีนทั้งสองเปนยีนที่ถูกชกันาํได 

 

กรดโปรโตคาทิคูอิกเปนแหลงคารบอนที่เชื้อสายพนัธุ CU-A1 สามารถใชในการเจริญได 

(ธัญนุช เกรียงไกรพิพฒัน, 2544) และพบวากรดโปรโตคาทิคูอิกเปนสารมัธยันตรในวิถกีารยอย

สลายสารประกอบ PAHs ในจุลินทรียบางชนิด เชนวิถกีารยอยสลายฟแนนทรนีโดย Aeromonas 

sp. โดยฟแนนทรนีจะถกูยอยสลายจนไดกรด1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธอิก (1-hydroxy-2-naphthoic 

acid) และจะถูกยอยสลายตอไปเปน 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮด กรดพธาลกิ และโปรโตคาทิคูอิก

ตามลําดับ (Kiyohara และคณะ, 1976, Kiyohara และ Nagao, 1978)  นอกจากนี้ในวิถกีารยอย

สลายไพรีนของ Mycobacterium sp. สายพันธุ KR2 มีการยอยสลายไพรีนจนไดกรด 1-ไฮดรอกซี-

2-แนพโธอิกและถูกยอยสลายตอไปโดยวถิีการยอยสลายฟแนนทรีนจนไดกรดโปรโตคาทิคูอิกเชน 

เดียวกนั (Rehmann และคณะ, 1998)  ในงานวจิัยนี้พบวากรดโปรโตคาทิคูอิกไมสามารถชกันาํให

เกิดการแสดงออกของยีนได ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาการสะสมสารมัธยนัตรในเชื้อสายพนัธุ

กลายของสายพันธุ CU-A1 โดยศิริวัตร ปุณฑริกพนัธ (2545) พบกรดเจนทิสกิเปนสารมัธยันตร

สะสมในน้ําเลีย้งเชื้อของ Rhizobium sp. CU-A1 สายพนัธุกลาย A53 และยงัพบสารมัธยันตร

มาเลอิลไพรูเวทและฟูมาริลไพรูเวท ซึง่เปนผลิตภัณฑจากการยอยสลายกรดเจนทิสกิ (Zhou และ

คณะ, 2001) ในขณะที่ไมพบซัคซินิลโคเอและอะซีทิลโคเอ ซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทายของการยอย

สลายกรดโปรโตคาทิคูอิกผานวิถเีบตา-คีโตแอดิเพธ (Parke และ Ornston, 1986)  

 

อยางไรก็ตาม Poonthrigpun (2006) ยังไดรายงานถงึการพบกิจกรรมของไดออกซิจีเนส

เมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีรดโปรโตคาทิคูอิกเปนแหลง

คารบอนดวย ซึ่งสามารถพบกิจกรรมของไดออกซิจีเนสในระดับตํ่า แตเมื่อใหอะซีแนพธิลีนเปน

แหลงคารบอนพบวามกีิจกรรมของไดออกซิจีเนสเพิ่มขึน้ถงึ 60% ซึ่งอาจกลาวไดวายนีประมวล

รหัสไดออกซิจีเนสของ CU-A1 ถูกชักนําใหแสดงออกโดยกรดโปรโตคาทิคูอิกไดในระดับตํ่าๆ 

สอดคลองกับรายงานของ Ornston (1971) ที่กลาววากรดโปรโตคาทิคูอิกสามารถชักนําการ

แสดงออกของเอนไซมทีเ่กี่ยวของกับการยอยสลายคะทคีอลในวิถีการยอยสลายเบตา-คีโตอะดิ
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เพธ (β-ketoadipate pathway) ในแบคทีเรียกลุม Pseudomonads แตวิธกีารติดตามการ

แสดงออกของยีนโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลบัอาจไมสามารถตรวจวัดได 

ทั้งนี้อาจเนื่องจากปริมาณของอารเอ็นเอทีส่กัดได การถูกยอยสลายไปอยางรวดเร็วโดยนวิคลีเอส

ในขณะทาํการทดลอง (Fleming และคณะ, 1993, McGarvey และ Quandt, 2003, Deustcher, 

2006)  

 

งานวิจยันีย้ังไดพบวายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. 

CU-A1 นาจะมีการถอดรหัสรวมกันเปนโอเปอรอนที่ประกอบดวย acnAcAdAbB ที่ประมวลรหสั 

α- และ β-subunit และเฟอรรีดอกซินของไดออกซิจีเนส และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส จาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับที่ใชโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรครอมระหวาง 

acnAc และ acnAd  acnAd และ acnAb  acnAb และ acnB พบวา acnAcAdAbB มีการ

ถอดรหัสรวมกนั ซึง่เมื่อพิจารณาจากความสัมพันธของยนีที่ประมวลรหัสสําหรับไดออกซิจีเนสซึง่

เปนเอนไซมทีป่ระกอบดวยหลาย subunit และการจัดเรียงตัวของยีนมีความใกลชดิกันมาก ทัง้ยัง

พบบริเวณที่เปนโปรโมเตอรเพียงตาํแหนงเดียวบริเวณ upstream ของ acnAc (ดวงกมล ธูปมงคล

, 2546) จึงคาดวา acnAcAdAbB จะมกีารจัดเรียงตวักันอยูเปนโอเปอรอน ซึง่รายงานสวนใหญ

พบวายนีประมวลรหัสเอนไซมสําหรับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก มีการเรียงตัวอยูเปน

โอเปอรอน ดังเชน ยีนประมวลรหัสแนพธาลีนไดออกซิจเีนสของ Pseudomonas putida สายพนัธุ 

G7 และสายพันธุ NCIB 9816-4 ซึ่งจัดอยูในกลุมคลาย nah (nah-like) มีการเรียงตวัเปน 

nahAaAbAcAd โดยประมวลรหัสรีดักเทส เฟอรรีดอกซิน ISP large subunit (α-subunit) และ 

small subunit (β-subunit) ตามลําดับ (Simon และคณะ, 1993)  ยีนประมวลรหัสเอนไซม

สําหรับการยอยสลายแนพธาลีนของ Ralstonia sp. สายพนัธุ U2 มกีารเรียงตวัเปน 

nagAaGHAbAcAdBFCQED (Zhou และคณะ, 2001)  ยีนประมวลรหัสเอนไซมสําหรับการยอย

สลายฟแนนทรีนและแนพธาลีนใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 มีการเรียงตวัเปน 

phnSFECDAcAdB (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) เปนตน 
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 เมื่อนําขอมูลการแสดงออกของยีนที่ไดทาํการศึกษามาประกอบการพิจารณารวมกบัวิถี

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 จึงคาดวายีนทีพ่บนาจะ

เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน โดย acnAcAdAb นาจะแปลรหัสเปนไดออกซิจีเนสทํา

หนาที่ในการยอยสลายอะซแีนพธิลนีไปเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธนีไดออล จากนั้น acnB แปลรหัส

เปนไดไฮโดรไดออล ดีไฮโดรจีเนสยอยสลาย ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออลตอไปเปนอะซีแนพธีนควิ

โนน สวน acnK ซึ่งประมวลรหัส 2-คารบอกซิเบนซัลดีไฮด ดีไฮโดรจีเนส นาจะเกี่ยวของกับการ

ยอยสลายสารมัธยนัตรในวิถยีอยสลายอะซีแนพธิลนีของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในวถิี

การยอยสลายหลังจากกรด 1-แนพโธอิก และคาดวา acnAcAdAbB นาจะเกี่ยวของกับการยอย

สลายกรด 1-แนพโธอิกในตอไปไดดวย ดังแสดงในรูปที ่5.2 

 

 นอกจากนีเ้มื่อเปรียบเทยีบลาํดับกรดอะมิโนของ α-subunit ของไดออกซิจีเนส ที่

ประมวลรหัสโดย acnAc ของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 กับลําดับกรดอะมิโนของ α-

subunit ของไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ ซึง่ 

Hirano และคณะ (2006) กลาวไววาการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโนในตําแหนงที ่ 206 216 

219 และ 226 ของ DbdCa ซึ่งเปน α-subunit ของไดออกซิจีเนสของ Xanthobacter 

polyaromaticivorans สายพนัธุ 127W นาจะมีผลทําใหบริเวณที่จบักับซับสเตรทของไดออกซิ

จีเนสขยายขึ้น จึงมีความจําเพาะตอซับสเตรทไดหลายชนิด โดย AcnAc ซึ่งเปน α-subunit ของ

ไดออกซิจีเนสที่พบใน Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 มีความเหมอืนกับ DbdCa มากที่สุดคือมี

ความเหมือน 76% (ดวงกมล ธูปมงคล, 2546) พบวา AcnAc มีลาํดับกรดอะมิโนในตําแหนงที่ 

206 216 219 และ 226 แตกตางจาก DbdCa และ α-subunit ของไดออกซิจีเนสชนิดอืน่ๆ ดัง

แสดงในรูปที ่ 5.3 จงึคาดวา α-subunit ของไดออกซิจีเนส ที่ประมวลรหัสโดย acnAc ของ 

Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 นาจะเปนไดออกซิจเีนสชนิดใหมทีส่ามารถจับกบัอะซีแนพธิลีน

แลวเรงปฏิกิริยาการยอยสลายอะซีแนพธลิีนได 
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รูปที่ 5.2 ไดอะแกรมเสนอความเกี่ยวของของยีนของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 กับ
วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน ตัวอักษรสีแดงคือ ยีนและเอนไซมที่เสนอในวิถีการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนของ CU-A1 

acenaphthylene 

cis-acenaphthene-1,2-diol 

acenaphthenequinone 

naphthalene-1,8-dicarboxylic acid 

1-naphthoic acid 

salicylic acid 

gentisic acid 

fumarate pyruvate 

dioxygenase (acnAcAdAb) ? 

dihydrodiol dehydrogenase (acnB) ?  
      

dioxygenase (acnAcAdAb) + 
dihydrodiol dehydrogenase (acnB) ? 
 2-carboxybenzaldehyde dehydrogenase 

       (acnK) ? 
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รูปที่ 5.3 เปรยีบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ α-subunit ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-

A1 ที่ประมวลรหสัโดย acnAc กับลาํดับกรดอะมิโนของ α-subunit ของไดออกซิจีเนส
ชนิดตางๆ ไดแก ไดเบนโซไทโอพีน ไดออกซิจีเนส (DbdCa) ของ X. polyaromaticivorans 
สายพันธุ 127W, โทลูอีน ไดออกซิจีเนส (TodC1) ของ P. putida สายพันธุ F1, คลอโรเบน
ซีน ไดออกซิจีเนส (TcbAa) ของ P. putida สายพนัธุ P51, ไบฟนิล ไดออกซิจีเนส (BphA1) 
ของ P. pseudoalcaligenes สายพันธุ KF707 และ แนพธาลีน ไดออกซิจีเนส (NahAc) 
ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816-4 ตามลําดับ หมายเลข 206 216 219 และ 226 แสดง
ตําแหนงกรดอะมิโนที่มีการเปลี่ยนแปลง (ดัดแปลงจาก Hirano และคณะ, 2006) 
 
 อยางไรก็ตามการศึกษาการแสดงออกของยีนโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัส

ยอนกลับนี้ เปนเพยีงการวิเคราะหการถอดรหัสของยนี (transcription) ในแบบกึ่งปริมาณ (semi-

quantitative) ไมสามารถใชวิเคราะหการแสดงออกของยนีที่ตองการหาปริมาณที่แนนอนได ดังนั้น

ในงานวิจัยที่ตองการวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของยีนอยางละเอยีดจึงนยิมใชเทคนิค

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับชนิด Real-Time  (Real-time RT-PCR) แต

อยางไรก็ตามการวิเคราะหแบบ Real-time RT-PCR จําเปนตองใชเครื่องมือและโปรแกรม

คอมพิวเตอรสําหรับการคํานวณที่จาํเพาะเจาะจงซึ่งมีราคาสูง (Sharkey และคณะ, 2004)  และ

ขอดอยของการใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบถอดรหัสยอนกลับคือ สามารถใชติดตามการ

แสดงออกของยีนไดในระดับการถอดรหัสเทานั้น ดังนัน้จึงตองมีการศึกษาหนาที่ของโปรตีน

ผลิตภัณฑของยนีตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) (Sambrook และ Russell, 2001) 

 

ทริปโตน (tryptone)      10.0 กรัม 

ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)       5.0 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)        5.0 กรัม 

 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 7.5 

ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล นาํไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121° ซ 

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี

 

2.  อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) (Sambrook และ Russell, 2001) 
 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ละลายวุน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูม ิ121° ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
3.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM broth)  
(Omori และคณะ, 1992) 
 

ก) ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4·12H2O) 5.5 กรัม  

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.8 กรัม 

แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3)     3.0 กรัม 

 

ละลายสารทัง้ 3 ชนิดในน้าํกลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดาง เปน 7.5 

นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121° ซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี
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ข) เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O)    0.05 กรัม 

แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)    0.05 กรัม 

แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O)   0.10 กรัม 

ละลายสารแตละชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1 มล. กรองผานแผนกรองที่ปลอดเชือ้ขนาด 

0.22 ไมโครเมตร เตรียมไวในรูปสารละลายทีม่ีความเขมขนสูง และเก็บที่อุณหภมูิ 4° ซ ผสม

สารละลาย ก. และ ข. เขาดวยกนั 

  
4.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM broth) ที่เติมสับ
เสตรทชนิดตางๆเปนแหลงคารบอน 
 

 ก)  อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีซัคซิเนต 

 

ละลายกรดซัคซินิก 1 กรัมในอาหารเหลว CFMM ขอ 3 ก) แลวปรับคาความเปนกรด-ดาง

เปน 7.5 นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121° ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

ทําใหเยน็ลงประมาณ 55° ซ จึงเติมสารละลายตามขอ 3 ข) โดยวธิีปลอดเชื้อ 

  

ข) อาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ที่มกีรดโปรโตคาทิคิวอิก 

 

 เตรียมสารละลายกรดโปรโตคาทิคิวอิกความเขมขนสูงโดยละลายกรดโปรโตคาทิควิอิก 

3.0 กรัมในเอธานอลสมับูรณ ปริมาตร 12 มล.  ทาํใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูป

ปราศจากเชื้อขนาด 0.45 ไมโครเมตร เกบ็ที่อุณหภูม ิ 4° ซ เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่

ปลอดเชื้อ ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 500 มิลลิกรัมตอลิตร  

 

ค) อาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ที่มอีะซีแนพธิลีน 

 

 เตรียมสารละลายอะซีแนพธิลีนความเขมขนสูงโดยละลายอะซีแนพธลีิน 0.3 กรัมใน 

DMSOปริมาตร 9 มล.  ทาํใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสาํเร็จรูป PTFE ปราศจากเชือ้

ขนาด 0.20  ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูม ิ 4° ซ โดยไมใหถูกแสง เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 

ปลอดเชื้อ ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 60 มิลลิกรัมตอลิตร 
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 ง)  อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆ 

 

 เตรียมสารละลายของสารประกอบ PAHs ความเขมขนสูงโดยละลาย 1 กรัมใน DMSO 

ปริมาตร 10 มล.  ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูป PTFE ปราศจากเชื้อขนาด 

0.20  ไมโครเมตร เก็บที่อุณหภูมิ 4° ซ โดยไมใหถกูแสง เติมลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ปลอด

เชื้อ ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มลิลิกรัมตอลิตร 
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ภาคผนวก ข 

 
สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121O ซ  เปน 

เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึง่ 

 
2. สารปฏิชวีนะ 

 
 ละลายกานามัยซิน 100 มลิลิกรัมในน้าํ 1 มิลลิลิตร ทาํใหปลอดเชื้อโดยการกรอง

สารละลายผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษา

ไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20O ซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภมูิ 4O ซ  ไดนาน 1 เดือน 

 
3. ชุดสกัดอารเอ็นเอปริมาณนอย RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) 

 

ประกอบดวย 

  Buffer RLT 

  Buffer RWT 

  Buffer RPE 

Collection tube 

  QIAquick Spin column 

 กอนใชชุดสกดัอารเอ็นเอครั้งแรกใหเติม β-mercaptoethanol ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลง

ใน Buffer RLT ปริมาตร 1 มล. และเติมเอธานอลปริมาตร 44 มล. ลงใน Buffer RLP ปริมาตร 11 

มล.  และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง  
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4. ชุดดีเอ็นเอส I ปลอดอารเอ็นเอส (RNase-free DNase Set) (Qiagen, Germany) 
 

ประกอบดวย 

  Lyophilized DNaseI 

  Buffer RDD 

  น้ําปลอดอารเอ็นเอส 

 ละลาย Lyophilized DNaseI ดวยน้ําปลอดอารเอ็นเอสปริมาตร 550 ไมโครลิตร ผสมให

เขากันเบาๆ (หามใชเครื่องปนผสมสารเพราะจะทําใหดีเอ็นเอส I เสียสภาพ) แบงใสหลอดไมโคร

ฟวจที่ปลอดเชื้อ และเก็บรักษาที่อุณหภมูิ -20° ซ กอนใชผสมสารละลายดีเอน็เอส I ปริมาตร 10 

ไมโครลิตรกับ Buffer RDD ปริมาตร 70 ไมโครลิตร  
 
5. สารละลาย 10% SDS 

 

 ชั่ง sodium dodecyl sulfate 10 กรัม คอยๆละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูม ิ 60 °ซ 

ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่

อุณหภูมิ 121 °ซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึง่ฆาเชื้อครั้งแรก

แลวจะไมสามารถนาํไปนึง่ฆาเชื้อซํ้าไดอีกเนื่องจากสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 
6. สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 

 

CTAB                10.0     กรัม 

โซเดียมคลอไรด      0.7     โมลาร 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.  จากนั้นเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเตมิน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  

นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูม ิ121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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7. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2·2H2O)    186.1 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด          20 กรัม 

 ละลาย EDTA ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล. เติมเกล็ดโซเดยีมไฮดรอกไซด คนให

เขากันรอใหเยน็ลงแลวปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  ปรับ

ปริมาตรเปน 1,000 มล. ดวยน้าํปลอดประจุ นาํไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 สําหรับอารเอ็นเอเตรียม

โดยใชน้ําปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส แลวนึง่ฆาเชื้อดวยสภาวะเดียวกัน 

 
8. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

 

Tris-HCl      10.0  มิลลิโมลาร 

EDTA           1.0 มิลลิโมลาร 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1.0 โมลาร ทีม่ีคาความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 

10 มล. เขากับสารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร ที่มีคาความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

ปริมาตร 2 มล. ปรับปริมาตรเปน 1,000 มล. ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่อุณหภูม ิ 121 

°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
9. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Tris base      242 กรัม 

กรดอะซีติกเขมขน         57.1 มล. 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0  100 มล. 

 ละลายสวนประกอบทัง้หมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับปริมาตรเปน 1,000 

มล.ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 20 นาท ี
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10. สารละลายฟนอล (phenol) 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 68 °ซ เติมผงไฮดรอกซีควิ

โนลีน ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง

เปน 8.0 ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลา 15 นาที ดูดน้ําใสสวนบนทิง้ เติม Tris-HCl 

เขมขน 0.1 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาท ี

แลวดูดน้ําใสสวนบนทิง้ ทําเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งไดสารละลายทีค่วามเปนกรด-ดางมากกวา 

7.8 (วัดดวย pH paper) สุดทายเติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลารความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ที่

ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลายที่ได เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ ในขวดสีชา

ที่ปดแนน 

 
11. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

 

ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25:24:1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอ

ปริมาตร) ผสมใหเขากนั เกบ็ไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
12. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24:1 (ปริมาตรตอ

ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 °ซ 

 
13. Loading dye สําหรบัดีเอ็นเอ 

 

Bromphenolblue    0.025 % 

ซูโครส                40       % 

 ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °ซ    
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14. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบฟัเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
15. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้าํหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 

มล. นาํไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. ปรับ

ปริมาตรใหเปน 500 มล. ดวยน้าํปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 สารละลายโซเดียมอะซีเตทสําหรับอารเอ็นเอตองละลายในน้าํปลอดประจุปลอดอารเอ็น

เอสแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่สภาวะเดยีวกนั 

 
16. สารละลายโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 

 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    

เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 

 
17. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลกิรัมตอมิลลลิิตร 

 

ละลายผง RNase A น้ําหนกั 10 มก. ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.     

เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 

 
18. น้ําปลอดอารเอ็นเอส 

 

เติมสารละลายไดเอทิลไพโรคารบอเนต (Diethylpyrocarbonate; DEPC) ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ตอน้ําปลอดประจุ 1,000 มล. ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองขามคืน หรือ ทีอุ่ณหภูมิ 37 °ซ 

เปนเวลา 1 ชม. แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 20 นาท ี
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19. ฟนอลสําหรับสกัดอารเอ็นเอ 
 

หลอมละลายฟนอลในรูปของแข็ง 250 กรัมในน้าํอุน 68 °ซ เติมผงไฮดรอกซีควิโนลีน ให

ความเขมขนสดุทายเปน 0.1% แลวเติมน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 250 มล. ใช magnetic stirrer คน

ใหเขากนัแรงๆ ตั้งทิง้ไวใหแยกชั้น  เกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4 °ซ  

 
20. RNA gel loading buffer 

 

สารละลาย EDTA, pH 8.0     1 มิลลิโมลาร 

Bromphenolblue      0.25  % 

Xylen cyanol      0.25  % 

กลีเซอรอล      50  % 

 ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอสปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภมูิ 4 °ซ 

 

 
21. บัฟเฟอร 10X MOPS (3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid) 

 

MOPS        41.8 กรัม 

สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร (สําหรับอารเอ็นเอ) 16.6 มล. 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร, pH 8.0 (สําหรับอารเอ็นเอ) 20 มล. 

 ผสมสวนประกอบทัง้หมดเขาดวยกนั แลวปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มล. ดวยน้ําปลอด

ประจุปลอดอารเอ็นเอส ฆาเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาด 

0.45 ไมโครเมตร เก็บในที่มดื    

 
22. บัฟเฟอร 1X MOPS 

 

เจือจางบฟัเฟอร 10X MOPS ปริมาตร 10 มล. ดวยน้ําปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส  

ใหปริมาตรสุดทายเปน 100 มล. ผสมใหเขากัน 
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ภาคผนวก ค 
 

การเตรียมอุปกรณปลอดอารเอ็นเอส 
 

1. เครื่องแกว  
 

ลางใหสะอาดดวยน้าํยาทาํความสะอาดแลวนําไปอบเพื่อฆาเชื้อ และกําจัดอารเอ็นเอส 

ที่อุณหภูมิ 180° ซ เปนเวลา 3 ชม. 

 
   2.   ภาชนะพลาสติก 

 

 ลางใหสะอาดดวยน้าํยาทาํความสะอาด ชะดวยน้าํปลอดประจุปลอดอารเอ็นเอส 

(DEPC-DW) นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่ 121° ซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาท ี

 
    3.   อุปกรณสาํหรับทาํเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 

ลางอุปกรณสําหรับเตรียมอะกาโรสเจลและอุปกรณทําเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสใหสะอาด

ดวยน้าํยาทาํความสะอาด  เช็ดดวยสําสปีลอดเชื้อที่ชบุ 70% เอธานอล แลวแชอุปกรณใน 0.5 

โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด และเติม 0.5 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซดลงในอางสําหรับทาํ

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสต้ังทิง้ไวเปนเวลา 15 นาที ชะดวยน้ําปราศจากเชื้อปลอดประจุปลอดอาร

เอ็นเอส 
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ประวัติผูเขียนวิทยานพินธ 
 

 นางสาวสิริภัทร พฤกษไพบูลย   เกิดเมื่อวันที่ 18 ตุลาคม พ.ศ. 2523   ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควชิาจุล

ชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2544 และเขารับการศึกษาตอ

ในระดับปริญญามหาบัณฑติ สาขาจลุชีววทิยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 
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