
 
การสรางสายพันธุกลายที่สะสมสารมัธยนัตจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและการติดฉลาก                        

ดวยโปรตีนเรอืงแสงสีเขียวของ Rhizobium sp. CU-A1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวธัญนชุ  เกรียงไกรพพิัฒน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาจุลชวีวทิยาทางอุตสาหกรรม      ภาควิชาจุลชวีวิทยา 

คณะวิทยาศาสตร   จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ปการศึกษา  2544 

ISBN  974-03-0565-2 
ลิขสิทธิ์ของจฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 



 
CONSTRUCTION OF BLOCKED MUTANTS ACCUMULATING 

ACENAPHTHYLENE DEGRADING INTERMEDIATES AND GREEN 
FLUORESCENT PROTEIN LABELLING RHIZOBIUM SP. CU-A1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Thanyanuch  Kriangkripipat 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science in Industrial Microbiology 

Department of Microbiology 
Faculty of Science 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2001 
ISBN 974-03-0565-2 



หัวขอวทิยานพินธ การสรางสายพันธุกลายที่สะสมสารมัธยนัตจากการยอยสลายอะซีแนพ   
ธิลีนและการติดฉลากดวยโปรตีนเรืองแสงสีเขียวของ Rhizobium 
sp. CU-A1 

โดย นางสาวธัญนชุ  เกรียงไกรพิพัฒน 
สาขาวิชา จุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม 
อาจารยที่ปรึกษา อาจารย ดร.กอบชัย  ภัทรกุลวณิชย 
 
 
 
  คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย อนุมัติใหนบัวิทยานิพนธฉบับนี้เปนสวน
หนึ่งของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญามหาบัณฑิต 
 
   ………………………………………….. คณบดีคณะวิทยาศาสตร 
   (รองศาสตราจารย ดร. วันชัย  โพธิ์พิจิตร) 
 
คณะกรรมการสอบวิทยานพินธ 
 
   ……………………………………………  ประธานกรรมการ 
   (รองศาสตราจารย ดร. กาญจณา  จันทองจีน) 
 
   …………………………………………...  อาจารยท่ีปรึกษา 
   (อาจารย ดร. กอบชัย  ภัทรกุลวณิชย) 
 
   …………………………………………… กรรมการ 
   (รองศาสตราจารย ดร.ไพเราะ  ปนพานิชการ) 
 
   …………………………………………… กรรมการ 
   (ผูชวยศาสตราจารย ดร. สุเทพ  ธนียวัน) 



ธัญนุช  เกรียงไกรพิพัฒน : การสรางสายพันธุกลายที่สะสมสารมัธยันตจากการยอยสลายอะ
ซีแนพธิลีนและการติดฉลากดวยโปรตีนเรืองแสงสีเขียวของ Rhizobium sp. CU-A1 
(CONSTRUCTION OF BLOCKED MUTANTS ACCUMULATING ACENAPHTHYLENE 
DEGRADING INTERMEDIATES AND GREEN FLUORESCENT PROTEIN LABELLING 
RHIZOBIUM SP. CU-A1).   อ. ที่ปรึกษา : อ.ดร.กอบชัย  ภัทรกุลวณิชย,   117 หนา.     
ISBN  974-03-0565-2 

 
 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่คัดแยกไดจากตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามัน
ปโตรเลียมสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนหรือแนพธาลีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน   เพื่อ
ศึกษาวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของสายพันธุ CU-A1 ไดใชทรานสโปซอนเพื่อเหนี่ยวนําใหเกิด
การกลายพันธุของสายพันธุนี้โดยคอนจูเกชัน กับ Eschericia coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพ
ลาสมิด pSUP2021  เมื่อใชเซลลผูใหและเซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในชวงตนของระยะทวีคูณมา
ผสมกันในอัตราสวน 1 : 1   บมที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมงและคัดแยกทรานสคอนจู
แกนตบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัมตอลิตรและสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   จะไดประสิทธิภาพของการ ทรานสโพสิชันสูงที่สุดเทากับ 4.75 X 10-5 
ตอจํานวนเซลลผูรับ    เมื่อตรวจสอบดวยวิธีเซาเธอรนไฮบริไดเซชันพบวาทรานสโปซอน Tn5 มีการ
แทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium    จากทรานสคอนจูแกนตทั้งหมด 15,370 สาย
พันธุพบสายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายหรือไมเจริญในอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน
จํานวน 21 สายพันธุ    การศึกษาการเจริญของสายพันธุกลายตางๆ ในอะซีแนพธิลีน แนพธาลีนและ
สารมัธยันตและผลการวิเคราะหโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (TLC) พบวา Rhizobium ยอย
สลายอะซีแนพธิลีนเปนอะซีแนพโธควิโนน กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกและกรดเจนทิสิกตาม
ลําดับ   และยอยสลายแนพธาลีนเปนกรดเจนทิสิก    นอกจากนี้ยังประสบความสําเร็จในการสราง 
Rhizobium สายพันธุ CU-GFP2 ซึ่งมียีน gfp เปนเครื่องหมายโดยใชภาวะในการคอนจูเกชัน
ที่เหมาะสม    สายพันธุ CU-GFP2 มีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในอัตราเดียวกับ
สายพันธุ CU-A1 พรอมทั้งแสดงการเรืองแสงสีเขียว 
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Rhizobium sp. CU-A1, isolated from petroleum-contaminated soil in Thailand, is able to 

utilize acenaphthylene or naphthalene as sole carbon and energy sources.   In order to 
elucidate the acenaphthylene catabolic pathways, transposon Tn5 was employed as inducer for 
mutagenesis in this strain via conjugation with Eschericia coli strain S17-1 harboring suicide 
plasmid pSUP2021.   The highest transposition efficiency of 4.75 x 10-5 per recipient was 
obtained by mixing both donor and recipient at their early log phase with the ratio of 1 : 1, and 
incubating at 30 OC for 24 hours, followed by selecting on CFMM agar containing 1.0 g/l 
protocatechuic acid and 50 µg/ml kanamycin.   The random insertion of transposon Tn5 to the 
DNA of Rhizobium was verified by Southern hybridization.   From 15,370 transconjugants 
obtained, 21 mutants which are deficient in oxidation or inability to utilize acenaphthylene and 
naphthalene, were identified.  Growth on acenaphthylene, naphthalene and other intermediates 
with subsequent TLC analysis of intermediates accumulated in Tn5-induced mutants revealed 
that strain CU-A1 may degraded acenaphthylene through acenaphthoquinone, naphthalene-1,8-
dicarboxylic acid and gentisic acid respectively, and naphthalene was also oxidized to gentisic 
acid.   Moreover, Rhizobium sp. strain CU-GFP2 containing gfp gene was successfully 
constructed by using the optimal conjugation conditions.  The strain CU-GFP2 can degrade 
acenaphthylene at the same rate as strain CU-A1 and show green fluorescence. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 
อะซีแนพธิลีน 
 

อะซีแนพธิลีน เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่ง   จัดอยูในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbons หรือ PAHs)    อะซีแนพธิลีนมีโครงสราง
โมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีน 2 วง และไซโคลเพนทีน 1 วงเชื่อมตอกันเปนกลุม    พบอะซีแนพธิ
ลีนและสาร PAHs ชนิดอื่นๆ เปนสวนประกอบในน้ํามันดิบ ผลิตภัณฑจากน้ํามันปโตรเลียม     
ถานหิน น้ํามันดําจากถานหิน (coal tar) และครีโอโสท (creosote) (Wilson และ Jones, 1993)       
อะซีแนพธิลีนและสาร PAHs ชนิดอื่นๆ ปนเปอนเขาสูสิ่งแวดลอมจากการใชประโยชนจาก
ผลิตภัณฑปโตรเลียมและถานหิน การรั่วไหลระหวางการขนสงและจัดเก็บและการกําจัดกากของ
เสียจากกระบวนการอุตสาหกรรมดังกลาว    เนื่องจากสาร PAHs เปนสารอันตรายรายแรงซึ่ง
กอใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) การเปลี่ยนแปลงของยีน (mutagen) และเกิดทารกในครรภที่มี
รูปรางผิดปกติ (teratogen)    องคการอนามัยโลกจึงกําหนดใหอะซีแนพธิลีนและสาร PAHs 
ทั้งหมด 16 ชนิด เปนสารพิษที่ควรใหความสําคัญในอันดับตนๆ ในอันที่จะปองกันการปนเปอน
ของสารดังกลาวในสิ่งแวดลอม (WHO, 1983, อางถึงโดย Willson และ Jones, 1993)    ประเทศ
ไทยมีการกําหนดพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 โดยจัดประเภทของสาร PAHs เปนวตัถุ
อันตรายประเภทที่ 7 คือวัตถุที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (พระราชบัญญัติวัตถุ
อันตราย, 2535) 

แมวาการบําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยอะซีแนพธิลีนและสาร PAHs ชนิดอ่ืนๆ 
สามารถทําไดหลายวิธีเชน การเผาที่อุณหภูมิสูง (incineration) การฝงกลบ (landfill) และการ
บําบัดทางเคมีเปนตน (Cookson, 1995)   แตการบําบัดโดยการยอยสลายทางชีวภาพ 
(bioremediation) ซึ่งเปนวิธีการนําส่ิงมีชีวิตรวมถึงจุลินทรียมาใชประโยชนในการยอยสลาย
สารพิษอันตรายในสิ่งแวดลอม ไดเปรียบกวาวิธีบําบัดดวยวิธีอ่ืนๆ    เนื่องจากจุลินทรียจะยอย
สลายสาร PAHs บางชนิดอยางสมบูรณ (mineralization) ไดผลิตภัณฑเปนคารบอนไดออกไซด 
น้ําและพลังงาน  หรือสาร PAHs บางชนิดอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวน (partially 
transformed) ซึ่งมีความเปนพิษลดลงหรือหมดความเปนพิษ    กระบวนการทั้งสองนี้อาจเกิดโดย
จุลินทรียชนิดเดียวหรือโดยกลุมจุลินทรีย (Cerniglia, 1992)    กระบวนการบําบัดอาจใชวิธีกระตุน
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จุลินทรียทองถิ่นในแหลงปนเปอนนั้นใหยอยสลายสาร PAHs (biostimulation)   หรือวิธีเติมจุลิน 
ทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ลงไปในแหลงปนเปอน (bioaugmentation)     
ซึ่งวิธีการนี้มีความจําเปนตองทราบถึงลักษณะทางสรีรวิทยา กายภาพและชีวภาพ รวมถึงวิถีการ
ยอยสลายสาร PAHs ของจุลินทรียชนิดนั้นซี่งเปนปจจัยสําคัญอันหนึ่งเพื่อใหการบําบัดสาร PAHs 
เปนไปอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด  
 
การยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 
 การยอยสลายอะซีแนพธิลีนมีการศึกษากันมาเปนเวลานาน    มีรายงานวาแบคทีเรียและ
ราไวทรอท    สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดดังสรุปชนิดของจุลินทรียไวในตารางที่ 1.1    โดย
เกือบทั้งหมดเปนการยอยสลายแบบเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุล (transformation)    พบเพียง
แบคทีเรียเทานั้นที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได (Cerniglia, 
1992)    ถึงแมวาสิ่งมีชีวิตทั้งสองกลุมอาศัยกิจกรรมของเอนไซมที่แตกตางกันในการยอยสลาย   
อะซีแนพธิลีน แตไดผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการยอยสลายเหมือนกัน 
 
ตารางที่ 1.1  จุลินทรียที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

แบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. 
Beijerinckia sp. 
Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 
Pseudomonas cepacia สายพันธุ F297 
Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 
(pRE695) 
 
ราไวทรอท 
Trametes versicolor 

 
Chapman, 1979 
Schocken และ Gibson, 1984 
Komatsu และคณะ, 1993 
Grifoll และคณะ, 1995 
Selifonov และคณะ, 1996 
 
 
 
Johannes และคณะ, 1998 
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย 
แบคทีเรียจะยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยการเติมออกซิเจนบนวงไซโคลเพนทีนของอะ

ซีแนพธิลีน    ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดไฮโดรไดออล (cis-acenaphthene-1,2-
dihydrodiol) โดยอาศัยกิจกรรมของไดออกซีจีเนส    จากนั้นผลิตภัณฑนี้จะถูกออกซิไดสเปน 1,2-
ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน (1,2-dihydroxyacenaphthylene) และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน 
(1-hydroxy-2-ketoacenaphthene) ซึ่งเปน tautomer     ผลิตภัณฑจะถูกออกซิไดสหรือรีดิวซ
ดวยดีไฮโดรจีเนสและรีดักเทสจนกลายเปน อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน (acenaphtho-1,2-quinone)  
ซึ่งผลิตภัณฑนี้จะแตกตัวไดเองทําใหวงไซโคลเพนเทนแตกออกไดผลิตภัณฑสุดทายเปนกรด 1,8-
แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalenedicarboxylic acid) (Selifonov และคณะ, 1996) 
ดังแสดงในรูปที่ 1.1 

Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา Pseudomonas cepacia สายพันธุ F297  ซึ่งคัด
แยกไดจากแหลงดินที่ปนเปอนครีโอโสท    สามารถออกซิไดสอะซีแนพธิลีนเปนสารมัธยันตและ
ผลิตภัณฑสุดทายตางๆ ไดแก  อะซีแนพธีน-1-โอน (acenaphthene-1-one)  อะซีแนพโธ-1,2-ควิ
โ นน   กรด  1,8-แนพธาลี น ไดคา ร บอกซิ ลิ ก   และ1,8-แนพธาลิ ก แอน ไฮ ไดรด  (1,8-
naphthalicanhydride)  

Komatsu และคณะ (1993) คัดแยกแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 จาก
แหลงดินบริเวณที่ทิ้งของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม    สามารถยอยสลายอะซีแนพธลีินเปนแหลง
พลังงานและคารบอน และพบกรด 1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก เปนสารมัธยันต  
 
เอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย 

ยังไมมีรายงานถึงเอนไซมที่เกี่ยวของโดยตรงในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธลีิน    อยางไรก็
ตามไดออกซีจีเนสของแบคทีเรียในกลุมที่สามารถยอยสลายสาร PAHs เปน 1,2-ไดไฮโดรไดออล 
สามารถออกซิไดสวงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนไดผลิตภัณฑเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออ
ลเชน  แนพธาลีนไดออกซีจีเนสจาก Pseudomonas putida สายพันธุ G7 เปนตน    ดีไฮโดรจีเนส
และรีดักเทสไมทราบชนิดของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 สามารถออกซิไดส 
ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลเปนอะซีแนพโธควิโนน     นอกจากนี้ยังพบวาอะซีแนพโธควิโนน
สามารถแตกตัวเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ไดเองโดยไมตองอาศัยกิจกรรมของ
เอนไซม (Selifonov และคณะ, 1996)  
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยราไวทรอท 
เอนไซมยอยสลายลิกนินของราไวทรอทเปนเอนไซมในกลุมเปอรออกซิเดส (peroxidase) 

ซึ่งไดแก ลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดส และแลคเคส    ราจะผลิตเอนไซมเหลานี้
เมื่อเขาสูระยะที่มีการเจริญเต็มที่หรือในภาวะที่จํากัดปริมาณคารบอน ไนโตรเจนหรือซัลเฟอร 
(Kotterman และคณะ,1994)    เอนไซมในกลุมนี้ไมมีความจําเพาะตอสารตั้งตนจึงสามารถยอย
สลายลิกนินซึ่งมีโครงสรางประกอบดวยวงอะโรมาติกที่ซับซอนได     จากสมบัติในขอนี้จึงมีผูสนใจ
ศึกษาการยอยสลายสาร PAHs ดวยเอนไซมในกลุมนี้อยางกวางขวางโดยเฉพาะสาร PAHs ที่มี
โมเลกุลใหญ (Hammel และคณะ,1986; Kotterman และคณะ 1994)    การศึกษาวิถีการยอย 
สลายอะซีแนพธิลีนดวยแลคเคสจากราไวทรอท Trametes versicolor พบวาอะซีแนพธิลีนจะถูก
ออกซิไดสเปน radical cation ซี่งไมเสถียรและเปลี่ยนรูปเปน ซิส-และ ทรานส-1,2-ไดไฮดรอกซีอะ
ซีแนพธีน และอะซีแนพธีน-1-โอน    จากนั้นผลิตภัณฑเหลานี้จะถูกออกซิไดสเปน 1,8-แนพธา
ลิกอัลดีไฮด (1,8-naphthalic aldehyde) และ tautomer ซึ่งสารตัวกลางทั้งสามตัวนี้จะถูกออกซิ
ไดสเปน 1,2-อะซีแนพธีนไดโอน (1,2-acenaphthenedione) และกรด 1,8-แนพธาลาลดีไฮดริก 
(1,8-naphthalaldehydic acid) ซึ่งสกัดไดในรูปกรดแนพธาลิกแอนไฮไดด ดังแสดงในรูปที่ 1.2 
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Hopskins และคณะ, 1962)  
วงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดสโดยไซโตโครม P450 ใหเปนอะซีแนพธิ

ลีนอีพอกไซด    และเติมไฮโดรเจนและหมูไฮดรอกซิลลงในโมเลกุลโดยกิจกรรมของอีพอกไซด
ไฮโดร  เลส    ไดผลิตภัณฑเปน ซิส- และ ทรานส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล    ซิส- และ ทรานส-อะ
ซีแนพธีน-1,2-ไดออลกลูคูโรเนท และกรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก    นอกจากนี้ยังพบอะ
ซีแนพธีน-1-โอน ในสวนสกัดที่เปนกรด 
 
การศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs  
 

ในปจจุบันการศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs และยีนที่เกี่ยวของในกระบวนการยอย
สลายสาร PAHs ไดมีการนําเทคนิคดานพันธุวิศวกรรมมาชวยในการศึกษาอยางกวางขวางเชน   
 
วิธีการสรางหองสมุด DNA 

Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ไดศึกษายีนในวิถีการยอยสลายฟแนนทรีนของ 
Burkholderia sp. โดยใชวิธีการสรางหองสมุด DNA และคัดเลือกโคลนที่มียีนไดออกซิจีเนส  ซึ่งได
ออกซิจีเนสของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสาร PAHs สวนใหญจะสามารถเปลี่ยนอินโดล 
(indole) เปนอินดิโก (indigo) ซึ่งมีสีฟาไดดวย 
 
การกอการกลายพันธุโดยทรานสโปซอน Tn5  
 Yen และ Gunsalus (1982) ศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดยกลายพันธุ 
Pseudomonas putida สายพันธุ G7    ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชัน    พบวาชุด
เอนไซมตางๆ ที่ประมวลรหัสโดยยีน nahABFCQED หรือเรียกวา upper pathway เกี่ยวของกับ
การยอยสลายแนพธาลีนเปนกรดซาลิไซลิกดังรูปที่ 1.3   
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การกอการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน 
การกอการกลายพันธุโดยทรานสโปซอนอาศัยหลักการที่วา   เมื่อทรานสโปซอนเขา         

สูเซลลผูรับที่ตองการกลายพันธุแลว    ทรานสโปซอนจะเคลื่อนที่แทรกสอดในตําแหนงตางๆ บนดี
เอ็นเอแบบสุมซ่ึงทําใหเกิดผลคือ   ทําใหยีนสูญเสียหนาที่ (insertion inactivation)    ถาทรานสโป
ซอนแทรกสอดในยีนใดจะทําใหยีนนั้นไมตอเนื่อง    ซึ่งปรากฏการณนี้ทําใหเกิดการหยุดการ
ถอดรหัสของยีนนั้นเนื่องจาก transcriptional terminator หรือรหัสหยุดของทรานสโปซอนทําให
หนาที่ของยีนนั้นเสียไป     หรือ โพลารมิวเทชัน (polar mutation) เนื่องจาก transcriptional 
terminator หรือรหัสหยุดของทรานสโปซอน    นอกจากมีผลตอยีนที่ถูกแทรกสอดแลวอาจมีผล
ยับยั้งการถอดรหัสของยีนที่ใชโปรโมเตอรรวมกันเชน ยีนในโอเปอรอนเดียวกัน    จึงทําใหเกิดสาย
พันธุกลายที่มีลักษณะตางๆ (Harwood, 1993) 

ทรานสโปซอนไมสามารถเคลื่อนที่ระหวางเซลลของแบคทีเรียไดเอง    จึงตองอาศัย  
พลาสมิดพาหะเพื่อเพิ่มจํานวนและนําทรานสโปซอนเขาสูเซลล   การนําพลาสมิดเขาสูเซลล
สามารถทําไดหลายวิธีเชน ทรานสฟอรเมชัน อิเล็กโทรพอเรชันและคอนจูเกชัน    สองวิธีแรกแมวา
จะมีประสิทธิภาพสูงแตมีขั้นตอนที่ยุงยากและราคาแพง    วิธีคอนจูเกชันเปนวิธีที่สะดวกและ
ประหยัดที่สุดแตตองอาศัยพลาสมิดที่มีประสิทธิภาพในการคอนจูเกชันสูงและไมสามารถเพิ่ม
จํานวนในเซลลผูรับ   
 
ประโยชนและขอดอยของทรานสโปซอน Tn5 

การกอการกลายพันธุดวยทรานสโปซอนเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพในการศึกษาแบคทีเรีย    
โดยเฉพาะแบคทีเรียที่มีขอมูลเพียงเล็กนอยเกี่ยวกับยีนหรือระบบของยีนที่ศึกษา    เนื่องจากเปน
การศึกษาภายในเซลลซึ่งสะดวกและประหยัดกวาการสรางหองสมุดดีเอ็นเอ    จึงมีการนําทรานส
โปซอนมาใชกลายพันธุแบคทีเรียอยางกวางขวาง    ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (Dennis และ 
Zylstra, 1998)    ซึ่งในงานวิจัยนี้เลือกใชทรานสโปซอน Tn5 เนื่องจาก 

1. มีการใชทรานสโปซอน Tn5 เพื่อศึกษาระบบยีนในแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด
รวมถึง Rhizobium    โดยวิธีคอนจูเกชันซึ่งวิธีนี้มีประสิทธิภาพสูงประหยัดและขั้นตอนไมยุงยาก 
(Simon และคณะ, 1983) 

2. ทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย    ทําใหได
สายพันธุกลายที่หลากหลายและกอใหเกิดการกลายพันธุอยางถาวร (Hom และคณะ, 1984) 

3. โดยทั่วไปทรานสโปซอน Tn5 จะแทรกสอดบนดีเอ็นเอของแบคทีเรียผูรับเพียง 1 
ชุด    ทําใหสามารถติดตามตําแหนงของยีนที่สนใจและทราบถึงปฏิสัมพันธของยีนนั้นกับระบบยีน
ในวิถีเมตาบอลิสมตางๆ (Hom และคณะ, 1984) 
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4. สามารถวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ถูกแทรกสอด    โดยการโคลนลงบนเวคเตอร
และใชปลายของทรานสโปซอนเปนไพรเมอร (Parke, 1995) 

อยางไรก็ตามพลาสมิดที่สรางขึ้นเปนพาหะของทรานสโปซอนและการใชทรานสโปซอน 
Tn5 อาจมีขอจํากัดในบางกรณีเชน 

1. จุดเริ่มตนการสังเคราะหดีเอ็นเอของพลาสมิดพาหะบางชนิดเชน pSUP2021 
(Simon และคณะ, 1983) สรางจากพลาสมิดที่เพิ่มจํานวนไดในแบคทีเรียกลุม enteric   ดังนั้น
แบคทีเรียในกลุมนี้จึงไมสามารถใชพลาสมิดเหลานี้ในการกลายพันธุ  

2. ยีนที่สนใจศึกษาจะตองมียีนเพียงชุดเดียวที่แสดงออกถึงลักษณะฟโนไทปนั้นๆ 
ถาใชทรานสโปซอน Tn5 ในการกอใหเกิดการกลายพันธุในแบคทีเรียชนิดนี้    ยีนหนึ่งที่ถูกแทรก
สอดไปจะมีอีกยีนหนึ่งสามารถทําหนาที่ทดแทนเชน  Pseudomonas stutzeri สายพันธุ AN10 มี
ยีนที่ประมวลรหัสสําหรับซาลิไซเลทไฮดรอกซิเลสจํานวน 2 ชุด (Bosch และคณะ, 1999)    จึงไม
พบสายพันธุกลายที่บกพรองในการยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปนคะทีคอล 

3. ทรานสโปซอน Tn5 มีขนาด 5.7 กิโลเบสซึ่งทําใหชิ้นดีเอ็นเอ ณ ตําแหนงแทรก
สอดมีขนาดใหญขึ้นจึงยากแกการโคลนชิ้นดีเอ็นเอลงบนเวคเตอร    และทรานสโปซอน Tn5 ยังมี
ยีนดื้อตอสารปฏิชีวนะบลีโอมัยซินและสเตรปโตมัยซิน    ทําใหแบคทีเรียที่ดื้อตอสารปฏิชีวนะสอง
ชนิดนี้ไมสามารถกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 (Dennis และ Zylstra, 1998) 

4. ทรานสโปซอน Tn5 อาจมีการเคลื่อนที่จากดีเอ็นเอในตําแหนงที่แทรกสอดไปยังดี
เอ็นเอตําแหนงใหม (precious excision) ทําใหสายพันธุกลายไมเสถียร (Dennis และ Zylstra, 
1998)    Meade และคณะ (1982) และ Hom และคณะ (1984) รายงานวา Rhizobium 
japonicum R. meliloti เกิด precious excision ดวยความถี่ 10-8-10-9 ตอรุน 

5. ทรานสโปซอน Tn5 สามารถแทรกสอดบนดีเอ็นเอของแบคทีเรียไดเพียง 1 ชุด
เนื่องจากยีนที่ประมวลรหัสสําหรับทรานสโปเสสและโปรตีนยับยั้ง    จะขัดขวางการทรานสโปสิชัน
ของทรานสโปซอน Tn5 ชุดใหม    ถาตองการศึกษาปฏิสัมพันธของยีนสองยีนขึ้นไปของระบบ     
เมตาบอลิสมจะตองเปลี่ยนไปใชทรานสโปซอนชนิดอื่น    ทําใหเกิดความยุงยากในการสรางดีเอ็น
เอติดตามหลายชนิด (DE Lorenzo และคณะ, 1990) 
 
พลาสมิดพาหะและ E. coli สําหรับการกอกลายพันธุโดยทรานสโปซอน Tn5 

Simon และคณะ (1983) ไดสรางพลาสมิด pSUP2021 ขนาดประมาณ 11 กิโลเบส (รูปที่ 
1.6)    เพื่อเปนเวคเตอรพาหะนําทรานสโปซอน Tn5 เขาสูเซลลผูรับโดยวิธีคอนจูเกชัน    พลาสมิด
นี้ประกอบดวย origin of transfer (oriT) จากพลาสมิด RP4 ซึ่งเปนสวนที่ DNA-nicking protein 
(สรางโดยยีน mob) จดจําไดอยางจําเพาะ    มีจุดเริ่มการสังเคราะหดีเอ็นเอ (oriV) ของ พลาสมิด 
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pBR325    ซึ่งเปนพลาสมิดที่เพิ่มจํานวน (replicate) ไดในแบคทีเรียกลุม Enteric bacteria 
เทานั้น    เมื่อเซลลผูรับที่ไมอยูในกลุมนี้ไดรับพลาสมิด pSUP2021 ทรานสโปซอน Tn5 จะแยกตัว
ออกจากพลาสมิดแลวเขาแทรกสอดบนดีเอนเอของเซลลผูรับและพลาสมิดจะถูกทําลายไป    สวน
แบคทีเรียผูใหคือ Eschericia coli สายพันธุ S17-1    ไดมีการดัดแปลงพันธุโดยแทรกสอดยีน tra 
สําหรับสราง sex pilus ของพลาสมิด RP4 เขาในโครโมโซม    Simon และคณะไดทดลองนํา
พลาสมิด pSUP2021และ E. coli สายพันธุใหมที่สรางขึ้นมาใชกลายพันธุเชื้อ Rhizobium 
meliloti โดยวิธีคอนจูเกชันปรากฏวา Tn5 มีการแทรกสอดแบบสุมและประสิทธิภาพของทรานสโพ
สิชันประมาณ 10-4 ตอเซลลผูรับ 

 
 
 
 
รูปที่ 1.6  พลาสมิด pSUP2021 (Simon และคณะ, 1983) 

 
 
ภายหลังมีการใชพลาสมิด pSUP2021 ในการกอการกลายพันธุโดยทรานสโปซอน Tn5 

ในแบคทีเรียตางๆ ดังตัวอยางในตารางที่ 1.2 
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ตารางที่ 1.2  การกอการกลายพันธุโดยใชพลาสมิด pSUP2021 ที่มีทรานสโปซอน Tn5 
ในแบคทีเรียตางๆ 
 

แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Pseudomonas solanacearum 
Escherichia coli และ Enterobacter 
aerogenes  
Agrobacterium tumefaciens  
Xanthomonas campestris 
Sorangium cellulosum 
Pseudomonas perfectomarina 
Rhizobium meliloti 

Xu และคณะ, 1988 
Parke, 1990 
 
Rodriguez-Palenzuela  และคณะ, 1991 
Hu  และคณะ, 1992 
Jaoua  และคณะ, 1992 
Zumft  และคณะ, 1992 
Lagares และคณะ, 1992  

 
 
พลาสมิดพาหะและ E. coli สําหรับการกอกลายพันธุโดย ini-Tn5 
 mini-Tn5 เปนทรานสโปซอนที่สรางขึ้นโดย DE Lorenzo และคณะ (1990)    สวนที่
เคลื่อนที่ที่จะแทรกสอดบนดีเอ็นเอเปาหมายประกอบดวยปลาย inverted repeats ของ IS50 และ
ยีนดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    สวนที่เปนยีน tnp (ทรานสโปเสส) จะถูกแยกออกมาอยูบน
เวคเตอร จึงเปนผลให mini-Tn5 มีขนาดเล็กลงมาก    เซลลที่รับ mini-Tn5 จึงไมมีทรานสโปเสส
และโปรตีนยับยั้งทําใหสามารถรับ mini-Tn5 ไดหลายชุด    นอกจากนี ้DE Lorenzo และคณะไดใส 
multiple cloning site เพิ่มลงไป สําหรับโคลนยีนที่ตองการลงบนโครโมโซมของแบคทีเรียอยาง
ถาวร ตัวอยางเวคเตอรพาหะคือ pUT/mini-Tn5 Km (รูปที่ 1.7) มี oriT ของพลาสมิด RP4 และมี
จุดเริ่มการสังเคราะหดีเอ็นเอของฟาจ R6K ซึ่งตองการโปรตีน π ในการจําลองดีเอ็นเอ    ดังนั้น
เซลลผูใหจึงจําเปนตองมี λpir lysogen พลาสมิดชนิดนี้จึงเพิ่มจํานวนไดเชน E. coli สายพันธุ 
S17-1 λpir (Herrero และคณะ, 1990) เปนตน 
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รูปที่ 1.7  พลาสมิด pUT/mini-Tn5 Km  neo คือยีนนีโอมัยซินฟอสโฟทรานเฟอเรส  I end 
และ O end คือปลายดานในและปลายดานนอกของทรานสโปซอน Tn5 ความยาว 19 คู
เบส  ter คือจุดหยุดการถอดรหัส  tnp คือยีนทรานสโปเสส  bla คือยีนดื้อตอสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน  mobRP4 คือ oriT และยีนที่เกี่ยวของในการสงพลาสมิดในกระบวนการคอน
จูเกชัน  oriR6K คือจุดเริ่มการสังเคราะหดีเอ็นเอ (Artiguenave และคณะ, 1997) 
 
 
ประสิทธิภาพของทรานสโพสิชัน (transposition efficiency) 

 
ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันของทรานสโพซอน Tn5 เมื่อใชวิธีคอนจูเก

ชันไดแก  
1)  พลาสมิดที่ใชเปนพาหะ    พลาสมิดพาหะที่ดีจะตองมีประสิทธิภาพในการคอนจูเกชัน

สูงแตไมสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลผูรับ (Hom และคณะ, 1984)    ทรานสโพสิชันประกอบดวย 2 
ขั้นตอนคือพลาสมิดเขาสูเซลลและการเคลื่อนที่ของทรานสโปซอน Tn5   Beringer และคณะ 
(1978) รายงานวาพลาสมิด RP4 ถายทอดจาก E. coli สู Rhizobium ดวยความถี่ 10-2 ตอเซลล
ผูรับ    ในขณะที่ความถี่ในการเคลื่อนที่ของทรานสโปซอน Tn5 ประมาณ 10-5-10-6ตอเซลลผูรับ    
ดังนั้นประสิทธิภาพของทรานโพสิชันจะต่ํากวาความถี่ในการคอนจูเกชันเสมอ  

2)  สายพันธุของ Rhizobium    Simon และคณะ (1983) ทดลองทําการคอนจูเกชัน E. 
coli ที่มีพสาสมิด pSUP1011 (ทรานสโปซอน Tn5) กับ R. meliloti และ R. japonicum    โดยใช
ภาวะเดียวกันพบวาประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันเทากับ 5 x 10-5 และ 4.2 x 10-6 ตอเซลลผูรับ
ตามลําดับ 
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3)  อายุของเซลลที่ใชในการคอนจูเกชัน    Yen และ Gunsalus (1982) ใชเซลลผูใหและ
เซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในชวงตนของระยะทวีคูณ    Simon และคณะ (1983) ใชเซลลผูใหและ
เซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในระยะทวีคูณ   ในขณะที่ Parke (1993) และ Dehio และ Meyer 
(1997) ใชเซลลผูใหและเซลลผูรับที่มีการเจริญเต็มที่ (stationary phase) ในการคอนจูเกชัน 

4)  ระยะเวลาที่ใชในการคอนจูเกชันซึ่งแตกตางกันไปตามสายพันธุของ Rhizobium เชน 
Selvaraj และ Iyer (1983) ใชเวลาในการคอนจูเกต E. coli สายพันธุ WA803 ที่มีพลาสมิด GS9 
กับ R. meliloti สายพันธุ JJ1  GS1002 และ GS1003    โดยใชเวลา 4  12 และ 16 ชั่วโมง
ตามลําดับ    จึงมีคาประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันสูงสุดเทากับ 4 x 10-3  4 x 10-4 และ 1 x 10-4 
ตอเซลลผูรับตามลําดับ    ในขณะที่ Hom และคณะ (1984) ใชเวลาในการคอนจูเกต E. coli สาย
พันธุ SM-10 ที่มีพลาสมิด pSUP1011 กับ R. japonicum ซึ่งเปนสายพันธุเจริญชาเปนเวลา 4 วัน    
จึงมีคาประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันสูงสุดเทากับ 4.2 x 10-6 ตอเซลลผูรับ 

5)  อัตราสวนของเซลลผูใหตอเซลลผูรับ    มีการใชอัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับที่
หลากหลายในการคอนจูเกชันเพื่อใหไดทรานสคอนจูแกนตจํานวนมากเชน Yen และ Gunsalus 
(1982) และ Selvaraj และ Iyer (1983) ใชอัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับเทากับ 1 : 1    Hom 
และคณะ (1984) ใชอัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับเทากับ  5 : 1    Simon และคณะ (1983) ใช
อัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับเทากับ  1 : 5    Kunte และ Galinski (1995) ใชอัตราสวนเซลล
ผูใหตอเซลลผูรับเทากับ 1: 6.4 และ 1: 8.2 เปนตน 
 
การกอการกลายพันธุ Rhizobium โดยทรานสโปซอน Tn5  

ไดมีการใชทรานสโปซอน Tn5 ในการกอการกลายพันธุ Rhizobium เพื่อประโยชนตางๆ 
กันเชน    การศึกษาแหลงซัลเฟอรของ Rhizobium eliti (Tate และคณะ, 1997)     การใชทรานส
โปซอน Tn5 เพื่อเปนเครื่องหมายสําหรับติดตามการอยูรอดของ Rhizobium leguminosarum bv. 
viciae ในแหลงเกษตรกรรม (Cullen และคณะ, 1998) เปนตน 

นอกจากนี้ยังมีการนําทรานสโปซอน Tn5 มาใชประโยชนในการศึกษาหนาที่ของยีนที่
เกี่ยวของในกระบวนการเมตาบอลิสมตางๆ ของ Rhizobium หลากหลายสายพันธุตัวอยางใน    
ตารางที่ 1.3  
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ตารางที่ 1.3  การใชทรานสโปซอน Tn5 ในการศึกษาหนาที่ของยีนที่เกี่ยวของใน
กระบวนการเมตาบอลิสมตางๆ ของ  Rhizobium  
 

สายพันธุของ Rhizobium เอกสารอางอิง 

R. meliloti 
R. sp. (Acacia) สายพันธุ GRH2 
R. meliloti สายพันธุ EFB1 
R. leguminosarum 
R. etli สายพันธุ KIM5s  
R. tropici 

Watson และ Rastogi, 1993 
Lopez-Lara  และคณะ, 1995 
Lloret  และคณะ, 1998 
Reid  และ  Poole, 1998 
Vinuesa  และคณะ, 1999 
Botero  และคณะ, 2000 

 
 
การติดฉลาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  

 
ในการนําจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ไปใชในกระบวนการ

บําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนสารดังกลาว    จําเปนตองมีการศึกษาถึงวิถีและสารมัธยันตที่เกิดจาก
การยอยสลายโดยจุลินทรียนั้นกอน    นอกจากนี้กรบบการติดตามเชื้อที่มีประสิทธิภาพจะชวย
อํานวยความสะดวกในการติดตามเชื้อจุลินทรียในระบบนิเวศนจําลอง    ในปจจุบันนี้มีวิธีการ
ติดตามจุลินทรียไดหลายวิธีเชน    การใช rRNA (Jansson และ Prosser, 1997)    การใช 
luciferase (Unge และคณะ, 1999)  และการใชโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescent 
protein) (Errampalli และคณะ, 1998)    เพื่อเปนตัวติดตาม 
 
Green fluorescent pretein (GFP)  

GFP เปนโปรตีนที่เรืองแสงไดดวยตัวเอง    พบในแมงกระพรุน Aequorea victoria โปรตีน
ชนิดนี้ประกอบดวยกรดอะมิโน 238 หนวย เรียงตัวเปนรูปทรงกระบอก (β-can)   ประกอบดวย
สายพอลิเพพไทดแบบบีตา 11 สายเรียงตัวแบบ antiparallel เปนรูปทรงกระบอก (สีเขียว)    
ภายในทรงกระบอกประกอบดวยสายพอลิเพพไทดแบบเกลียวอัลฟา (สีน้ําเงิน)    มีโครโมฟอร (สี
แดง)บรรจุอยูตรงกลางและมีปลายเปนเพพไทดสายเกลียว (สีฟา) (Carson, 1987) ดังรูปที่ 1.8 
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รูปที่ 1.8  โครงสรางของ green fluorescent protein (Carson, 1987) 
 
 
กลไกในการเรืองแสงของ GFP (Cody และคณะ, 1993) 

การเรืองแสงของโปรตีน GFP ตองการปจจัย 3 ประการคือ ออกซิเจน แคลเซียมไอออน และ
พลังงานแสงซึ่งโปรตีน GFP ดูดกลืนแสงไดมากที่สุดที่ความยาวคลื่น 395 นาโนเมตร    ภายใน
โครโมฟอรประกอบดวยโครงสรางอะโปโปรตีนน้ําหนักมวล 21.4 กิโลดัลตัน    เรียกวา aequorin 
ซึ่งประกอบดวยออกซิเจนและ coelentrazine (รูปหาเหลี่ยมสีมวงแดง)    เมื่อแสงความยาวคลื่น 
395 นาโนเมตรและ Ca2+ กระตุน aequorin จะออกซิไดส coelentrazine เปน coelenteramide 
(รูปหาเหลี่ยมสีเหลือง) ซึ่งเปนภาวะกระตุน    เมื่อ coelenteramide ปลดปลอยพลังงานแสงสฟีาที่
มีความยาวคลื่น 470 นาโนเมตรออกมาจะกลับสูรูป coelentrazine ซึ่งเปนภาวะปกติ (รูปหา
เหลี่ยมสีทราย)   พลังงานแสงจะถูกถายทอดมายัง GFP และเรืองแสงสีเขียวที่มีความยาวคลื่น 
508 นาโนเมตร     
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รูปที่ 1.9  กลไกในการเรืองแสงของ GFP (Cody และคณะ, 1993) 
 
 
ประโยชนของ GFP  

การเรืองแสงของ GPF ไมตองอาศัยพลังงานจากเซลลดังนั้นจึงเรืองแสงไดนานและตลอด
อายุของเซลล (Chalfie และคณะ, 1994)    ในขณะที่ยีนเรืองแสงอื่นๆ เชน luciferase (lux) 
ตองการพลังงานในการเรืองแสง   ซึ่งความเขมของแสงจะขึ้นกับระดับพลังงานของเซลล (Carson, 
1987)    นอกจากนี้ยีน gfp สามารถแสดงออกไดในสิ่งมีชีวิตทั้งยูคารีโอตและโปรคารีโอต   จึงมี
การนํายีน gfp มาใชประโยชนตางๆ มากมายเชน   ใชติดตามการแสดงออกของยีนในออกาเนล 
(Ludin และคณะ, 1996)    ใชในการติดตามจํานวนแบคทีเรียในกระบวนการยอยสลายทาง
ชีวภาพ (Errampalli และคณะ, 1998; Unge และคณะ, 1999)    หรือติดตามการอยูรอดในระบบ
นิเวศวิทยาและปฏิสัมพันธระหวางแบคทีเรียสกุล Rhizobiaceae กับพืช (Xi และคณะ, 1999) 
เปนตน 
 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ศรัลยา แพงไตร, 2543) ซึ่งคัดแยกไดจากแหลงดินที่
ปนเปอนน้ํามันเครื่องในเขตกรุงเทพมหานคร สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีนเปน
แหลงคารบอนและพลังงาน และสามารถยอยสลาย ฟแนนทรีน ฟลูออรีน และอะซีแนพธีน     
รวมกับอะซีแนพธิลีน 

จนถึงปจจุบันนี้   ยังไมมีรายงานเกี่ยวกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดย 
Rhizobium โดยเฉพาะอยางยิ่งอะซีแนพธิลีน    ประกอบกับสมบัติในการเจริญและยอยสลายสาร 
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PAHs ไดหลายชนิดของ Rhizobium sp. CU-A1    จึงนาสนใจที่จะศึกษาวิถีการยอยสลายอะซแีน
พธิลีนของสายพันธุ CU-A1 

แตเนื่องจาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    ไมสามารถเปลี่ยนสีอินโดลเปนอินดิโก
ซึ่งมีสีฟา และไมสามารถออกซิไดสคะทีคอลซึ่งพบเปนสารมัธยันตชนิดหนึ่งในวิถีการยอยสลาย
แนพธาลีนใหเปน 2-ไฮดรอกซีมูโคนิค เซมิอัลดีไฮดซึ่งมีสีเหลือง จึงทําใหไมสามารถคนหายีนที่
เกี่ยวของในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยใชวิธีสรางหองสมุด DNA    การกอกลายพันธุดวย 
ทรานสโปซอน Tn5 จึงนาจะเปนวิธีที่เหมาะสมเพื่อใชในการหายีนดังกลาว 

ดังนั้นวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้คือ ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยใชวิธีคอนจูเกชันเพื่อใหไดทรานส
คอนจูแกนตจํานวนมาก    จากนั้นคัดเลือกสายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะ
ซีแนพธิลีนและเปรียบเทียบสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium 
สายพันธุกลายกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    และนําภาวะการคอนจูเกชันที่เหมาะสม
มาสราง Rhizobium ที่มียีน gfp เปนเครื่องหมาย โดยใชพลาสมิด pUT mini-Tn5::gusA-gfp21 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 
ทราบภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโป

ซอน Tn5 โดยใชวิธีคอนจูเกชัน เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาวิถีการยอยสลายสารอะ
ซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย สายพันธุกลายที่ไดสามารถนําไปศึกษาในระดับยีน และเพื่อสราง 
Rhizobium ที่มียีน gfp เปนเครื่องหมายเพื่อใชประโยชนในการติดตามการอยูรอดของ 
Rhizobium ในระบบการยอยสลายสาร PAHs จําลอง 
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บทที่ 2 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 
2.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1.  เครื่องนึง่อบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan. 
2. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 
3. เครื่องเขยาชนดิควบคุมอุณหภูม ิ(controlled environment incubator shaker) รุน G-27 ของ

บริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
4. เครื่องชั่ง รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
7. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูม ิ(refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan. 
9. ตูเขี่ยเชื้อ รุน BVT-124 ของบริษัท International Scientific Supply, USA. 
10. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
11. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch & 

Lomb, USA. 
12. เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต รุน FOTO/PREP I ของบริษัท  Fotodyne, USA. 
13. หลอดแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร  (ultraviolet lamp) รุน 

UVGL-15 ของบริษัท UVP, USA. 
14. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai, Japan. 
15. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 

chromatography, HPLC)  
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- ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-3A ของบริษทั Shimadzu, 
Japan. 

- คอลัมน (column): Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 6.4x150 มม. ของบริษัท 
Senshu Scientific, Japan.  

- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
- เครื่องบันทกึ (recorder) Chromatopac รุน C-R1A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
- กระบอกฉีดยาขนาดเลก็ (microsyringe) รุน MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA. 

16. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
17. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70 Oซ ของบริษัท Forma Scientific, 

USA. 
18. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 Oซ ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan. 
19. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ( agarose gel electrophoresis)  

-  Mini gel electrophoresis system Mupid-2 ของบริษัท Advance, Japaan. 
-  Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, USA. 

20. กลองจุลทรรศน (light microscope) รุนCHK ของบริษัท Olympus, Japan. 
21. เครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) รุน RK100 ของบริษัท Bandelin Sonorex, 

Germany. 
22. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10 P20 P100 P200 P1000 และ P5000 ของบริษัท 

Gilson, France. 
23. แผนอลูมิเนยีมทีแอลซ ี( TLC aluminium sheet) เคลือบดวยซิลิกาเจล 60 F254 ของบริษัท E. 

Merck, Germany. 
24. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC-

25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
25. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาดความกวางร ู0.20 ไมโครเมตร รุน DISMIC-13JP ของ

บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
26. แผนกรองไนโตรเซลลูโลส ขนาดความกวางรู 0.45 และ 0.22 ไมโครเมตร ของบริษัท 

Millipore, USA. 
27. แผนกรองชนดิ FH ขนาดความกวางร ู0.20 ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, 

Japan. 
28. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 



 23

29. ทีแอลซีแชมเบอร (TLC chamber) ของบริษัท Desaga Heidelberg, Germany. 
30. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene,USA. 
31. ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA. 
32. กระดาษโครมาโตกราฟ (chromatography paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
 
 
2.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
1. แนพธาลีน (naphthalene) ของบริษัท Sigma, USA. 
2. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene) ของบริษทั Kanto Chemical, Japan. 
3. อะซีแนพโธควโินน (acenaphthoquinone) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
4. กรดแนพธาลนี 1,8-ไดคารบอกซีลิก ( naphthalene 1,8-dicarboxylic acid) ของบริษัท 

Wako pure chemical industries, Japan. 
5. กรด 3,4-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (3,4-dihydroxybenzoic acid) หรือ กรดโปรโตคาทีคูอิก 

(protocatechuic acid n hydrate) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
6. กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (2,5-dihydroxybenzoic acid) หรือ กรดเจนทิสิก (gentisic 

acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
7. กรดพธาลกิ (phthalic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
8. คาทีคอล (catechol) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
9. อินโดล (indole) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
10. กรดซินนามิก (cinnamic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
11. กรดเบนโซอิก (benzoic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
12. กรดซาลิไซลิก (salicylic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
13. กรดซักซินิก (succinic acid) ของบริษัท May & Baker, England. 
14. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
15. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
16. วุนผง Bacto agar ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
17. วุนผง Noble agar ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
18. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
19. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 
20. แอมโมเนยีมไนเตรท (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 



 24

21. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4 • 12H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, 
France. 

22. โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, AUS. 
23. แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4 • 7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
24. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3  • 6H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
25. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2  • 2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
26. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
27. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 
28. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
29. ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
30. เมธานอล (CH3OH) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
31. เอธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
32. โทลูอีน (C6H5CH3) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
33. 1,4-ไดออกเซน (OCH2CH2OCH2CH2) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
34. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
35. อะซีโตน (CH3COCH3) ของบริษัท E Merck, Germany. 
36. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
37. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
38. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
39. น้ําตาลกลูโคส (glucose) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
40. น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
41. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany. 
42. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 

USA. 
43. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2 • 2H2O) ของบริษัท Sigma, 

USA. 
44. SDS (sodium lauryl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Jaoan. 
45. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท TCI-EP, 

Japan. 
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46. สารปฏิชีวนะ กานามยัซิน (kanamycin) แอมพิซิลลิน (ampicillin) พอลิมิกซิน (polymyxin) 
สเตรปโตมัยซนิ (streptomycin) คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenical) และเตตราซัยคลิน 
(tetracyclin) ของบริษัท Nacalia tesque, Japan. 

47. เรสทริกชันเอนไซม EcoRI, HindIII, SalI, BamHI, PstI,และ SacI ของบริษัท Promega, 
USA. 

48. Lambda DNA/HindIII marker ของบริษทั Promega, USA. 
49. ชุดสกัดพสาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
50. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit ของบริษัท Bio101, USA. 
51. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG high prime DNA labeling and detection 

starter kit I ของบริษัท Boehringer Mannheim, Germany. 
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2.3  แบคทีเรียและพลาสมิด 
 
 แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการทดลองดังรายชื่อในตารางที ่2.1 
 
ตารางที ่2.1  แบคทีเรียและพลาสมิด 
 

แบคทีเรีย ฟโนไทป/จีโนไทป เอกสารอางอิง 

Escherichia coli S17-1 
RecA, Tra (IncP), (RP4-2-Tc::Mu::Kmr::Tn7), 
Smr Simon และคณะ, 1983 

E. coli CC118 λpir 
∆(ara-leu), araD, ∆lacX74, galE, galK, 
phoA20, thi-1, rpsE, ropB, argE (Amr), recA1, 
λpir phage lysogen 

Herrero และคณะ, 1990 

E. coli S17-1 λpir 
RecA, Thi, pro, hsdR-M+ RP4:2-Tc:Mu:Km 
Tn7, λpir, Smr 

Herrero และคณะ, 1990 

Rhizobium sp. CU-A1 acenaphthylene and naphthalene degrader ศรัลยา แพงไตร, 2543 

พลาสมิด ฟโนไทป/จีโนไทป อางอิง 

 pSUP2021 Tra-, Mob+, Cmr, Tn5(Kmr), pBR325 replicon Simon และคณะ, 1983 

 pUT mini-Tn5 gusA-gfp21 gfp,Amr,Kmr Xi และคณะ, 1999 
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2.4  เลี้ยงและเก็บรักษาแบคทีเรีย 
 

2.4.1  เล้ียง Escherichia coli ทุกสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก3)    ใน
กรณีที่ตองเติมสารปฏิชีวนะ (ภาคผนวก ข5)     ใชความเขมขนดังตอไปนี้   กานามัยซิน (Km) 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   คลอแรมฟนิคอล (Cm) 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   แอมพิซิลลิน (Am) 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสเตรปโตมัยซิน (Sm) 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เมื่อทําเปน
อาหารแข็งเติมวุน (bacto agar 1.5%)    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง    เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง    
บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ 
 

2.4.2  เลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยอาหาร CFMM (ภาคผนวก ก1)    โดย
วางผลึกอะซีแนพธิลีนบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อผนึกดวยเทปกาวใหสนิท    บมที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเติมสารละลายอะซีแนพธิลีนในไดเมธิลซัลฟอกไซดใหไดความ
เขมขนสุดทาย 0.6 กรัมตอลิตร (ภาคผนวก ข1)    และเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 3-4 วัน 

 
2.4.3  เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยง E. coli ทุกสายพันธุและ Rhizobium sp. สายพันธุ 

CU-A1    โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 2.4.1 และ 2.4.2 ตามลําดับ    นํามาผสมกับ
กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข4)    ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอล 3:7 บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อ
แชแข็ง    เก็บที่อุณหภูมิ –20 Oซ เปนเวลา 6 เดือนหรือ –70 Oซ เปนเวลา 12 เดือน 

 
2.5  เตรียมหัวเชื้อ Escherichia coli ทุกสายพันธุและ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 

2.5.1  เตรียมหัวเชื้อ E. coli ทุกสายพันธุไดโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็ง LB    เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB   ที่เติมสารปฏิชีวนะตามสายพันธุและชนิดของพ
ลาสมิด    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ     เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 
16-18 ชั่วโมง 
 

2.5.2  เตรียมหัวเชื้อ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 
หรือ LB ไดโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM    ถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
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เหลว CFMM ที่เติมกรดซักซินิกความเขมขนสุดทาย 0.5 กรัมตอลิตรหรืออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ    เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
 
2.6  ศึกษาสมบัติที่จําเปนของเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด 
pSUS2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน 
Tn5 
 

2.6.1  ทดสอบสมบัติในการตานสารปฏิชีวนะของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด 
pSUS2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    เตรียมหัวเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
ตามขอ 2.5    ใชหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตรปลูกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ แอมพิซิลลิน คลอแรมเฟนิคอล กานามัยซิน พอลิมิกซิน สเตรปโตมัย
ซินหรือเตตราซัยคลิน    ความเขมขน 0, 5, 10, 20, 25, 50 หรือ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    บม
เชื้อตามวิธีในขอ 2.4    เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง     สังเกตการเจริญเทียบกับหลอดควบคุม 

 
2.6.2  ทดสอบการใชสารประกอบอะโรมาติกในการเจริญเตรียมหัวเชื้อ E. coli สายพันธุ 

S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUS2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM หรือ LB ตามขอ 2.5    ใชหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตรปลูกลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร    ที่เติมสารประกอบอะโรมาติกไดแก กรดโปรโตคาทีคูอิก กรดเจนทิสิก กรด
ซาลิไซลิก กรดซินนามิก กรดพธาลิก 3-เมธิลคะทีคอลหรือคะทีคอล (ภาคผนวก ข2)    ใหมีความ
เขมขนสุดทายหลอดละ 0.5 กรัมตอลิตร    บมเชื้อตามวิธีในขอ 2.4 เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกต
การเจริญเทียบกับหลอดควบคุม 

 
2.6.3  ศึกษารูปแบบการเจริญของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUS2021 

และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเหลว 2YT (ภาคผนวก ก5)    เตรียมหัวเชื้อ E. 
coli และ Rhizobium ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ตามขอ 2.5    เติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว 2YT 
จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เทากับ 0.1 สําหรับ E. coli จะ
เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน   บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ และ Rhizobium บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที    ติดตามรูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียโดยวัด
คา OD600 และเก็บตัวอยางทุก 30 นาที    เพื่อนับจํานวนเซลลดวยวิธี viable plate count โดยนํา
เชื้อมาเจือจางดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85% (ภาคผนวก ข3)    ใหมีความเขมขนที่
เหมาะสมจากนั้นนํามาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB    โดย E. coli จะเติมสารปฏิชีวนะกานา
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มัยซิน บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง     สวน Rhizobium บมเชื้อที่อุณหภูมิ    30 O

ซ เปนเวลา 3 วัน 
 
2.7  หาภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโป
ซอน Tn5 โดยคอนจูเกชันกับ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUS2021 
 

เล้ียง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด 
pSUP2021 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ตามวิธีขอ 2.5    เติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว 2YT จนได
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เทากับ 0.1    สําหรับ E. coli จะเติม
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ    และ Rhizobium บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที    จนการเจริญถึงชวงตนของระยะทวีคูณ (early 
exponential phase) โดยอางอิงตามคา OD600 ที่วัดไดจากขอ 2.6.3    ปนแยกเซลลแบคทีเรียดวย
เครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    ลางเซลล
แบคทีเรียสองครั้งดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85%    แขวนลอยเซลลดวยสารละลาย
เดิมใหไดคา OD600 เทากับ 1.0     จากนั้นนําเซลลของ E. coli ซึ่งเปนเซลลผูใหและ Rhizobium 
ซึ่งเปนเซลลผูรับมาผสมใหเขากัน ในอัตราสวน  1:1  1:2 หรือ 2:1    ปนเก็บเซลลแบคทีเรียดวย
เครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    ดูดสวนน้ําใส
ออกดวยไมโครปเปตใหเหลือสวนน้ําใสประมาณ 20 ไมโครลิตรเพื่อแขวนลอยเซลล    จากนั้น      
ปเปตลงบนเยื่อกรองไนโตรเซลลูโลสขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร (ภาคผนวก ข28)    ซึ่งวางอยู
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ตามวิธีคอนจูเกชันของ Selvaraj และ Iyer (1983)    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 Oซ แปรผันเวลาบมเปน 6  12  18 และ 24 ชั่วโมง    เพื่อหาอัตราสวนและระยะเวลาคอนจูเก
ชันที่ใหประสิทธิภาพของทรานสโพสิชัน (transposition efficiency) สูงสุดตอเซลลผูให    เมื่อบม
เซลลครบระยะเวลาที่กําหนด    ใชปากคีบปลอดเชื้อคีบเยื่อกรองที่บมเชื้อไวมาบรรจุลงในหลอดไม
โครฟวจ    ชะเซลลออกจากเยื่อกรองดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85% ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร     จะไดเซลลแขวนลอยเขมขนนํามาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM สองชนิดไดแก 

 
 ก. ใชเซลลแขวนลอยเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลิตร    เกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่มี
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน รวมกับสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมตามขอ 2.6.1     หรือมีแหลงคารบอนที่
เหมาะสมตามขอ 2.6.2    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 4 วัน    เพื่อคัดแยก Rhizobium 
ทรานสคอนจูแกนท 
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 ข. เจือจางเซลลจนไดความเขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 
0.85%     แลวนํามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่เติมแหลงคารบอนที่เหมาะสมตามขอ 2.6.2 
หรือสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมตามขอ 2.6.1    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 4 วัน    เพื่อนับ
จํานวน Rhizobium ทั้งหมดที่ใชในการคอนจูเกชัน 
 

คํานวณคาประสิทธิภาพของการทรานสโพสจากอัตราสวนจํานวน Rhizobium ทรานส
คอนจูแกนท ตอจํานวน Rhizobium ทั้งหมดที่ใชในการคอนจูเกชัน 
 
2.8  คัดแยก Rhizobium สายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 
 เก็บโคโลนีเดี่ยวของทรานสคอนจูแกนทที่ขึ้นบนอาหารแข็งขอ 2.7 ก. มาขีดบนอาหาร
ดังตอไปนี้ 
 

ก.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ซึ่งเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินรวมกับสารปฏิชีวนะที่
เหมาะสมตามขอ 2.6.1    หรือมีแหลงคารบอนที่เหมาะสมตามขอ 2.6.2 เพื่อเปน master plate  

 
ข.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ซึ่งเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินและวางผลึกอะซีแนพธิลี

นบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ    ผนึกรอบจานอาหารใหสนิทดวยเทปกาว 
 
บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ    สังเกตการเจริญของเชื้อบนจานอาหารขอ ข.    และแยกโคโลนี

ที่ไมเจริญหรือมีลักษณะการเจริญตางไปจากสายพันธุเดิม    โดยนําโคโลนีบน master plate (ขอ 
ก.)    ที่มีหมายเลขตรงกับโคโลนีที่ไมเจริญหรือมีลักษณะการเจริญตางไปจากสายพันธุเดิมบน
จานอาหารขอ ข.    มาทําใหบริสุทธิ์โดยเขี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ซึ่งเตรียมไดแบบ
เดียวกันกับขอ 2.7 ข.    เล้ียงและเก็บรักษา Rhizobium สายพันธุกลายที่คัดแยกไดโดยใชอาหาร
ชนิดเดียวกันและใชวิธีเลี้ยงและเก็บรักษาดังที่ไดอธิบายในขอ 2.4 
 
2.9  ตรวจยืนยันการแทรกสอดแบบสุมของทรานสโปซอน Tn5 บนโครโมโซมของ 
Rhizobium สายพันธุกลายโดยวิธีเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน (southern hybridization) 
 

2.9.1  สกัดดีเอ็นเอของ Rhizobium  
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สกัดโครโมโซมของ Rhizobium ทรานสคอนจูแกนท (โคลนที่ดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัย
ซินแตสามารถยอยสลายสารอะซีแนพธิลีนไดตามปกติ)   Rhizobium สายพันธุกลายและ 
Rhizobium sp.สายพันธุ CU-A1 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1989)    โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ    บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 
รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง    โดย Rhizobium สายพันธุกลายและทรานสคอนจูแกนทจะ
เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    ใชเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร
บรรจุในหลอดไมโครฟวจปนแยกเซลลออกดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง    แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข18) ปริมาตร 
567 ไมโครลิตร    เติมสารละลาย SDS เขมขน 10 % (ภาคผนวก ข10) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
กลับหลอดเบาๆ จนเห็นสารเริ่มหนืดและใสขึ้น    เติมสารละลายโปรตีเนสเคเขมขน 20 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด    นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง กลับหลอดเบาๆ ทุก 10 นาที    แลวเติมสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 
5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด    จากนั้นเติมสารละลาย 
CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข19) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด     นําไป
บมที่อุณหภูมิ 65 Oซ เปนเวลา 10 นาที    จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข20) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร เขยาจนสารละลายมีสีเหลืองขุน    นําไป
ปนเหวี่ยงใหแยกชั้นดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 
นาที    ถายสวนน้ําใสชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจอันใหม    เติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข21) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เขยาจนสารละลายมีสีขาวขุน    นําไปปน
เหวี่ยงใหแยกชั้นดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 
นาที    ถายสวนน้ําใสชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจอันใหม    เติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทา
ของสวนน้ําใสที่ได ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด    ในขั้นนี้อาจเห็นตะกอนสีขาว นําไปปน
เหวี่ยงใหตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 
5 นาที    นําตะกอนที่ไดมาลางดวยสารละลายเอธานอล 70 % ที่เย็นจัด 2 คร้ัง     ระเหยเอธานอล
ใหแหงที่อุณหภูมิหอง    แขวนลอยตะกอนที่ไดดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร    เติม
สารละลาย RNase เขมขน10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร    เพื่อกําจัดอารเอ็นเอ 
เก็บที่อุณหภูมิ 4  Oซ 
 

2.9.2  สกัดพลาสมิด pSUP2021  
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สกัดพลาสมิด pSUP2021 ปริมาณนอยดวยชุดแยกพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep 
Kit (Qaigen, Germany) (ภาคผนวก ข7) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต    โดยเลี้ยง E. coli สาย
พันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่มีสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน    บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-
18 ชั่วโมง    ปนเก็บเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดไมโครฟวจ    ดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร P1 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร    จากนั้นเติมสารละลาย P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับ
หลอด จนเห็นสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในเวลาไมเกิน 5 นาที    จากนั้นเติมสารละลาย 
N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจนเกิดตะกอนขาว    นําไปปนเหวี่ยงใหตกตะกอนดวย
เครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที    แยกสวนน้ําใส
ใสลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสกนคอลัมนทิ้ง    เติมสารละลาย PB ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสกนคอลัมนทิ้ง     เติมสารละลาย PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร นําไป
ปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที    เทสวนน้ําใสกน
คอลัมนทิ้งกอนปนเหวี่ยงที่ความเร็วเดิมซํ้าอีกครั้ง    ยายคลอลัมนชั้นในที่มีแผนกรองจับพลาสมิด
มาสวมกับหลอดไมโครฟวจ    เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ลงบน
แผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที    นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที จะไดสารละลายพลาสมิด เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
2.9.3  วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
โดยนําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 

260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280)    คํานวณคา A260 ตอ A280 ถาอัตราสวนที่ไดมีคานอย
กวา 1.8    แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง    ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 
 
 คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 
  ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor 
 

2.9.4  ตัดดีเอ็นเอแบบสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม  
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ตัดดีเอ็นเอแบบสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ (Promega, USA) โดยใชสวนผสม

ปฏิกิริยาดังตอไปนี้ 
ดีเอ็นเอ   0.5-10 ไมโครกรัม 
10X บัฟเฟอร  1/10 ของปริมาตรทั้งหมด 
เรหทริกชันเอนไซม 3-5 ยูนิตตอไมโครกรัมของดีเอ็นเอ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ เติมจนถึงปริมาตรที่ตองการ 
 
ผสมใหเขากัน บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง 

 
2.9.5  แยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  
 
เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.0 % ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข26)    เทลงใน

แบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยู    ระวังอยาใหมีฟองอากาศ    ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 20 
นาที    วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ใหทวมเหนืออะกาโรสเจล 2-3 
ม ิลลิเมตร    ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (ภาคผนวก ข25) หยอดลงในชองวิ่ง    โดยชอง
วิ่งแรกและชองวิ่งสุดทายจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานคือ ดีเอ็นเอของไวรัสแลมดาที่ตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซม HindIII (λDNA/HindIII marker) ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 3 ไมโครลิตร    
จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักยดังนี้    ชุดทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสรุน 
Mupid-2 ใชความตางศักย 100 โวลตและชุดทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสรุน Mini sub-cell 
GT ใชความตางศักย 75 โวลต    จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลู เคลื่อนที่มาเกือบถึง
ขอบอะกาโรสเจลอีกดาน    ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข27) เปนเวลา 10 นาที    ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 
 

2.9.6  เตรียมชิ้นสวนของทรานสโปซอนTn5 
 
ตัดพลาสมิด pSUP2021 ที่สกัดไดในขอ 2.9.2 ประมาณ 10 ไมโครกรัม ดวยเรสทริกชัน

เอนไซม HindIII ตามวิธีในขอ 2.9.4    จากนั้นนําไปทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส    ยอมอะกา
โรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE เปนเวลา 10 นาที    ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ดวยแสงอัลตราไวโอเลต    ตัดอะกาโรสเจลตรงตําแหนงชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 3.4 กิโลเบสซึ่งเปน
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ชิ้นสวนของทรานสโปซอน Tn5 ออกจากอะกาโรสเจลใหมีขนาดเล็กที่สุด    ชั่งน้ําหนักชิ้นอะกาโรส
เจลใสไวในหลอดไมโครฟวจ  

 
แยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II 

Kit (ภาคผนวก ข8) (Bio-101, USA) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้    เติมสารละลายโซเดียม
ไอโอไดดปริมาตร 3 เทาของชิ้นอะกาโรสเจล    บมที่อุณหภูมิ 45-55 Oซ จนอะกาโรสเจลละลาย
หมด    เติมสารละลาย glass milk ปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงไป บมที่อุณหภูมิหอง 5 นาที โดย
เขยาทุก 1 นาทีให glass milk กระจาย    นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้ําทิ้ง    ลางตะกอนดวยสารละลาย new wash 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 3 คร้ัง    จากนั้นนําไประเหยเอธานอลออกดวยเครื่องระเหยแหงแบบ     
สูญญากาศ    เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตรเพื่อแขวนลอยชิ้นดีเอ็นเอ    ปน
ตกตะกอน glass milk ดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที    ดูด
สวนน้ําใสซึ่งมีชิ้นสวนของทรานสโปซอนTn5 ละลายอยูเก็บในหลอดไมโครฟวจอันใหม   เก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ –20 Oซ 
 

2.9.7  ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ดวย DIG-Oxygenin โดยวิธี random 
labeling 

 
ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5    โดยใชชุดติดฉลากและติดตามตําแหนง    

ดีเอ็นเอ DIG high prime DNA labeling and detection starter kit I (Boehringer Mannheim, 
Germany) (ภาคผนวก ข15) ตามวิธีของผูผลิต    ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 2.9.6 
ปริมาตร 16 ไมโครลิตร    ใสหลอดไมโครฟวจนํามาตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาทีแลวแชในน้ํา
ผสมน้ําแข็งทันที    เติมสารละลาย DIG-High Prime (หลอดหมายเลข 1) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 
ผสมเบาๆ ใหเขากัน    บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง    หยุดปฏิกิริยาโดยแชใน
น้ําอุน 65 Oซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเก็บรักษาที่อุณหภูมิ –20 Oซ 
 
 ประมาณปริมาณดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 โดยเจือจางดีเอ็นเอปริมาตร 1 
ไมโครลิตร ใน DNA dilution buffer (หลอดหมายเลข 3) ปริมาตร 39 ไมโครลิตร    แลวเจือจาง
ตอไปตามตารางที่ 2.2 
 
 



 35

ตารางที่ 2.2  วิธีเจือจางสารละลายดีเอ็นเอสําหรับหาปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากแลว 
 

ครั้งที่เจือจาง ปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ
ตอ DNA dilution buffer 

1.  1 : 3  10 µl/23 µl   (A) 
2.  1 : 10 5 µl/45 µl     (B) 
3.  A เจือจาง 1 : 10  5 µl/45 µl     (C) 
4.  B เจือจาง 1 : 10 5 µl/45 µl     (D) 
5.  C เจือจาง 1 : 10 5 µl/45 µl     (E) 

 
 นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางแลวในหลอด A ถึง D มาอยางละ 1 ไมโครลิตร   หยดลง
บน DIG quantification teststrip (หลอดหมายเลข 7) ทิ้งใหแหง 2 นาที    แลวนําไปจุมใน
สารละลายตอไปนี้ดังขั้นตอนในตารางที่ 2.3 ควบคูกับดีเอ็นเอมาตรฐาน DIG control teststrip 
(หลอดหมายเลข 8) 
 
ตารางที 2.3  ขั้นตอนการทดลองสําหรับหาปริมาณดีเอ็นเอติดตาม 
 

หลอดที ่ สารละลาย เวลา (นาท)ี 
1 Buffer 2 blocking solution 2 
2 Antibody solution (1 : 20,000 ใน buffer 2) 3 
1 Buffer 2 blocking solution 1 
3 Buffer 1 1 
4 Buffer 3 1 
5 Color-substrate solution 5-30 

 
 บมแถบทดสอบดีเอ็นเอในหลอดที่ 5 ในที่มืดจนเกิดจุดสีมวงน้ําเงินแตไมควรบมเกิน 30 
นาที    เมื่อจุดสีบนแถบทดสอบดีเอ็นเอเกิดขึ้นจนชัดเจนทุกจุดแลวใหนําแถบทดสอบดีเอ็นเอมา
ลางดวยน้ํากลั่น    ซับใหแหงดวยกระดาษกรอง    เทียบสีที่ไดกับแถบทดสอบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
โดยปริมาณดีเอ็นเอบนแถบดีเอ็นเอมาตรฐานมีคาโดยประมาณดังนี้ 300,  100,  30,  10 และ  3 
พิโคกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ 

2.9.8  เตรียมอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium สําหรับไฮบริไดเซชัน 
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โดยใชดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่สกัดไดจากขอ 2.9.1 ปริมาณ 10 ไมโครกรัม    มาตัด

ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI ตามวิธีในขอ 2.9.4    ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสดวยชุด
ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสรุน Mini sub-cell GT ตามวิธีในขอ 2.9.5    โดยชองวิ่งแรกและ
ชองวิ่งสุดทายเปนดีเอ็นเอมาตรฐาน (λDNA/HindIII marker)    ชองวิ่งที่ 2 และชองวิ่งรองสุดทาย
เปนพลาสมิด pSUP2021 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนเซม HindIII    ชองวิ่งที่ 4 เปนดีเอ็นเอของ 
Rhizobium สายพันธุ CU-A1    ชองวิ่งที่เหลือเปนดีเอ็นเอของสายพันธุกลายและทรานสคอนจู
แกนทตามลําดับ    ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE    ตรวจดู
แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตและถายรูปชิ้นอะกาโรสเจล 

 
นําชิ้นอะกาโรสเจลมาดีเนเจอรสายดีเอ็นเอโดยแชในกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล 

เขยาเบาๆ เปนเวลา 10 นาที    ลางดวยน้ําปลอดประจุ    แลวแชใน denaturation buffer 
(ภาคผนวก ข11) เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที ทํา 2 คร้ัง    ลางดวยน้ําปลอดประจุ    จากนั้นแช
ใน neutralization buffer (ภาคผนวก ข12) เปนเวลา 15 นาที เขยาเบาๆ ทํา 2 คร้ัง    ลางดวยน้ํา
ปลอดประจุ    จะไดอะกาโรสเจลที่พรอมสําหรับไฮบริไดเซชัน 
 

2.9.9  ยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน (Southern-Transfer) 
 

วัดขนาดของชิ้นอะกาโรสเจลที่เตรียมไดจากขอ 2.9.8 กําหนดความกวางเทากับคา A 
และความยาวของอะกาโรสเจลเทากับคา B    จากนั้นตัดไนลอนเมมเบรนขนาด AXB 4 แผน 
กระดาษกรองขนาด AX3B 1 แผน   และขนาด AX2B 3 แผน    ทําการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรส
เจลไปยังไนลอนเมมเบรนดังแสดงในรูปที่ 2.1    โดยวางกระดาษกรองขนาด AX3B ที่ชุม
สารละลาย 20XSSC (ภาคผนวก ข9) พาดบนแผนกระจกที่วางขวางอยูบนกลองพลาสติกซึ่งบรรจุ
สารละลาย 20XSSC ใหปลายกระดาษกรองทั้งสองดานแชในสารละลาย    วางกระดาษกรอง
ขนาด AXB ซอนลงไปในแนวเดียวกัน    จากนั้นวางแผนอะกาโรสเจลที่เตรียมไดจากขอ 2.9.8 ลง
ไปโดยคว่ําหนาลง    วางไนลอนเมมเบรนที่ชุมดวย 20XSSC ซอนบนชิ้นอะกาโรสเจล    ระวังอยา
ใหมีฟองอากาศ    วางกระดาษกรองขนาด AXB ทับลงไปอีก 3 ชั้น    จากนั้นวางกระดาษทิชชู
ขนาด AXB หนาประมาณ 4-5 นิ้วลงไป เสร็จแลวกดทับดวยน้ําหนักประมาณ 0.5 กิโลกรัม  
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รูปที่ 2.1  แผนภาพแสดงวิธียายดีเอ็นเอโดยหลักการ capillary transfer จากอะกาโรสเจล
ไปยังแผนไนลอนเมมเบรน  
 

ควรระวังไมใหกระดาษทิชชูสัมผัสกับอะกาโรสเจลหรือกระดาษกรองที่รองใตแผนอะกา
โรสเจล    และเติมสารละลาย 20XSSC ใหทวมปลายกระดาษกรองทั้งสองดานเสมอ    ตั้งไวเปน
เวลา 16-18 ชั่วโมง   จากนั้นนําไนลอนเมมเบรนออกมาตัดมุมดานซายบน (มุมติดกับชองวิ่ง
สุดทาย) เพื่อเปนเครื่องหมาย    แลวแชไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอติดอยูในสารละลาย 2XSSC 
เปนเวลา 15 นาที    ซับใหแหงสนิทดวยกระดาษกรองขนาด AX2B    จากนั้นตรึงดีเอ็นเอใหติด
แนนกับเมมเบรนดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตรเปนเวลา 3 นาที    เก็บ
รักษาไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอติดอยูในถุงพลาสติก    โดยหอดวยกระดาษกรองขนาด AX2B ไว
ในที่แหงและเย็น 
 

2.9.10  ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ดีเอ็นเอของ Rhizobium  
 
ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอมาใสใน

ถุงพลาสติกสําหรับไฮบริไดเซชันและผนึกดานขางใหสนิทดวยความรอนดังรูปที่ 2.2    เติม 
hybridization buffer (ภาคผนวก ข15) ที่มีอุณหภูมิ 68 Oซ ปริมาตร 20 มิลลิลิตรลงไป (สําหรับ
ไนลอนเมมเบรนขนาดไมเกิน 100 ตร.ซม.)    ไลฟองอากาศออกใหหมด    แลวผนึกปดใหสนิท 
นําไปบมในอางน้ําอุณหภูมิ 68 Oซ เขยาเบาๆ เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง 

 
 
 

สารละลาย 20XSSC 

กระดาษกรอง 
อะกาโรสเจล 

กระดาษทิชชู 

 น้ําหนัก 

แผนกระจก 

ไนลอนเมมเบรน 
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รูปที่ 2.2  ลักษณะการผนึกถุงพลาสติกสําหรับทําไฮบริไดเซชัน 
 

เตรียมสารละลายดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 สําหรับไฮบริไดเซชัน    โดยเติมดี
เอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ในสารละลาย hybridization buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ใหมี
ความเขมขน 5-25 นาโนกรัมตอสารละลาย hybridization buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร)    ที่บรรจุ
ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว    นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที    ทิ้งใหเย็นลงจนไดอุณหภูมิ 
68 Oซ 

 
ยายไนลอนเมมเบรนที่ผานการพรีไฮบริไดเซชันแลวใสลงในถุงพลาสติกสําหรับไฮบริไดซ

ใบใหมและผนึกดานขางใหสนิทดวยความรอนดังรูปที่ 2.2    จากนั้นเติมสารละลายดีเอ็นเอ
ติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่เตรียมไวขางตนลงไป    ไลฟองอากาศออกใหหมดแลวผนึกปดให
สนิท 3 คร้ัง    นําไปบมในอางน้ําอุณหภูมิ 68 Oซ เขยาเบาๆ เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง (สารละลายดี
เอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ใชแลวนํากลับมาใชไดอีกโดยเก็บรักษาในหลอดพลาสติกฝา
เกลียวที่อุณหภูมิ –20 Oซ    เมื่อนํามาใชคร้ังตอไปใหเติมดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 เพิ่ม
อีก 2 ไมโครลิตร) 

 
 เมื่อไฮบริไดเซชันสมบูรณแลวนําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอติดตามทรานสโป
ซอน Tn5 ที่จับกับดีเอ็นเอหรือไนลอนเมมเบรนอยางไมจําเพาะดวยสารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
(ภาคผนวก ข15) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิหอง    โดยใสในกลองพลาสติกและเขยาเบาๆ 
เปนเวลา 15 นาที 2 คร้ัง    และลางอีก 2 คร้ังดวยสารละลาย 0.1XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก 
ข16) ที่มีอุณหภูมิ 68 Oซ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาเบาๆที่อุณหภูมิ 68 Oซ คร้ังละ 15 นาที 

 
2.9.11  ตรวจหาตําแหนงของทรานสโปซอน Tn 5 โดยวิธีทําใหเกิดสีดวยสาร NBT/BCIP 

 

 แนวผนึก 

   ถุงไฮบริไดซ 
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ตรวจหาตําแหนงของทรานสโปซอน Tn 5    โดยวิธีทําใหเกิดสีดวยสาร NBT/BCIP (ทุก
ขั้นตอนทําที่อุณหภูมิหอง)    โดยนําไนลอนเมมเบรนที่ไดในขอ 2.9.10 มาลางดวยบัฟเฟอร 1 
(ภาคผนวก ข15) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในกลองพลาสติกเขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที    จากนั้นแช
ในบัฟเฟอร 2 (ภาคผนวก ข16) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที    แลวแชใน
สารละลาย Anti-DIG-AP conjugate ซึ่งเตรียมไดโดยเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร ในบัฟเฟอร 2 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที    จากนั้นลาง 
Anti-DIG-AP conjugate ที่มากเกินไปออกดวยบัฟเฟอร 1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 2 คร้ังเขยา
เบาๆ คร้ังละ 15 นาที    และนําไปแชในบัฟเฟอร 3 (ภาคผนวก ข17) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยา
เบาๆ 5 นาที    จากนั้นนําไปใสถุงพลาสติกสําหรับไฮบริไดซที่ผนึกดานขางดังรูปที่ 2.2 เท
สารละลาย NBT/BCIP ซึ่งเตรียมไดโดยเจือจาง NBT/BCIP ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในบัฟเฟอร 
3 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร    ผนึกถุงใหสนิท    นําไปวางบมในที่มืดเปนเวลา 1-16 ชั่วโมง   จะเกิด
แถบสีมวงน้ําเงินซึ่งแสดงตําแหนงของทรานสโปซอน Tn 5    เมื่อเห็นแถบสีชัดเจนแลวลางไนลอน
เมมเบรนดวยน้ําปลอดประจุ 10 นาที    ซับใหแหงสนิทดวยกระดาษกรอง    เก็บรักษาใน
ถุงพลาสติก โดยหอดวยกระดาษกรองขนาด AX2B ไวในที่แหงและเย็น 
 
2.10  เปรียบเทียบรูปแบบการเจริญและสารมัธยันตที่สะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อของสายพันธุ
กลายที่คัดแยกไดกับสายพันธุเดิม เมื่อเลี้ยงดวยอะซีแนพธิลีน แนพธาลีน และอนุพันธ
ของอะซีแนพธิลีน 
 

เตรียมหัวเชื้อของ Rhizobium สายพันธุกลายโดยเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแหลง
คารบอนที่ไดจากขอ 2.6.2 และเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เขยาบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง    ปนแยกเซลลแบคทีเรียดวยเครื่อง
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    ลางเซลลแบคทีเรีย
สองครั้งดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85%   เติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใหไดคา OD600 เทากับ 0.1 และ 1.0    โดยมีสาร PAHs (ภาคผนวก ข1) 
เขมขนดังนี้เปนแหลงคารบอน    อะซีแนพธิลีน 0.6 กรัมตอลิตร    อะซีแนพโธควิโนน 0.5 กรัมตอ
ลิตร กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซีลิก 0.5 กรัมตอลิตรหรือแนพธาลีน 0.5 กรัมตอลิตร    แบง
การทดลองเปน 3 ชุด    ชุดที่ 1 หลอดที่ปลูกเชื้อดวยคา OD600 เทากับ 0.1 สําหรับศึกษารูปแบบ
การเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุกลายเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิม    โดยวิธี viable plate 
count บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB    เก็บตัวอยางทุก 2 วันเปนเวลา 8 วัน    ชุดที่ 2 หลอดที่ปลูก
เชื้อดวยคา OD600 เทากับ 1.0    และชุดที่ 3 ชุดควบคุมเปนหลอดที่ไมเติมเชื้อเพื่อติดตามการ  
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ออกซิไดสของสาร PAHs    ซึ่งเกิดจากปจจัยทางกายภาพ    ชุดที่ 2 และ 3 สําหรับสกัดวิเคราะห
สารมัธยันต   ผนึกปากหลอดทดลองทุกชุดใหสนิทดวยพาราฟลมเพื่อลดการระเหิดของสาร PAHs 
เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 8 วัน    โดยบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที 

 
2.11  สกัดและวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน แนพธาลีน 
และอนุพันธของอะซีแนพธิลีน 
 

2.11.1  สกัดสารมัธยันตตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1992) ดังนี้  
 

นําอาหารเหลวมาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0-3.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน    จากนั้นเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อ    ผสมใหเขากันดวยเครื่องปน
ผสม ปนดวยความเร็วสูงเปนเวลา 2 นาที    ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น    แยกสวนเอธิลอะซีเตทเก็บไว    
จากนั้นสกัดซ้ําดวยเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อตามวิธีเดิมอีก 2 คร้ัง   รวมสวน
เอธิลอะซีเตททั้งหมดมาเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัดน้ําที่ปนมาดวย    จากนั้นแยก
สวนเอธิลอะซีเตทไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนสารมัธ
ยันตที่แหงสนิท     เติมเมธานอลปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงไปละลายผงสารมัธยันตในขวดลด
ปริมาตร    นํามากรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกวาง 0.2 ไมโครเมตร    ใสใน
หลอดแกวขนาดเล็ก เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 Oซ จนกวาจะนําไปวิเคราะหดวยวิธี TLC 

 
2.11.2  วิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน แนพธาลีน และ

อนุพันธของอะซีแนพธิลีนดวยวิธี Thin Layer Chromatography 
 
นําสารสกัดที่ละลายในเมธานอล ปริมาตร 3 ไมโครลิตรมาจุดบนแผน TLC ขนาดกวาง 

8x8 ซม.    โดยใชระบบตัวทําละลายเปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ใน
อัตราสวน 90:25:4 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร)    ตรวจหาสารมัธยันตภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร 
 
2.12  สราง E. coli สายพันธุ S17-1λpir ที่มีพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 ดวยวิธี
อีเลคโทรทรานสฟอรเมชัน 
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2.12.1  สกัดพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 จาก E. coli สายพันธุ CC118 λpir 
โดยวิธี alkaline lysis with SDS ของ Sambrook และคณะ (2001)    โดยเลี้ยง E. coli ในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ บน
เครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง    ปนเก็บเซลลดวยหลอด    
ไมโครฟวจหลอดละ 5 มิลลิลิตร โดยใชเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    เติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข22) ที่เย็นปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
แขวนลอยเซลลใหกระจายแลวแชในอางน้ําแข็ง    ใสสารละลาย II (ภาคผนวก ข23) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดจนเห็นสารละลายเริ่มใสและหนืดขึ้น    จากนั้นเติม
สารละลาย III (ภาคผนวก ข24) ที่เย็นจัดปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับ
หลอด แชในอางน้ําแข็ง 3-5 นาที    นําไปปนตกตะกอนใชเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 15 นาที    ถายสวนน้ําใสใสหลอดใหม    ระวังอยาใหตะกอนสี
ขาวติดมา    เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ปริมาตร 1 เทาของสวนน้ํา
ใส    ผสมใหเขากันแลวนําไปปนใหแยกชั้นดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที    ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจใหม    เติมเอธานอล
เย็นจัดปริมาตร 2 เทาของสวนน้ําใส นําไปแชในตูเย็น –20 Oซ เปนเวลา 60 นาทีหรือ –70 Oซ เปน
เวลา 30 นาที    ตกตะกอนพลาสมิดโดยปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 Oซ 
เปนเวลา 15 นาที    ลางตะกอนดวยเอธานอลเขมขน 70% ที่เย็นจัด 2 คร้ังและระเหยเอธานอลให
แหง    ละลายพลาสมิดดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร    ทําพลาสมิดใหเขมขนขึ้น
โดยรวมพลาสมิดที่สกัดไดจากทั้งหมดเขาดวยกัน เติมบัฟเฟอร TE ใหไดปริมาตร 400 ไมโครลิตร    
เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
แลวนําไปปนใหแยกชั้นดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 15 นาที    ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจอันใหม    เติมสารละลายโซเดียมอะซิ
เตทเขมขน 3 โมลารปริมาตร 0.1 เทาของสวนน้ําใสผสมใหเขากัน    จากนั้นเติมเอธานอลเย็นจัด
ปริมาตร 2 เทาของสารละลายผสมใหเขากัน    นําไปแชในตูแชแข็ง –20 Oซ เปนเวลา 60 นาทีหรือ 
–70 Oซ เปนเวลา 30 นาที    ตกตะกอนพลาสมิดโดยปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 15 นาที    ลางตะกอนดวยเอธานอลเขมขน 70% ที่เย็นจัด 2 คร้ังและ
ระเหยเอธานอลใหแหง    ละลายพลาสมิดดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บรักษาที่ –
20 Oซ 
 

2.12.2  เตรียมคอมพีเทนตเซลลของ E. coli สายพันธุ S17-1 λpir โดยเลี้ยง E. coli สาย
พันธุ S17-1 λpir ตามวิธีการเตรียมหัวเชื้อในขอ 2.5.1    เติมหัวเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
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ปริมาตร 30 มิลลิลิตรใหไดคา OD600 เทากับ 0.1    เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที บมเชื้อที่อุณหภูมิ 28 Oซ จนการเจริญถึงชวงกลางของระยะทวีคูณ (mid log phase)    โดย
อางอิงตามคา OD600 ที่วัดไดจากขอ 2.6.3    ถายเซลลลงในหลอดเซนตริฟวจขนาด 50 มิลลิลิตร    
ปนแยกเซลลแบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปน
เวลา 10 นาที    ลางเซลลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง    แขวนลอยเซลลในสารละลายกลีเซอรอล
ปลอดเชื้อเขมขน 10 %    และปนตกตะกอนเซลลที่สภาวะเดิมอีกครั้งจากนั้นแขวนลอยเซลลดวย
สารละลายเดิมอีกครั้งใหมีเซลลเขมขนประมาณ 3x1010    เซลลตอมิลลิลิตรแบงเก็บในหลอด    
ไมโครฟวจหลอดละ 40 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ –70 Oซ ได 1 เดือน 
 
  2.12.3  ทรานสฟอรมพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 สู E. coli สายพันธุ S17-
1λpir โดยวิธีอิเลคโตรทรานสฟอรเมชัน    โดยเติมพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 ที่เตรียม
ไดจากขอ 2.12.1 ประมาณ 400 นาโนกรัม    ลงในเซลล E. coli สายพันธุ S17-1λpir เย็นจัด
ปริมาตร 40 ไมโครลิตรที่เตรียมไดจากขอ 2.12.2    ผสมเบาๆ แลวแชน้ําแข็งไว 1 นาที    จากนั้น
บรรจุเซลลลงใน electroporation cuvett ขนาดชองวางระหวางอีเลคโทรด 2 มม. ที่เย็นจัด แลวแช
น้ําแข็งไว 1 นาที    เช็ดดานนอกของ cuvett ใหแหง    นําไปทรานสฟอรมโดยวิธีอีเลคโทรพอเรชัน 
(electroporation) ดวยเครื่อง Gene Pulser Apparatus (BioRad, USA)    โดยใชความตาง
ศักยไฟฟา 2.5 กิโลโวลต   Capacitance 25 µF,   Field Strength 12.5 kV/cm,   Resistance 
200 Ω     จากนั้นเติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก6) ที่เย็นจัดปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงไป
ทันที     บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง    นําเซลลแขวนลอยที่ไดปริมาตร 100, 50 
และ 25 ไมโครลิตรมาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    บมเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง    คัดแยกโคโลนีที่เรืองแสงสีเขียวอมเหลืองมาแยกใหบริสุทธิ์
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดียวกัน เก็บรักษาเชื้อเชนเดียวกับวิธีในขอ 2.4 
 
2.13  สราง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-GFP ที่มียีนเครื่องหมายเรืองแสง (gfp-gene 
marker) บนโครโมโซม 

 
2.13.1  ติดยีนเครื่องหมายเรืองแสง (gfp-gene marker) บนโครโมโซมของ Rhizobium 

sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยวิธีคอนจูเกชันดังที่ไดบรรยายในขอ 2.7    โดยใช E. coli สายพนัธุ S17-
1 λpir ที่มีพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 เปนเซลลผูใหและ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-
A1 เปนเซลลผูรับ   โดยใชอัตราสวนเซลลและระยะเวลาบมที่ใหประสิทธิภาพของการทรานสโพ
สสูงสุด    เมื่อบมเซลลครบระยะเวลาที่กําหนดใชปากคีบปลอดเชื้อคีบแผนเมมเบรนที่บมเชื้อไวมา
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บรรจุลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก    ชะเซลลออกจากเยื่อกรองดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอ
ไรดเขมขน 0.85% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะไดเซลลแขวนลอยเขมขน    ใชเซลลแขวนลอยเขมขน
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรเกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีแหลงคารบอนที่เหมาะสมตามขอ 2.6.2 
และมีสารปฏิชีวนะกานามัยซิน บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 4 วัน    จากนั้นคัดแยกโคโลนี 
ทรานสคอนจูแกนทที่เรืองแสงสีเขียวอมเหลืองภายใตหลอดกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตใหบริสุทธิ์
โดยเขี่ยบนอาหารแข็งสูตรเดียวกัน    เลี้ยงและเก็บรักษาทรานสคอนจูแกนทที่คัดแยกไดตามวิธีใน
ขอ 2.4 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดียวกันกับอาหารที่ใชในการคัดแยก 

 
  2.13.2  ตรวจสอบการยอยสลายสารอะซีแนพธิลีนและการเจริญของ Rhizobium sp.สาย
พันธุ CU-GFP เทียบกับสายพันธุ CU-A1    โดยเตรียมหัวเชื้อสายพันธุ CU-A1 และทรานสคอนจู
แกนทสายพันธุ CU-GFP ในอาหารเหลว CFMM สูตรเดียวกันกับอาหารที่ใชในการคัดแยกทรานส
คอนจูแกนท    สําหรับสายพันธุ CU-A1 ไมเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24   
ชั่วโมง    ปนแยกเซลลออกดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 2 นาที    ลางเซลลแบคทีเรียสองครั้งดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85%    เติมหัว
เชื้อลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 0.6 กรัมตอลิตร   ใน
หลอดทดลองขนาด 22 มิลลิลิตร ใหไดคา OD600 เทากับ 0.1    ผนึกปากหลอดทดลองใหสนิทดวย
พาราฟลมเพื่อลดการระเหิดของอะซีแนพธิลีน    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ บนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที    เก็บตัวอยางทุกวันเปนเวลา 7 วัน    โดยที่แตละเวลาจะมีชุดควบคุม 
2 ชุดคือ ชุดควบคุมการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน    
โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว CFMM ที่ไมเติมอะซีแนพธิลีน    และชุดควบคุมการลดลงของอะ
ซีแนพธิลีนเนื่องจากการระเหิด    ทุกชุดการทดลองจะทํา 2 ซ้ํา    ตรวจสอบการเพิ่มจํานวนของ
เชื้อโดยใชวิธี viable plate count ดังที่กลาวไวขางตน    และวัดปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลืออยู
ดวยวิธี HPLC    โดยการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1992)    
เชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 2.11.1 
 
2.14  วิเคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลือโดยวิธี High Performance Liquid 
Chromatography 

 
ระบบของ HPLC ที่ใชประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้   เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟ รุน LC-

3A (Shimadzu, Japan)    ที่ใชคอลัมน Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 4.6x150 มิลลิเมตร   
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ตั้งอุณหภูมิคอลัมนที่ 40 Oซ    ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร    
สารละลายตัวพาเปนสารละลายเมธานอล 80% (ภาคผนวก ข6)    และใชอัตราการไหลเทากับ 1 
มิลลิลิตรตอนาที    ฉีดสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะห 20 ไมโครลิตรดวยกระบอกฉีดยาขนาดเล็ก
รุน MS-10    นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดในแตละตัวอยางไปเปรียบเทียบหาเปอรเซนตที่ลดลงของอะ
ซีแนพธิลีนเทียบกับชุดควบคุม 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
 
3.1  ศึกษาสมบัติที่จําเปนของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 และ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1   ในการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจู
เกชัน 
 
 การกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชันจะประกอบดวยเซลลผูให  
พลาสมิดและและเซลลผูรับซ่ึงในการทดลองนี้คือ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด 
pSUP2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ตามลําดับ   พลาสมิด pSUP2021 ทําหนาที่
เปนเวคเตอรพาหะนํา ทรานสโปซอน Tn5 เขาสูเซลลของ Rhizobium ดวยกระบวนการคอนจู-    
เกชัน   เมื่อพลาสมิด pSUP2021 เขาสูเซลลของ Rhizobium แลว ทรานสโปซอน Tn5 จะแยกตัว
ออกจากพลาสมิดแลวแทรกสอด ณ ตําแหนงใดๆ บนดีเอ็นเอของ Rhizobium แบบสุม (Simon 
และคณะ, 1983)   สวนพลาสมิด pSUP2021 มีจุดกําเนิดของการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไมสามารถ
เพิ่มจํานวนใน Rhizobium จะถูกกําจัดไปในที่สุด   ดังนั้น Rhizobium ที่จะทําการกลายพันธุ
ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชันจะตองมีสมบัติที่จําเปน 3 ประการคือ   1) สามารถ
คอนจูเกตกับ E. coli   2) ไมดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งเปนเครื่องหมายของทรานสโปซอน 
Tn5 และ   3) ทรานสโปซอน Tn5 สามารถแทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium 
 

3.1.1  สารปฏิชีวนะและอาหารที่เหมาะสมสําหรับคัดแยกทรานสคอนจูแกนต 
 

ในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอน
จูเกชัน    Rhizobium จะตองไมดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งเปนเครื่องหมายหนึ่งของทรานส
โปซอน Tn5 และควรดื้อตอสารปฏิชีวนะใดๆ ที่สามารถทําลาย E. coli เพื่อคัดเลือกทรานสคอนจู
แกนตออกจาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และ E. coli สายพันธุ S17-1  

การทดลองนี้จึงทดสอบสมบัติดังกลางขางตนโดยเลี้ยงเชื้อทั้งสองในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
LB ที่เติมสารปฏิชีวนะชนิดตางๆ เปนเวลา 18 ชั่วโมงแลวสังเกตการเจริญ    จากการทดสอบการ
ดื้อตอสารปฏิชีวนะของเชื้อทั้งสองที่ความเขมขนตางๆ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3.1 และ 3.2 
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ตารางที่ 3.1  การตานสารปฏิชีวนะของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว LB 
 

ความเขมขน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
สารปฏิชีวนะ 

0 5 10 20 25 50 100 

แอมพิซิลลิน + - - - - - - 
คลอแรมฟนิคอล + + - - - - - 
กานามัยซิน + + +/- - - - ND 

พอลิมิกซิน + - - - - ND ND 

สเตรปโตมัยซิน + + +/- - - - - 
เตตราซัยคลิน + - - - - ND ND 

 
 
ตารางที่ 3.2  การตานสารปฏิชีวนะของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
 

ความเขมขน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
สารปฏิชีวนะ 

0 5 10 20 25 50 100 

แอมพิซิลลิน + ND ND ND + + + 
คลอแรมฟนิคอล + ND ND ND + + + 
กานามัยซิน + ND ND ND + + + 
พอลิมิกซิน + - - - - ND ND 

สเตรปโตมัยซิน + + + + + ND ND 

เตตราซัยคลิน + - - - - ND ND 

 
หมายเหตุ    +   หมายถึงเจริญเทากับหลอดควบคุม          -   หมายถึงไมเจริญ                                           
                   ND  หมายถึงไมไดทําการทดลอง                 -/+ หมายถึงเจริญไดเล็กนอย 
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ผลการทดลองจากตารางที่ 3.1 ปรากฏวา Rhizobium ดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
จนถึงความเขมขนเพียง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   ดังนั้นสามารถใชทรานสโปซอน Tn5 ในการ 
กลายพันธุ Rhizobium โดยใชยีนดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนเครื่องหมายในการคัดเลือก 
ทรานสคอนจูแกนต    แตจากผลการทดลองในตารางที่ 3.1 และ 3.2 แสดงใหเห็นวา Rhizobium 
ไมดื้อตอสารปฏิชีวนะชนิดใดที่สามารถทําลาย E. coli ได   ทําใหไมสามารถคัดเลือกทรานสคอนจู
แกนตบนอาหารแข็ง LB   จึงทําการทดลองใชอาหารคัดเลือกชนิดอื่นที่ Rhizobium สามารถเจริญ
ไดแต E. coli ไมสามารถเจริญได  

สําหรับการคัดแยกทรานสคอนจูแกนตออกจาก E. coli ไดทําการทดลองเลี้ยง E. coli บน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมกรดซักซินิกและสารปฏิชีวนะกานามัยซิน  พบวา E. coli 
สามารถเจริญไดเล็กนอยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิดนี้  จึงคัดเลือกสารประกอบอะโรมาติกชนิด
อ่ืนๆ ซึ่งเปนสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายสาร PAHs หรือเคยมีรายงานวา Rhizobium 
สามารถใชเปนแหลงคารบอนไดแทนกรดซักซินิก 

ผลการทดลองดังตารางที่ 3.3 แสดงใหเห็นวา Rhizobium เจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนเปน  กรดโปรโตคาทีคูอิก  กรดเจนทิสิกและกรดซาลิไซลิก   
โดยเฉพาะในกรดโปรโตคาทีคูอิกจะสังเกตไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อใสสีมวงน้ําเงินจางลงจนไมมีสี
ควบคูกับเชื้อมีการเจริญจนอาหารเหลวเปนสีขาวขุนดังรูปที่ 3.1   สวน E. coli ไมสามารถเจริญใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีสารประกอบอะโรมาติกชนิดใดได  
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ตารางที่ 3.3  ความสามารถในการใชสารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ เปนแหลง
คารบอน ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และ E. coli   เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM 
 

การเจริญ สารประกอบอะโรมาติก 
(0.2 กรัม/ลิตร) สายพันธุ CU-A1 E. coli 

กรดซินนามิก - - 
กรดโปรโตคาทีคูอิก + - 
กรดพธาลิก - - 
กรดเจนทิสิก + - 
กรดซาลิไซลิก + - 
3-เมธิลคะทีคอล - - 
กรดเบนโซอิก - - 
คะทีคอล - - 
กรดซักซินิก + + 

 
หมายเหตุ  + หมายถึงเจริญ              - หมายถึงไมเจริญ 
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                            1              2            3               4             5              6 
 

 
 
 
รูปที่ 3.1  ลักษณะการเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติมสารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ 
 
 
   หลอดที่ 1 กรดโปรโตคาทีคูอิก ชุดควบคุม 
   หลอดที่ 2 กรดโปรโตคาทีคูอิก มีแบคทีเรีย 
   หลอดที่ 3 กรดซาลิไซลิก ชุดควบคุม 
   หลอดที่ 4 กรดซาลิไซลิก มีแบคทีเรีย 
   หลอดที่ 5 กรดเจนทิสิก ชุดควบคุม 
   หลอดที่ 6 กรดเจนทิสิก มีแบคทีเรีย 
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Hartnett และคณะ (1990) รายงานวา Acinetobacter calcoaceticus สายพันธุกลายซึ่ง
สะสมกรดคารบอกซีมูโคนิกจากการยอยสลายกรดโปรโตคาทิคูอิก   ไมสามารถเจริญไดในอาหาร
ที่มีกรดซักซินิกเขมขน 10 มิลลิโมลารรวมกับกรดโปรโตคาทิคูอิกเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร   ในขณะ
ที่สายพันธุปกติเจริญได   Paker และคณะ (2000) รายงานวา กรดโปรโตคาทีคูอิกและกรดคาร
บอกซีมูโคนิกซึ่งเปนสารมัธยันตตัวหนึ่งในกระบวนการยอยสลายกรดโปรโตคาทีคูอิกเปนพิษตอ
แบคทีเรีย  

จึงทําการทดลองหาความเขมขนของกรดโปรโตคาทีคูอิกที่สามารถยับยั้งการเจริญของ   
E. coli แตไมเปนอันตรายตอ Rhizobium   โดยวัดการเจริญของ E. coli ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
LB ที่เติมกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขนตางๆ    จากผลการทดลองในรูปที่ 3.2 กรดโปรโตคาที  
คูอิกเขมขน 0.8 กรัมตอลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli ลงครึ่งหนึ่ง    

 

รูปที่ 3.2  ผลของกรดโปรโตคาทีคูอิก ตอการเจริญของ E. coli สายพันธุ S17-1 ในอาหาร
เหลว LB 
 

สวน Rhizobium เจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความ
เขมขนสูงถึง 1.5 กรัมตอลิตร ดังแสดงผลในตารางที่ 3.4 
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ตารางที่ 3.4  การเจริญของ Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเหลว CFMM ที่เติม
กรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขนตางๆ 

 

กรดโปรโตคาทีคูอิก (กรัม/ลิตร) การเจริญ 

0 - 
0.2 + 
0.4 + 
0.6 + 
0.8 ++ 
1.0 ++ 
1.2 ++ 
1.3 +++ 
1.5 +++ 

              
 -  หมายถึงไมเจริญ     + หมายถึงความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงเกิดจากการเจริญ 
 
จากการทดลองใชอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่ทําใหแข็งดวย Noble Agar ซึ่งมีความบรสุิทธิ์

สูงกวา Bacto agar   พบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัมตอ
ลิตร ไมพบการเจริญของ E. coli ในขณะที่ Rhizobium เจริญได 

ดังนั้นในการคัดแยก Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตจึงใชอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ทีท่าํให
แข็งดวย Nobel Agar มีกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและเติมสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 

3.1.2  รูปแบบการเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1และ E. coli สายพันธุ 
S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 ในอาหารเหลว 2YT 
 
 การคอนจูเกตจะใชเซลลผูใหและเซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในชวงตนของระยะทวีคูณ 
(early log phase)   จึงทําการทดลองหาคา OD600 ที่สัมพันธกับการเพิ่มจํานวนเซลลของเชื้อทั้ง
สองเพื่อใชเปนคาอางอิงในการทดลองขั้นตอไป   จากการเลี้ยงเชื้อทั้งสองในอาหารเหลว 2YT 
พบวามีรูปแบบการเจริญดังแสดงในรูปที่ 3.3 และ 3.4  Rhizobium เจริญจนถึงชวงตนของระยะ
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ทวีคูณมีคา OD600 ประมาณ 0.45-0.6 และ log CFU ตอมิลลิลิตร = 8.8 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
บนเครื่องเขยาที่อัตราเร็ว 200 รอบตอนาทีประมาณ 4 ชั่วโมง   สวนการเจริญจนถึงชวงตนของ
ระยะทวีคูณของ E. coli จะใชเวลาเลี้ยงเชื้อส้ันกวา Rhizobium คือมีคา OD600 ประมาณ 0.47 
และ log CFU ตอมิลลิลิตร = 8.36 ใชเวลาบมประมาณ 2 ชั่วโมง 30 นาทีที่อุณหภูมิ 37 Oซ บน
เครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที 
 

รูปที่ 3.3  รูปแบบการเพิ่มจํานวนของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลว 2YT 
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รูปที่ 3.4  รูปแบบการเพิ่มจํานวนของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT 
 
 
3.2  อัตราสวนและระยะเวลาคอนจูเกชันที่เหมาะสมของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มี 
พลาสมิด pSUP2021 กับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  
 
 จากรายงานของ Simon และคณะ (1983) เมื่อทําการคอนจูเกชัน E. coli สายพนัธุ SM10 
ที่มีพลาสมิด pSUP2021 กับ Rhizobium meliloti ในอัตราสวน 1 : 5   แลวคัดเลือกทรานสคอนจู
แกนตบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB และเติมสารปฏิชีวนะนีโอมัยซิน พบวาประสิทธิภาพของทรานส
โพสิชันมีคาประมาณ 10-5 ตอเซลลผูรับ   แสดงวาถาตองการทรานสคอนจูแกนต 1 ตัวตองใช     
E. coli จํานวน 2 x 104 เซลลผสมกับ Rhizobium 105 เซลล   ดังนั้นอาหารแข็งสําหรับคัดเลือก 
ทรานสคอนจูแกนตควรสามารถคัดแยกทรานสคอนจูแกนต 100 โคโลนีตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ   
ออกจากเซลลผูใหและเซลลผูรับรวมจํานวน 108 เซลลได   เมื่อใชเซลลผสมของ E. coli และ 
Rhizobium เกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่ทําใหแข็งดวย Noble agar ที่เติมกรดโปรโตคาทีคูอิก 
1.0 กรัมตอลิตร ปรากฏวา Rhizobium เจริญไดและไมเห็นโคโลนีของ E. coli 

จากการทดลองในเบื้องตนเมื่อนําเซลลผสมของ E. coli และ  Rhizobium ที่ผสมกันใน
อัตราสวน 1 : 5 และใชระยะเวลาบม 5 ชั่วโมงตามการทดลองของ Simon และคณะ (1983)   
พบวาประสิทธิภาพของทรานโพสิชันมีคานอยมากคือประมาณ 10-8-10-9   จึงทําการทดลองแปร
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ผันระยะเวลาคอนจูเกชันและอัตราสวนระหวางเซลลผูใหและเซลลผูรับเพื่อหาสภาวะที่ใหจํานวน 
ทรานสคอนจูแกนตมากที่สุดซึ่งแสดงดวยประสิทธิภาพของทรานโพสิชัน   ไดผลดังตารางที่ 3.5 
และ 3.6 พบวาระยะเวลาบมที่ใหประสิทธิภาพของทรานโพสิชันสูงคือชวง 18-24 ชั่วโมงทุก
อัตราสวน   และจากการแปรอัตราสวนระหวางเซลลผูใหและเซลลผูรับพบวาอัตราสวน 1:1 ให
ประสิทธิภาพของ ทรานโพสิชันสูงสุดคือ 4.75 x10-5 เมื่อใชระยะเวลาบม 24 ชั่วโมง ดังตารางที่ 
3.6   ดังนั้นการคอนจูเกชันครั้งตอไปจะใชเซลลในอัตราสวน 1:1 และใชระยะเวลาในการบม 24 
ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 30 Oซ   และสังเกตุไดวาการทดลองครั้งแรก (ตารางที่ 3.5) ซึ่งแขวนลอยเซลล
ผสมดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอเซลลผสม 1 จุดบนเยื่อกรอง
ไนโตรเซลลูโลส    ในเซลลผสมทุกอัตราสวนจะมีประสิทธิภาพของทรานโพสิชันต่ํากวาการทดลอง
ในตารางที่ 3.6   ทั้งนี้เนื่องจากการทดลองในตารางที่ 3.6 ลดปริมาตรสารละลายเกลือโซเดียม
คลอไรดเหลือ 15 ไมโครลิตรซึ่งจะไดเซลลแขวนลอยที่ขนกวาการทดลองครั้งแรกซึ่งเปนการเพิ่ม
โอกาสใหเซลลผูใหและผูรับมีโอกาสใกลกันมากขึ้นจึงทําใหประสิทธิภาพของทรานโพสิชันสูงขึ้นใน
ทุกอัตราสวน 
 
ตารางที่ 3.5  ประสิทธิภาพของทรานโพสิชันเมื่อใชอัตราสวนเซลลและระยะเวลาตางๆ 
ในการคอนจูเกตของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 กับ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 เมื่อแขวนลอยเซลลผสมดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดปริมาตร 
20 ไมโครลิตร 
 

อัตราสวน เวลาคอนจูเกชัน (ช่ัวโมง) 

E. coli : Rhizobium 
ครั้งที ่

6 12 18 24 

1 1.84 x 10-6 8.50 x 10-6 1.63 x 10-5 1.64 x 10-5 
1 : 1 

2 1.33 x 10-6 9.09 x 10-6 1.46 x 10-5 1.66 x 10-5 

1 - 3.26 x 10-6 4.11 x 10-6 3.92 x 10-6 
2 : 1 

2 2.85 x 10-6 6.24 x 10-6 8.60 x 10-6 6.39 x 10-6 

1 7.84 x 10-7 1.18 x 10-6 3.08 x 10-6 3.61 x 10-6 
1 : 2 

2 - 7.91 x 10-6 1.73 x 10-5 2.04 x 10-5 

 
หมายเหตุ   -  หมายถึงไมไดทําการทดลอง 
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ตารางที่ 3.6  ประสิทธิภาพของทรานโพสิชันเมื่อใชอัตราสวนเซลลและระยะเวลาตางๆ 
ในการคอนจูเกตของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 กับ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 เมื่อแขวนลอยเซลลผสมดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดปริมาตร 
15 ไมโครลิตร 
 

อัตราสวน เวลาคอนจูเกชัน (ช่ัวโมง) 

E. coli : Rhizobium 
ครั้งที ่

6 12 18 24 

1 : 1 3 - 2.78 x 10-5 3.43 x10-5 4.75 x10-5 
2 : 1 3 - 1.27 x 10-5 1.80 x 10-5 1.90 x 10-5 
1 : 2 3 1.88 x 10-6 1.64 x 10-5 2.26x 10-5 2.09 x 10-5 

 
หมายเหตุ   -  หมายถึงไมไดทําการทดลอง 
 
 
3.3 ตรวจยืนยันการแทรกสอดแบบสุมของทรานสโปซอน Tn5 บนโครโมโซมของ 
Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตโดยวิธีเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน (southern hybridization) 
 

มีการนําทรานสโปซอน Tn5 มาใชศึกษาพันธุศาสตรของแบคทีเรียหลายชนิดรวมทั้ง
แบคทีเรียในกลุมไรโซเบียม (Beringer และคณะ, 1978; Simon และคณะ, 1983; Sevaraj และ 
Iyer, 1983)    อยางไรก็ตาม Meade และคณะ (1982) และ Forrai และคณะ (1983) รายงานวา 
ทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดแบบจําเพาะบนดีเอ็นเอของ Rhizobium   นอกจากนี้ Kunte 
และ Galinski (1995) พบวาทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดอยางจําเพาะบนดีเอ็นเอของเชื้อ 
Halomonas elongata   จึงทดสอบการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 บนดีเอ็นเอของ 
Rhizobium ดวยวิธีเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน   โดยตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium ทรานสคอนจูแกนต
ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI   เนื่องจากเอนไซมชนิดนี้สามารถตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium ไดดี
และเอนไซมชนิดนี้ไมมีตําแหนงตัดจําเพาะบนทรานสโปซอน Tn5   จากนั้นทําไฮบริไดเซชันกับ
ชิ้นสวน HindIII ของทรานสโปซอน Tn5 ขนาด 4.3 กิโลเบสที่ติดฉลากดวยสาร digoxygenin 
(DIG-11-dUTP) (Boehringer Mannheim, Germany)   ไดผลดังแสดงในรูปที่ 3.5 ซึ่งปรากฏ
สัญญาณแสดงตําแหนงแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 บนชิ้นดีเอ็นเอขนาดตางๆ ของ 
Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตที่ตัดอยางสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI   ในขณะที่ดีเอ็น
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เอของ Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ไมปรากฏสัญญาณของทรานสโปซอน Tn5   แสดงใหเห็น
วาทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium   และ Rhizobium ทรานส
คอนจูแกนตสามารถตานตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินเนื่องจากไดรับทรานสโปซอน Tn5 
 

                         
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.5  ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม 
EcoRI  ข.) สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดซเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน 
Tn5 
 
ชองวิ่งที่ 1) และชองวิ่งที่ 15) lambda HindIII marker   
ชองวิ่งที่ 2) และชองวิ่งที่ 14) พลาสมิด pSUP2021 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII (ผลบวกควบคุม) 
ชองวิ่งที่ 3) ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp.สายพันธุ CU-A1 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI (ผลลบควบคุม) 
ชองวิ่งที่ 5) ดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ S-17-1 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI (ผลลบควบคุม) 
ชองวิ่งที่ 4 และ 6) - 13) ดีเอ็นเอของ Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI  
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3.4  การคัดแยก Rhizobium สายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการใชสารอะซีแนพธิลีน 
แนพธาลีนและอนุพันธของอะซีแนพธิลีนในการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  
 

จากการทดลองในเบื้องตนพบวา Rhizobium สามารถเจริญไดเล็กนอยบนอาหารแข็ง 
CFMM ที่เตรียมจาก Noble Agar หรือ Bacto agar   ทําใหไมสามารถคัดแยกสายพันธุกลายที่ไม
สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนซึ่งสายพันธุกลายในกลุมนี้จะไมสามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็ง CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนวางบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ   จึงเปลี่ยนมาใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM ที่ทําใหแข็งดวย   อะกาโรสเจล 7.0 กรัมตอลิตรและเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน   ทรานส
คอนจูแกนตที่นํามาคัดเลือกจะเปนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมกรดโปรโต
คาทีคูอิกและสารปฏิชีวนะกานามัยซินไดภายใน 4 วัน   จากนั้นเก็บโคโลนีเดี่ยวมาจุดบนอาหาร
เล้ียงเชื้อแข็ง CFMM ดังกลาวขางตน จํานวน 150 โคโลนีตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อคัดแยกสาย
พันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนซึ่งไมสามารถเจริญบนอาหารคัดเลือก
เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 7 วัน    ดังแสดงในรูปที่ 3.6 

 
 

 
 

 
รูปที่ 3.6  Rhizobium สายพันธุกลาย (วงกลม)   ไมสามารเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
CFMM ที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินและใหอะซีแนพธิลีนในรูปไอระเหิด 
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จากทรานสคอนจูแกนตทั้งหมด 15,370 โคลน   สามารถคัดแยก Rhizobium สายพันธุ
กลายที่ไมสามารถเจริญไดในอะซีแนพธิลีนหรือเปลี่ยนสีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแตกตางไปจากสาย
พันธุ CU-A1 ไดทั้งหมด 21 สายพันธุไดแก  A8  A18  A35  A49  A53  B1  B5  D1  D2  E11  
E32  G12  G39  G62  G101  G531  H1  H2  J1  J2  และ  K283   เมื่อนํา Rhizobium สาย
พันธุกลายที่ไดมาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกและเติมสารปฏิชีวนะ
คลอแรมฟนิคอลซึ่งเปนเครื่องหมายอีกชนิดบนพลาสมิด pSUP2021   ปรากฏวาไมพบการเจริญ
แสดงวา Rhizobium สายพันธุกลายทุกตัวเกิดจากการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 เขาดี
เอ็นเอของ Rhizobium  

จากรายงานของศรัลยา แพงไตร (2543) ซึ่งคัดแยกและศึกษา Rhizobium สายพันธุ CU-
A1 พบวาสามารถเจริญไดในอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน   Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา
เชื้อ Pseudomonas cepacia สายพันธุ F297 สามารถออกซิไดสอะซีแนพธิลีนเปน  อะซีแนพโธ 
ควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก   Komatsu และคณะ (1993) รายงานวา 
Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 ซึ่งเจริญในอะซีแนพธิลีน มีกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก
เปนสารมัธยันต   จึงไดทําการทดสอบการเจริญของ Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ในอะซีแนพ
โธควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก   ปรากฏวา Rhizobium สายพันธุ CU-A1 
เจริญไดในสารมัธยันตทั้งสองชนิด    จึงไดทําการศึกษาการเจริญของ Rhizobium สายพันธุกลาย
ที่คัดแยกไดบางสายพันธุโดยการนับจํานวนแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เติมสาร PAHs 
และอนุพันธของสาร PAHs เปรียบเทียบกับสายพันธุ CU-A1   จากผลการทดลองพบวา 
Rhizobium สายพันธุกลายหลายสายพันธุนอกจากไมสามารถเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนแลว   ยังมีความบกพรองในการยอยสลายหรือไม
สามารถเจริญไดในแนพธาลีน  อะซีแนพโธควิโนนหรือกรดแนพธาลีน–1,8-ไดคารบอกซีลิก   เมื่อ
เปรียบเทียบกับสายพันธุ CU-A1 ซึ่งจําแนกสายพันธุกลายไดเปน 4 กลุมดังตารางที่ 3.7    และมี
รูปแบบการเจริญดังแสดงในรูปที่ 3.7 ก.-ง. 
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ตารางที่ 3.7  ความบกพรองของ Rhizobium สายพันธุกลายในการเจริญในอาหารเหลว 
CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ 
 

การเจริญในแหลงคารบอนชนิดตางๆ 
กลุมที่ สายพันธุของ

Rhizobium อะซีแนพธิลีน 
อะซีแนพโธ 
ควิโนน 

แนพธาลีน- 1,8-ได
คารบอกซีลิก 

แนพธาลีน 

 CU-A1 + + + + 

1 
G12  G39  G101  
G531 K283 - + + + 

2 H1 - - + + 
3 B1  B5  E11 - - - + 

4 
A35  A53  D1  
D2  E32 G62  J1 - + + - 

 
หมายเหตุ  + หมายถึงเจริญมีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึน              - หมายถึงไมเจริญ 
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รูปที่ 3.7 ก.  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 1 ไดแก  G12  G39  
G101  G531 และ K283   ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ 
เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
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อะซีแนพธิลนี อะซีแนพโธควิโนน

1,8-แนพธาลนีไดคารบอกซีลกิ แนพธาลนี
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รูปที่ 3.7 ข.  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 2 ไดแก  H1 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ   เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-A1 
 
 
 
 

อะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนน

1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซีลิก แนพธาลีน
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รูปที่ 3.7 ค.  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 3 ไดแก  B1  B5 และ 
E11 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ   เปรียบเทียบกับ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
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อะซแีนพธิลีน อะซแีนพโธควิโนน

1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซลิีก แนพธาลีน



 63

รูปที่ 3.7 ง.  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 4 ไดแก   A35  A53  
E32 และ G62  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ   
เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
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อะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนน

1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซีลิก แนพธาลีน
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รูปที่ 3.7 ง.(ตอ)  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 4 ไดแก  D1  D2 
และ J1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ   เปรียบเทียบกับ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 
 นอกจากจํานวนแบคทีเรียที่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเล้ียงเชื้อครบ 8 วันแลว   ยังไดสังเกตสี
ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงซึ่งอาจแสดงถึงสารมัธยันตที่สะสมในอาหารเลี้ยงเชื้ออีกดวย 
พบวา Rhizobium สายพันธุกลายบางสายพันธุเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีแหลง
คารบอนชนิดตางๆ   แตกตางไปจากรูปแบบการเปลี่ยนสีอาหารเหลวของ Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-A1 ดังแสดงในรูปที่ 3.8 ถึง 3.11 
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1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซลีิก แนพธาลีน
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 1           2              3               4                 5                   6                7 
 

 
 
 
รูปที่ 3.8  สีของอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีน   หลังการเลี้ยง Rhizobium สาย
พันธุกลายเปนเวลา 8 วันเปรียบเทียบกับ สายพันธุ CU-A1 
 
  หลอดที่ 1  ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
  หลอดที่ 2  สายพันธุ CU-A1 
  หลอดที่ 3  สายพันธุกลาย G12 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 4  สายพันธุกลาย B1 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 5  สายพันธุกลาย A35 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 6  สายพันธุกลาย E32 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 7  สายพันธุกลาย J1 (เปล่ียนสีอาหารเปนสีเทาอมเขียว) 
 
 

เมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายดวยอะซีแนพธิลีนสายพันธุกลายทั้งหมดไมสามารถเจริญไดในอะ
ซีแนพธิลีนและไมพบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวดังตัวอยางที่แสดงในหลอดที่ 3-6   แตสายพันธุ
กลาย J1 เปลี่ยนสีอาหารเหลวเปนสีเทาอมเขียวดังแสดงในหลอดที่ 7 
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             1                2               3              4               5                6 
 

 
 
 
รูปที่ 3.9  สีของอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพโธควิโนน หลังการเลี้ยง Rhizobium สาย
พันธุกลายเปนเวลา 8 วันเปรียบเทียบกับ สายพันธุ CU-A1 
 
  หลอดที่ 1  ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
  หลอดที่ 2  สายพันธุ CU-A1 
  หลอดที่ 3  สายพันธุกลาย B5 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 4  สายพันธุกลาย G39 (เจริญแตไมเปล่ียนสีของอาหาร) 
  หลอดที่ 5  สายพันธุกลาย K283 (เจริญแตไมเปล่ียนสีของอาหาร) 
  หลอดที่ 6  สายพันธุกลาย G531(เจริญ) 
 
 

เมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายดวยอะซีแนพโธควิโนน สายพันธุกลายในกลุมที่ 2 และ 3 ซึ่งไดแก 
H1 B1 B5 และ E11 ไมสามารถเจริญไดและอาหารเหลวไมการเปลี่ยนแปลงดังตัวอยางที่แสดงใน
หลอดที่ 3   สายพันธุกลายที่สามารถเจริญไดในอะซีแนพโธควิโนนคือกลุมที่ 1 และ 4 ซึ่งเปลี่ยนสี
อาหารเหลวเชนเดียวกับสายพันธุ CU-A1 ดังตัวอยางที่แสดงในหลอดที่ 6   ในขณะที่สายพันธุ
กลาย G39 และ K283 ซึ่งอยูในกลุมที่1   แมวาจะเจริญไดในอะซีแนพโธควิโนนแตไมสามารถ
เปลี่ยนสีอาหารเหลวดังแสดงในหลอดที่ 4 และ 5 ตามลําดับ 
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                          1               2              3              4               5              6 
 

 
 
 
รูปที่ 3.10  สีของอาหารเหลว CFMM ที่มีแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก หลังการเลี้ยง 
Rhizobium สายพันธุกลายเปนเวลา 8 วันเปรียบเทียบกับ สายพันธุ CU-A1 
 
  หลอดที่ 1  ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
  หลอดที่ 2  สายพันธุ CU-A1 
  หลอดที่ 3  สายพันธุกลาย B5 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 4  สายพันธุกลาย G39 (เจริญ) 
  หลอดที่ 5  สายพันธุกลาย G62 (เจริญ) 
  หลอดที่ 6  สายพันธุกลาย A35 (เจริญ) 
 
 

เมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายในกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก สายพันธุกลายในกลุมที่ 3 
ไดแก B1  B5 และ E11 ไมสามารถเจริญไดและไมพบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวดังแสดง
ตัวอยางในหลอดที่ 3   สวนสายพันธุกลายในกลุมที่ 1  2 และ 4 สามารถเจริญไดและเปลี่ยนสีของ
อาหารเหลวดังแสดงตัวอยางในหลอดที่ 4 และ 5 
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  1   2      3        4           5            6             7 
 

 
 
 
รูปที่ 3.11  ลักษณะอาหารเหลว CFMM ที่มีแนพธาลีน หลังการเลี้ยง Rhizobium สายพันธุ
กลายเปนเวลา 8 วันเปรียบเทียบกับ สายพันธุ CU-A1 
 
  หลอดที่ 1  ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
  หลอดที่ 2  สายพันธุ CU-A1 
  หลอดที่ 3  สายพันธุกลาย B5 (เจริญ) 
  หลอดที่ 4  สายพันธุกลาย  E11 (เจริญ) 
  หลอดที่ 5  สายพันธุกลาย G101 (เจริญ) 
  หลอดที่ 6  สายพันธุกลาย G12 (เจริญ) 
  หลอดที่ 7  สายพันธุกลาย J1 (ไมเจริญ) 
 
 

เมื่อเล้ียงสายพันธุกลายในแนพธาลีนสายพันธุกลายในกลุมที่ 4 ซึ่งไดแก A35  A53  D1  
D2  E32  G62 และ J1 ไมสามารถเจริญไดและไมมีการเปลี่ยนแปลงของอาหารเหลวดังแสดง
ตัวอยางในหลอดที่ 7     สวนสายพันธุในกลุมที่ 1  2 และ 3 เจริญไดในแนพธาลีนดังแสดงตัวอยาง
ในหลอดที่ 5 ซึ่งมีการเจริญของเซลลจนเห็นเปนสีขาวขุนเชนเดียวกับสายพันธุ CU-A1    ยกเวน
สายพันธุกลาย B5  E11  G12 และ G39     ถึงแมจะพบการเจริญในแนพธาลีนแตสายพันธุกลาย
ทั้ง 4 สายพันธุ     เปลี่ยนสีอาหารเหลวเปนสีสมอมน้ําตาลดังแสดงตัวอยางในหลอดที่ 3  4 และ 6 
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3.5  ตรวจสอบสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายสาร PAHs และอนุพันธของสาร PAHs 
โดย Rhizobium สายพันธุกลายเปรียบเทียบกับสายพันธุ CU-A1  
 
 จากผลการทดลองในขอ 3.4 แมวาจะจําแนกกลุมของสายพันธุกลายเปน 4 กลุม   ยัง
พบวา Rhizobium สายพันธุกลายแตละสายพันธุในกลุมยังมีรูปแบบการเจริญและเปลีย่นสอีาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM แตกตางกัน   จึงศึกษารูปแบบของสารมัธยันตที่สะสมในสายพันธุกลายแต
ละสายพันธุโดยการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยเอธิลอะซีเตท ตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1995)   เมื่อ
นําสารมัธยันตที่สกัดไดมาแยกจากกันดวยวิธี TLC ที่มีตัวชะประกอบดวย โทลูอีน ไดออกเซนและ
กรดอะซีติกเขมขน   และตรวจสอบสารมัธยันตภายใตแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 215-250 
นาโนเมตร   พบวา Rhizobium สายพันธุกลายมีรูปแบบการสะสมสารมัธยันตแตกตางกันและมี
สารมัธยันตหลายชนิดที่ไมพบการสะสมโดย Rhizobium สายพันธุ CU-A1   ดังแสดงในรูปที่ 3.12 
ถึง 3.15  

จากโครมาโตแกรมพบสารมัธยันตชนิดหนึ่งซึ่งไมพบการสะสมโดยสายพันธุ CU-A1 
สารมัธยันตชนิดนี้เรืองแสงสีฟาภายใตแสงอัลตราไวโอเลต   ลักษณะการเคลื่อนที่เปนหาง 
(tailing) บนแผน TLC และเรืองแสงใหความเขมแสงสูงกวาสารมัธยันตอ่ืนๆ ดังแสดงในรูปที่ 3.12 
- 3.15  แสดงวาสายพันธุกลายเหลานี้สะสมสารมัธยันตชนิดนี้ในปริมาณมากและจะพบการสะสม
ของสารมัธยันตลักษณะนี้เมื่อเล้ียงสายพันธุกลาย A35  A53  E32 และ G62 ในอะซีแนพธิลีน อะ
ซีแนพโธควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก  จึงใหชื่อวาสารมัธยันต a    และเมื่อเลี้ยง
สายพันธุกลาย B5  E11 และ E32 ในแนพธาลีน     จึงใหชื่อวาสารมัธยันต b ดังตําแหนงลูกศรชี้
ในรูป 
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ในระบบ TLC สารตัวชะประกอบดวยโทลูอีน ไดออกเซนและกรดอะซีติกเขมขน   ซึ่งสาร
ตัวชะนี้มีคา dielectric constant ต่ําประกอบกับแผน TLC มี adsorptivity สูง   ทําใหสารที่มีขั้ว
ถูกชะไดไมดีจึงเคลื่อนที่ไปบนแผน TLC ไดนอย   และลักษณะเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลต
เปนลักษณะจําเพาะหนึ่งของสารประกอบอะโรมาติก   สารมัธยันต a และ b มีคา Rf ต่ําและ
เคลื่อนที่ไดนอยบนแผน TLC    ดังแสดงในรูปที่ 3.16 

 

 
 
รูปที่ 3.16  สารมัธยันต a ซ่ึงสะสมจากการยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก 
 

1. กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก 
2. Rhizobium สายพันธุ CU-A1 
3. Rhizobium สายพันธุกลาย A35 
4. Rhizobium สายพันธุกลาย A53 
5. Rhizobium สายพันธุกลาย D1 

 
Monticello และคณะ (1985) รายงานสารมัธยันตบางชนิดซึ่งอาจเกิดขึ้นจากการยอย

สลายแนพธาลีน  โดยการตรวจสอบลักษณะการเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตของสาร       
มัธยันตเปรียบเทียบกับไอโซเมอรของสารมัธยันตเชน   กรดออโท-ไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดซาลิไซ
ลิก) เรืองแสงสีฟาออน   กรดเมตา-ไฮดรอกซีเบนโซอิก เรืองแสงสีฟาออน   กรดพารา-ไฮดรอกซี
เบนโซอิก เรืองแสงสีฟาออน  และกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก) เรืองแสงสีฟา  
กรด 3,4-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดโปรโตคาทีคูอิก) เรืองแสงสีมวง 
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วิธี TLC เปนวิธีตรวจสอบชนิดของสารเบื้องตนวิธีหนึ่งที่อาศัยคา Rf ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของสารใน
การพิสูจนชนิดของสารที่ตองการศึกษาโดยการเปรียบเทียบกับสารตัวอยาง   จึงทําการทดลองเปรียบเทียบ
สารมัธยันต a และ b กับกรดซาลิไซลิก กรดเจนทิสิก และกรดโปรโตคาทีคูอิก ดวยวิธี TLC   อยางไรก็ตามสาร
บางชนิดอาจมีคา Rf เทากันในตัวชะบางระบบจึงใชสารตัวชะ 2 ระบบเพื่อเปรียบเทียบคือ  ระบบที่ 1. 
ประกอบดวย โทลูอีน ไดออกเซนและกรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 90:24:4 (ปริมาตรตอปริมาตร)   และ
ระบบที่ 2. ประกอบดวย โทลูอีน เมธานอลและกรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 10:2:1 (ปริมาตรตอปริมาตร)   
โดยตัวชะในระบบที่ 2 มีสภาพขั้วสูงกวาตัวชะในระบบที่ 1   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.17 และตารางที่ 
3.8 ซึ่งแสดงวาสารมัธยันต a และ b เรืองแสงสีฟาภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเหมือนกรดเจนทิสิกและมีคา Rf 
เทากับ 0.21 และ 0.31 ในตัวชะระบบที่ 1 และ2 เทากับกรดเจนทิสิก   แมวากรดเจนทิสิกและกรดโปรโตคาทีคู
อิกซึ่งเปนไอโซเมอรกันจะมีคา Rf ใกลเคียงกันมากแตลักษณะการเรืองแสงของสารทั้งสองชนิดตางกัน 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
รูปที่ 3.17  โครมาโตแกรมของการวิเคราะห TLC ของสารมัธยันต a ที่สะสมในสายพันธุกลาย A53 
และสารมัธยันต b ที่สะสมในสายพันธุกลาย E11    เปรียบเทียบกับกรดเจน ทิสิก (1)   กรดซาลิไซลิก 
(2)  และกรดโปรโตคาทีคูอิก (3)   ในระบบตัวชะ  ก.) ตัวชะระบบที่ 1   ข.) ตัวชะระบบที่ 2 
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ตารางที่ 3.8  คา Rf และลักษณะการเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตของสารมัธยันต 
a และ b เปรียบเทียบกับสารตัวอยาง 
 

Rf 
สาร 

ตัวชะระบบที่ 1 ตัวชะระบบที่ 2 
การเรืองแสง 

กรดเจนทิสิก 
กรดซาลิไซลิก 
กรดโปรโตคาทีคูอิก 
สารมัธยันต a 
สารมัธยันต b 

0.2 
0.48 
0.18 
0.21 
0.21 

0.31 
0.52 
0.32 
0.31 
0.31 

ฟา 
มวง 
มวง 
ฟา 
ฟา 

 
 

Fuenmayor และคณะ (1998) รายงานวาเชื้อ Pseudomonas sp. สายพันธุ U2 ยอย
สลายแนพธาลีนเปนกรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิกตามลําดับ   และ Rhizobium สามารถเจริญ
ไดในแหลงคารบอนสามชนิดดังกลาว   จึงทดสอบการเจริญของ Rhizobium สายพันธุกลายใน
กรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิก   พบวาสายพันธุกลาย A35  A53  E32 และ G62 ซึ่งสะสมกรด
เจนทิสิกเมื่อเลี้ยงในอะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก   ไม
สามารถเจริญไดในกรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิก   ในขณะที่สายพันธุกลายกลุมที่ 1  2 และ 3 
เจริญไดในแหลงคารบอนทั้งสามชนิด   ดังแสดงผลในตารางที่ 3.9 
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ตารางที่ 3.9  การเจริญของ Rhizobium ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแนพธาลีน 
กรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิกเปนแหลงคารบอน 
 

การเจริญในแหลงคารบอน 
กลุมที่ สายพันธุของ 

Rhizobium  แนพธาลีน กรดซาลิไซลิก กรดเจนทิสิก 

 CU-A1 + + + 

1 G12  G39  G101  G531  K283 + + + 

2 H1 + + + 

3 B1  B5  E11 + + + 

A35  A53   E32  G62 - - - 
4 

D2  J1 - - + 

 
หมายเหตุ  + หมายถึงเจริญ              - หมายถึงไมเจริญ 
 
 เมื่อนําสายพันธุกลาย A53 และ E32 ซึ่งไมสามารถเจริญในกรดซาลิไซลิกและกรดเจน    
ทิสิกมาเลี้ยงดวยกรดซาลิไซลิก   แลวสกัดสารมัธยันตดวยเอธิลอะซีเตท   จากนั้นนํามาแยกจาก
กันดวยวิธี TLC และตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต   พบสารมัธยันตที่มีคา Rf เทากับกรดเจน 
ทิสิกและเรืองแสงสีฟาออนภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเหมือนกรดเจนทิสิก   ดังแสดงในรูปที่ 3.18 
 
 จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวา Rhizobium อาจยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน
เปนกรดเจนทิสิก (กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก) 
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3.5  สราง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มียีน gfp เปนเครื่องหมาย 
 

กอนที่จะมีการนําแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ไปใชใน
กระบวนการบําบัดทางชีวภาพ    ตองมีการศึกษาถึงสภาพสิ่งแวดลอมของระบบที่ใชบําบัดทั้ง
ทางดานกายภาพและชีวภาพเพื่อปรับปรุงระบบบําบัดใหเอ้ือตอการยอยสลายสาร PAHs และการ
อยูรอดในระบบบําบัดของแบคทีเรียที่เติมลงไปโดยทําการศึกษาในระบบนิเวศวิทยาจําลอง 
(microcosms)   ดังนั้นเครื่องหมายที่ใชในการติดตามเพื่อจําแนกแบคทีเรียที่เติมลงไปในระบบ
บําบัดออกจากแบคทีเรียประจําถิ่นจึงเปนสิ่งจําเปน (Prosser, 1994)    การทดลองนี้จึงสราง 
Rhizobium ที่มียีน gfp ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ green fluorescent protein โดยนํายีน gfp รีคอม
บิแนนทที่อยูใน miniTn5 แทรกสอดบนดีเอ็นเอของ Rhizobium โดยวิธีคอนจูเกชัน   เพื่อใชเปน
เครื่องหมายติดตามแบคทีเรียชนิดนี้ 

จากการคอนจูเกต E. coli สายพันธุ S17-1 λpir ที่มีพลาสมิด pUT-mTn5::gusA-
pgfp21 ซึ่งเปนเซลลผูใหกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 เปนเซลลผูรับ    โดยใชอัตราสวน
เซลล  1:1  และระยะเวลาบมที่ใหประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันสูงสุด 24 ชั่วโมง    ดวยวธิคีอนจู
เกชันดังที่ไดบรรยายในขอ 2.7   พบ 9 โคโลนีที่สามารถเจริญและเรืองแสงสีเขียวอมเหลืองบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกและเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    จากนั้นนํา 
1 โคโลนีมาทดสอบการเจริญและการเรืองแสงไดเมื่อเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB และอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีอะซีแนพธาลีนหรือแนพธาลีนเปนแหลงคารบอน   พบวาโคโลนีนี้สามารถ
เรืองแสงและยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อเทียบกับสายพันธุ CU-A1    ดัง
แสดงในรูปที่ 3.19 และมีรูปแบบการเจริญและการยอยสลายอะซีแนพธิลีนดังแสดงในรูปที่ 3.20    
จากนั้นทดสอบความเสถียรของยีนเครื่องหมายโดยถายเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB จํานวน 9 
รุน   เมื่อนําเชื้อในแตละรุนมาเจือจางจนไดความเขมขนที่เหมาะสมและเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็ง LB   พบวาทุกโคโลนีเรืองแสงและเชื้อในรุนสุดทายยังสามารถเจริญและยอยสลาย    อะ
ซีแนพธิลีนไดเปนปกติจึงใหชื่อวา Rhizobium sp. สายพันธุ CU-GFP2 
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ก.    
 
 

ข.  
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.19  ลักษณะการเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตของ  ก.)  Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-GFP2 เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บนอาหารแข็ง LB ข.)  
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-GFP2 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีสารปฏิชีวนะกานา
มัยซินและใหอะซีแนพธิลีนในรูปไอระเหิด 
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รูปที่ 3.20  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-GFP2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีน เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
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บทที่ 4 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 

วัตถุประสงคของงานวิจัยคือ  สราง Rhizobium สายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5    จึงทําการทดลองกลายพันธุ 
Rhizobium สายพันธุ CU-A1 โดยทําการคอนจูเกชันกับ E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด 
pSUP2021   ใหไดทรานสคอนจูแกนตจํานวนมากเพื่อคัดเลือกสายพันธุกลายที่มีความบกพรอง
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน    จากนั้นเปรียบเทียบสารมัธยันตที่สะสมโดยสายพันธุกลายตางๆ 
กับสายพันธุ CU-A1    และสราง Rhizobium ที่มี green fluorescent protein เปนเครื่องหมาย
โดยใชวิธีคอนจูเกชัน 

 
การกอกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชัน 
 

ปจจัยสําคัญในการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชันเพื่อใหไดทรานส
คอนจูแกนตจํานวนมาก    ประกอบดวยหลายปจจัยไดแก 1)  ความไวรับของ Rhizobium ตอสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งเปนเครื่องหมายของทรานสโปซอน Tn5    2)  พลาสมิดพาหะของทรานส
โปซอน Tn5    3)  อายุของเซลลที่ใชในการคอนจูเกชัน    4)  ระยะเวลาที่ใชในการคอนจูเกชัน  
และ 5)  อัตราสวนระหวางเซลลผูใหและเซลลผูรับ 

 
จากการทดสอบความไวรับตอสารปฏิชีวนะกานามัยซิน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-

A1 ไวตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินที่ความเขมขนมากกวา 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    ซึ่งคลาย
กับที่ Cole และ Elkan (1979) รายงานวา Rhizobium japonicum จํานวน 24 สายพันธุจาก 48 
สายพันธุดื้อตอสารปฏิชีวนะนีโอมัยซินซึ่งออกฤทธิ์คลายกับกานามัยซินที่มีความเขมขนต่ําไมเกิน 
12 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 ซึ่งมีทรานสโป
ซอน Tn5 มีความสามารถดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร     ดังนั้น
ในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 จึงสามารถใชสารปฏิชีวนะกานามัยซินในการ
คัดแยกทรานสคอนจูแกนตออกจากสายพันธุ CU-A1    เมื่อทดสอบการดื้อตอสารปฏิชีวนะกานา
มัยซินของ Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตที่คัดแยกไดพบวาสามารถดื้อตอสารปฏิชีวนะไดสูงถึง 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว LB 
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มีการสรางพลาสมิดหลายชนิดเพื่อเปนพาหะในการกลายพันธุ Rhizobium ดวยทรานสโป
ซอน Tn5 (Beringer และคณะ, 1978; Selvaraj และ Iyer, 1983; Simon และคณะ, 1983; 
Simon, 1984)    ในการทดลองนี้เลือกใชพลาสมิด pSUP2021 สรางโดย Simon และคณะ 
(1983) ซึ่งมีขนาดเล็กประมาณ 11 กิโลเบสและมีประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันสูงใน 
Rhizobium spp. (Simon และคณะ, 1983; Hom และคณะ, 1984)  

โดยปกติเมื่อมีการนําพลาสมิดที่สรางขึ้นมาใชในการกลายพันธุแบคทีเรียมักใชภาวะ
เดียวกันกับที่ผูสรางพลาสมิดไดอธิบายไว (Lagares และคณะ, 1992; Foght และ Westlake, 
1996)   จึงทดลองใชภาวะในการคอนจูเกชันที่รายงานไวโดย Simon และคณะ (1983) ซึ่งเปน
ผูสราง  พลาสมิด pSUP2021 กลาวคือ  ใชเซลลผูใหและเซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในระยะทวีคูณ 
(log phase) มาผสมกันในอัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับเทากับ 1 : 5 และทําการคอนจูเกชัน
เปนเวลา 5 ชั่วโมง มาใชในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    พบวา
ประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันคือประมาณ 10-8-10-9 ซึ่งต่ํากวาที่ไดรายงานไวโดย Simon และ
คณะ (1983) คือ 10-4    จึงตองทําการทดลองหาภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ Rhizobium 
sp. สายพันธุ CU-A1 

 
จากการทดลองหาอายุเซลลที่เหมาะสมในการคอนจูเกชัน  ไดทดลองใชเซลลผูใหคือ E. 

coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 และเซลลผูรับคือ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-
A1 ในอัตราสวน  1 : 1  และใชเวลาในการคอนจูเกชัน 16 ชั่วโมง     ซึ่งเปนเวลาคอนจูเกชันที่นาน
ที่สุดสําหรับ Rhizobium กลุมที่มีการเจริญเร็ว (Selvaraj และ Iyer, 1983)    โดยการแปรอายุ
เซลลที่ใชเปน 3 ชวงคือ    เซลลที่เจริญเต็มที่ (stationary phase) (Parke, 1993)    เซลลที่เจริญ
อยูในระยะทวีคูณ (log phase) (Simon และคณะ, 1983)    และเซลลที่เจริญอยูในชวงตนของ
ระยะทวีคูณ (early log phase) (Yen และ Gunsalus, 1982)    ในการคอนจูเกชันพบวาได
ประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันประมาณ  1.5 x 10-7 – 1.2  x 10-6      5 x 10-6  และ  6.4 x 10-6 
ตอเซลลผูรับตามลําดับ    ดังนั้นจึงเลือกใชเซลลที่มีการเจริญอยูในชวงตนของระยะทวีคูณ
เนื่องจากใชระยะเวลาเลี้ยงเซลลส้ันกวาและประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันดีกวา 

 
จากการทดลองแปรระยะเวลาในการคอนจูเกชันพบวาระยะเวลาในการคอนจูเกชันที่ดี

ที่สุดคือ 24 ชั่วโมง ซึ่งจะใหทรานสคอนจูแกนตมากที่สุด    แตไมควรใชระยะเวลาคอนจูเกชันนาน
มากกวานี้เพราะ Hom และคณะ (1984) รายงานวาเมื่อใชระยะเวลาในการคอนจูเกชันนานขึ้นจะ
ไดจํานวนทรานสคอนจูแกนตเพิ่มข้ึน    แตการคอนจูเกชันนานเกินไปแบคทีเรียอาจมีการแบงตัว
เพิ่มจํานวน 
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Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ไมดื้อตอสารปฏิชีวนะชนิดใดที่ทําลาย E. coli สายพันธุ 
S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 ดังนั้นไมสามารถแปรจํานวนเซลลผูใหหรือเซลลผูรับไดมากนัก 
เนื่องจากการใชเซลลที่มากเกินไปเชน อัตราสวน  1 : 5  หรือ  5 : 1  ตามวิธีการเดิมของ Simon 
และคณะ (1983)    จะมีโคโลนีขนาดเล็กของ E. coli เจริญบนผิวอาหารแข็งซึ่งรบกวนการ
คัดเลือกทรานสคอนจูแกนต    การใชอัตราสวน E. coli ตอ Rhizobium เทากับ 1 : 1 ใหจํานวน 
ทรานสคอนจูแกนตสูงกวาหรือใกลเคียงอัตราสวน 1 : 2 หรือ 2 : 1 และมีโคโลนีขนาดเล็กของ E. 
coli    รบกวนนอยกวา 
 
การคัดเลือก Rhizobium ทรานสคอนจูแกนต 
 

จากการทดสอบการดื้อตอสารปฏิชีวนะชนิดตางๆ พบวา Rhizobium สายพันธุ CU-A1 
ไมดื้อตอสารปฏิชีวนะชนิดใดที่ทําลาย E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 จึงตอง
หาวิธีการคัดเลือกอื่นเพื่อคัดเลือกทรานสคอนจูแกนต  

ไดทดลองเลี้ยง E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 และ Rhizobium สาย
พันธุ CU-A1 ในสารประกอบอะโรมาติกตางๆ ที่เปนสารมัธยันตจากการยอยสลายสาร PAHs เชน    
ซาลิไซลิกและคะทีคอล (Yen และ Gunsalus, 1982)    กรดเจนทิสิก (Fuenmayor และคณะ, 
1998)    กรดพธาลิกและกรดโปรโตคาทีคูอิก (Kiyohara และ Nagao, 1978) และ กรดเบนโซอิก 
(Annweiler และคณะ, 2000)     พบวา Rhizobium สายพันธุ CU-A1 สามารถเจริญไดในกรดโปร
โตคาทีคูอิก  กรดซาลิไซลิก และ กรดเจนทิสิก    ตรงกับที่ Muthukumar และคณะ (1982) 
รายงานวาแบคทีเรียในกลุมไรโซเบียม สามารถเจริญในสารประกอบอะโรมาติกซึ่งหลั่งจากรากพืช 
(roots exude substances) เชน กรดโปรโตคาทีคูอิก กรดซาลิไซลิก กรดเจนทิสิก และ คะทีคอล    
สวน E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 ไมสามารถเจริญไดในสารประกอบอะโร
มาติกใดๆ   ดังนั้นในการคัดเลือกทรานสคอนจูแกนตจึงใชกรดโปรโตคาทีคูอิกเชนเดียวกับที่ 
Muthukumar และคณะ (1982) ไดเคยรายงานไว    เนื่องจาก Rhizobium สามารถใชกรดโปรโต
คาทีคูอิกเปนแหลงคารบอนในการเจริญและมีการเปลี่ยนสีอาหารที่ชัดเจนเมื่อมีการเจริญอีกดวย    
โดยจะผสมกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัมตอลิตร ลงในอาหารแข็ง CFMM ที่ทําใหแข็งดวย Noble 
agar (1.5 กรัมตอลิตร) และเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาวะที่เหมาะสมในการคอนจูเกชัน 
 
จากการทดลองพบวาภาวะที่เหมาะสมในการคอนจูเกชันคือ ใชเซลล E. coli สายพันธุ 

S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มีการเจริญอยูในชวง
ตนของระยะทวีคูณอยางละ 10 9 เซลลผสมกันในอัตราสวน 1 : 1    จากนั้นแขวนลอยเซลลดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % ปริมาตร 15 ไมโครลิตรมาหยดบนเยื่อกรองที่วางอยูบน
อาหารแข็ง LB บมที่อุณหภูมิ 30 O ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง    จะไดประสิทธิภาพของทรานสโพสิชัน
สูงสุดเทากับ 4.75 x 10-5 ตอเซลลผูรับ    ซึ่งนอยกวาประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันที่ Simon 
และคณะ (1983) ไดรายงานไวคือ 10-4 ตอเซลลผูรับ (Rhizobium meliloti)  

นอกจากพลาสมิด pSUP2021 แลวยังทดลองใชพลาสมิด pSUP1011 (Simon และคณะ, 
1983)   และพลาสมิด pSUP5011 (Simon, 1984) ซึ่งเปนพลาสมิดพาหะของทรานสโปซอน Tn5 
เชนกัน   โดยใชภาวะที่เหมาะสมดังกลาวขางตนพบวาไดประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันใกลเคยีง
กับพลาสมิด pSUP2021 (ไมแสดงขอมูล) 

 
การแทรกสอดในตําแหนงจําเพาะ (hot spot) 

 
เนื่องจากไดเคยมีรายงานการเกิดการแทรกสอดในตําแหนงจําเพาะ (hot spot) ของ 

ทรานสโปซอน Tn5 บนดีเอ็นเอของ Halomonas elongata (Kunte และ Galinski, 1995) หรือ 
Rhizobium meliloti (Meade และคณะ, 1982; Forrai และคณะ, 1983)    กลไกการเกิดการแทรก
สอดในตําแหนงจําเพาะยังไมทราบแนชัด    อาจข้ึนกับแบคทีเรียซึ่งเปนผูรับและพลาสมิดพาหะ    
เนื่องจากมีเอนไซมและโปรตีนหลายชนิดในเซลลผูรับเขามาเกี่ยวของในกระบวนการทรานสโพสิ
ชันเชน DnaA (Yin และ Reznikoff, 1987)   dam-methylation (Yin และคณะ, 1988)   โปรตีน 
Fis (Weinreich และ Reznikoff, 1992) และ Integration host factor (Makris และคณะ, 1990) 
เปนตน   จึงทดลองสุมเลือกทรานสคอนจูแกนตจากการคอนจูเกชันในแตละครั้งมาติดตาม
ตําแหนงการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ดวยวิธีเซาเธอรนไฮบริไดเซชันกับชิ้นสวนทรานสโป
ซอน Tn5    พบวาทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium สาย
พันธุ CU-A1 และเกิดสายพันธุกลายที่หลากหลาย    เชนเดียวกับการกลายพันธุ Rhizobium 
meliloti ซึ่งทําโดยใชทรานสโปซอน Tn5 (Simon และคณะ, 1983) 

 
โดยสรุปการกลายพันธุ Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5    โดยใช 

E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 ในการคอนจูเกชันกับ Rhizobium สายพันธุ 
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CU-A1 ดวยภาวะที่เหมาะสมดังกลาวขางตนเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสมเนื่องจาก      
1)  ไมพบการคงอยูของพลาสมิด pSUP2021 ใน Rhizobium    เนื่องจากไมพบทรานสคอนจู
แกนตที่ดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินและคลอแรมฟนิคอลบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโต       
คาทีคูอิก   2)  ทรานสคอนจูแกนตที่ดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินมีความถี่ประมาณ 4.75 x 10-5 
ซึ่งสูงกวาความถี่ในการดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินไดเองของ Rhizobium (Hom และคณะ, 
1984)   3)  ทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium ทรานสคอนจู
แกนตซึ่งสามารถตรวจสอบไดโดยวิธีเซาเธอรนไฮบริไดเซชัน  
 
การติดฉลาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 โดยใชโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green 
fluorescent protein) 
 

การสราง Rhizobium ที่มียีนเรืองแสงสีเขียว (gfp) เปนเครื่องหมาย    โดยใชภาวะที่
เหมาะสมในการคอนจูเกชันดังกลาวขางตนในการคอนจูเกต E. coli สายพันธุ S17-1 λpir ที่มี 
พลาสมิด pUT/mini-Tn5::gusA-pgfp21 กับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    พบ 
Rhizobium-gfp ทรานสคอนจูแกนตที่เรืองแสงชัดเจนภายใตแสงอัลตราไวโอเลต    และสามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน (ไมแสดงขอมูล) ไดเปนปกติ    จึงใหชื่อวา CU-GFP2   
จากนั้นไดทดสอบความเสถียรของยีน gfp ในสายพันธุกลาย CU-GFP2    โดยเลี้ยงสายพันธุ CU-
GFP2 ในอาหารเหลว LB ที่ไมเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินจํานวน 9 รุน และตรวจสอบการเรือง
แสงพบวาทุกโคโลนีในแตละรุนเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลต    แสดงวายีน gfp มีความ
เสถียรใน Rhizobium ซึ่งตางจาก Bloemberg และคณะ (1997) รายงานวายีน gfp ที่แทรกสอด
บนพลาสมิดของ Pseudomonas spp. สูญหายไปภายใน 9 วันหลังจากปลูกลงในระบบ
นิเวศวิทยาจําลองเนื่องจากการสูญเสียพลาสมิด       Barry (1986) ไดเคยรายงานวาการแทรก
สอดยีนแปลกปลอมลงบนโครโมโซมของแบคทีเรียมีความเสถียรที่สุด    ดังนั้นควรตรวจสอบ
ตําแหนงแทรกสอดของ mini-Tn5::gusA-pgfp21 ในสายพันธุ  CU-GFP2 กอนนําสายพันธุ  CU-
GFP2 ไปใชงาน 

 
Rhizobium สายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

 
จากการตรวจสอบฟโนไทปของ Rhizobium สายพันธุกลายโดยพิจารณาจากความ      

บกพรองในการยอยสลายหรือไมเจริญในอะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนน กรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิก และแนพธาลีน    สามารถแบงสายพันธุกลายเปน 4 กลุมใหญ 
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สายพันธุกลายกลุมที่1 ไดแก G12  G39  G101  G531  และ K283 ซึ่งมีความบกพรอง
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน    แตเจริญในอะซีแนพโธควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคาร
บอกซิลิก    แสดงวาทรานสโปซอน Tn5 อาจแทรกสอดในยีนใดยีนหนึ่งซึ่งประมวลรหัสสําหรับได
ออกซีจีเนสซึ่งออกซิไดสอะซีแนพธิลีนเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล  หรือไดออลดีไฮโดรจีเน
สซ่ึงออกซิไดส ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลเปนอะซีแนพโธควิโนน ดังรูปที่ 4.1 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.1  ตําแหนงการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ที่เปนไปไดในสายพันธุกลาย
กลุมที่ 1 
 
 

Acenaphthylene 

Acenaphthene-1,2-diol 

Acenaphthoquinone 

Acenaphthylene dioxygenase 

Diol dehydrogenase or 
Nonspecific dehydrogenase 

Tn5 

Tn5 
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 ดังนั้นเมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายกลุมนี้ดวยอะซีแนพธิลีนจึงไมควรพบการสะสมสาร      
มัธยันตชนิดใดๆ  หรือพบการสะสมซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออ    แตจากผลโครมาโตแกรม TLC 
พบวาเมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายในกลุมนี้ดวยอะซีแนพธิลีนยังคงสะสมสารมัธยันตหลายชนิดที่มีคา 
Rf และลักษณะการเรืองแสงเหมือนสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพโธควิโนนและ
กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก    และสวนใหญมีการเพิ่มจํานวนเซลลไดเมื่อบมเชื้อเปนเวลา 
4 วัน (รูปที่ 3.7 ก.)    ซึ่งลักษณะนี้อาจอธิบายไดใน 3 กรณีคือ 

กรณีที่ 1)  Rhizobium สายพันธุ CU-A1 มียีนซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซีจีเนสเพยีง 
1 ชุด   แตทรานสโปซอน Tn5 อาจแทรกสอดในยีนซึ่งประมวลรหัสสําหรับ ferredoxin reductase 
หรือ ferredoxin ทําใหเอนไซมมีการทํางานชาลง   Haigler และ Gibson (1990) รายงานวา 
ferredoxin ของแนพธาลีน-1,2-ไดออกซีจีเนส จําเปนตอการทํางานของเอนไซม   ในขณะที่ 
ferredoxin reductase อาจมีเอนไซมที่คลายคลึงทําหนาที่ทดแทนได    Kiyohara และคณะ 
(1994) รายงานวาเมื่อโคลนยีน pahAbAcAd ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ ferredoxin (pahAb) และ 
ไดออกซีจีเนสซึ่งประกอบดวย α- subunit (pahAc) และ β-subunit(pahAd)    ลงบนพลาสมิด
และตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซมใน E. coli พบวาสามารถออกซิไดสแนพธาลีนเปน
แนพธาลีน-1,2-ไดไฮโดรไดออลแตปฏิกิริยาดําเนินไปไดชา   ในขณะที่ Laurie และ Lloyd-Jones 
(1999) รายงานวาฟแนนทรีน-3,4-ไดออกซีจีเนสของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007  ซึ่ง
ประกอบดวยยีน phnAcAd ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ α-subunit และ β-subunit ของไดออกซีจีเนส   
สามารถออกซิไดสแนพธาลีน ฟแนนทรีนและแอนทราซีนเปนสารประกอบไดไฮโดรไดออล   โดย
อาศัย ferredoxin reductase และ ferredoxin จากแหลงอื่นในเซลล    

กรณีที่ 2)  Rhizobium สายพันธุ CU-A1 มียีนซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซีจีเนส (α-
subunit และ β-subunit) หลายชุด    Romine และคณะ (1999) รายงานวา Sphingomonas 
aromaticivoran สายพันธุ F199   ซึ่งสามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ไดหลายชนิด   มียีน
ซึ่งมีลําดับเบสคลายคลึงกับยีนที่ประมวลรหัสสําหรับ α-subunit และ β-subunit ถึงชนิดละ 6 ชุด
คือ bphA1a-f ประมวลรหัสสําหรับ α-subunit   และ bphA2a-f ประมวลรหัสสําหรับ β-subunit   
ในขณะที่มียีน bphA3 ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ ferredoxin reductase และยีน bphA4 ซึ่งประมวล
รหัสสําหรับ ferredoxin เพียงชนิดละ 1 ชุด    

กรณีที่ 3)  สายพันธุกลายในกลุมที่ 1 อาจถูกทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดในยีนที่
ประมวลรหัสสําหรับ ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลดีไฮโดรจีเนส   แตแบคทีเรียมีเอนไซมดีไฮโดรจีเน
สซึ่งไมทราบชนิดสามารถออกซิไดสซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล  Schocken และ Gibson (1984) 
รายงานวา Beijerinckia sp. สายพันธุกลายที่มีความบกพรองของไดออลดีไฮโดรจีเนสจะสะสม
ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล เมื่อเลี้ยงดวยอะซีแนพธิลีน    แต Selifonov และคณะ (1996) 
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รายงานวา Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 ซึ่งไมสามารถออกซไดสอะซีแนพธิลีน
เปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล    มีดีไฮโดรจีเนสและรีดักเทสไมทราบชนิดสามารถเปลี่ยน ซิส-  
อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลเปนอะซีแนพโธควิโนน 

Rhizobium สายพันธุ CU-A1 อาจมียีนซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซีจีเนส มากกวา 1 
ชุด    เพราะจากผลการทดลองสายพันธุกลายกลุมที่ 1 ไมเจริญในอะซีแนพธิลีนแตเจริญไดเปน
ปกติในแนพธาลีน    ซึ่งแนพธาลีนไดออกซีจีเนสอาจจะยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดอยางชาๆ   จึงมี
การเพิ่มจํานวนเซลลหลังจากเลี้ยงสายพันธุกลายเปนเวลา 4 วันดังแสดงในรูปที่ 4.7 ก   ซึ่งคลาย
กับที่ Selifonov และคณะ (1996) รายงานไววาแนพธาลีนไดออกซีจีเนสสามารถออกซิไดสอะ
ซีแนพธิลีนเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล    

 
สายพันธุกลายกลุมที่ 2 ไดแก H1 มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน และ  

อะซีแนพโธควิโนน    แตเจริญไดเปนปกติในกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก แสดงวาทรานส
โปซอน Tn5 อาจแทรกสอดในยีนที่ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมที่ยอยสลายอะซีแนพโธควิโนนเปน
กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ดังรูปที่ 4.2 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.2  ตําแหนงการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ที่เปนไปไดในสายพันธุกลาย
กลุมที่ 2 
 
 

   Selifonov และคณะ (1996) รายงานวา อะซีแนพโธควิโนนเกิดการแตกตัวเปนกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกไดเองโดยไมตองอาศัยกิจกรรมของเอนไซม    แสดงวาขั้นตอนนี้
แมเกิดไดเองแตอาจตองการเอนไซมเรงปฏิกิริยาใหดําเนินไปอยางรวดเร็ว   ซึ่งคลายกับรายงาน
ของ Eaton และ Chapman (1992) ซึ่งศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนและพบวาสายพันธุรี

Tn5 

Acenaphthylene Acenaphthoquinone Naphthalene-1,8-
dicarboxylic acid 
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คอมบิแนนตที่ไมมี   2-hydroxychromene-2-carboxylate isomerase (HCCA isomerase)   ซึ่ง
เรงปฏิกิริยาเปลี่ยน HCCA เปน ทรานส-ออโท-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูเวท (trans-o-
hydroxybenzylidenepyruvate, tHBPA)    จะสะสม ซิส-ออโท-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูเวท (cis-
o-hydroxybenzylidenepyruvate, tHBPA)  และ HCCA    และเจริญไดเล็กนอยในแนพธาลีน    
แตอัตราการเปลี่ยนอะซีแนพโธควิโนนเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก อาจเกิดชากวาการ
ไอโซเมอไรเซชันของ HCCA เปน tHBPA      ดังนั้นสายพันธุกลาย H1 จึงไมเจริญในอะซแีนพโธควิ
โนน  

 
สายพันธุกลายในกลุมที่ 2 และ 3 มีความบกพรองในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

กลาวคือสายพันธุกลายในกลุมที่ 2 ไดแก H1 ไมสามารถเจริญไดในอะซีแนพธิลีน และอะซีแนพ
โธควิโนน   และสายพันธุกลายในกลุมที่ 3 ไดแก  B1  B5 และ E11 ไมสามารถเจริญใน ในอะ
ซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก   แตทั้งสายพันธุกลายใน
กลุมที่ 2 และ 3 เจริญไดในแนพธาลีน กรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิก   จึงนาจะเปนไปไดวา 
Rhizobium สายพันธุ CU-A1 มีเอนไซมเฉพาะในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแยกตางหากจาก
เอนไซมในวิถีการยอยสลายแนพธาลีน   ซึ่งคลายกับ Allen และคณะ (1997) รายงานวา 
Rhodococcus sp. สายพันธุ NCIMB12038  ยอยสลายแนพธาลีนและ 1-แนพธอลดวยเอนไซม
ตางวิถีกันกลาวคือ   เอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายแนพธาลีนตองการสารชักนําการ
แสดงออกของยีน (inducible) แตเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลาย 1-แนพธอลถูกสังเคราะห
ตลอดเวลา (constitutive)   และแบคทีเรียชนิดนี้ยอยสลายแนพธาลีนและ 1-แนพธอลเปนกรดซา
ลิไซลิกและกรดเจนทิสิกเหมือนกัน 

 
สายพันธุกลายในกลุมที่ 4 แสดงใหเห็นถึงความซับซอนในการควบคุมการยอยสลายและ

กระบวนการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกของ Rhizobium สายพันธุ CU-A1  กลาวคือสาย
พันธุกลาย D2 และ J1 ไมเจริญในกรดซาลิไซลิกแตเจริญในกรดเจนทิสิก   แสดงวาทรานสโปซอน 
Tn5 อาจแทรกสอดในยีนที่ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปนกรดเจนทิสิก   
ถา Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนกรดเจนทิสิกเชนเดียวกับการยอย
สลายแนพธาลีนเปนกรดเจนทิสิกแลว   เมื่อเลี้ยงสายพันธุกลาย D2 และ J1 ดวยอะซีแนพธิลีน
หรือแนพธาลีน สายพันธุกลายทั้งสองจะตองสะสมกรดซาลิไซลิก    แตจากผลการทดลองปรากฏ
วาเมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายทั้งสองดวยอะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนนหรือกรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิก และตรวจสอบดวยวิธี TLC   ไมพบสารมัธยันตชนิดใดที่มีลักษณะการเรืองแสงหรอืมี
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คา Rf ใกลเคียงกับกรดซาลิไซลิก   นอกจากนี้สายพันธุกลายทั้งสองไมสามารถเจริญหรือยอย
สลายแนพธาลีน     

จากรูปที่ 4.7 ซึ่งแสดงจํานวนเซลลของสายพันธุกลายที่เล้ียงดวยอะซีแนพธิลีน  พบวา
จํานวนเซลลของสายพันธุกลายสวนใหญจะลดลงเมื่อเทียบกับสายพันธุ CU-A1 ซึ่งสามารถเพิ่ม
จํานวนในอะซีแนพธิลีนโดยไมมีระยะพัก    แตสายพันธุกลาย J1 มีจํานวนเซลลคอนขางคงที่เมื่อ
เล้ียงดวยอะซีแนพธิลีนเปนเวลา 8 วัน    แสดงวาสายพันธุกลาย J1 นาจะสามารถยอยสลายอะ
ซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานไดบางสวน    และสารมัธยันตสีเทาอมเขียวที่สะสมโดย
สายพันธุกลาย J1 มีความเปนพิษตํ่าหรือไมเปนพิษตอเซลล     จึงไมพบการลดจํานวนเซลลของ
สายพันธุกลาย J1 ในอะซีแนพธิลีนเมื่อเทียบกับสายพันธุกลายอื่น ๆ    พจนีย จันทมาลี (2543) 
และ Sikkema และคณะ (1995) รายงานวาสาร PAHs และสารมัธยันตจากการยอยสลายสาร 
PAHs บางชนิด มีความเปนพิษตอเซลล    เมื่อแบคทีเรียไมสามารถยอยสลายสาร PAHs หรือยอย
สลายสาร PAHs ไดไมดี    สายพันธุกลาย J1 จะสะสมสารมัธยันตสีเทาอมเขียวเมื่อเลี้ยงดวยอะ
ซีแนพธิลีนแตไมสะสมสารมัธยันตชนิดนี้เมื่อเลี้ยงดวยอะซีแนพโธควิโนนหรือกรดแนพธาลีน-1,8-
ไดคารบอกซิลิก   แสดงวาสารที่มีสีเทาอมเขียวอาจเกิดจากการออโตออกซิเดชันของสารมัธยันต
บางชนิด กอนที่สารมัธยันตชนิดนี้จะถูก Rhizobium ยอยสลายเปนอะซีแนพโธควิโนน 

สายพันธุกลาย A35  A53  E32 และ G62 สะสมสารมัธยันต a ซี่งเรืองแสงภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตเปนสีฟาและมีคา Rf เทากับกรดเจนทิสิก    จากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน อะ
ซีแนพโธควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก     

 
โดยสรุปพบวาการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium สายพันธุ CU-A1 สามารถ

ยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนอะซีแนพโธควิโนน กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และสารมัธ
ยันต a ซึ่งมีลักษณะการเรืองแสงและคา Rf เหมือนกับกรดเจนทิสิกตามลําดับ    คลายกับที่ได
รายงานไวใน Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) (Selifonov และคณะ, 
1996) ดังรูปที่ 4.3 
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รูปที่ 4.3  การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (เสนประ) 
เทียบกับ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) (Selifonov และคณะ, 
1996) (เสนทึบ) 
 
 
 ดังนั้นในงานวิจัยครั้งนี้สามารถหาภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1    โดยใชทรานสโปซอน Tn5 ซึ่งไดสายพันธุกลายตางๆ ที่สะสมสารมัธยันตจาก

Acenaphthylene 

Acenaphthoquinone 

Naphthalene-1,8-dicarboxylic acid 

Intermediate a (Gentisic acid ?) 
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่ตางกัน   เมื่อนําสารมัธยันตที่สะสมในสายพันธุกลายตางๆ ไป
วิเคราะหดวยวิธีทางเคมีจะทําใหสามารถอธิบายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ Rhizobium 
sp. สายพันธุ CU-A1 ได    นอกจากนี้ยังสามารถสราง Rhizobium sp. สายพันธุกลาย CU-GFP2 
โดยใชภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน    สายพันธุกลาย CU-GFP2 ซึ่งมี
ความสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดตามปกติ    และยังมียีน gfp ซึ่งเปนรหัสของ green 
fluorescent protein   จึงสงผลใหมีการเรืองแสงสีเขียวขึ้นอยางชัดเจน    จึงเปนประโยชนในการ
ติดตามสายพันธุกลาย CU-GFP2 ในการทดลองบําบัดในระดับหองปฏิบัติการ 
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บทที่  5 
 

ขอเสนอแนะในการวิจัย 
 

 
1. การเก็บรักษา Rhizobium สายพันธุกลายในอาหารเหลว CFMM ที่เติมกรดโปรโตคา      
ทีคูอิกและสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    ควรใชเซลลที่มีการเจริญเต็มที่และอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสี
จากสีมวงอมน้ําเงินเปนสีขาวขุน    เนื่องจากกรดโปรโตคาทีคูอิกและคารบอกซีมูโคเนตซึ่งเปน
สารมัธยันตจากการยอยสลายมีความเปนพิษจะทําใหเซลลตาย 
2. อาหาร CFMM ที่เติมกรดโปรโตคาทีคูอิกควรเปนอาหารที่เตรียมใหมๆ    เนื่องจากกรด
โปรโตคาทีคูอิกอาจเกิดออโตออกซิเดชัน   ซึ่งแบคทีเรียไมสามารถใชเปนแหลงคารบอนได 
(D’Argenio และคณะ, 1999) 
3. การผสมเซลลเพื่อคอนจูเกชัน    ควรลาง E. coli ดวยสารละลายเกลือ 0.85 % สองครั้งที่
อุณหภูมิหองเพื่อกําจัดสารปฏิชีวนะที่อาจเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ   จากนั้นจึงนํา Rhizobium 
ที่เตรียมไวมาผสมใหเขากัน    ทุกขั้นตอนตองทําอยางรวดเร็วที่อุณหภูมิหองและหามนําเซลลที่จะ
คอนจูเกชันแชในตูเย็นหรือปนเก็บเซลลที่อุณหภูมิต่ํา    จะทําใหประสิทธิภาพของทรานสโพสิชัน
ลดลงอยางมาก 
4. E. coli สายพันธุ S17-1 และ S17-1 λpir  มียีน tra จากพลาสมิด RP4 ซึ่งสราง sex pilus 
ที่มีลักษณะสั้นและแข็ง    การคอนจูเกชันจึงควรใหเซลลอยูชิดกันใหมากที่สุดเพื่อเพิ่มโอกาสการ
ถายทอดพลาสมิด     ดังนั้นควรใชอาหารแข็ง LB ที่มีผิวหนาอาหารแหง    อาหารแข็งที่เทใหมๆ 
จะมีความชื้นสูงและมีหยดน้ําบนผิวอาหาร   เมื่อหยดเซลลผสมลงไปจะทําใหเซลลเกิดการเจริญ
ซึ่งเปนผลใหประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันลดลงและไดทรานสคอนจูแกนตจํานวนนอย   การ
หยดเซลลผสมควรใหแผไปบนแผนเยื่อกรองเพื่อใหเซลลไดรับออกซิเจนทั่วถึง 
5. กรดเจนทิสิกซึ่งพบสะสมโดยสายพันธุกลายเมื่อเลี้ยงดวยอะซีแนพธิลีนหรือแนพธาลีน    
อาจมาจากสารมัธยันตคนละชนิด    กลาวคืออาจเกิดจากการยอยสลาย 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิก 
Poh และ Bayly (1980)  หรือจากการยอยสลายกรดซาลิไซลิก (Yen และ Sedar, 1988)    ดังนั้น
ควรตรวจสอบรูปแบบการสะสมของสารมัธยันตโดยสายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนเปรียบเทียบกับ 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิก 
6. สายพันธุกลายในแตละกลุมที่แสดงฟโนไทปเหมือนๆ กัน    อาจเกิดจากการแทรกสอด
ของ ทรานสโปซอน Tn5 บนดีเอ็นเอในตําแหนงที่ตางกันดังอธิบายไวในบทที่ 5     การตรวจสอบ
ตําแหนงแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn 5 และการวิเคราะหลําดับเบสขางเคียงตําแหนงแทรก
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สอดของทรานสโปซอน Tn 5     จะชวยใหทราบถึงยีนที่เกี่ยวของรวมถึงปฏิสัมพันธของยีนนั้นใน
วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน 
7. ผลการตรวจสอบการสะสมสารมัธยันตของสายพันธุกลายชนิดตางๆ ดวยวิธี TLC จะพบ
การสะสมสารมัธยันตหลายชนิด    ทําใหจําแนกไดยากวาสารมัธยันตชนิดใดเปนสารมัธยันตชนิด
สุดทายและทําใหการสกัดสารมัธยันตที่ตองการศึกษาใหบริสุทธิ์มีขั้นตอนมากขึ้น    แบคทีเรียตอง
ใชพลังงานในการยอยสลายสาร PAHs   ดังนั้นอาจหาแหลงคารบอนอื่นเชน กรดซักซินิก 
(Hartnett และคณะ, 1990)    มาเปนแหลงพลังงานทดแทนใหแกสายพันธุกลาย 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 

1.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Carbon Free Mineral salt Medium (CFMM) 
   

แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3)  3.0 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4 • 12H2O)  5.5 กรัม 
โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.8 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4 • 7H2O)   0.01 กรัม 
เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3  • 6H2O)    0.005 กรัม 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2  • 2H2O)   0.005 กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดแรกในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที สวนสารละลายสามชนิดหลังทําใหปลอด
เชื้อโดยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร แลว
จึงเติมลงไปในอาหารที่นึ่งฆาเชื้อแลว 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (CFMM agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเหลว CFMM แตละลายวุนเพิ่มลงไปในสารสามอยาง
แรกกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ วุนที่ใชในการเตรียมอาหารมี 3 ชนิดคือ 

โนเบลอะกา 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร ใชเตรียมอาหารสําหรับการทดลองขอ 3.7 ก. 
อะกาโรสเจล 7.0 กรัมตออาหาร 1 ลิตร ใชเตรียมอาหารสําหรับการทดลองขอ 3.8 ข. 
แบคโตอะกา 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร ใชเตรียมอาหารสําหรับการทดลองทั่วไป 

 
3.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 
  ทริปโตน (tryptone)                  10.0 กรัม 

 



 105

  ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)     5.0 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0 กรัม 
 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
4.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 
ลิตร เพิ่มลงไป    จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ 
เปนเวลา 20 นาที 

 
5.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 
  ทริปโตน (tryptone)      16.0 กรัม 
  ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)     10.0 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด (NaCl)        5.0 กรัม 
 
 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
6.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SOC (SOC medium) 
 
  ทริปโตน (tryptone)      20 กรัม 
  สารสกัดจากยีสต (yeast extract)    5 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด       0.5 กรัม 
  MgSO4               20  มิลลิโมลาร 
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 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดาง
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
 
1.  สารละลาย PAHs และอนุพันธของสาร PAHs ในไดเมธิลซัลฟอกไซด (DMSO) 
 

 อะซีแนพธิลีน       0.6 กรัม 
 อะซีแนพโธควิโนน      0.5 กรัม 
 กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซีลิก    0.5 กรัม 
 แนพธาลีน       0.5 กรัม 

 
 ละลายสารแตชนิดในไดเมธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 18 มิลลิลิตร ผสมดวยเครื่องปนผสม
จนสารละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 
0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดฝาเกลียวสีชาที่อุณหภูมิ –20 Oซ เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว 
 
2.  สารละลายสารประกอบอะโรมาติกในเอธานอล 
 
 ชั่งสารตอไปนี้ กรด 3,4-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก  กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก  กรด    
พธาลิก  คาทีคอล  3-เมธิลคาทีคอล  กรดซินนามิก  กรดเบนโซอิกและกรดซาลิไซลิก ชนิดละ 1.0 
กรัม ละลายสารแตละชนิดในเอธานอลปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมดวยเครื่องปนผสมจนสารละลาย
หมด ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 
ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดฝาเกลียวสีชาที่อุณหภูมิ –20 Oซ  
 
 สําหรับเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหอง
แลวหรือเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่ผานการฆาเชื้อแลวและเย็นลงที่อุณหภูมิ 50  Oซ  
 
3.  สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85% 
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 ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
4.  กลีเซอรอล 
 
 นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปน
เวลา 20 นาที ไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชื้อซํ้าอีก 1 คร้ัง 
 
5. สารปฏิชีวนะ 
 
 

สารปฏิชวีนะ สารละลายเขมขน 

กานามัยซิน 50 มก./น้ํา 1 มิลลิลิตร 

แอมพิซิลลิน 100 มก./น้ํา 1 มิลลิลิตร 

สเตรปโตมัยซิน 25 มก./น้ํา 1 มิลลิลิตร 

พอลิมิกซิน 50 มก./น้ํา 1 มิลลิลิตร 

คลอแรมเฟนิคอล 50 มก./เมธานอล 1 มิลลิลิตร 

เตตราซัยคลิน 50 มก./ 50% เอธานอล 1 มิลลิลิตร 

 
 
กานามัยซิน แอมพิซิลลิน สเตรปโตมัยซินและพอลิมิกซินทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง

ผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร สวนคลอแรมเฟนิคอล
และเตตราซัยคลินทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 
0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดฝาเกลียวสีชาที่อุณหภูมิ –20 Oซ เมื่อนํามาใชแลวเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 Oซ ไดนาน 1เดือน 
 
6.  สารละลายเมธานอลเขมขน 80 % ในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
 กรองเมธานอลผานเยื่อกรองชนิด FH ขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร กําจัดอากาศออกดวย
เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมธานอลปริมาตร 80 มิลลิลิตรกับน้ํากรองที่กําจัด
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อากาศแลวปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําไปกําจัดอากาศดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงอีกครั้งจนไม
เห็นฟองอากาศ 
 
7.  ชุดสกัดพสาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit  
 
 ประกอบดวย 
  Buffer P1 
  Buffer P2 
  Buffer N3 
  Buffer PB 
  Buffer PE 
  RNase A  
  Collection tube 
  QIAprep Spin column 
  
 กอนใชชุดสกดัพสาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer P1 และ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงใน Buffer PE 
 
8.  ชุดสกัดดีเอนเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit  
  
 ประกอบดวย 
  NaI solution 
  Glassmilk 
  NEW Wash 

 
ทําการสกัดพลาสมิดตามวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 
9.  สารละลาย 20XSSC 
 
  โซเดียมคลอไรด                   3.0   โมลาร 
  โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)                 0.3   โมลาร 
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ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดางเปน 7.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน
ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
10.  สารละลาย 10%SDS 
  

ชั่ง sodium lauryl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ     
60  Oซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
11.  Denaturation buffer 
 
  โซเดียมไฮดรอกไซด                  0.5   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด                   1.5   โมลาร 

 
ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตรจนหมดแลวจึงละลาย

ผลึกโซเดียมไฮดรอกไซด เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
12.  Neutralization buffer 
 
  Trismabase                   0.5   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด                   3.0   โมลาร 
 

ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดางเปน 7.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 
นาที 
 
13.  สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
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 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 80 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน จากนั้นเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนได
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
14.  สารละลาย 0.1XSSC/0.1%SDS 
 
 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 80 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน จากนั้นเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนได
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
15.  ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอนเอ DIG High Prime DNA labeling and 
detection starter kit I 
 
 ประกอบดวย 
  หลอดหมายเลข 1.  Dig-High Prime 
  หลอดหมายเลข 2.  Unlabeled control DNA, 20 µg/ml, linearized with Bam 
HI 
  หลอดหมายเลข 3.  DNA dilution buffer 
  หลอดหมายเลข 4.  Anti-Digoxyginin-AP Conjugate 
  หลอดหมายเลข 5.  NBT/BCIP concentrated stock solution 
  ขวดหมายเลข 6.     Blocking solution, 10X conc. 
  หลอดหมายเลข 7.  DIG Quantification Teststrips 
  หลอดหมายเลข 5.  DIG Control Teststrips 
 
 และสารละลายที่ใชในการทดลองดังนี้ 
 
Standard hybridization buffer 
 
  20XSSC     50  มิลลิลิตร 

10Xblocking solution    20  มิลลิลิตร 
  N-laurylsarcosine    0.1%   (น้ําหนักตอปริมาตร) 
  SDS      0.02% (น้ําหนักตอปริมาตร) 
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 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันตามลําดับ จากนั้นเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 
200 มิลลิลิตร ควรผสมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
Buffer 1  Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก                   0.1   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด                 0.15   โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 
นาที 
 
Buffer 2  Blocking solution  
 
 ละลาย 10Xblocking solution กับบัฟเฟอร 1 ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
Buffer 3  Detection buffer 
 

 Tris-HCl                   0.1   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด                   0.1   โมลาร 
  แมกนีเซียมคลอไรด                0.05   โมลาร 
  

ผสมสารสองอยางแรกในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 9.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาทีเมื่อเย็นลงแลว
จึงเติมแมกนีเซียมคลอไรด 
 
16.  สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร 
 



 113

 Trizma base (C4H11NO3)               121.14   กรัม 
  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน                 42   มิลลิลิตร 
 
 ละลาย Trizma base ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดไฮโดร
คลอริก คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก
เขมขนเติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
17.  สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร 
 
 EDTA (C10H14N2O8Na2 • 2H2O)                  186.1   กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด                        20   กรัม 
 
 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอก
ไซด คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุใหเปน
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปน
เวลา 20 นาที 
 
18.  บัฟเฟอร TE 
 
 Tris-HCl            10.0   มิลลิโมลาร 
 EDTA               0.1   มิลลิโมลาร 
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCl PH 8.0 เขมขน 1.0 โมลาร pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับ
สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุใหเปน
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปน
เวลา 20 นาที 
 
19.  CTAB/NaCl solution 
 
 โซเดียมคลอไรด                     0.7  โมลาร 
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 CTAB                       10     กรัม 
ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 60 Oซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นเติม

โซเดียมคลอไรด เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ
ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
 20.  สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 เตรียมสารละลายฟนอลอิ่มตัวในบัฟเฟอร Tris-HCl โดยละลายฟนอลในอางน้ําอุณหภูมิ 
68 Oซ จากนั้นเติมผง hydroxyquinoline ใหไดความเขมขน 0.1 % (น้ําหนักตอน้ําหนัก) เติม
สารละลาย Tris-HCl เปน 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทา คนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 
นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก เติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร 
ปริมาตร 1 เทา คนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก ทําขั้นนี้
ซ้ําหลายๆ คร้ังดวยสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร จนคาความเปนกรด-ดาง
ของฟนอลมากกวา 7.8 สุดทายเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร ที่ผสม β-
mercaptoethanol เขมขน 0.2 % ปริมาตร 0.1 เทาของฟนอลที่เตรียมได เก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4  Oซ 
 
 ผสมฟนอลที่เตรียมไดกับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 25:24:1 
(ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4  Oซ 
 
21.  สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 24:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เก็บ
ที่อุณหภูมิ 4  Oซ 
 
22.  Solution I  
 
  กลูโคส            50   มิลลิโมลาร 
  Tris-HCl (pH 8.0)          25   มิลลิโมลาร 
  EDTA (pH 8.0)           10   มิลลิโมลาร 
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 ละลายสวนผสมทั้งหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ
ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
23.  Solution II 
 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 10 นอรมัล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับน้ํา
ปลอดประจุปริมาตร 880 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย SDS เขมขน 10% ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร สารละลายนี้ตองเตรียมใหมทุกครั้งที่สกัดพลาสมิด 
 
24.  Solution III 
 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 30 มิลลิลิตรกับกรดอะ
ซีติกเขมขนปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
25.  Loading dye 
 
  Bromphenolblue     0.025 % 
  Sucrose      40 % 
 
 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 
 
26.  บัฟเฟอร 50XTAE 
 
  Tris-HCl                   202   กรัม 
  สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร           100    มิลลิลิตร 
  กรดอะซีติกเขมขน             57.1   มิลลิลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้ําปลอดประจุ
ใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร   นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ      
121  Oซ เปนเวลา 20 นาที 
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27.  สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบฟัเฟอร TAE 
 
 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะปดสนิทในทีม่ืด 
 
28.  เยื่อกรองไนโตรเซลลูโลส 
 
 ใชปากคีบเรียงเยื่อกรองบนจานอาหารเลี้ยงเชื้ออยาใหซอนกัน หยดน้ํากลั่นบนเยื่อกรอง
จนชุม ปดฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ หอดวยกระดาษนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที     และทิ้งใหแหงที่อุณหภูมิหองหรืออบที่อุณหภูมิ 
50 Oซ 18 ชั่วโมง 
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ประวัติผูเขียน 
 

 
นางสาวธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน เกิดเมื่อวันที่ 22 ตุลาคม พ.ศ. 2519 ที่จังหวัดจันทบุรี 

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2540 และเขารับการศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2541 
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