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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

การถนอมอาหารมีวัตถุประสงคหลักคือ การยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร และผลิตภัณฑ    
อีกทั้งเปนการแปรรูปอาหารใหมีความหลากหลายมากขึ้น  การถนอมอาหารมีหลายวิธีเชน การ
ถนอมอาหารโดยใชความรอน, ความเย็น, การทําแหง หรือการใชสารเคมีเปนตน ถึงแมวาสารเคมี
จะเขามามีบทบาทสําคัญในการถนอมอาหารแตก็พบวาสารเคมีบางชนิดมีผลขางเคียงตอผูบริโภค  

สารปฏิชีวนะ (antibiotic) เปนสารที่ไดจากกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) ของ
สิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะจุลินทรียโดยสรางขึ้นมาเพื่อทําลายหรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่น
โดยใชปริมาณนอย ๆ (Waksman, 1961) จากการคนพบสารปฏิชีวนะไดสรางประโยชนมากมาย
ในดานการแพทย และการรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อไดอยางจําเพาะ แตก็มีขีดจํากัดในการใช
สารปฏิชีวนะโดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร เนื่องจากไมอนุญาตใหเติมสารปฏิชีวนะลงใน
อาหาร ดังนั้นการคนหาสารที่มีฤทธิ์ในการทําลายเชื้อจําเพาะเหมือนสารปฏิชีวนะ และมีความ
ปลอดภัยตอผูบริโภคจึงเปนเรื่องที่นาสนใจ  

แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) เปนสารตานจุลชีพชนิดเพปไทดหรือโปรตีนที่ผลิตมาจาก
แบคทีเรีย แบคเทอริโอซินถูกจัดใหเปนวัตถุกันเสียที่ไดจากธรรมชาติ (natural preservative) หรือ
วัตถุกันเสียทางชีวภาพ (biopreservative) เนื่องมาจากแบคเทอริโอซินมีคุณสมบัติในการยับยั้ง
แบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสียในอาหาร และแบคเทอริโอซินสวนใหญสรางมาจากแบคทีเรียใน
กลุมแลคติกซึ่งมีความปลอดภัย แบคเทอริโอซินจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่ถูกนํามาใชในการถนอม
อาหารแทนการใชสารเคมี (De Vuyst และ Vandamme, 1994) โดยที่ไนซินเปนแบคเทอริโอซิน
ชนิดแรกที่นํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร และตอมาองคการอนามัยโลก (WHO) และองคการ
อาหารและยาของอเมริกา และยุโรป ใหการรับรองวาไนซินมีความปลอดภัย และอนุญาตใหเติมไน
ซินในผลิตภัณฑเพื่อถนอมอาหาร ในปจจุบันไนซินมีการใชอยางแพรหลายมากกวา 50 ประเทศทัว่
โลก (Jay, 2000) 
 ไนซินเปนสารตานจุลชีพชนิดเพปไทดซึ่งมีสวนประกอบของแลนไธโอนีน (lanthionine) 
ดังนั้นจึงจัดไนซินอยูในกลุมแลนติไบโอติก (lantibiotic) (กลุมของสารตานจุลชีพที่มีหมูแลนไธ
โอนีนเปนองคประกอบ) โครงสรางของไนซิน ประกอบดวยกลุมกรดอะมิโนที่ไมพบในธรรมชาติ 
(unusual amino acid) ไดแก ดีไฮโดรอะลานีน (Dha), ดีไฮโดรบิวทิรีน (Dhb), แลนไธโอนีน และ            
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บีตาเมทิลแลนไธโอนีน (β- methyllanthionine) (Hansen, 1993)  ไนซินมีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 3.5 กิโลดัลตัน มีสมบัติไมชอบน้ําและมีประจุบวก มีความเสถียรที่ความรอน 121Oซ เปน
เวลานานที่คาความเปนกรด-เบส เทากับ 2 แตจะทนความรอนไดลดลงเมื่อคาความเปนกรด-เบส 
เทากับ 5-7   ไนซินสูญเสียสภาพโดยสารเคมีและโปรตีเอสบางชนิด ไนซินมีกลไกในการทําลาย    
จุลินทรียโดยการทําใหเกิดรูบริเวณเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย (Chen และ Hoover, 
2003) 
 ไนซินสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดกวางโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกทั้งที่สรางและไม
สรางสปอรตัวอยาง เชนแบคทีเรียในสกุลตาง ๆ ไดแก  Enterococcus, Lactobacillus, 
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Staphylococcus และ Listeria. monocytogenes  
โดยเฉพาะ L. monocytogenes  เปนแบคทีเรียที่กอโรคในอาหารซึ่งพบทั่วไปในสิ่งแวดลอมและ
ควบคุมยาก สําหรบัแบคทีเรียแกรมบวกที่สรางสปอรพบวาไนซินมีฤทธิ์ปองกันการสรางสปอรใน 
Clostridia และ Bacilli เปนตน ไนซินสามารถแบงออกไดเปนสองชนิดโดยอาศัยความแตกตาง
ของกรดอะมิโน ไดแก ไนซินเอ (nisin A) ซึ่งมีกรดอะมิโนตําแหนงที่ 27 เปนฮิสติดีน (histidine) 
และไนซินแซด (nisin Z) ที่มีกรดอะมิโนตําแหนงที่ 27 เปนแอสพาราจีน (asparagine) (Chen 
และ Hoover, 2003) 
 ไนซินเปนสารที่สรางขึ้นโดย Lactococcus lactis สวนใหญแยกไดจากน้ํานม หรือ
ผลิตภัณฑที่มาจากน้ํานม ทั้งนมวัว, น้ํานมแพะ และน้ํานมแกะ  L. lactis นอกจากจะแยกไดจาก
น้ํานมยังสามารถแยกไดจากอาหารหมักตาง ๆ เชน ไสกรอกหมัก และกิมจิ เปนตน (Rodriguez 
และคณะ, 1995; Park และคณะ, 2003)  

การทดสอบหาแบคทีเรียที่สรางไนซินอาศัยสมบัติความเปนสารตานจุลชีพที่มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งแบคทีเรียที่ไวตอไนซิน วิธีแพรซึมในอาหารแข็งเปนวิธีที่วิเคราะหงายและมีตนทุนต่ํา ดังนั้น
จึงเปนวิธีที่นิยมใช (Parente และคณะ, 1995) และในปจจุบันเทคโนโลยีทางดานอณูชีววิทยาไดมี
การพัฒนามากขึ้น ไดมีการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่สังเคราะหไนซินซึ่งสามารถนํามา
ประยุกตใชในการออกแบบไพรเมอรสําหรับกระบวนการลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) เพื่อยืนยันการ
สรางไนซิน  

การศึกษาทางดานยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหไนซินนั้นไดมีการคนพบลําดับนิวคลีโอ
ไทดของยีนไนซินและพบลักษณะพอลิซิสทรอนิคเอ็มอารเอ็นเอ (polycistronic mRNA) ซึ่งจะตอง
ประกอบดวยการทํางานของกลุมยีนจึงจะสามารถผลิตเปนไนซินที่สมบูรณได การแยก และการหา
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ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไนซินนําไปสูขอมูลทางพันธุกรรมที่มีประโยชนตอการปรับปรุงสายพันธุ 
จุลินทรียเพื่อใหสามารถผลิตไนซินในระดับสูง และสามารถนําไปใชงานไดในระดับอุตสาหกรรม 
 งานวิจยันี้มจีดุมุงหมายเพื่อทําการคัดกรองแบคทีเรีย จากแหลงตางๆ ที่สามารถสราง    
ไนซินและทําการยืนยันยีนทีป่ระมวลรหัสไนซินโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในการทดสอบ                   

 
 
 

 
 
  
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 



บทที่  2 
 

วารสารปริทัศน 
 
การถนอมอาหาร 

การถนอมอาหารเปนการเก็บรักษาอาหารไมใหเนาเสีย โดยเปนการยับยั้ง ทําลาย และลด
ปริมาณจุลินทรียในอาหาร การถนอมอาหารมีหลายวิธีเชน  การใชความรอน ความเย็น การทําให
แหง การใชสารเคมี และการใชรังสี เปนตน แตวิธีการเหลานี้มักประสบปญหา ไดแก พบแบคทีเรีย
ที่สรางสปอรที่ทนความรอนได เชน Bacillus cereus, Clostridium  sp. หรือพบแบคทีเรียที่
สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ํา เชน Listeria monocytogenes นอกจากนี้ยังพบวาสารเคมีที่ใสไป
ในอาหารเพื่อถนอมอาหารบางชนิด เชน ไนเตรต มีผลขางเคียงทําใหเปนมะเร็งได (นงลักษณ 
สุวรรณพินจิ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 2541) หรือวิธีการถนอมอาหารตองเสียตนทุนสูง จากสาเหตุ
เหลานี้ทําใหนักวิทยาศาสตรพยายามศึกษาวิธีการถนอมอาหารแบบใหม ตอมาไดมกีารคนพบสาร
ตานจุลชีพที่เปนโปรตีนโดยสรางมาจากแบคทีเรียแลคติกซึ่งใชเปนหัวเชื้อในการหมักอาหารทั่วไป 
ภายหลังใหชื่อสารนี้วา แบคเทอริโอซิน การคนพบสารแบคเทอริโอซิน ซึ่งเปนสารตานจุลชีพชนิด
เพปไทดที่ผลิตจากแบคทีเรียซึ่งมีสมบัติในการทําลายหรือยับยั้งแบคทีเรีย จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่ง
ที่นํามาใชในการถนอมอาหาร เนื่องจากมีความปลอดภัยและสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดกวาง การ
ใชสารแบคเทอริโอซินในการถนอมอาหารจะเปนการใชในรูปสารบริสุทธิ์ สารกึ่งบริสุทธิ์ หรือหัวเชื้อ
แบคทีเรียแลคติกในการหมักเพื่อใหผลิตสารแบคเทอริโอซิน (Cintas และคณะ, 2001) 
 
แบคเทอริโอซิน 

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เปนเพปไทดหรือโปรตีนที่มีความสามารถในการยับยั้ง
แบคทีเรียที่ไวตอสารนี้ แบคเทอริโอซินถูกคนพบครั้งแรกในแบคทีเรียแกรมลบ คือ โคลิซิน 
(colicin)  ที่ผลิตจาก Escherichia coli ซึ่ง โคลิซินนี้มีผลยับยั้งแบคทีเรียเฉพาะกลุมที่มีสายพันธุ
ใกลเคียงกับสายพันธุที่สราง (Oscariz และ Pisabarro, 2001) แบคเทอริโอซินมีสมบัติคลายกับ
สารปฏิชีวนะแตก็มีความแตกตางในสมบัติการยับยั้งแบคทีเรีย แบคเทอริโอซินจะมีขอบเขตการ
ยับยั้งที่แคบและยับยั้งไดในกลุมสายพันธุที่ใกลเคียงกันเทานั้น ดังนั้นแบคเทอริโอซินจึงนิยมใชใน
อุตสาหกรรมอาหารเพื่อปองกันการเจริญของแบคทีเรียที่ทําใหเกิดการเนาเสีย ในขณะที่สาร
ปฏิชีวนะสวนใหญจะใชเพื่อยับยั้งหรือรักษาโรคติดเชื้อ (Hoover และ Steenson, 1993)       
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สมบัติของแบคเทอริโอซินโดยทั่วไปมีฤทธิ์ในการฆาแบคทีเรียที่ไวตอสารนั้น และถูกยอยไดอยาง
รวดเร็วดวยโปรตีเอสในระบบทางเดินอาหารของมนุษย (Chen และ Hoover, 2003) 

ปจจุบันแบคเทอริโอซินเปนที่รูจักกันกวางขวางในแงของการเปนสารตานจุลชีพ และสาร
ถนอมอาหาร ในอุตสาหกรรมอาหารแบคเทอริโอซินสวนใหญผลิตมาจากแบคทีเรียแกรมบวกท่ี
สรางมาจากกลุมแบคทีเรียแลคติกซึ่งเปนกลุมแบคทีเรียที่มีความปลอดภัยในอุตสาหกรรมอาหาร  
 
การจาํแนกประเภทของแบคเทอริโอซิน (Chen และ Hoover, 2003) 

แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียแลคติก โดยทั่วไปจะมีสมบัติเปนโมเลกุลที่ไมชอบน้ํา 
(hydrophobic molecule) และมีประจุบวก ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 20-60 หมู โดยตัวอยาง      
แบคเทอริโอซินในแตละกลุมแสดงในตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1 ตัวอยางแบคเทอริโอซินในกลุมตาง ๆ (Chen และ Hoover, 2003) 
 
Bacteriocins 
 

Producers 

กลุม 1 (แลนติไบโอติก) 
1.1 
nisin  
lactocin S  
epidermin  
gallidermin  
lacticin 481  
1.2         
mersacidin  
cinnamycin  
ancovenin  
duramycin  
actagardin  

 
 
Lactococcus lactis  
Lactobacillus sakei 
Staphylococcus epidermidis 
Staphylococcus gallinarum 
L. lactis 
 
Bacillus subtilis 
Streptomyces cinnamoneus  
Streptomyces sp.  
S. cinnamoneus 
Actinoplanes sp. 
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กลุม 2 (โมเลกุลขนาดเล็กทนความรอน) 
2.1 
pediocin PA-1/AcH  
sakacin A  
sakacin P L. sake  
leucocin A-UAL 187  
mesentericinY105  
enterocin A  
divercin V41  
lactococcin MMFII  
2.2 
lactococcin G  
lactococcin M  
lactacin F  
plantaricin A  
plantaricin EF  
plantaricin JK  
2.3 
acidocin B  
carnobacteriocin  
divergicin A  
enterocin P  
enterocin B  

 
 
 
 
 
Pediococcus acidilactici 
Lb. sakei 
Lb. sakei 
Leuconostoc gelidum 
Leuconostoc mesenteroides 
Enterococcus faecium 
Carnobacterium divergens 
L. lactis 
 
L. lactis  
L. lactis  
Lactobacillus johnsonii  
Lactobacillus plantarum  
Lb. plantarum 
Lb. plantarum  
 
Lactobacillus acidophilus  
Carnobacterium piscicola  
C. divergens 
E. faecium  
E. faecium 

กลุม 3 (โมเลกุลขนาดใหญไมทนความรอน) 
helveticin J  
helveticin V-1829  

 
Lactobacillus helveticus  
Lb. helveticus 

 
ตารางที่ 2.1 ตัวอยางแบคเทอริโอซินในกลุมตาง ๆ (ตอ) 
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สามารถแบงชนิดของแบคเทอริโอซินตามน้าํหนักโมเลกุล และโครงสรางทางกายภาพ 
และทางเคมี ไดเปน 3 กลุม ไดแก 

1. แลนติไบโอติก (Lantibiotics) 
 แบคเทอริโอซินกลุมนี้เปนสายเพปไทดสายสั้น ๆ ประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 19-

50 หมู  มีสมบัติทนความรอนและมีกรดอะมิ โนที่ ถู กดัดแปลงเปนองคประกอบ  เชน                        
แลนไธโอนีน (lanthionine) บีตาเมทิลแลนไธโอนีน (β-methyl-lanthionine) ดีไฮโดรบิวทิวรีน 
(dehydrobutyrine, Dhb) และ ดีไฮโดรอะลานีน (dehydroalanine, Dha)  ดังนั้นแบคเทอริโอซิน 
กลุมนี้จึงตองมีกระบวนการดัดแปลงหลังการแปลรหัสเพื่อใหไดกรดอะมิโนที่สามารถใชงานได 
ปฏิกิริยาเคมีของการดัดแปลงนี้เกี่ยวของกับการกําจัดน้ํา (dehydration) ที่ปลายเซรีน (serine) 
และธรีโอนีน (threonine) ไดเปน Dha และ Dhb ตามลําดับ หลังจากนั้นหมูซัลพไฮดริล 
(sulphydryl) ของปลายซิสเตอีน (cysteine) จะเกิดปฏิกิริยากับ Dha และ Dhb สรางเปนสะพาน
ซัลไฟดของ แลนไธโอนีน (Ala-s-Ala) หรือวงแหวนเมทิลแลนไธโอนีน (Ala-s-Aba) ปฏิกิริยานี้เรง
โดยเอนไซมอยางนอย 2 ชนิด ซึ่งยีนที่ถอดรหัสเอนไซมเหลานี้มักจะอยูบริเวณใกลกับยีนโครงสราง 
(structural gene)  นอกจากนี้เมื่อมีการขนสงแบคเทอริโอซินชนิดนี้ดวยวิธี ABC transport 
system ออกจากเซลลจะมีการกําจัดเพปไทดสายนําดวยโปรตีเอส  

ภายในกลุมแลนติไบโอติกยังมีความแตกตางทางโครงสรางและกลไกในการยับยั้งทําให
แยกแลนติไบโอติกไดอีกเปน 2 กลุม คือ 

1.1) แลนติไบโอติกที่มีโครงสรางสายเพปไทดเปนเสนตรง มีสมบัติไมชอบน้ําและ
มีประจุบวก มีกลไกในการยับยั้งโดยการทําใหเกิดรูบริเวณเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย 
แลนติไบโอติกกลุมนี้ที่คนพบครั้งแรก คือ ไนซิน (nisin) ซึ่งปจจุบันมีความสําคัญในแงของการเปน
สารถนอมในอุตสาหกรรมอาหาร เนื่องจากมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียกวาง  

1.2) แลนติไบโอติกที่มีโครงสรางสายเพปไทดเปนรูปรางกลม (globular) ไมมี
ประจุหรือมีประจุลบ กลไกการยับยั้งเกี่ยวของกับการยับยั้งเอนไซมที่มีความจําเพาะ และมีฤทธิ์
การยับยั้งแบคทีเรียคอนขางกวางทําใหเปนที่สนใจและในอนาคตอาจเปนสารตานจุลชีพที่เปน
จุดเดนของแบคทีเรียแลคติกที่สําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร 

 
2. แบคเทอริโอซินที่มีโมเลกุลขนาดเล็กและทนตอความรอน  

 กลุมนี้เปนสายเพปไทดที่ไมมีการดัดแปลง มีมวลโมเลกลุตํ่ากวา 10 กโิลดัลตัน และทน
ความรอนได 60-100Oซ มากกวา 30 นาท ีแบคเทอริโอซนิกลุมนี้สามารถแบงเปน 3 กลุมยอยคือ   
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2.1) แบคเทอริโอซินที่มีลักษณะคลายเพดิโอซิน (pediocin-like peptide) 
2.2) แบคเทอริโอซินที่ประกอบดวยเพปไทดที่แตกตางกัน 2 สวน ซึ่งแบคเทอริโอ 

ซินกลุมนี้จะทํางานไดก็ตอเมื่อเพปไทดทั้ง 2 สวนนี้ทํางานรวมกัน 
2.3) sec dependent secreted bacteriocin 
 

นอกจากนั้นยังพบแบคเทอริโอซินใหมอีก 2 กลุมที่มีโมเลกุลขนาดเล็กและทนตอความ
รอน กลุมแรกเปนแบคเทอริโอซินท่ีประกอบดวยซีสเตอีนหนึ่งหรือสองชิ้นสวน คือ ไธออลไบโอติก 
(thiolbiotics) และซิสติไบโอติก (cystibiotics) ตามลําดับ แบคเทอริโอซินในกลุมนี้ไดแก แลคโต
คอคซิน เอ (lactococcin A) และอีกกลุมคือแบคเทอริโอซินที่ไมมีสวนประกอบของซีสเตอีน ไดแก 
แลคโตคอคซิน บี (lactococcin B) (Oscariz และ Pisabarro, 2001) 

 
3. แบคเทอริโอซินที่มีโมเลกุลขนาดใหญแตไมทนตอความรอน  

 แบคเทอริโอซินกลุมนี้เปนโปรตีนที่มีขนาดใหญมีมวลโมเลกุลมากกวา 30 กิโลดัลตัน 
สูญเสียประสิทธิภาพการทํางานเมื่อถูกความรอน 100Oซ เปนเวลา 30 นาที หรือมากกวานั้น  

 
 นอกจากนี้ยังพบแบคเทอริโอซินที่แตกตางจาก 3 กลุมที่กลาวขางตนโดยเปนแบค      

เทอริโอซินที่มีความซับซอน ตัวอยางเชน ตองการคารโบไฮเดรตหรือลิพิดในการออกฤทธิ์ เชน แลค
โตซิน 27 อยางไรก็ตามแบคเทอริโอซินในกลุมนี้ยังไมมีการศึกษาอยางละเอียดจึงยังไมสามารถ
กําหนดนิยามของแบคเทอริโอซินในกลุมนี้ได  
 
ไนซิน 
 

ไนซินเปนแบคเทอริโอซินชนิดหนึ่งซึ่งรูจักมากกวา 50 ป ไนซินถูกคนพบครั้งแรกโดย 
Rogers และคณะ ในป 1928 โดยพบวาแบคทีเรียในกลุม Lactococcus มีความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแลคติกชนิดอื่น ๆ  หลังจากนั้นไดมีการศึกษาโดย Whitehead และ
คณะในป 1933 พบวานมที่เก็บไวเพื่อเตรียมเปนเนยแข็งจะเปนกรดชา ซึ่งสาเหตุที่เกิดการเปนกรด
ชาก็เนื่องมาจากหัวเชื้อที่เติมลงไปเพื่อใชในการเตรียมเนยแข็งสรางสารบางอยางที่ยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรียที่สรางกรด จากนั้นไดทําการทดลองแยกสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจากนมและพบวา
สารนั้นมีสมบัติเปนโปรตีน  ตอมาในป 1943 Shattock และ Mattick ไดศึกษาแบคทีเรียในกลุม 
Lactococcus ท่ีสรางสารยับยั้งพบวามีลักษณะทางเซรุมวิทยาจัดอยูในกลุม N ซึ่งมีสมบัติในการ
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ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคหลายชนิด และใหเรียกสารตานจุลชีพนี้วา ไนซิน ซึ่งมาจาก “ Group N 
Inhibitory Substance” ดังนั้นคําจํากัดความของไนซินก็คือ สารตานจุลชีพที่ผลิตจากเชื้อในกลุม 
Lactococcus ซึ่งมีลักษณะทางวิทยาเซรุมตามการจัดกลุมแบบ Lancefield ในกลุม N (De Vuyst 
และ Vandamme, 1994) 

ไนซินเปนสารตานจุลชีพชนิดเพปไทดที่สรางขึ้นโดยแบคทีเรียในสายพันธุ Lactococcus 
lactis เนื่องจากไนซินมีสวนประกอบของแลนไธโอนีน จึงจัดไนซินอยูในกลุมแลนติไบโอติก 
โครงสรางของไนซิน ประกอบดวยกลุมกรดอะมิโนที่ไมพบในธรรมชาติ ไดแก Dha, Dhb, แลนไธ
โอนีน และบีตาเมทิลแลนไธโอนีน (Hoover และ Steenson, 1993) 

ไนซินสามารถแบงออกไดเปนสองชนิดโดยอาศัยความแตกตางของกรดอะมิโน ไดแก     
ไนซินเอ และ ไนซินแซด โดยไนซินเอ เปนไนซินชนิดแรกที่ถูกคนพบ ไนซินเอ แยกไดจาก L.  lactis 
subsp lactis NCFB 497, L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 และ L. lactis subsp. lactis  
ไนซินเอ มีขนาดมวลโมเลกุลเทากับ 3,354.53 ดัลตัน (De Vuyst และ Vandamme, 1994)  รูปที่ 
2.1 แสดงโครงสรางของไนซิน เอ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.1 โครงสรางของไนซนิเอ จาก L. lactis subsp. lactis (De Vuyst และ Vandamme, 1994) 
 

ตอมาในปค.ศ.1991 ไดมีการคนพบไนซินที่มีความแตกตางจากไนซินเอ โดยมีกรดอะมิโน
ตําแหนงที่ 27 เปนแอสพาราจีน ซึ่งตางจากไนซินเอ ที่เปนฮิสติดีน และเรียกไนซินชนิดนี้วาไนซิน
แซด ซึ่งแยกไดจาก L. lactis subsp. lactis NIZO 22186, L. lactis subsp. lactis N8, L. lactis 
subsp. lactis SIK-83 และ L. lactis subsp. lactis สายพันธุอ่ืน ๆ ไนซินแซด มีขนาดมวลโมเลกุล
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เทากับ 3,330.91 ดัลตัน ไนซินแซด มีสมบัติการละลายที่คาความเปนกรด-เบสเปนกลางไดดีกวา
ไนซินเอ ทั้งไนซินเอ และแซด มีฤทธิ์ในการทําลายแบคทีเรียแกรมบวกไดกวางเหมือนกัน เชน กลุม
แบคทีเรียที่ทําใหเกิดการเนาเสียในอาหาร และแบคทีเรียที่กอโรคในมนุษย (De Vuyst และ 
Vandamme, 1994) รูปที่ 2.2 แสดงโครงสรางของไนซินแซด  
 
 

 
รูปที่ 2.2 โครงสรางของไนซนิแซด (De Vuyst และ Vandamme, 1994) 
 

ในป 2003 Zendo และคณะ ไดคนพบไนซินคิว ซึ่งเปนไนซินชนิดใหมที่มีกรดอะมิโน
แตกตางจาก ไนซินเอ โดยในสวนของเพปไทดสายหลักมีกรดอะมิโนแตกตางจากไนซินเอ 4 หมู 
และในสวนของเพปไทดสายนํา มีกรดอะมิโนแตกตางจากไนซินเอ 2 หมู ไนซินคิว สังเคราะหจาก          
L. lactis สายพันธุ 61-14 ซึ่งแยกจากแมน้ําในประเทศญี่ปุน ขนาดมวลโมเลกุลของไนซินคิว 
เทากับ 3,327 ดัลตัน รูปที่ 2.3 แสดงโครงสรางของไนซินคิว 
 

 
 
รูปที่ 2.3 โครงสรางของไนซนิคิว (Zendo และคณะ, 2003) 
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ฤทธิ์ในการยบัยั้งแบคทีเรยีของไนซิน 
 
 ไนซินจะมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียที่คอนขางกวาง ไนซินสามารถยับยั้งแบคทีเรีย
โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกทั้งที่สราง และไมสรางสปอร ตัวอยางเชน แบคทีเรียในสกุลตอไปนี้ 
Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, Staphylococcus 
และ L. monocytogenes  โดยเฉพาะ L. monocytogenes  เปนแบคทีเรียที่กอโรคในอาหารซึ่ง
พบทั่วไปในส่ิงแวดลอมและควบคุมยาก สําหรับแบคทีเรียแกรมบวกที่สรางสปอรพบวาไนซินมี
ฤทธิ์ปองกันการสรางสปอรใน Clostridia และ Bacilli เปนตน (Chen และ Hoover, 2003) สวน
แบคทีเรียแกรมลบ รา ยีสต และ ไวรัสไมสามารถถูกยับยั้งดวยไนซิน อยางไรก็ตามไดมีการ
รายงานวา ยีสต และรา ถูกยับยั้งแบบไมจําเพาะเมื่อใชปริมาณไนซินที่มีความเขมขนสูง (De 
Vuyst และ Vandamme, 1994) ไนซินไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได แตในปจจุบันไดมี
การประยุกตใชไนซินรวมกับสารคีเลต เชน EDTA เพ่ือชวยในการทําลายเยื่อหุมเซลลของ
แบคทีเรีย  แกรมลบ (Mishra และ Lambert, 1996)  
 
 กลไกการยบัยั้งแบคทีเรียของไนซิน 
 
 กลไกในการยับยั้งแบคทีเรียของไนซินจะเหมือนของสารเคมีพวกดีเทอรเจนต คือ การ
ทําลายเยื่อหุมเซลล ไนซินจะใชสวนที่ชอบน้ําหรือประจุบวกที่บริเวณ N-terminal ทําปฏิกิริยากับ
สวนที่เปนประจุลบที่อยูบนเยื่อหุมเซลลทําใหเกิดชองผานเขา-ออกของสารบริเวณที่มีประจุลบ  
เชน กรดไทโคอิก (teichoic acid) กรดไลโพไทโคอิก (lipoteichoic acid) และฟอสฟอลิพิด 
(phospholipids) เปนผลใหเกิดรู และสูญเสียสภาพบริเวณเยื่อหุมเซลลทําใหสารที่มีมวลโมเลกุล
ต่ํา เชน โปแทสเซยีม ไฮโดรเจน กรดอะมิโน นิวคลีโอไทด ร่ัวออกมานอกเซลล และสูญเสียความ
ตางศักยบนเยื่อหุมเซลลทําใหไมสามารถสรางพลังงานได ในที่สุดกระบวนการสังเคราะห           
ชีวโมเลกุลตางๆ ก็จะหยุด เปนสาเหตุใหเซลลตาย สําหรับการยับยั้งการสรางสปอรนั้นไนซินจะไป
เปลี่ยนแปลงหมูซัลฟไฮดริลของโปรตีนที่อยูในสวนประกอบของเยื่อหุมสปอรซึ่งจะอยูในระยะที่จะ
เกิดการงอกของสปอรทําใหไมสามารถเกิดเปนสปอรที่สมบูรณได (De Vuyst และ Vandamme, 
1994) 
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ประโยชนของไนซิน และการประยุกตใช 
  

ไนซินเปนสารตานจุลชีพที่นาสนใจเนื่องมาจากเปนสารตานจุลชีพชนิดแรกที่ใชเปนวัตถุ
กันเสียในอาหาร โดยใชคร้ังแรกในป ค.ศ.1950  ไนซินถูกเติมลงในเนยแข็งเพื่อปองกันการเนาเสีย
ที่เกิดจาก Clostridium butyricum ในป ค.ศ. 1968 องคการอนามัยโลก (WHO) รับรองวาไนซิ
นมีความปลอดภัยและอนุญาตใหใชไนซินเติมในอาหารเพื่อถนอมอาหารได ปจจุบันไดมีการใช       
ไนซินอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมอาหารมากกวา 50 ประเทศทั่วโลก ในหลายประเทศไดมีการ
ประยุกตใชไนซินในการเก็บรักษาผลิตภัณฑที่มาจากนม และปองกันการเกิดการเนาเสียในอาหาร
กระปองจากแบคทีเรียที่ทนความรอน นอกจากนั้นยังพบวาในอุตสาหกรรมการผลิตเบียร และไวน 
มีการใชไนซินเติมลงไปในการผลิตเพื่อลดการปนเปอนจากแบคทีเรียแลคติกที่ทําใหเกิดกรดใน
ผลิตภัณฑเบียร และไวน (Jay, 2000) 
 
แหลงของไนซิน และจุลินทรียที่ผลิตไนซิน 
 
 จุลินทรียที่ผลิตไนซินสายพันธุแรกแยกไดจากผลิตภัณฑนม จากการทดลองระบุวา
แบคทีเรียที่พบคือ Lactococcus lactis subsp. lactis แบคทีเรียในสายพันธุ Lactococcus lactis 
สวนใหญแยกไดจากน้ํานม หรือผลิตภัณฑที่มาจากน้ํานม ทั้งนมวัว น้ํานมแพะ และน้ํานมแกะ    
L. lactis นอกจากจะแยกไดจากน้ํานมยังสามารถแยกไดจากอาหารหมักตาง ๆ เชน ไสกรอกหมัก
และกิมจิ เปนตน (Rodriguez และคณะ, 1995; Park และคณะ, 2003) นอกจากนี้ยังพบ 
Lactococcus ที่สรางไนซินในเนยแข็ง อุจจาระของวัวรวมทั้งในลําคอมนุษยอีกดวย (De Vuyst 
และ Vandamme, 1994) 

Rodriguez และคณะ (1995) แยกแบคทีเรียแลคติกจากไสกรอกพื้นเมืองในประเทศ 
สเปนเพื่อหาแบคทีเรียที่สามารถสรางไนซิน พบวาแบคทีเรีย 2 สายพันธุ BB24 และ 618 สามารถ
สรางแบคเทอริโอซินซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดและระบวุาแบคทีเรียทั้ง 2 สาย
พันธุเปน Lactococcus lactis ตามสมบัติทางชีวเคมี และการหมักน้ําตาล ยืนยันดวยการทํา
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับแบคทีเรียที่สรางไนซินเอ 
ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาแบคทีเรียทั้ง  2 สายพันธุสรางสารแบคเทอริโอซินชนิด ไนซินเอ 

Cai และคณะ (1997) แยกแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ยับยั้ง L. monocytogenes จากสวนหนอ
ของพืชตระกูลถั่ว (bean sprouts) จากผลการแยกแบคทีเรียทั้งหมดพบวาแบคทีเรีย HPB 1688 
ใหผลการยับยั้งเกิดบริเวณใสกวางที่สุด และไดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย HPB 1688 ซึ่งระบุวา
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เปน  L. lactis subsp. lactis การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจาก
การเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับยีนไนซิน พบวา L. lactis subsp. lactis ทีแ่ยกได
สรางไนซินแซด  L. lactis subsp. lactis HPB 1688 สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 3- 4.5°ซ นาน 
20 วัน และมีฤทธิ์ยับยั้ง L. monocytogenes ที่อุณหภูมิ 5°ซ 

Franz และคณะ (1997) แยก L. lactis subsp. lactis จากตัวอยางผัก แบคเทอริโอซินที่
แยกไดจาก L. lactis subsp. lactis มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแลคติก รวมทั้งแบคทีเรียกอโรค
เชน  L. monocytogenes และ S. aureus  แบคเทอริโอซินที่แยกมีสมบัติทนความรอนที่ 121°ซ 
นาน 15 นาที และพบวาที่คาความเปนกรด-เบส ต่ํากวา 5 จะมีฤทธิ์ในการยับยั้งสูงที่สุด ผลการ
ทดสอบปฏิกิริยาทางวิทยาภูมิคุมกัน โดยการทํา enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) ใหผลกับแบคเทอริโอซินชนิดไนซิน การแยกแบคทีเรียที่สรางไนซินจากผักมีประโยชนใน
การประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารเนื่องจากมีความปลอดภัย และสามารถนํามาใชควบคุมการ
เจริญของแบคทีเรียกอโรคในอาหารหมักที่มีผักเปนสวนประกอบ 

Garde และคณะ (2001) สนใจที่จะแยกแบคทีเรียในสกุล Lactococcus จากน้ํานมดิบที่
จะใชในการเตรียมเนยแข็ง โดยตองการแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสรางสารตานจุลชีพไดดี 
โดยทําการแยก  L. lactis subsp. lactis โดยอาศัยสมบัติเกี่ยวกับรูปราง สมบัติดานสรีรวทิยา และ
ยืนยนัดวยการทํา PCR จากการทํา PCR โดยเลือกใชไพรเมอรที่ความจําเพาะตอแบคเทอริโอซิน
หลายชนิด พบวา L. lactis subsp. lactis ที่แยกไดมีสวนประกอบของยีนที่สังเคราะหไนซิน และ
จากการหาลําดับยีนก็พบวามีลําดับยีนเหมือนกับไนซินแซด 

 Zendo และคณะ (2003)  แยก L .lactis จากแมน้ําในประเทศญี่ปุน ผลการศึกษาสาร
ตานจุลชีพที่อยูในสวนน้ําใสของแบคทีเรียที่แยกได พบวามีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก
หลายชนิด เชน แบคทีเรียกลุมแลคติก  Bacillus sp., Listeria sp. และ Micrococcus sp.เปนตน 
ซึ่งฤทธิ์ในการยับยั้งเหมือนกับแบคเทอริโอซินชนิดไนซิน จากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโน       
น้ําหนักมวลโมเลกลุ และการทํา PCR ดวย ไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับยีนไนซิน สรุปวาแบคเทอ    
ริโอซินที่แยกไดเปนไนซินชนิดใหมที่มีกรดอะมิโนแตกตางจากไนซินเอ และไนซินแซด 

Beasly และ Saris (2004) เก็บตัวอยางน้ํานมดิบจากมนุษยโดยเก็บจากน้ํานมมารดาทีใ่ห
นมบุตรหลังคลอด 80 วัน นําตัวอยางน้ํานมที่แยกไดมาทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ 
M. luteus ดวยวิธี agar diffusion พบวาแบคทีเรีย 20 ไอโซเลต เกิดบริเวณใสจากการยับยั้ง ทั้ง 
20 ไอโซเลต นํามาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rRNA แบคทีเรียจํานวน 7 สายพันธุ ระบุ
วามียีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหไนซิน การพบแบคทีเรียที่สรางไนซินในมนุษยเกี่ยวของกับการ
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ตารางที่ 2.2 แบคทีเรียที่ใชทดสอบความไวตอไนซิน  

 
วิธีทางชีวภาพสามารถแบงออกไดเปน 2 วิธี คือ วิธีแพรซึมในอาหารแข็ง (agar diffusion 

assay) และวิธีวัดความขุน (turbidimetric assay, photometric  assay) 
1.1 วิธีแพรซึมในอาหารแข็ง (agar diffusion assay) 

1.1.1 วธิี direct plate method 
เปนการทดสอบบนอาหารแข็งที่มีการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่

จะใชทดสอบการสรางไนซิน โดยผสมแบคทีเรียทดสอบ (แบคทีเรียที่ไวตอไนซิน) กับอาหารเลี้ยง
เชื้อที่หลอมเหลวและเทลงบนจานอาหาร (pour plate) จากนั้นนําไปบมที่สภาพไรอากาศ ที่
อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง จานอาหารที่มีการเจริญของแบคทีเรียนํามาเททับดวยอาหาร

แบคทีเรียที่ใชทดสอบ เอกสารอางอิง 
Lactobacillus brevis 
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 
Bacillus stearothermophillus 
Micrococcus luteus 
Lactococcus lactis subsp. cremoris 
Bacillus coagulans 

De Vuyst และ Vandamme (1994) 
 
 
 
 
 
 

Lactococcus lactis subsp. cremoris 
CNRZ117 

Parente และคณะ (1995) 

Clostridium divergens LV 13 Rose  และคณะ (1999) 
Pediococcus acidilactici Turcotte และคณะ (2004) 
Lactobacillus  plantarum TISTR 850 
Pediococcus pentosaceus TISTR 374 
Propionibacterium freundenreichii TISTR 
446 

Noonpakdee และคณะ (2003) 

Lactobacillus sakei 
Brochothrix thermosphacta 

Pongtharangkul และ Demirci (2004) 
 



 16

กึ่งแข็ง (มีสวนประกอบของวุน 0.7%) ที่ผสมกับแบคทีเรียทดสอบ หลังจากการบม  โคโลนีที่เกิด
บริเวณใสสันนิษฐานวาสามารถสรางไนซินซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ 
(Noonpakdee และคณะ, 2003) 
 

1.1.2 วิธี agar well diffusion 
ทําไดโดยนําแบคทีเรียทดสอบมาผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่

หลอมเหลวแลวเทลงบนจานอาหาร จากนั้นนําอาหารที่แข็งแลวมาเจาะหลุม และหยอดดวยสวน
น้ําใสของแบคทีเรียที่จะทดสอบการสรางไนซิน แบคทีเรียที่สามารถสรางไนซินไดจะไปยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียทดสอบทําใหเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี (Parente และคณะ, 1995) 

1.1.3 วธิี agar spot method 
วิธีทดสอบจะเหมือนกับวิธี agar well diffusion แตใชการจุด

แบคทีเรียลงบนอาหารแข็งแทนการหยอดใสหลุม และเททับดวยแบคทีเรียทดสอบ (Imphol และ
คณะ, 2003) 
  Ohmomo และคณะ (2003) ไดประยุกตวิธีทดสอบที่ผสมกันระหวางวิธี direct 
plate method กับวิธี agar well diffusion โดยขั้นแรกนําแบคทีเรียมาจุดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง
บม 1 คืน และเททับดวยอาหารกึ่งเหลวที่มีแบคทีเรียทดสอบ หลังจากนั้นบมแบคทีเรียกับ
แบคทีเรียทดสอบเปนเวลา  24 ชั่วโมง แลวจึงเลือก  โคโลนีที่เกิดโซนใสมาทดสอบขั้นที่สอง โดย
นํามาเลี้ยงในอาหารเหลวแลวกรองเอาสวนใสมาหยอดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่มีแบคทีเรีย
ทดสอบผสม จากนั้นนําไปบม โคโลนีที่เกิดบริเวณใสแสดงวาสามารถสรางไนซิน   

1.1.4 วธิี  rapid plate method  
เปนวิธีที่ประยุกตใหมีความรวดเร็วในการวิเคราะหมากข้ึนโดยนํา

แบคทีเรียที่จะทดสอบมาจุดบนแผนกรองไนโตรเซลลูโลสที่มีขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นนํา
แผนกรองไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อปองกันไนซินที่สรางจะถูกดูดซับบนผิวแกวจึงผสมกรด
ไฮโดรคลอริก 0.02 โมลาร และ tween 80  0.1% ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 
30°ซ เปนเวลา 6 ชั่วโมง แลวจึงแยกเอาแผนกระดาษกรองออก นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีรอยของ
แบคทีเรียไปบมที่ 4°ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อชวยในการแพร แลวจึงนํามาเททับดวยอาหารกึ่ง
แข็งที่มีแบคทีเรียทดสอบผสมอยู บมตอที่ 37°ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจหาแบคทีเรียที่สรางไนซิ
นจากการสรางบริเวณใสรอบโคโลนีที่ทดสอบ (Chandraprati และ O’ Sullivian, 1998) 
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 การวิเคราะหการสรางไนซินดวยวิธีแพรซึมในวุนสามารถประยุกตใชหาปริมาณไนซินที่
แบคทีเรียสรางไดโดยทําการทดลองเปรียบเทียบโซนของการยับยั้งระหวางแบคทีเรียที่จะทดสอบ
กับไนซินมาตรฐานที่ทราบความเขมขนแนนอน  โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานระหวาง
เสนผาศูนยกลางของโซนการยับยั้ง (แกน Y) กับ ความเขมขนของไนซิน (แกน X)   
 กิจกรรมของไนซินจะแสดงในรูป arbitrary  unit (AU) ซึ่งหมายถึงคาความเจือจางที่สูง
ที่สุดที่ไดจากการทําเจือจาง 2 เทาเปนลําดับ (two fold serial dilution) ที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียที่ไวตอไนซินตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร หรืออาจแสดงในรูป international unit (IU) ซึ่ง
แสดงถึงคากิจกรรมของไนซินบริสุทธิ์ที่เตรียมดวยวิธีมาตรฐานปริมาตร 1 ไมโครกรัม เทียบกับ     
ไนซินมาตรฐาน เชน เทียบกับไนซินมาตรฐาน Nisaplin ( Nisaplin 1 กรัม มีกิจกรรมที่แนนอน 106 
IU) (De Vuyst และ Vandamme 1994) การทดสอบการสรางไนซินดวยวิธีแพรซึมในวุนเปนวิธีที่
วิเคราะหงาย และมีตนทุนต่ํา ดังนั้นจึงเปนวิธีที่นิยมใช แตมีขีดจํากัดหลายอยางโดยเฉพาะในการ
วิเคราะหหาปริมาณไนซินนั้นขนาดของโซนเปนสิ่งสําคัญ ถาขนาดโซนมีความคลาดเคลื่อนก็จะทํา
ใหเกิดความผดิพลาดในการวิเคราะหปริมาณ (Pongtharangkul และ Demirci, 2004) 

 
1.2  วธิีวัดความขุน (turbidimetric assay, photometric  assay) 

 เปนวิธีที่ใชในการหาปริมาณไนซิน โดยเปรียบเทียบความขุนของอาหารเลีย้ง
เชื้อที่มีแบคทีเรียตัวอยางที่จะทดสอบการยับยั้งแบคทีเรียที่ไวตอไนซิน กับไนซินมาตรฐาน ซึ่ง
สามารถเตรียมในรูปหลอดทดลองหรือในปจจุบันนิยมใชในรูป microtiter plate ซึ่งมีความสะดวก
และสามารถเตรียมไดหลายตัวอยาง ทําไดโดยการนําไนซินที่แยกไดจากแบคทีเรียมาทําใหบริสุทธิ์
และนํามาเจือจางใหไดหลายความเขมขนจากนั้นบมไนซินกับแบคทีเรียทดสอบที่ไวตอไนซิน และ
หยุดการเจริญดวยการเติมไธโอเมอรซาเลต (thiomersalate) จากนั้นนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปริมาณไนซินของสารตัวอยางหาไดโดยเทยีบกับกราฟมาตรฐาน 
วิธีนี้เปนวิธีที่รวดเร็ว สามารถประยุกตใชในการหาปริมาณไนซินในผลิตภัณฑตาง ๆ ได แตสารที่
จะใชทดสอบหรืออาหารเลี้ยงเชื้อตองใสและไมมีตะกอน (Flores และคณะ, 2003) 
 Turcotte และคณะ (2004) ไดพัฒนาวิธีวัดความขุนใหมีความแมนยํา มีความไว และใช
เวลานอย โดยพบวาเมื่อใชแบคทีเรียทดสอบความไวเปน Pediococcus acidilactici UL5 
ปริมาณ 107 CFU จะชวยลดเวลาในการบมแบคทีเรียลงเหลือ 3 ชั่วโมง และไดทําการเปรียบเทียบ
คาตาง ๆ ของการวิเคราะหดวยวิธีแพรซึมในวุนกับวิธีวัดความขุน ดังแสดงในตารางที่ 2.3 ซึ่งจะ
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เห็นวาวิธีวัดความขุนเปนวิธีวิเคราะหที่รวดเร็วกวา และมีความไวมากกวา และไมมีปญหาเกี่ยวกับ
การแพรในวุน แตวิธีนี้จะยุงยากกวาเพราะตองเตรียมไนซินใหบริสุทธิ์กอนที่จะวิเคราะห 
 
ตารางที่ 2.3 เปรียบเทียบคาตางๆ ระหวางวิธีแพรซึมในวุนกับวิธีวัดความขุน (Turcotte และคณะ, 
2004) 
 
 วิธีแพรซึมในวุน วิธีวัดความขุน 
ความแมนยํา (precision) SDM<15% SDM<7% 
ความถูกตอง (accuracy) ความคลาดเคลื่อน<20% ความคลาดเคลื่อน<10% 
ปริมาตรที่วิเคราะหได 0.3-10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 0.08-60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เวลาที่ใชเตรียมสาร 
 
 

เวลาเตรียมอาหารใหเย็น 30 นาที
แชเย็น 2-3 ชั่วโมง วิเคราะห 5-10 
นาทีตอจานอาหาร 

ประมาณ 15 นาทีตอจานอาหาร 
 
 

เวลาบม 24-48 ชั่วโมง 3-4 ชั่วโมง 
เวลาที่ใชอานคา 5 นาทีตอจานอาหาร เปนวินาที 
อุปกรณที่ใช 3-4 ตัวอยางตอจานอาหาร 12 ตัวอยางตอจานอาหาร 

 SDM =standard derivation of mean 
 
 Reunanen และ Saris (2003) ไดปรับปรุงแบคทีเรียที่ใชทดสอบความไวตอไนซินใหมีการ
ตรวจสอบงายขึ้น มีความไว และมีความแมนยํามากขึ้นโดยทําการสรางพลาสมิดที่ประกอบดวย
ยีน nisR และ nisK ซึ่งเปนยีนที่เกี่ยวของกับการควบคุมตัวเอง (autoregulation gene) และยีน 
gfp ซึ่งเปนยีนที่สรางโปรตีน green fluorescent จากนั้นนําพลาสมิดใสเขาไปใน  L. lactis สาย
พันธุ MG1614 ซึ่งเปนสายพันธุที่ไมสรางไนซิน ดวยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน และเรียกสายพันธุใหมนี้
วา L. lactis LAC240 ซึ่งใชเปนแบคทีเรียทดสอบที่ไวตอไนซิน เมื่อบม L. lactis LAC240 กับ
แบคทีเรียที่ตองการจะทดสอบการสรางไนซิน ถาแบคทีเรียนั้นสามารถสรางไนซิน ไนซินที่สรางจะ
ไปกระตุนใหโปรตีน green fluorescent เปลงแสงวัดแสงที่เปลงออกดวยเครื่องฟลูออโรมิเตอร โดย
ที่แปลผลออกมาเปนคาความสัมพันธระหวางแสงที่กระตุนวัดไดที่ความยาวคลื่น 485 นาโนเมตร 
และแสงที่ปลอยออกวัดไดที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร คา relative fluorescence unit (RFU) 
จะแปรผันตามปริมาณไนซนิ วิธีนี้สามารถวิเคราะหไนซินไดแมมีเพียงปริมาณเล็กนอย  วิเคราะห
ไนซิน บริสุทธิ์ไดตั้งแต  2.5 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร วิเคราะหไนซินในนมที่มีความเขมขนเพียง 45          
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นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ในผลิตภัณฑเนยแข็ง 0.9 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และวิเคราะหไนซินในน้ํา
สลัดไดที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

2. วิธทีางกายภาพ  
 เปนวิธีตรวจหาไนซินโดยอาศัยโครงสรางของไนซิน เชน การวิเคราะหโดยแกส     โคร

มาโทกราฟ (gas chromatography) ไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครโมโทกราฟ (high performance 
liquid chromatography) นอกจากนั้นยังสามารถวิเคราะหจากมวลโมเลกุลของ  ไนซิน โดยวิธี 
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of flight mass spectrometry (MALDI-TOF 
MS) จากการทดลองของ Rose และคณะ (1999) ไดใชเทคนิค MALDI-TOF MS ในการหาไนซิ
นจากสารละลายสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงแบคทีเรีย โดยวิเคราะหจากมวลโมเลกุลเทียบกับไน
ซินมาตรฐาน   MALDI-TOF MS เปนวิธีที่มีความรวดเร็วเมื่อเทียบกับวิธีทางชวีภาพที่ตองบมเชื้อ 
และสามารถนํามาใชวิเคราะหหาไนซินในผลิตภัณฑตาง ๆ แตก็มีขอดอยคือ การเตรียมสารเคมีใน
การทดสอบมีความยุงยาก และเครื่องมือที่จะใชวิเคราะหมีราคาแพง และในการทําปริมาณ
วิเคราะหจําเปนจะตองเตรียมไนซินใหมีความบริสุทธิ์สูง 
 

3. วิธทีางวิทยาภูมิคุมกัน 
 เปนวิธีที่อาศัยปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี โดยไนซินเปนแอนติเจน และ

สรางแอนติบอดีจากการฉีดไนซินเขาในสัตวทดลองเพื่อใหสรางแอนติบอดีตอไนซิน วิธี enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) เปนวิธีที่สามารถนํามาประยุกตเพื่อใชวิเคราะหหา
ปริมาณไนซินโดยอาศยัหลักการที่ไนซินจะจับกับแอนติบอดีตอไนซิน  โดยเตรียมใหแอนติบอดีจับ
กับเม็ดบีด จากนั้นเมื่อเติมสารที่จะวิเคราะหไนซินลงไปไนซินในสารตัวอยางจะจับกับแอนติบอดี 
แลวจึงทําการลางออกและเติมคอนจูเกตไนซินซึ่งติดฉลากดวยเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส 
คอนจูเกตไนซินจะไปแยงจับกับแอนติบอดี และเมื่อเติมซับสเตรตเอนไซมจะยอยซับสเตรตซึ่ง
สามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดที่ 540 นาโนเมตร โดยปริมาณไนซินจะแปรผกผันกับคาการ
ดูดกลืนแสง ถาในตัวอยางมีไนซินมากคอนจูเกตไนซินจะเขาไปแยงจับกับแอนติบอดีไดนอยทําให
คาการดูดกลืนแสงตํ่า (Nandakumar และคณะ, 1999) แบบจําลองการทํา ELISA แสดงในรูปที่ 
2.4 
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รูปที่ 2.4 แบบจําลองการทาํ ELISA (Nandakumar และคณะ, 1999) 
  

4. วิธวีิเคราะหระดับโมเลกุล 
 ปจจุบันเทคโนโลยีทางดานอณูชีววิทยาไดมีการพัฒนามากขึ้น การคนพบลําดับนิวคลี

โอไทดของยีนที่ใชในการสังเคราะหไนซินมีประโยชน และสามารถนํามาประยุกตใชกับการ
วิเคราะหหาแบคทีเรียที่สามารถสรางไนซินได โดยการหายีนไนซินเปนการหาในระดับโมเลกุลของ
แบคทีเรีย ซึ่งสามารถใชยืนยันการสรางไนซินของแบคทีเรียนั้นไดอยางแมนยํา เทคโนโลยี PCR ได
ถูกนํามาประยุกตใชในการหายีนที่สรางไนซินโดยการออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะตอยีน
ไนซิน เมื่อทําการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่จะทดสอบการสรางไนซิน และนาํเขาสูกระบวนการ
ตางของ PCR สายดีเอ็นเอที่มียีนไนซินซึ่งมีความจําเพาะกับไพรเมอรจะถูกเพิ่มจํานวน ดังนั้นถาดี
เอ็นเอของแบคทีเรียที่จะทดสอบสามารถเพิ่มจํานวนไดเมื่อผานการทํา PCR ก็แสดงวาแบคทีเรีย
นั้นมียีนไนซิน  

ในการทํา PCR มีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการเพิ่มจํานวนของสายดีเอ็นเอ เชน ภาวะใน
แตละขั้นตอนของ PCR เอนไซมพอลิเมอเรสที่ใช และไพรเมอรโดยที่ไพรเมอรจะตองมี
ความจําเพาะตอยีนไนซินจึงจะสามารถระบุไดวาแบคทีเรียมียีนไนซินจริง จากความรูในดานยีน
ของ    ไนซินสามารถนํามาใชในการศึกษาเพื่อระบุ และยืนยันการผลิตไนซินของแบคทีเรียแลคติก
แอซิดที่สนใจ โดยในการยืนยันระดับยีนนั้นจะใหผลที่แมนยําและนาเชื่อถือ 

Meghrous และคณะ (1999)  ทําการสกัดแยกยีนที่มีลําดับนิวคลีโอไทดประมวลรหัส    
ไนซินแซด และเพิ่มจํานวนยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสนํามาติดฉลากดวย digoxigenin เพื่อเตรียมเปนดีเอ็นเอติดตาม จากการทดลอง
ไดทําการเปรียบเทียบความไวในการตรวจหาชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มียีนประมวลรหัส  ไนซินระหวางวิธี
ไฮบริไดเซชันกับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสพบวาการใชดีเอ็นเอติดตามสามารถตรวจพบชิ้นสวน  

Conjugate (nisin labelled with peroxidase) 
nisin 
Antibody 
Streamline bead 
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ดีเอ็นในปริมาณเพียง 1.4 นาโนกรัม ในขณะที่ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตองใชปริมาณดีเอ็นเอ 
11 นาโนกรัม ดังนั้นจึงสรุปวาการทําไฮบริไดเซชันโดยใชดีเอ็นเอติดตามที่ติดฉลากดวย 
digoxigenin เปนวิธีที่ใชในการตรวจสอบแบคทีเรียที่สรางไนซินได และมีความไว 

Noonpakdee และคณะ (2003) ไดทําการศึกษาทดสอบแยกแบคทีเรียจากอาหารหมัก
ดอง โดยจากการสุมตัวอยางหาแบคทีเรียในแหนมซึ่งเปนอาหารหมักพื้นบานของไทย พบวามี
แบคทีเรีย L. lactis สายพันธุ WNC 20 ซึ่งสามารถผลิตสารที่มีสมบัติทางกายภาพเปนแบคเทอริ
โอซินและมีฤทธิ์สามารถยับยั้งเชื้อในกลุมแบคทีเรียแลกติคที่ใกลเคียง และเชื้อกอโรคอื่นๆ เชน    
L. monocytogenes, C. perfringens, B. cereus และ S. aureus จากการศึกษาไดทําการสกัด  
ดีเอ็นเอของ L. lactis WNC 20 และทําการเพิ่มจํานวนดวย PCR โดยใชไพรเมอรเปนลําดับเบสที่
จําเพาะกับยีนไนซินพบวาสามารถเพิ่มจํานวนไดและเมื่อนํามาทําการวิเคราะหดวย อะกาโรสเจล 
อิเล็กโทรโฟเรซิส พบวาชิ้นสวนมีขนาด 227 bp จากนั้นทําการหาลําดับเบสเทียบกับยีนไนซิน
ใหผลมีความคลายคลึงกับไนซินแซด คือมีกรดอะมิโนตําแหนงที่ 27 เปนแอสพาราจีน จึงสามารถ
สรุปไดวา L. lactis WNC 20 ที่แยกไดจากแหนมสามารถผลิตแบคเทอริโอซินชนิดไนซินแซด 
 
ชีวโมเลกลุของไนซิน 

 
การศึกษาเกี่ยวกับยีนของไนซินเริ่มตนดวยการพบยีนไนซินตั้งตน (nisin precursor 

gene)  โดย Buchman และคณะ (1988) ไดทําการโคลนและหาลําดับยีน spa N ที่ทําหนาที่
ประมวลรหัสเพปไทดตั้งตน (peptide precursor) ของไนซิน จาก Streptococcus lactis 11454 
(ปจจุบันเปน Lactococcus lactis) จากการวิเคราะหหาลําดับเบส พบกรอบอานรหัสเปด (ORF) 
ในสวน 3′ ดานหลัง inverted repeat ของยีนไนซิน ตําแหนงบริเวณจับเกาะของไรโบโซม (RBS) 
หาจากตําแหนงของโคดอนเริ่มตน (start codon) รวมกับขอมูลจากลําดับคอนเซนซัส 
(consensus sequence)  ของ Shine-Dalgarno ใน B. subtilis ซึ่งเปนแบคทีเรียที่สรางแลนติไบ
โอติก ชนิดซับทิลิน (subtilin) ที่มีโครงสรางคลายคลึงกับไนซิน โดยจะเริ่มตนการถอดรหัสที่
ตําแหนงโคดอนเร่ิมตน ATG  ยีน spa N เมื่อนํามาวิเคราะหพบวาสังเคราะห กรดอะมิโนทั้งหมด 
57 หมู ประกอบดวยกรดอะมิโนที่เปนสวนนํา (leader region)  23 หมู และเปนสวนโครงสราง 
(structural region) ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 34 หมู จากการศึกษาพบวาสวนโครงสราง
ประกอบดวยกรดอะมิโนชนิด เซรีน ธรีโอนีน และ ซีสเตอีน โดยกรดอะมิโนทั้งสามนี้จะเขาสู
กระบวนการดัดแปลงหลังการแปลรหัส (posttranslation modification) ซึ่งประกอบดวย



 22

กระบวนการดึงน้ําออกในกรดอะมิโนเซรีนกับธรีโอนีน และกระบวนการ cross linking ในซีสเตอีน
เปนแลนไธโอนีน ซึ่งสุดทายจะไดเปนไนซินที่สมบูรณ  

จากการทดลองของ Steen และคณะ (1991)  ไดทําการหาลําดับเบสบริเวณกรอบอาน
รหัสเปดสรุปไดวายีนที่ใชในการสังเคราะหไนซินเปน พอลิซิสทรอนิคเอ็มอารเอ็นเอ (polycistronic 
mRNA) เนื่องมาจากมีกรอบอานรหัสเปดที่ยาวซึ่งเปนไปไดวาสังเคราะหมาจากอารเอ็นเอขนาด
ใหญและสังเคราะหโปรตีนหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการสรางไนซิน ลักษณะของพอลิซิสทรอนิค 
เอ็มอารเอ็นเอ แสดงในรูปที่ 2.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.5.  ลกัษณะของพอลซิิสทรอนิคเอ็มอารเอ็นเอ ที่มกีรอบอานรหสัเปดรอบยีนไนซิน ทิศทาง
การถอดรหัสจากซายไปขวา (Steen และคณะ, 1991) 
 
 ในการที่จะสรางไนซินที่สมบูรณจําเปนอยางยิ่งที่จะตองอาศัยการทํางานรวมกันของยีน
หลายยีนดวยกัน ซึ่งจากการศึกษาที่ผานมาพบยีนตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโดยยนีตางๆ
จะถูกถอดรหัสและเริ่มการแปลรหัสจนถึงเปนไนซินที่สมบูรณที่มีสมบัติเปนสารตานจุลชีพ 
 
กลุมยีนไนซนิ (Nisin gene cluster). 
 
 จากการศึกษาที่ผานมาสามารถสรุปไดวาในการสังเคราะหไนซินนั้นมียีนที่เกี่ยวของ
ทั้งหมด 11 ยีน (Ra และคณะ, 1999) ดังนี้ 

- ยีน nisA  ทําหนาที่สังเคราะหเพปไทดไนซินตั้งตน (nisin precursor peptide) 
ที่มีกรดอะมิโนทั้งหมด  57 หมู 

- ยีน nisB และ nisC ทําหนาที่สังเคราะหโปรตีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการ
ดัดแปลงหลงัการแปลรหัสของไนซิน 

upstream 

polycistronic 
mRNA 
processing site 

stem loop structure 
polycistronic mRNA

processing site 
 

RBS RBS

nisin 
gene downstream ORF 

rho-
independent 
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- ยีน nisT  ทําหนาที่สังเคราะหโปรตีนที่เกี่ยวของในการขนสงไนซินผานเยื่อหุม
เซลลออกนอกเซลล ซึ่งพบวามีความคลายคลึงกับ ABC translocater 

- ยีน nisP  ทําหนาที่สังเคราะหเอนไซม subtilin like proteinase ซึ่งมีสมบัติตัด
เพปไทดสายนําในกระบวนการสรางไนซินที่สมบูรณ 

- ยีน nisI ทําหนาที่สังเคราะหลิโพโปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของ
แบคทีเรียในการปองกันตัวเองจากฤทธิ์ของไนซิน 

- ยีน nisFEG  ทําหนาที่สังเคราะหโปรตีนที่ใชในการขนสงไนซินออกนอกเซลลซึ่ง
จะทํางานรวมกับโปรตีน NisI เพื่อปองกันตัวเองจากฤทธิ์ของไนซิน 

- ยีน nisR และ nisK  ทําหนาที่สังเคราะหโปรตีนที่เกี่ยวของกับการควบคุมตัวเอง 
 โปรตีน NisR เปน regulator protein 
 โปรตีน NisK เปน activate sensor kinase 

ลําดับการเรียงตําแหนงของยีนที่เกี่ยวของในการสังเคราะหไนซินแสดงในรูปที่ 2.7 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 2.6 ตําแหนงของยีนที่เกี่ยวของในการสังเคราะหไนซิน การควบคุม และระบบภมูคิุมกนัตวัเอง
จากไนซิน (Ra และคณะ, 1999) 
 
 
โปรโมเตอร (Promoter) 
 
 จากการศึกษาในดานยีนไนซินชวงแรกยังไมมีการระบุตําแหนงที่แนชัดของโปรโมเตอร
โดยทั่วไป โปรโมเตอรของแบคทีเรียในกลุม Lactococcus จะมีบริเวณอนุรักษที่ตําแหนง –35 เปน 
TTGACA และตําแหนง  -10 เปน TATAAT และจากการหาลําดับเบสของยีนไนซิน พบวามีสวนที่
มีลําดับเบสใกลเคียง 3 ตําแหนงคือ หนายีน nisA, nisR และ nisF  ในป 1996 de Ruyter และ
คณะ ไดทําการศึกษาการทํางานของโปรโมเตอรทั้งสามตําแหนงโดยใชวิธี primer extension และ
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ใชยีน gusA  จาก E. coli เพื่อชวยในการตรวจสอบตําแหนงโปรโมเตอรของยีนไนซินแสดงในรูปที่ 
2.7   
 

 
 
รูปที่2.7  ตําแหนงของโปรโมเตอรแสดงดวยสัญลักษณ      และสวนที่เติม gusA  ถูกตัดดวย
เอนไซมตัดเฉพาะตาง ๆ: T,TthI; S,SstI; H,HindIII; R,EcoRV; N,NdeI; E,EcoRI (De Ruyter 
และคณะ,1996) 
  

ซึ่งพบวาโปรโมเตอรทั้งสามใหผลการแสดงออกของยีน gusA  ดังนั้นจึงสามารถยืนยัน
การทํางานของโปรโมเตอรทั้งสามวาสามารถทํางานไดจริง และจากการหาลําดับเบสของ         
โปรโมเตอรทั้งสามชนิดพบวาโปรโมเตอร nisA และ nisF มีลําดับเบสที่ตําแหนง -35 คลายคลึงกัน 
และมีโคดอนเริ่มตนเหมือนกันคือ ATG สําหรับโปรโมเตอร nisR มี TATAAT box ลําดับเบสที่
ตําแหนง -35 ไมชัดเจน และมีโคดอนเริ่มตนเปน GTG  โดยสรุปแลวลําดับเบสของโปรโมเตอร 
nisR ไมมีความคลายคลึงกับโปรโมเตอร nisA และ nisF นอกจากนั้นเมื่อศึกษาถึงสมบัติในดาน
การกระตุนโปรโมเตอรของทั้ง nisA และ nisF ซึ่งจะถูกกระตุนดวยการเติมไนซินเหมือนกัน และ
เมื่อเพิ่มปริมาณไนซินที่เติมลงไปจะมีผลตอการเพิ่มการทํางานของยีน nisA และ nisF ซึ่งแตกตาง
กับโปรโมเตอร nisR  ที่การทํางานไมข้ึนกับการกระตุนจากไนซินที่เติมลงไป  
 Koponen และคณะ (2002)  ไดทําการศึกษาถึงหนาที่ที่สําคัญของโปรตีน NisB และ 
NisC ในกระบวนการดัดแปลงหลังการแปลรหัสของไนซิน โดยในกระบวนการดัดแปลงหลังการ
แปลรหัสประกอบดวยสองสวนที่สําคัญ คือ กระบวนการดึงน้ําออกในกรดอะมิโนเซรีน และธรี
โอนีน และกระบวนการสรางแลนไธโอนนี โดยในการทดลองทําการเติมกรดอะมิโนฮีสติดีนที่สวน
ปลายของยีนไนซิน ซึ่งเปนเทคนิคที่ใชเพื่อชวยในการทําไนซินใหบริสุทธิ์ ซึ่งในการตอปลายดวย    
ฮิสติดีนนั้นไมมีผลกระทบตอการสังเคราะหไนซิน สายพันธุกลายที่ขาดยีน nisB  และ nisC  จะไม
สรางโปรตีน NisB และ NisC ตามลําดับ ทําใหกระบวนการขนสงไนซินออกนอกเซลลต่ําลงและ
สามารถตรวจสอบกระบวนการการดึงน้ําออกไดจากการวิเคราะหดวยแมสสเปกโทรโฟโตมิเตอร 
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(MS) โดยในกระบวนการดึงน้ําออกนั้นมวลของไนซินตั้งตนจะลดลงประมาณ 18 ดัลตัน จากการ
ทดลองในสายพันธุที่ขาด nisB แตมี nisC จะใหผลน้ําหนักมีคาหนักมากกวาในสายพันธุที่ขาด 
nisC แตมี nisB แสดงวา  nisB มีความสําคัญในกระบวนการดึงน้ําออกของเซรีน และธรีโอนีน 
ดังนั้นเมื่อขาด nisB ทําใหไมมีกระบวนการดึงน้ําออก จึงทําใหมีน้ําหนักเพิ่มข้ึน แตวิธี MS ไม
สามารถวิเคราะหวามีการสรางแลนไธโอนีนได จากขอเท็จจริงที่วาถามีการสังเคราะหแลนไธโอนีน 
เมื่อสวนเพปไทดสายนําถูกตัดแลวก็จะไดไนซินที่สมบูรณทําหนาที่เปนสารตานจุลชีพได แตเมื่อทํา
การทดลองหาการทํางานของไนซินในสายพันธุที่ขาด nisC แตมี nisB ไมพบการทํางานของไนซิ
นจึงคาดวายีน nisC  จะสรางโปรตีน Nis C  ที่เกี่ยวของในการสรางแลนไธโอนีนในกระบวนการ
สังเคราะหไนซิน 
 จากการที่ไนซินมีสมบัติเปนสารตานจุลชีพซึ่งมีฤทธิ์ทําลายแบคทีเรียอ่ืน ๆ แตไมมีผลตอ  
ตัวเอง ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจสําหรับแบคทีเรียที่สรางไนซินนาจะตองมีกลไกบางอยางที่ควบคุม
และปองกันตัวเองจากฤทธิ์ของไนซินที่ตัวเองสราง จึงไดมีการศึกษายีนที่เกี่ยวของกับระบบปองกัน
ตัวเอง โดยประกอบดวยหลายยีนเปนกลุมยีนอิมมูนิตี (immunity genes) จากการศึกษาของ 
Stein และคณะ (2002) ไดอธิบายถึงกลไกการทําลายแบคทีเรียของไนซินประกอบดวย 4 ขั้นตอน 
คือเร่ิมจากการจับของ ไนซินที่บริเวณเยื่อหุมเซลล ข้ันที่สองไนซินจะแทรกเขาไปในชั้นของเยื่อหุม
เซลล ขั้นที่สามเปนกระบวนการที่ทําใหเกิดรูที่เยื่อหุมเซลล และสุดทายรูที่เยื่อหุมเซลลจะขยาย
ออกใหญขึ้นจนทําใหเซลลสูญเสียสมดุลและตายในที่สุด  กลุมยีนอิมมูนิตีซึ่งประกอบดวยยีน nisI, 
nisF, nisE และ nisG จะปองกันตัวเองจากกลไกเหลานี้ จากการทดลองโคลนยีนทั้งสี่เขาใน        
B. subtilis ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไวตอไนซินควบคุมการแสดงออกของกลุมยีนอิมมูนิตีดวยโปรโมเต
อรชนิดเหนี่ยวนํา (inducible promoter) พบวาในสายพันธุที่โคลนยีนทั้งหมดสี่ชนิดมีระดับการ
ทนทานตอไนซินสูงสุดนอกจากนั้นกลุมยีนอิมมูนิตีจะมีความจําเพาะตอไนซิน จากการทดลองบม
ไนซินกับโปรตีน NisI จะทําใหเกิดการจับกันระหวางไนซินกับโปรตีน NisI เกิดเปนสารประกอบ
เชิงซอน และปริมาณของไนซินอิสระจะลดลง แตไมเกิดผลเชนนี้เมื่อบมโปรตีน NisI กับซับทิลินซึ่ง
เปนแลนติไบโอติกที่ใกลเคียงกับไนซิน NisI เปนลิโพโปรตีนมีขนาด 25.8 กิโลดัลตัน จะถูกสงออก
นอกเยื่อหุมเซลลโดยจะทําหนาที่ตัดสายไนซินบริเวณเยื่อหุมเซลลเพื่อปองกันไนซินเขาสูเซลล และ
ไมใหไนซินเพิ่มจํานวนมากขึ้น และโปรตีน NisFEG จะทําหนาที่สงไนซินออกนอกเซลลซึ่งจะชวย
ลดปริมาณของไนซินที่จะเขาภายในเซลล การทํางานรวมกันของยีน nisIFEG จะชวยปองกัน
ตัวเองจากฤทธิ์ของไนซิน 
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กระบวนการสังเคราะหไนซิน  
 
 จากการศึกษาเรื่องหนาที่ตาง ๆ ของยีนที่เกี่ยวของในการสรางไนซินที่สมบูรณ จึงทําให
สามารถทราบกลไกในการสังเคราะหไนซิน กระบวนการสังเคราะหไนซิน แสดงในรูปที่ 2.8 โดยเริ่ม
จากยีน nisA ถอดรหัสไดออกมาเปนสายอารเอ็นเอนํารหัส (mRNA)  และแปลรหัสเปนไนซินตั้งตน 
จากนั้นไนซินตั้งตนจะถูกดัดแปลงใหเปนไนซินที่สมบูรณโดยมีโปรตีน NisB จะจับกับ NisC เปน
สารประกอบเชิงซอน และ NisC อยางนอยสองโมเลกุลจะจับกับ NisT  ที่มีสมบัติเปน ABC 
transporter อยางนอยสองโมเลกุลเชนกันโดยเกิดขึ้นที่สวนของเยื่อหุมเซลล  การดัดแปลงไนซนิให
สมบูรณจะสิ้นสุดเมื่อโปรตีน NisT นําไนซินตั้งตนออกนอกเซลล จากนั้นโปรตีน NisP จะทําหนาที่
ตัดสวนเพปไทดสายนํา และจะไดไนซินที่สมบูรณที่พรอมจะทํางานออกมาภายนอกเซลล NisI 
และ NisFEG ทําหนาที่ปองกันเซลลจากการทําลายของไนซิน (Siegers และคณะ, 1996) 
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รูปที่ 2.8 แสดงโครงสรางและกระบวนการสังเคราะหไนซินเอ เครื่องหมาย * แสดงตําแหนงทีถู่ก
ดัดแปลง ลูกศรดําแสดงตําแหนงเมธิโอนีน ลูกศรเล็กขาวแสดงตําแหนงเพปไทดสายนาํที่ถูกตดั
ดวยโปรตีน NisP  (Kuipers และคณะ, 1995) 
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กลไกการควบคุมตัวเองของไนซิน (nisin autoregulation) 
 
 กระบวนการควบคุมตัวเองในการถอดรหัสของยีนไนซินควบคุมผานทาง  signal 
transduction  L. lactis จะถูกกระตุนใหสรางไนซินเมื่อมีการเติมไนซิน ไนซินที่ถูกดัดแปลง (nisin 
mutant) หรือสารที่มีโครงสรางคลายไนซิน (nisin analogs) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Kuipers et al., 
1995) 
 จากการทดลองของ Kuipers และคณะ (1995) โดยทําการตัด 4 คูเบส ในยีน nisA  ออก
พบวาทาํใหไมสามารถเกิดการแปลรหัสเปนโปรตีน NisA ได  แตเมื่อมีการเติมไนซินเอ ภายนอกลง
ไปจะทําใหสามารถกลับมาเกิดกระบวนการแปลรหัสไดอีกครั้งและปริมาณไนซินเอ ที่เพิ่มมากขึ้น
จะสงผลใหมีการแปลรหัสเพิ่มข้ึนดวย นอกจากไนซินเอ  แลวเพปไทดอ่ืน ๆ เชน ไนซิน  แซด และ 
ไนซินที่ถูกดัดแปลงก็สามารถกระตุนการแปลรหัสของไนซินไดอีกดวย เมื่อทําการยับยั้งยีน nisK 
ดวยการแทรกดวยยีนตานทานอีริโธรมัยซิน และทําการกระตุนดวยไนซินเอ เชนเดิมพบวาไมมีการ
ถอดรหัสของยีน nisA  ซึ่งสรุปไดวายีน nisK  มีความสําคัญในกระบวนการ signal transduction 
โดยยีน nisK  จะสังเคราะหโปรตีน NisK ซึ่งทําหนาที่สงสัญญาณเมื่อพบไนซินภายนอกเซลล 
ดังนั้นสารตานจุลชีพชนิดเพปไทดในธรรมชาตินอกจากจะทําหนาที่ยับยั้งหรือทําลายแบคทีเรียอื่น
แลว ยังสามารถทําหนาที่เปนสัญญาณสําหรับกระตุนการทํางานใหกับยีนของตวัเองหรอืยนีทีส่ราง
สารตานจุลชีพชนิดอื่น ๆ ไดอีกดวย 
 ในกระบวนการควบคุมตัวเองของยีนไนซินโดยกระบวนการ signal transduction มี
ประโยชนตอตัวเชื้อคือ  
 1. ชวยปองกันการสูญเสียพลังงานโดยควบคุมการทํางานของยีนไนซินทั้งหมดใหสามารถ
ทํางานไดสมบูรณในภาวะที่มีบางยีนผิดปกติโดยการกระตุนดวยไนซินภายนอก ซึ่งจะทําให
กระบวนการสังเคราะหไนซินกลับมาเปนปกติ 
 2. ชวยเพิ่มฤทธิ์ในการทําลายแบคทีเรียใหสูงขึ้นโดยกระตุนใหแบคทีเรียอื่นสรางไน
ซินหรือสารตานจุลชีพเพิ่มข้ึน 
 3. เพิ่มระดับภูมิคุมกันตัวเองใหทนตอไนซินที่สรางจากแบคทีเรียอื่นสูงขึ้น 
 กระบวนการกระตุนตัวเองดวย signal transduction จะเริ่มจากโปรตีน NisK สงสัญญาณ
เมื่อพบไนซินภายนอกและจะเติมหมูฟอสเฟตในสวนฮิสติดีนใหกับตัวเอง จากนั้นหมูฟอสเฟตจะ
ถูกสงไปยังโปรตีน NisR ซึ่งจะทําหนาที่เปนตัวกระตุนกระบวนการถอดรหัส (transcriptional 
activator)  และเริ่มกระบวนการถอดรหัสตามปกติ (Kuipers et al., 1995) กลไกการกระตุนตัวเอง
ดวย signal transduction แสดงในรูป 2.9 



 29

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9 แสดงแบบจําลองกระบวนการการกระตุนตัวเองดวย signal transduction และการ
สังเคราะหไนซิน (Kuipers และคณะ, 1995) 

 
อยางไรก็ตามการสรางไนซินสามารถถูกยับยั้งภายใตบางภาวะ  Li และ Sullivan (2003) 

ไดศึกษาและพบวาการสรางไนซินถูกยับยั้งภายใตภาวะดังตอไปนี้คือ  เมื่อ L. lactis เจริญสูงสุดที่ 
40°ซ หรือภาวะที่มีการถายทอดยีนไนซินไปสูสายพันธุอ่ืน หรือภาวะที่มีการทําอิเล็กโทรพอเรชัน 
ใน L. lactis ที่สรางไนซิน โดยทั้งภาวะทั้งสามนี้ทําใหยีน nisA ไมมีการแสดงออกซึ่งตรวจสอบโดย
การทํา northern blot และ RT PCR แตกลุมยีนอิมมูนิตียังมีการแสดงออก ซึ่งแสดงใหเห็นวาการที่
ไนซินถูกยับยั้งนาจะมาจากกระบวนการ signal transduction ถกูยับยั้ง  

 
การถายทอดยีนไนซินระหวางสายพันธุใน Lactococcus lactis 
 

จากการศึกษาของ Buchman  ในป 1988 พบสวน IS 904 insertion element ที่อยู
ขางหนากอนยีนประมวลรหัสไนซินตั้งตน และจากการรายงานเกียวกับ L. lactis ที่พบวาบางสาย
พันธุมียีนประมวลรหัสไนซินอยูบนพลาสมิดที่มีขนาดใหญ จากขอมูลเหลานี้ สันนิษฐานวาเปน
ลักษณะสําคัญที่ทําใหเกิดการถายทอดยีนไนซินไปสูสายพันธุอ่ืน ๆ (Hensen, 1993)    
 Li และ Sullivan (2002) ไดทําการคอนจูเกต Tn 5307 ซึ่งเปนสวนทรานสโพซอนของ       
L. lactis เขาสูใน Enterococcus sp.  เพื่อใหสามารถสรางไนซินในสายพันธุที่ใชใน                   
อุตสาหกรรมการหมักอาหารได Enterococcus sp. ที่ถูกคอนจูเกตจะมียีน nisA และกลุมยนีไนซนิ 
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อิมมูนิตี ซึ่งคาดวาจะผลิตไนซินที่สมบูรณได แตจากผลการทดลองทํา slot blot northern 
hybridization โดยใชดีเอ็นเอติดตาม nisA  พบวาไมมีการถอดรหัสของยีน nisA  สงผลใหไมมีการ
สรางไนซินแตเมื่อทําการเติมไนซินภายนอกลงไปเพื่อเปนตัวกระตุนพบวาทําใหยีน nisA สามารถ
ถอดรหัสและสรางไนซินได ดังนั้นในการตัดตอยีนไนซินไปสูสายพันธุอ่ืนสิ่งสําคัญที่ตองคํานงึถงึคอื
การกระตุนการทํางานของยีนดวยไนซินภายนอก 
 Yukel และ Hensen (2007) ทําการสอดแทรกกลุมยีนไนซินเขาในโครโมโซมของ           
B. subtilis สายพันธุ168 โดยเวกเตอรที่ใชในการสอดแทรก คือ PLPV Cat Shuttle Vector จาก
การทดลองพบกระบวนการถอดรหัสของยีนไนซิน และพบฤทธิ์ในการยับยั้งจากสวนใสของน้ําเลี้ยง
แบคทีเรียที่แยกไดจาก B. subtilis ที่มีการสอดแทรกของยีนไนซิน แตเมื่อทําการวิเคราะหหามวล
โมเลกุลไมพบสารตานจุลชีพที่มีขนาดเทากับไนซิน (3,363 ดัลตัน) จากรายงานสรุปไดวาเหตุผลที่
ทําใหไมไดไนซินที่สมบูรณแตยังมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย  นั้นเกิดจากกระบวนการตัดเพปไทดตั้งตนที่ 
โปรตีเอส ไมสามารถทํางานได   
 สําหรับงานวิจัยนี้ไดมุงเนนที่จะคัดกรองแบคทีเรียที่สรางไนซิน และยืนยันยีนที่ประมวล
รหัสไนซิน โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในการทดสอบ จากความรูเกี่ยวกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนไนซินทําใหสามารถนําขอมูลทางพันธุกรรมมาใชเปนฐานขอมูลเบื้องตนในการปรบัปรุงสาย
พันธุเพื่อผลิตไนซินไดเพิ่มข้ึนในระดับตอไป 
 
 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS3020 ของบริษัท SANYO, Japan. 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany. 
3. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 
4. เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ AG285 ของบริษัท METTLER TOLEDO, Switzerland. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน D06061 ของบริษทั Memmert, Germany. 
7. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน SORVALL® Biofuge pico ของ

บริษัท Kendro laboratory products, Germany. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบรษิัท 

Kubota, Japan. 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุน RA50J 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน RA228J 

9. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 6500 ของบริษัท  
 Kubota, Japan. 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดกลาง รุน AG-506R 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน  AG-2506 

10. ตูเขี่ยเชื้อรุน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 
11. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lamda 25 ของบริษัท Perkin 
 Elmer, USA. 
12. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70°ซ รุน ULT1786 ของบริษัท 
 Forma Scientific, USA. 
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14. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20°ซ รุน MDF-U332 ของบริษัท 
 Sanyo Electric, Japan. 
15. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 
10. Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan. 
11. Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, USA. 
16. ไมโครปเปตต (micropipette) รุน P10  P20  P200  P1000  ของบริษัท Gilson,  
 France. 
17. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTM  
 Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
18. ชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตต ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC- 
 25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
19. กระบอกฉดียาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร และ 5 มลิลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro,  
 Japan. 
20. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 
21. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
22. เครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer,  
 USA. 
23. เครื่อง UV-light Transilluminator Model, USA. 
24. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 
12. Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, 

USA. 
 
3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเรจ็ 

 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. พอลิเพปโตน (polypeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
5. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany. 
6. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany. 
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7. โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa) ของบริษัท APS Chemicals, Australia. 
8. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4·12H2O) ของบริษัท Carlo 

ERBA, France. 
9. ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท J.T. Baker, USA. 
10. แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษทั J.T. Baker, USA. 
11. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
12. แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮป 
13. ทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) ของบริษัท Merck, Germany. 
14. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 
15. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany. 
16. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
17. ฟนอล (phenol) ของบริษัท Merck, Germany. 
18. คลอโรฟอรม (chloroform, CH3Cl) ของบริษัท Merck, Germany. 
19. น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany. 
20. น้ําตาลกลูโคส (glucose) ของบริษัท Merck, Germany. 
21. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) ของบริษัท Fluka, Germany. 
22. สีบรอมครีซอลเพอรเพิล (bromocresol purple) ของบริษัท Fluka, Germany. 
23. ไลโซไซม (lysozyme) ของบริษัท Sigma, USA. 
24. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane, C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 

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

USA. 
26. SDS (sodium dodecyl sulfate, C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
27. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide, (C16H32N(CH3)3)Br) ของบริษัท TCK-EP, 

Japan. 
28. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA. 
29. 100 bp DNA ladder ของบริษัท Fermantas, USA. 
30. Proteinase K ของบริษัท Promega, USA. 
31. สารปฏิชีวนะ แอมพิซิลลิน (ampicillin)  ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
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32. เรสทริกชันเอนไซม BamHI, EcoRI, HindIII, PstI, ของบริษัท Fermantas, USA. 
33. KOD DNA polymerase ของบริษัท TOYOBO, Japan. 
34. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั TOYOBO, Japan. 
35. ไลเกส (ligase) ของบริษัท Fermantas, USA. 
36. แอลคาไลนฟอสฟาเทส ( alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA. 
37. Ribonuclease A (Rnase A) ของบริษัท Promega, USA. 
38. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Fermantas, USA. 
39. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan. 
40. ชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษทั Qiagen, Germany. 
41. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล DNA Extraction Kit  ของบริษัท Fermentas, USA. 
42.  ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and 

Detection Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany. 
 

หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนชนิดเพือ่การวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในงานวิจัยนี้ดังแสดงในตารางที ่3.1 
 
ตารางที่ 3.1 จีโนไทป/ฟโนไทป ของสายพนัธุแบคทีเรียที่ใชในงานวิจัยนี ้
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
Escherichia coli สายพันธุ 
DH5α 

φ80dlacZ∆M15, endA1, 
recA1,gyrA96, thi-1,hsdR17, 
relA1, supE44, deoR, 
∆(lacZYA-argF) U169 

Hanahan, 1983 
 

Lactobacillus plantarum 
TISTR 850 

แบคทีเรียทดสอบที่ไวตอไนซิน Noonpakdee, 2003 
 

Pediococcus pentosaceus 
TISTR 374 

แบคทีเรียทดสอบที่ไวตอไนซิน Noonpakdee, 2003 
 

Propionibacterium 
freundenreichii TISTR 446 

แบคทีเรียทดสอบที่ไวตอไนซิน Noonpakdee, 2003 

 
 
3.4  พลาสมดิและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

 
พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองดังแสดงในตารางที ่3.2 และ 

3.3 ตามลาํดับ 
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ตารางที่ 3.2  พลาสมิด 
 
พลาสมิด จีโนไทป/ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

pGEM-3Zf(+) Apr, αlab/MCS บริษัท Promega, USA 
pUC18 Apr, αlab/MCS บริษัท Promega, USA 

 
 

ตารางที่ 3.3 โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 

โอลิโกนวิคลโีอ
ไทดไพรเมอร 

ลําดับนวิคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

NOKF 5’-CGAGCATAATAAACGGC-3’ (61°ซ) De Vos และคณะ (1993) 
NOKR 5’-GGATAGTATCCATGTCTGAAC-3’ 

(66°ซ) 
De Vos และคณะ (1993) 

M13 Forward 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ (52°ซ) บริษัท Promega, USA 
UFUL 5’-GCCTAACACATGCAAGTCGA-3’ 

(52°ซ) 
Nilsson และคณะ (2003) 

URUL 5’-CGTATTACCGCGGCTGCTGG-3’ 
(58°ซ) 

Nilsson และคณะ (2003) 

 
3.5 การเลี้ยงและเก็บรกัษาแบคทีเรีย 

 
3.5.1 เลีย้ง Escherichia coli  ทกุสายพนัธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก1) เมื่อเพาะเลีย้ง
ในอาหารเหลวเขยาบนเครือ่งเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นาน 16-18 ชั่วโมง        ที่
อุณหภูมิ 37Oซ กรณีที่ตองเติมสารปฏิชีวนะ (ภาคผนวก ข2) ใชแอมพิซิลลิน (Am) ความเขมขน
สุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อทาํเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5% บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37Oซ  
นาน 16-18 ชั่วโมง 
3.5.2 ล้ียงแบคทีเรียแลคติกสายพันธุทดสอบและสายพันธุที่คัดแยกไดในอาหารเลีย้งเชื้อ MRS 
(ภาคผนวก ก4) เพาะเลี้ยงใน candle jar นาน 16-18 ชั่วโมง ที่อุณหภมูิ 30Oซ  
หมายเหต ุ Pediococcus pentosaceus TISTR 374 บมที่อุณหภูม ิ37Oซ 
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3.5.3 เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยง E. coli ทุกสายพันธุ และแบคทีเรียแลคติกทุกสายพนัธุใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลวตามขอ 3.5.1 - 3.5.2 นํามาผสมกับกลีเซอรอล (ภาคผนวก ข1) ใหไดความ
เขมขนสุดทายของกลีเซอรอลเทากับ 20% (v/v) บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ  
-20Oซ  เปนเวลา 6 เดือน หรือที่อุณหภูมิ –70Oซ  เปนเวลา 1 ป 
 
3.6 แยกและคัดกรองแบคทีเรียที่สงัเคราะหไนซิน 
 

3.6.1 แยกเชื้อจากตัวอยางแหนมและน้าํนมดิบ 
 

นําตัวอยางแหนมและน้ํานมดิบมาคัดแยกแบคทีเรียใหเปนเชื้อบริสุทธิ์โดยนําตัวอยาง
มาทําการทดลองดังนี้ 

ตัวอยางแหนม: เก็บตัวอยางแหนมจากตลาดสดแหลงตาง ๆ ในกรุงเทพมหานคร และ
ปริมณฑล จากนั้นนําตัวอยางแหนม 25 กรัม ใสใน stomacher bag แลวเทสารละลายโซเดียม
คลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) ลงไป 225 มิลลิลิตร ตีปน 1 นาที (คาการเจือจางเทากับ  
10-1) ทําการเจือจางจนไดคาการเจือจางเทากับ 10-5 นําตัวอยางที่คาการเจือจาง 10-2-10-5 มาแยก
เชื้อโดยวิธีเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ที่มีบรอมครีซอลเพอรเพิล 0.004 % (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) เปนอินดิเคเตอร นําไปบมภาวะที่มีคารบอนไดออกไซด ที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  

ตัวอยางน้ํานมดิบ: เก็บตัวอยางน้ํานมดิบจากฟารมโคนมในจังหวัดตาง ๆ ไดแก 
นครราชสีมา, ปทุมธานี, ราชบุรี และสมุทรสาคร จากนั้นใชปเปตตดูดน้ํานมตัวอยาง 10 มิลลิลิตร 
ใสในขวดรูปชมพูที่มีน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลวปริมาตร 90 มิลลิลิตร (คาการเจือจางเทากับ 10-1) ทํา
การเจือจางจนไดคาการเจือจางเทากับ 10-5 ตอจากนั้นจึงทําตามข้ันตอนเชนเดียวกับตัวอยาง
แหนม คัดเลือกโคโลนีสีเหลืองนํามาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS จนไดโคโลนีเดี่ยว 
 

3.6.2 คัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถยับยัง้เชื้อทดสอบ 
 
นําแบคทีเรียที่ไดจากขอ 3.6.1 มาทดสอบการสังเคราะหไนซินโดยใชแบคทีเรียทดสอบ

โดยนํามาจุดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS นําไปบมใน candle jar ท่ีอุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นเททับดวยเชื้อทดสอบที่เตรียมโดยนําเชื้อทดสอบแตละชนิดมาเลี้ยงในอาหารเหลว 
MRS เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปรับความขุนของเชื้อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
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ยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.5 จากนั้นนําเชื้อทดสอบ 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับอาหาร MRS กึ่ง
เหลวที่มีความเขมขนของวุน 0.7 % (น้ําหนักตอปริมาตร) 20 มิลิลิลิตร ซึ่งจะไดปริมาณเชื้อเร่ิมตน
ประมาณ 106 CFU/มิลลิลิตร หลังจากนั้นบมเชื้อทดสอบเปนเวลา 16 – 18 ชั่วโมง แลวจึงเลือก
โคโลนีที่เกิดวงใสมาทดสอบขั้นที่สองโดยแยกมาเลี้ยงในอาหารเหลว บมเปนเวลา 24     ชั่วโมง 
นํามาปนเหวี่ยงแยกเซลลที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 12°ซ เปนเวลา 15 นาที สวน
ใสที่ไดนํามาปรับคาความเปนกรด-เบสใหได 5.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5       โมลาร 
กรองสารละลายผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บสารละลายที่ 4°ซ (Ohmomo และ
คณะ, 2003) 

 
3.6.3 เตรียมเชื้อทดสอบ 

 
นําเชื้อทดสอบแตละชนิดมาเลี้ยงในอาหารเหลวเปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นนํามา

ปรับความขุนของเชื้อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.5 จากนั้น
นําเชื้อทดสอบ 0.1 มิลลิลิตร ใสลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อแลวเททับดวยอาหารกึ่งเหลวรอจน
อาหารแข็ง ใชคอรกบอเรอรเจาะลงบนวุนจํานวน 4 หลุมตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใหแตละหลุม
หางกันพอสมควร หยดสวนใสที่ไดจากขอ 3.6.2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุมนําไปบม
ที่ 37°ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง สารละลายที่ใหบริเวณใสรอบหลุมคาดวาสามารถสรางไนซิน เก็บ
ตัวอยางแบคทีเรียเพื่อนําไปทดสอบขั้นตอไป 
 
3.7 ยืนยันการสรางไนซิน 
 

3.7.1 เตรียมดเีอ็นเอตนแบบโดยใชจีโนมิกดีเอ็นเอ  
 
ทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากขอ 3.6.3 ดัดแปลงตามวิธีของ วัฒนาลัย 

ปานบานเกร็ด (2536)  โดยเขี่ยเชื้อโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ถายเชื้อลงในหลอดเซนทริฟวจ
ของบริษัท Nalgene, USA  นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลที่ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัพเฟอร TE (ภาคผนวก ข15) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีไลโซไซม 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่ 37°ซ นาน 1 ชั่วโมง เติม SDS 10% (ภาคผนวก ข5) ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร เพื่อใหไดความเขมขนสุดทาย 0.5% กลิ้งหลอดเบา ๆ เพื่อผสมสารละลายใหเขากัน 
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เซลลจะแตกโดยสังเกตไดจากความใสของผสมในหลอด แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด 5 
โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา เติมสารละลาย CTAB/NaCl 
(ภาคผนวก ข12) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาแลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 65°ซ เปนเวลา 10 นาที สกัดโปรตีนออกโดยเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอ-
มิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข18) ปริมาณเทาตัว ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดไปมาหลาย ๆ คร้ัง 
และปนในหลอดเซนทริฟวจที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เพื่อแยกชั้นแอลเควยีสและฟนอล 
ดูดสวนใสชั้นบนที่มีดีเอ็นเอละลายอยูมาสกัดซ้ําดวยฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
จนกวาจะไมเห็นตะกอนขาวระหวางชั้นฟนอล (ชั้นลาง) กับชั้นบัฟเฟอร (ชั้นบน) จากนั้นเติม
สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลในปริมาณเทาตัวผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/ไอโซ- 
เอมิลแอลกอฮอลใสในหลอดไมโครฟวจใหม แลวเติมสารละลายโซเดียมอะซีเตต 3 โมลาร 
ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลาย และตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติมเอทานอล 95% 2 เทาโดย
ปริมาตร เก็บที่ -20°ซ นาน 30 นาที ปนเก็บดีเอ็นเอที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ลาง
ตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70% ทําใหแหงและละลายดวยบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร และเติม 
RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข24) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอาร
เอ็นเอ บมที่ 37°ซ นาน 30 นาที เก็บรักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 

3.7.2 วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  260 และ 280            

นาโนเมตร คํานวณคา A260 ตอ A280 คาที่เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8-2.0 
คํานวณหาคาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor   

 
เมื่อกําหนดให ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

260 นาโนเมตรเทากับ 1.0 (Ausubel และคณะ, 1999) 
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3.7.3 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชจีโนมิกดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 3.7.1 เปน
ตนแบบในปฏิกิริยาโดยใชไพรเมอร NOKF และ NOKR ที่อนุพัทธมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน  ไนซิน โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาแสดงดังตอไปนี้ 

 
สวนประกอบ 
 

ความเขมขน ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน
สุดทาย 

MgCl2  
KOD DNA polymerase buffer 
ไพรเมอร NOKF และ NOKR 
 
dNTP 
 
KOD DNA polymerase 
ดีเอ็นเอแมแบบ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

25mM 
10X 
20µM 
 
2mM 
(ของแตละตัว) 
2.5 units/µl 

2 
5 
10 
 
5 
 
1 
1 
16 

1µM  
1X 
0.2 µM 
(ของแตละชนดิ) 
200 µM  
(ของแตละตัว) 
2.5 U 
100-1,000 ng  
 

ปริมาตรสุทธ ิ  50 µl  

 
และดําเนนิภาวะการทําปฏิกริิยาดังตอไปนี ้

hot start  ที่อุณหภูม ิ 98°ซ  1 นาท ี
denaturation  ที่อุณหภูม ิ 98°ซ           15 วินาท ี
annealing  ที่อุณหภูม ิ 60°ซ  2 วินาท ี       25 รอบ 
extension  ที่อุณหภูม ิ 74°ซ           30 วินาท ี
final extension  ที่อุณหภูม ิ 74°ซ  5 นาท ี

 
ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตามภาวะการทําปฏิกิริยาที่กําหนดไว ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช 2% อะกาโรสเจล จากนั้นยอมอะกา
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โรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5-10 นาที ลาง         
เอธิเดียมโบรไมดที่เกินออกในน้ํากลั่นปลอดประจุ เปนเวลา 15-20 นาที แลวตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 
 
3.8 การจาํแนกสกุลของแบคทีเรียทีส่ามารถผลิตไนซินทางอนกุรมวธิานและการวิเคราะห
ลําดับนวิคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ 
 
 นําแบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการผลิตไนซินที่ไดจากขอ 3.7 มาศึกษาลักษณะทางดาน
สัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) การทดสอบลกัษณะทางสรีรวิทยาและทาง     
ชีวเคมี (Physiological and biochemical characteristics) อางองิตาม Bergey ‘s Manual of 
Systemic Bacteriology และการวเิคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ 
 
 3.8.1 การศึกษาลักษณะทางดานสัณฐานวทิยา 

- ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง (Cultural characteristic) ศึกษาลักษณะและสี
ของโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง MRS เมื่อบมที่อุณหภมูิ 30°ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

- ศึกษาการยอมสีแกรมดูการติดสี รูปราง ขนาด และการจัดเรียงตัวของเซลลดวย
กลองจุลทรรศน 
 3.8.2 การทดสอบลักษณะทางสรีรวิทยาและสมบัติทางชีวเคมี 

- ความสามารถในการเคลื่อนที่ 
- ความสามารถในการสรางเอนไซมแคทาเลส 
- ความสามารถในการหมักคารโบไฮเดรตบางชนิดโดยใชน้ําตาลทดสอบ 4 ชนิด 

ไดแก น้ําตาลกลูโคส, แมนนิทอล, แรฟฟโนส และแลคโทส 
- ความสามารถในการใชกรดอะมิโนอารจินีน 

3.8.3 การทดสอบการเจริญในภาวะตาง ๆ 
- การเจริญในอุณหภูมิตาง ๆ ไดแก ที่ 40°ซ และ 45°ซ 
- การเจริญในอาหารที่มีสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขนตาง ๆ ไดแก 4% 
และ 6.5% 

3.8.4 การวิเคราะหลาํดับนวิคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ ทําไดโดยนํา

สารละลายดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่สามารถผลิตไนซินสงไปวิเคราะหที่โครงการการใหบริการหา
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ลําดับนิวคลี โอไทดของดี เอ็นเอ  สังกัดภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล โดยใชไพรเมอรสําหรับสวนตนของยีน 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ คือ UFUL 
และ URUL นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม 
BlastN           

 
3.9 ติดฉลากชิ้นดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin (DIG) 
 

นําผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามขอ 3.7.3 มาติดฉลากดวยชุดติดฉลาก
และติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I 
(Roche, Germany) (ภาคผนวก ข11) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี้ ดูดสารละลายดีเอ็นเอ 16 
ไมโครลิตร (ประมาณ 1 ไมโครกรัม) ใสหลอดไมโครฟวจ นําไปตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที เพื่อ
แยกสายดีเอ็นเอแลวแชในน้ําแข็งทันที เติมสารละลาย DIG High Prime 4 ไมโครลิตร ผสมเบา ๆ 
ใหเขากัน บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37°ซ นาน 20 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยแชในน้ําอุน 65°ซ นาน 
10 นาที เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภูมิ -20°ซ 

 
3.10 Southern hybridization 
 

3.10.1 Southern transfer 
 
ตัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย MF2 ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตาง ๆ ที่เหมาะสม แลว

นําไปทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (อะกาโรสเจล 1%) ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel 
Documentation และโปรแกรม Quantity One version 4.4.1 และถายรูปเก็บไว แลวทําการยาย 
ดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรนใชระบบบัฟเฟอร alkaline transfer buffer 
(Sambrook และ Russell, 2001) มีขั้นตอนดังนี้ 

เตรียมเจลกอนการเคลื่อนยายดีเอ็นเอโดยแชเจลในกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.2      
นอรแมล นาน 10 นาที ลางเจลหลาย ๆ คร้ังดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ จากนั้นเติม alkaline 
transfer buffer (ภาคผนวก ข6) พอทวมเจล เขยาที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที เทบัฟเฟอรเกาทิ้ง
แลวเตมิ alkaline transfer buffer ใหม ๆ เขาไปแลวเขยาตออีก 20 นาที หลังจากนั้นเคลื่อนยายดี
เอ็นเอไปยังไนลอนเมมเบรน (Pall Bio Support, USA) โดยใช alkaline transfer buffer เปน
สารละลายตัวกลางในการเคลื่อนยายและใชกระดาษดูดซับความหนา 5 เซนติเมตร เปนวัสดุดูด
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ซับปลอยทิ้งไวนานขามคืน ลางไนลอนเมมเบรนดวย neutralization buffer II (ภาคผนวก ข7) โดย
การเขยานาน 15 นาทีที่อุณหภูมิหอง เพื่อลางเอาเศษอะกาโรสเจลที่ติดบนไนลอนเมมเบรนออก
และปรับภาวะความเปนกรด-เบส ใหเหมาะสม จากนั้นนําไปซับใหแหง และทําการตรึงดีเอ็นเอให
ติดบนไนลอนเมมเบรนดวยการนําไนลอนเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปสองดวยแสงอัลตราไวโอเลต
ประมาณ 3 นาที นําไนลอนเมมเบรนไปใชในขั้นตอนไฮบริไดเซชันไดทันทีหรือเก็บไวที่อุณหภมูหิอง
ไดนาน 6 เดือน 
 

3.10.2 พรีไฮบริไดเซชันและไฮบริไดเซชัน 
 
นําเมมเบรนไปพรีไฮบริไดเซชันดวยสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข11) 10 

มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 42°ซ นาน 30 นาที เทสารละลายทิง้แลวนําเมมเบรนไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอ
ติดตามที่ผานการตมซ่ึงละลายอยูในสารละลาย DIG Easy Hyb ที่อุณหภูม ิ42°ซ นานขามคืน  

หลังขั้นตอนไฮบริไดเซชันนําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออก
ดวยสารละลาย 2XSSC/0.1%SDS  (ภาคผนวก ข16) 30-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง พรอมกับ
การเขยาเบา ๆ นาน 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง จากนั้นลางอีก 2 คร้ังดวย
0.5XSSC/0.1%SDS  (ภาคผนวก ข11) ที่อุณหภูมิ 68°ซ นาน 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง 

ตรวจหาตําแหนงดีเอ็นเอเปาหมายที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตาม โดยใชชุดติดฉลาก
และติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I ตามวิธีของ
บริษัทผูผลิตดังนี้ (ทุกขั้นตอนทําที่อุณหภูมิหอง) เร่ิมจากนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตาม
สวนเกินออกแลว มาลางดวย maleic acid buffer  (ภาคผนวก ข16) ในกลองพลาสติกโดยใช
ปริมาตรทวมไนลอนเมมเบรน เขยาเบาๆ นาน 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเติม blocking 
solution  (ภาคผนวก ข16) 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ นาน 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเติม
สารละลายแอนติบอดี (Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP 
conjugate  (ภาคผนวก ข16) 3 ไมโครลิตรใน blocking solution 15 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชใน
หลอดพลาสติกฝาเกลียว) (เจือจาง 1:5,000) เขยาเบาๆ นาน 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวลาง 
Anti-DIG-AP conjugate สวนเกินออกดวย maleic acid buffer 100 มิลลิลิตร เขยาเบา ๆ นาน 
15 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง เติม detection buffer  (ภาคผนวก ข16) 20 มิลิลิตร เขยาเบา 
ๆ นาน 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเตรียมซับสเตรต NBT/BCIP  (ภาคผนวก ข16) โดยเจือจาง
สารละลายในหลอดที่ 5 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer 10 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชใน
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หลอดฝาเกลียวที่หุมใหมืด) ยายไนลอนเมมเบรนมาใสในถุงพลาสติกแลวติดผนึกดานขาง
เชนเดียวกับข้ัน        ไฮบริไดซ จากนั้นเทซับสเตรตที่เตรียมไวลงในถุง ไลฟองอากาศออกแลวผนึก
ปดถุง นําไปบมในที่มืด (หามเขยา) ตั้งทิ้งไวจนกวาจะเกิดแถบสีชัดเจน (ประมาณ 1-16 ชั่วโมง) 
เมื่อเสร็จส้ินการบมกับซับสเตรตแลวนําเมมเบรนออกจากถุงพลาสติกมาลางในน้ํากลั่นปลอด
ประจุปลอดเชื้อ นาน 10 นาที ซับและตากใหแหงแลวจึงเก็บในที่มืด 
 
3.11 สรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดและวเิคราะหดีเอ็นเอ  
 

3.11.1  เตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ 
 

สกัดพลาสมิดดวยวิธ ีAlkaline lysis 
เลี้ยง E. coli สายพันธุ ที่มีพลาสมิดที่ตองการในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มี    

แอมพิซิลลิน 5 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°ซ นานขามคืน แลวนํามาสกัดพลาสมิดดวยวิธี 
Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังขั้นตอนตอไปนี้ ถายเชื้อ 5 มิลลิลิตร ใสลงใน
หลอดไมโครฟวจ นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลนาน 2 นาที ที่ 10,000 รอบตอนาที เทสวนน้ําใสทิ้ง
ใหหมด นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข20) 100 ไมโครลิตร กระจายตะกอน
เซลลโดยการใชไมโครปเปตตดูดขึ้นลง จากนั้นเติมสารละลาย II  (ภาคผนวก ข20) ที่เตรียมใหม ๆ 
200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมาเบาๆ 2-3 ครั้ง ตั้งทิ้งไวในอางน้ําแข็ง 
จากนั้นเติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข20) ที่เย็น 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับ
หลอดไปมาเบาๆ 2-3 คร้ัง ตั้งทิ้งไวในอางน้ําแข็ง 3-5 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 
รอบตอนาที นาน 5 นาที ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนมาประมาณ 400 ไมโครลิตร แลว
เติม    เอทานอล 95% ปริมาตร 2 เทาของสวนน้ําใส กลับหลอดไปมาเบา ๆ ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ -
20°ซ ประมาณ 30 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที เทสวนของเอทา
นอล 95% ทิ้ง ปนลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอทานอล 70% ที่เย็นจัด ประมาณ 500 ไมโครลิตร 
ทําซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอน นาน 5 นาที คอย ๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง สุดทายนําตะกอนดี
เอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงสนิทแลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร และใส 
Rnase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลิลิตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก เก็บที่อุณหภูมิ -
20°ซ 
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สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข3) 

สกัดพลาสมิดตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยเลี้ยง E. coli สายพันธุที่มีพลาสมิด
ที่ตองการและปนเก็บเซลล แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร P1 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร 
P2 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งของผสมเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลา
ไมเกิน 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย N3 350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดเปน
ตะกอนขาว นําไปปนเหวี่ยงเพื่อใหตะกอนตกที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
แยกสวนน้ําใสลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิอง
นาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงที่ 
12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE 750 ไมโครลิตร 
ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง 
กอนทําการปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอด   
ไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 50-100 ไมโครลิตร นาน 1 นาที ที่
อุณหภูมิหอง จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้ําใส เก็บพลาสมิดที่อุณหภูมิ -20°ซ 

  
3.11.2  วเิคราะหปริมาณพลาสมิดที่สกัดได 

 
วิเคราะหปริมาณพลาสมิดตามวิธีในขอ 3.7.2 

 
3.11.3  ตัดดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 

 
ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอและพลาสมิดดีเอ็นเอดวยเรสทริกชนัเอนไซม โดยใชบัฟเฟอรและ

อุณหภูมิที่เหมาะสมกับเรสทริกชันเอนไซมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 
 

3.11.4  ทําอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิส 
 

ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อวิเคราะหลักษณะและขนาดของพลาสมิดที่ถูก
ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมโดยมีวิธีการดังนี้คือ ผสมพลาสมิดปริมาณที่เหมาะสมกับสีติดตาม 
(Promega, USA) หยอดสารละลายลงไปในชองและใช 1kb DNA ladder (Promega, USA) เปน 
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ดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งเจลประกอบไปดวย อะกาโรสเจล 1% ในบัฟเฟอร 1X TAE (ภาคผนวก ข16) 
จากนั้นทําอิเล็กโทรโฟเรซิสดวยชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส mini Sub-Cell GT หรือชุดทําอิเล็กโทรโฟเร
ซิส Mupid-2 ใชความตางศักย 50-100 โวลต ทิ้งไวจนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่
ลงมาจนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข22) นาน 5-10 นาที ลางเอธิเดียมโบรไมดสวนเกินออกดวยน้ํากลั่นปลอด
ประจุ ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One version 
4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, USA. 

 
3.11.5  การแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 

 
ทําอะกาโรสเจลอิเลกโทรโฟเรซิสเพื่อแยกชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม

ตามขนาด ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย UV-light Transilluminator ตัดเจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่
ตองการดวยใบมีดและนําชิ้นเจลที่ตัดไดใสลงในหลอดไมโครฟวจ แยกชิ้นดีเอ็นเอออกจาก         
อะกาโรสเจลดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล DNA Extraction Kit (Fermantas, USA.) 
(ภาคผนวก ข4) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้ เติม binding solution 3 เทาของปริมาตรชิ้น  
อะกาโรสเจล บมที่อุณหภูมิ 55°ซ นาน 5 นาที หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด เติมสาร
แขวนลอยที่เขากันของซิลิกา 5-10 ไมโครลิตร ผสมใหสารละลายดีเอ็นเอเขากันกับซิลิกา  แลวทํา
การบมนาน 5 นาที ที่อุณหภูมิ 55°ซ ระหวางบมใหกลับหลอดเบา ๆ ทุก 1-2 นาที เพื่อปองกัน     
ซิลิกาตกตะกอน นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 5 วินาที เท
สวนน้ําใสทิ้ง ลางตะกอนดวยสารละลาย wash buffer 500 ไมโครลิตร ทําซ้ํา 3 คร้ัง แตละครั้งที่
ลางใหกระจายตะกอนออกใหหมดแลวปนตกตะกอนที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 5 วินาที เทสวน
น้ําใสทิ้ง ระเหยแหงตะกอนแลวชะดีเอ็นเอออกจากตะกอนซิลิกาดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 20 
ไมโครลิตร โดยกระจายตะกอนออกใหเขากันดีในน้ํา นําไบมที่อุณหภูมิ 55°ซ นาน 5 นาที ปน
เหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน  30 วินาที ถายสวนน้ําใสที่มีชิ้นดีเอ็นเอละลายอยูไปยังหลอด
ไมโครฟวจใหม เก็บรักษาชิ้นดีเอ็นเอไวที่ -20°ซ 
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3.11.6  เชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับเวกเตอร 
 
เชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอและพลาสมิดเวกเตอรที่ถูกตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมที่

เหมาะสมโดยใช T4DNA ligase (Fermentas, USA) อัตราสวนโมลารของชิ้นดีเอ็นเอกับเวกเตอร
ที่ใชในการเชื่อมตอโดยทั่วไปคือ 5:1 หรือ 3:1 ปรับปริมาตรสุดทายของสารผสมปฏิกิริยาที่ใชใน
การทดลองนี้ใหเปน 10 ไมโครลิตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ นําของผสมชิ้นดีเอ็นเอและพ
ลาสมิดเวกเตอรไปใหความรอนที่ 65°ซ นาน 10 นาที ปลอยใหเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลวเติม 10X         
ไลเกชันบัฟเฟอร และ T4 DNA ligase บมของผสมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 16°ซ นานขามคนืกอนทีจ่ะ
นําไป ทรานสฟอรมเขาสูเซลลเจาบาน 

 
3.12 การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 
 
 3.12.1  การเตรียมคอมพีเทนตเซลล 
 

เตรียมคอมพีเทนตเซลล (Sambrook และ Russell, 2001) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ 
E. coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (ภาคผนวก ก3) 5 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาที่
อุณหภูมิ 37°ซ นานขามคืน (16-18 ชั่วโมง) เพื่อใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อ 700 ไมโครลิตร 
ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT 720 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน armed flask นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37°ซ 
จนกระทั่ง OD600 เทากับ 0.3-0.5 ระหวางชวงที่รอการเจริญของเชื้อใหทําการเตรียมสารละลาย 
MgSO4/CaCl2 (เตรียมกอนใชและสารละลายทุกชนิดที่ใชเตรียมคอมพีเทนตเซลลตองแชในอาง
น้ําแข็ง) ดังนี้ ผสมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อที่เย็น 40 มิลลิลิตร เขากับสารละลาย CaCl2 1 โมลาร
ที่ปลอดเชื้อและเย็น 3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว ผสมใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวในอาง
น้ําแข็งใหไดอุณหภูมิ 4°ซ จากนั้นเติมสารละลาย MgSO4 1 โมลาร ที่ปลอดเชื้อและเย็น 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อที่เย็นเพื่อปรับปริมาตรใหเปน 50 
มิลลิลิตร แชในอางน้ําแข็งกอนใช 

เมื่อไดคา OD600 ตามที่ตองการแลวใหถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อ 35 
มิลลิลิตร ที่เย็น จํานวน 2 หลอด จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิด
ควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 4°ซ ความเร็วในการปนเหวี่ยง 4000 รอบตอนาที นาน 6 นาที (ตั้งแต
ขั้นตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4°ซ ตลอด) เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง เติมสารละลาย MgSO4/CaCl2 ที่
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เย็น 10.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอด กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/CaCl2 (หามใชเครื่องปนผสม) แชหลอดเซนตริฟวจที่มีตะกอนเซลลและสารละลาย
MgSO4/CaCl2 ในอางน้ําแข็ง นาน 30-45 นาที แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4°ซ ความเร็ว
รอบ 4000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง จากนั้นเติมสารละลาย MgSO4/CaCl2 ทีเ่ยน็ 
3.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอดอีกครั้ง กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/CaCl2 แชในอางน้ําแข็งนาน 45 นาที ข้ึนไป แลวเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 875 ไมโครลิตร 
ลงไปในแตละหลอดและผสมใหเขากันเบาๆ สุดทายทําการแบงใสในหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อที่
เย็นประมาณหลอดละ 100 ไมโครลิตร แลวเก็บคอมพีเทนตเซลลไวที่อุณหภูมิ -70°ซ 

 
3.12.2 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E.coli 

 
ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E.coli (Sambrook และ Russell, 2001) 

โดยทุกขั้นตอนทําที่อุณหภูมิ 4°ซ ยกเวนชวงทํา heat shock ดังนี้ นําคอมพีเทนตเซลล E. coli 
DH5α ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70°ซ มาแชในอางน้ําแข็งใหละลายชา ๆ เมื่อเซลลละลายแลวใหใส      
รีคอมบิแนนทพลาสมิดลงในคอมพีเทนตเซลล E . coli DH5α 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลว
นําไปบมในอางน้ําแข็งอยางนอย 30 นาที จากนั้นทําการ heat shock ที่อุณหภูมิ 42°ซ นาน 90 
วินาที เมื่อครบเวลาใหแชลงในอางน้ําแข็งทันทีนาน 2 นาที แลวจึงเติมอาหารเหลว 2YT 1 
มิลลิลิตร ลงไปในหลอดเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37°ซ อยางนอย 1 ชั่วโมง จากนั้นเกลี่ยเชื้อ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งผานการเกลี่ยดวย 50 
ไมโครลิตร ของ X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-β -D-galactoside) ความเขมขน 50 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข26) และ 7 ไมโครลิตรของ IPTG (Isopropyl thio-β-D-
galactoside) 0.1 โมลาร (ภาคผนวก ข27) (ทําการเตรียมเกลี่ยสารดังกลาวกอนใชทุกครั้ง) บมที่
อุณหภูมิ 37°ซ นานขามคืน 

 
3.13 การสังเคราะหไพรเมอรและหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 

สังเคราะหไพรเมอรและหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยหนวยบริการชีวภาพของสํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) 

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BioEdit, BlastN, BlastP, BlastX และ 
CLUSTALX 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การแยกแบคทีเรียจากตวัอยางแหนมและน้ํานมดิบ 

 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคที่จะคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตไนซินโดยคัดเลือกแบคทีเรีย

จากตัวอยางแหนมและน้ํานมดิบที่เก็บจากฟารมโคนมในจังหวัดตาง ๆ ไดแก นครราชสีมา
ปทุมธานี ราชบุรี และสมุทรสาคร  ซึ่งจากตัวอยางแหนมและน้ํานมดิบทั้งหมด 23 ตัวอยาง นํามา
ทําการแยกแบคทีเรียแลกติกเบื้องตนโดยการเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ที่มีสีบรอมครีซอล
เพอรเพิล 0.004 % (น้ําหนัก/ปริมาตร) เปนอินดิเคเตอร สังเกตุโคโลนีที่มีสีเหลืองและทําการเก็บ 
โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ที่อุณหภูมิ 4Oซ  จากผลการทดลองสามารถแยกแบคทีเรียได
ทั้งหมด 115 ไอโซเลต ดังแสดงผลการคัดเลือกแบคทีเรียจากตัวอยางตาง ๆ ในรูปที่ 4.1 และ
ตารางที่ 4.1 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1 ลักษณะโคโลนีที่มีสีเหลืองรอบ ๆ ในการทดสอบการแยกแบคทีเรียที่ผลิตไนซินโดยการ
เกลี่ยตัวอยางบนอาหาร MRS ที่มีสีบรอมครีซอลเพอรเพิล 0.004% และบมเชื้อเปนเวลา 24       
ชั่วโมง ที่ 30Oซ   
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ตารางที่ 4.1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียจากแหลงตาง ๆ ที่ใหโซนสีเหลืองรอบโคโลนี 
 
ตัวอยาง สถานที่เก็บตัวอยาง จํานวนตวัอยาง จํานวนแบคทีเรียที่ม ี

สีเหลืองรอบโคโลนี  
แหนม กรุงเทพมหานคร 

สมุทรสาคร 
2 
4 

9 
35 

น้ํานมดิบ นครราชสีมา 
ปทุมธาน ี
ราชบุรี 

สมุทรสาคร 

4 
2 
7 
4 

10 
8 
41 
12 

รวม  23 115 
 
 
4.2 การคัดเลือกแบคทีเรียทีส่ามารถยบัยั้งเชื้อทดสอบ 

 
การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อทดสอบโดยมี Lactobacillus plantarum TISTR 

850, Pediococcus pentosaceus TISTR 374 และ Propionibacterium freundenreichii TISTR 
446 เปนแบคทีเรียทดสอบที่ไวตอไนซิน ทําการทดสอบดวยวิธีแพรซึมในอาหารแข็ง (agar 
diffusion assay) โดยนําแบคทีเรียที่แยกไดทั้งหมด 115 ไอโซเลตมาทําการทดสอบ โดยแบงการ
ทดสอบเปนสองขั้นตอน ในขั้นแรกนําแบคทีเรียที่แยกไดมาจุดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS  และ
นํามาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ จากผลการทดสอบพบวาแบคทีเรียจํานวน 26 
ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบทั้ง 3 ชนิด โดยเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีที่จุดบน
อาหารแข็ง ไดผลดังแสดงใน ตารางที่ 4.2 นําแบคทีเรียทั้ง 26 ไอโซเลต มาทดสอบขั้นที่สองโดยใช
สวนใสของแบคทีเรียมาทําการทดสอบดวยวิธี agar well diffusion ผลการวัดคาความเปนกรด- 
เบส ของสวนน้ําใสที่แยกไดพบวาอยูในชวง 4-5  จากนั้นจึงนําสวนน้ําใสมาปรับใหไดคาความเปน
กรด-เบส เทากับ 5.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 5 โมลาร พบวาสวนใสของแบคทีเรีย
ทั้งหมด 4 ไอโซเลต ไดแก MF2, MF3, B13 และ NHA2 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ
ทั้ง 3 ชนิดโดยเกิดบริเวณใสรอบหลุมที่หยอดดวยสวนน้ําใสของแบคทีเรียผลการยับยั้งดังแสดงใน
รูปที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 ผลการยับยั้งเชื้อทดสอบโดยแบคทีเรียที่แยกได 
 

ความกวางของบริเวณใสรอบหลุม (มม.)                 
ทดสอบขั้นที ่1 

(spot test) 
ทดสอบขั้นที ่2 

(agar well diffusion) 

 
 

ตัวอยาง 
(ไอโซเลต) 

Lb
. p
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tar

um
 

 

P. 
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P. 
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Pro
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B13 
B14 
B34 
CA3 
CA6 
FA1 
FA2 
FA3 
FA4 
FA6 
FA7 
MF2 
MF3 
MG4 
MI2 
MK3 
MK4 

NHA1 
NHA2 

+ + + 
+ 
+ 

+ + 
+ + 
+ + 

+ + + 
+ + + 
+ + 

+ + + 
+ + 
+ + 

+ + + 
+ + 

+ + + 
 + + 
+ + 
+ 

+ + 

+ + 
+ 
+  

+ + 
+ + 
+ + 

+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + + 

+ 
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+ + 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ + 

+ 
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+ + 
+ + 

+ + + 
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+ + + 
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+ + 
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+++ 

+ + 
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- 
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+ 
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- 
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+ 

++ 
- 
+ 
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NHB2 
NHC1 
NHC3 
NHC4 
NHC5 
NHC6 
NHC7 

+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 

+ + + 

+ 
+ + 
+ 
+ 

+ + 
+ + 

+ + + 

+ + + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ 

+ + + 

+ + 
+ 

+ + 
- 
- 

+ + 
+ +  

 

- 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 

+ + + 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 

 
 +++ แสดงความกวางของบริเวณใสขนาด 16-22 มม. 

++   แสดงความกวางของบริเวณใสขนาด 11-15 มม. 
+     แสดงความกวางของบริเวณใสขนาด   6-10 มม. 
-      ไมเกิดบริเวณใส 

เสนผาศูนยกลางหลุมเทากับ 6 มิลลิเมตร 
 
 
 
 

 

ความกวางของบริเวณใสรอบหลุม (มม.)                 
ทดสอบขั้นที ่1 

(spot test) 
ทดสอบขั้นที ่2 

(agar well diffusion) 

 
 
 

ตัวอยาง 
(ไอโซเลต) 
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ตารางที่ 4.2 ผลการยับยั้งเชื้อทดสอบโดยแบคทีเรียที่แยกได (ตอ)  
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(ก)               (ข) 
 

 
 

(ค) 
 

รูปที่ 4.2 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อทดสอบทั้ง 3 ชนิด (ก) Lactobacillus 
plantarum TISTR 850 (ข) Pediococcus pentosaceus TISTR 374 (ค) Propionibacterium 
freundenreichii TISTR 446 โดยความกวางของบริเวณใสเกิดจากการยับยั้งดวยสวนน้ําใสของ
แบคทีเรีย 4 ไอโซเลต ไดแก NHA2, MF3, MF2 และ B13 
 
 
 

Lb. plantarum P. pentosaceus 

Pro. freundenreichii 

NHA2 MF3 

MF2 B13 

NHA2 MF3 

MF2 B13 

NHA2 MF3 

MF2 B13 
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4.3 ยืนยันการสรางไนซินโดยการทาํปฏกิิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส 
 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบทําใหไดกลุมแบคทีเรียที่คาดวาจะ
สรางไนซิน จากนั้นจึงทําการยืนยันการสรางไนซินโดยการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส             
ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไดใชไพรเมอร คือ NOKF และ NOKR ที่ออกแบบจากลําดับไพรเมอร
ของ de vos และคณะ (1993) ที่จําเพาะกับยีนที่ประมวลรหัสการสรางไนซินตั้งตน  ขนาดของ
ผลิตภัณฑประมาณ 300 คูเบส ทดลองโดยใชภาวะและสารผสมปฏิกิริยาดังที่กลาวไวในขอ 3.7.3 
หลังจากดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยการทําอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส พบวาแบคทีเรีย 2 ไอโซเลต คือ MF2 และ MF3 ใหผลิตภัณฑ PCR ขนาด
ประมาณ 300 คูเบส ดังแสดงในรูปที่ 4.3 จากนั้นจึงเลือกเฉพาะแบคทีเรีย MF2 นํามาหาลําดับ นิ
วคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR โดยใชไพรเมอร NOKF  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบ
กรอบอานรหัสเปด (ORF) ของยีนไนซินตั้งตน 171 คูเบส คือลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงที่ 80-
251 แปลรหัสเปนกรดอะมิโน 57 หมู โดยมีน้ําหนักโมเลกุลโดยประมาณ 59 กิโลดัลตัน ลําดับนิ
วคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของชิ้นสวนผลิตภัณฑ PCR แสดงในรปูที่ 4.4 นําลําดับนิวคลีโอ
ไทด และลําดับกรดอะมิโนของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดไปเปรียบเทียบความคลายในฐานขอมูล 
GenBank ดวยโปรแกรม BlastN และ BlastP ตามลําดับ พบวาลําดับนิวคลีโอไทดมีความ
เหมือนกับยีนไนซินเอ และยีนไนซินแซดของแบคทีเรีย L. lactis subsp. lactis  เทากับ 99%และ 
98% ตามลําดับ  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ ไนซินเอตั้งตน และ ไนซินแซดตั้งตน เทากับ 
100% และ 98% ตามลําดับ ผลการเปรียบเทียบแสดงในรูปที่ 4.5-4.6 จากผลการแปลรหัสเปน
กรด      อะมิโนของชิ้นสวนผลิตภัณฑ PCR  เมื่อผานกระบวนการตัดเพปไทดสายนําพบวากรดอะ
มิโนตําแหนงที่ 27 เปน ฮิสติดีน ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาแบคทีเรีย MF2 ผลิตแบคเทอรโิอซิน
ชนิด ไนซินเอ 
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             1     2     3      4    5      

 
 

รูปที่ 4.3 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของ
แบคทีเรีย  MF2, MF3, B13 และ NHA2 
 ชองที ่1  100 bp DNA ladder 
 ชองที ่2  ผลิตภัณฑ PCR ของแบคทีเรีย B13 
 ชองที ่3  ผลิตภัณฑ PCR ของแบคทีเรีย MF2 

ชองที ่4  ผลิตภัณฑ PCR ของแบคทีเรีย NHA2 
 ชองที ่5  ผลิตภัณฑ PCR ของแบคทีเรีย MF3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คูเบส 

400 
300 

500 
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1 CTGTAATCTGAAGTTTGTTAGATACAAATGATTTCNTTCGAAGGAACTACAAAATAAATT 
1    V  I  *  S  L  L  D  T  N  D  F  X  R  R  N  Y  K  I  N   
 
61 ATAAGGAGGCACTCAAAATGAGTACAAAAGATTTTAACTTGGATTTGGTATCTGTTTCGA 
20 Y  K  E  A  L  K  M  S  T  K  D  F  N  L  D  L  V  S  V  S   
 
121 AGAAAGATTCAGGTGCATCACCACGCATTACAAGTATTTCGCTATGTACACCCGGTTGTA 
40 K  K  D  S  G  A  S  P  R  I  T  S  I  S  L  C  T  P  G  C   
  
181 AAACAGGAGCTCTGATGGGTTGTAACATGAAAACAGCAACTTGTCATTGTAGTATTCACG   
60 K  T  G  A  L  M  G  C  N  M  K  T  A  T  C  H  C  S  I  H   
 
241 TAAGCAAATAACCAAATCAAAGGATAGTATTTTGTTAGTTCAGACATGGATACTATCCAA 
80 V  S  K  *  P  N  Q  R  I  V  F  C  *  F  R  H  G  Y  Y  P   
 
301 CA 
100  T   
 
รูปที่ 4.4 ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของชิ้นสวนผลิตภัณฑ PCR ของแบคทีเรีย MF2 
ที่ไดจากการใชไพรเมอร NOKF และ NOKR ในการดําเนินปฏิกิริยา ตัวอักษร M แสดงกรดอะมิโน
เมไธโอนีน ซึ่งเปนตําแหนงโคดอนเริ่มตน (start codon) เคร่ืองหมาย * แสดงรหัสส้ินสุดการ
ถอดรหัส (stop codon) ลําดับนิวคลีโอไทดที่ชีดเสนใตแสดงบริเวณกรอบอานรหัสเปดของไนซิน
ตั้งตน ลูกศรสีดําแสดงตําแหนงที่คาดวาถูกตัดเพปไทดสายนําดวยโปรตีเอส ลําดับนิวคลีโอไทด
และกรดอะมิโนที่แสดงดวยตัวอักษรหนาคือสวนที่เปนไนซินที่สมบูรณ ลําดับนิวคลีโอไทดและ
กรดอะมิโนที่ระบุวาเปนกรดฮิสติดีนแสดงไวในกรอบสี่เหลี่ยม  
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รูปที่ 4.5 แสดงผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไนซินแซด จาก      
L. lactis subsp. lactis WNC (Noonpakdee และคณะ, 2003) ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไนซิน
แซดจาก L. lactis strain NIZO 22186 (de vos และคณะ, 1993) ยีนไนซินเอตั้งตน จาก L. lactis 
subsp. lactis (Dodd และคณะ, 1990) ชิ้นสวนผลิตภัณฑ PCR ของแบคทีเรีย MF2 และลําดับนิ
วคลีโอไทดของไนซินคิวจาก Lactococcus lactis 61-14 (Zendo และคณะ, 2003) ลําดับนิวคลี
โอไทดที่เหมือนกันแสดงเครื่องหมาย * ดานบน ลําดับนิวคลีโอไทดใน    คือตําแหนงกรดอะมิโน       
ฮิสติดีนที่ระบุวาเปนไนซินเอ  
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รูปที่ 4.6 แสดงผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของชิ้นสวนผลิตภัณฑ PCR 
ของแบคทีเรีย MF2 กับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนไนซินเอตั้งตน จาก L. lactis subsp. lactis 
(Dodd และคณะ, 1990) และลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนไนซินแซดตั้งตน จาก L. lactis 
subsp. lactis  (Mulders และคณะ, 1991) ลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกันแสดงเครื่องหมาย * 
ดานบน  ลําดับกรดอะมิโนใน      คือตําแหนงกรดอะมิโนฮิสติดีนที่ระบุวาเปน ไนซินเอ 
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4.4 การจาํแนกสกุลแบคทีเรียทีคัดเลือกไดทางอนุกรมวธิาน และการวิเคราะหลําดับ         
นิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ 

  
การจําแนกสกุลของแบคทีเรียสายพันธุ MF2 อางอิงตาม Bergey ‘s Manual of Systemic 

Bacteriology ผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 4.3  
 
ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบดานตาง ๆ เพือ่จําแนกแบคทีเรียสายพนัธุ MF2 
 

ลักษณะ/การทดสอบ ผลการทดสอบ 
ลักษณะทางสณัฐานวิทยา 
     ลักษณะโคโลนีบนอาหาร 
     การยอมติดสีแกรม 

 
โคโลนีสีขาว เล็ก ขอบเรียบ ผิวเรียบ 

แกรมบวก รูปรางกลม ขนาดเล็ก เรียงตัวเปนคู  
 

ลักษณะทางสรีรวิทยาและ 
ชีวเคม ี
     การเคลื่อนที ่
     การทดสอบแคทาเลส 
     การหมักน้าํตาล 
          กลูโคส 
          แมนนทิอล 
          แรฟฟโนส 
          แลคโทส 
     การใชกรดอะมิโนอารจินนี 
 

 
 
- 
- 
 

+ 
+ 
- 
+ 
+ 
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การเจริญในภาวะตาง ๆ 
     อุณหภูม ิ40Oซ  

     อุณหภูม ิ45Oซ 
     ความเขนขน NaCl 4% 
     ความเขนขน NaCl 6.5% 

 
+ 
- 
+ 
- 

 
 + positive  หมายถงึเจริญไดหรือเกิดปฏิกิริยากับการทดสอบ 

 - negative หมายถงึไมเจริญหรือไมเกิดปฏิกิริยากับการทดสอบ 
 

จากผลการทดสอบอางอิงตาม Bergey’s Manual of Systemic Bacteriology โดย
พิจารณาจากความสามารถในการหมักน้ําตาล การใชกรดอะมิโนอารจินีน และการเติบโตในภาวะ
ตาง ๆ สามารถจําแนกแบคทีเรีย MF2 ไดเปน L. lactis subsp. lactis และยืนยันดวยการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ ของแบคทีเรีย MF2 โดยใชไพรเมอรสําหรับ
สวนตนของยีน 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ คือ UFUL และ URUL ไดลําดับนิวคลีโอไทดบางสวน
ประมาณ 800 คูเบส แสดงในรูปที่ 4.7  ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ ของ
แบคทีเรีย MF2 นําไปเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดตาง ๆ ใน ฐานขอมูล 
GenBank วิเคราะหดวยโปรแกรม BlastN พบวาลําดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ 
ของแบคทีเรีย MF2 มีความ เหมือน 99% กับลําดับนิวคลีโอไทด16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ ของ 
L. lactis subsp. lactis สายพันธุ SC43K ผลแสดงในภาคผนวก ง ดังนั้นจึงสรุปไดวาแบคทีเรีย 
MF2 เปน  L. lactis subsp. lactis และใหชื่อวา L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 

 
 
 
 

 

ลักษณะ/การทดสอบ ผลการทดสอบ 

ตารางที่ 4.4 ผลการทดสอบที่ภาวะตาง ๆ เพื่อจําแนกแบคทีเรียสายพนัธุ MF2 
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1   GTCCACTGGATGATTTCNNNAACGGGNGAAAAANGCGTGGGGNTTCCCCTTTGAGCGGN  60 
 

61  GACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCGCATAAAAACTTTANNCACAAGTTTTAAGTT  120 
 

121 TGAAAGATGCAATTGCATCACTCAAAGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTGAGG  180 
 

181 TAAAGGCTCACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGG  240 
 

241 ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACG  300 
 

301 AAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTT  360 
 

361 GGTAGAGAAGAACGTTGGTGAGAGTGGAAAGCTCATCAAGTGACGGTAACTACCCAGAAA  420 
 

421 GGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGA  480 
 

481 TTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTATTAAGTCTGGTGTAAAAGGCAGTGGCT  540 
 

541 CAACCATTGTATGCATTGGAAACTGGTAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCC  600 
 

601 ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAANGCGGCTCTCT  660 
 

661 GGCCTGTACTGACACTGAGGCTCGAAGCGTGGGNAGCAACAGGATTAAATACCCTGGTAA  720 
 
721 A 

 

รูปที่ 4.7 แสดงลําดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ ของแบคทีเรีย MF2 
 
 
4.5 การติดตามยนีไนซินดวยเทคนิค Southern hybridization 
 

ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 อยางสมบูรณดวยเรสทริก
ชันเอนไซม 5 ชนิด ไดแก HindIII, PstI, EcoRI, XhoI และ BamHI และนําไปทําอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแลวจึงทํา southern hybridization ตามวิธีการในขอ 3.12 โดยใช NisA-
probe เปนดีเอ็นเอติดตามซึ่ง NisA-probe สรางมาจากผลิตภัณฑ PCR ของ L. lactis subsp. 
lactis สายพันธุ MF2 ที่ใชไพรเมอร NOKF และ NOKR ผลการติดตามดังแสดงในรูป 4.8 จากรูป
พบวาเรสทริกชันเอนไซม PstI, HindIII, HindIII-EcoRI, HindIII-PstI และPstI-EcoRI   เกิด
สัญญาณบวกกับดีเอ็นเอติดตาม NisA-probe ที่ตําแหนงประมาณ 9, 4.5, 4.5, 4.5 และ 5.5  ซึ่ง
ในที่นี้สัญญาณจากการตัดดวย HindIII  มีขนาดประมาณ 4.5 กิโลเบส ซึ่งเหมาะสมในการโคลน
ยีนไนซินซึ่งจะกลาวในลําดับตอไป 
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   1    2    3    4   5    6   7   8   9   10  11                          1     2    3    4    5    6   7   8   9   10  11   

 
     ก)      ข) 
 
รูปที่ 4.8 ก) อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 ที่ตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมตาง ๆ ข) สัญญาณจาก Southern hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม NisA 
ชองที่ 1  1 kb DNA ladder 
ชองที ่2  ผลิตภัณฑ PCR ของ L. lactis subsp. lactis สายพนัธุ MF2 (ตัวควบคุมผลบวก)
ชองที ่4-11 ดีเอ็นเอของ L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 ตัดดวยเรสทริกชนัเอนไซม
  ตาง ๆ ไดแก PstI, HindIII, EcoRI, PstI/HindIII,  PstI/EcoRI, HindIII/EcoRI, 

XhoI และ BamHI ตามลําดบั 
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4.6 โคลนยนีไนซินจากชิ้นดีเอ็นเอที่ใหผลบวกโดย Southern hybridization 
 
ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 อยางสมบูรณดวย HindIII 

ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากกันตามขนาด และคัดแยกเฉพาะชิ้นดี
เอ็นเอในบริเวณที่เกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซมาโคลนเขาตําแหนง HindIII ของพลาสมิดพาหะ 
pUC18 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α คัดเลือกโคลนที่ไดดวยวิธี Blue-
White selection คัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีสีขาวซึ่งเปนโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเชื่อมกับ 
พลาสมิดเวกเตอรและตานตอสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน คัดเลือกโคลนดังกลาวมาทดสอบโดยสุม
ผสมโคลนทั้งหมด 10 โคลน ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 หลอด สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจาก
แตละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดย
ใชไพรเมอร NOKF และ NOKR เพื่อคัดเลือกโคลนที่มียีนไนซินจากผลที่ไดพบวาโคลน pPM 6.4 
เกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 คูเบส ตามตองการ ตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดเปน 
pUCNisA ดังแสดงในรปู 4.9 

          1        2         3 

 
 

รูปที่ 4.9 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจาก     
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pUCNisA 
 ชองที ่1 100 bp DNA ladder 
 ชองที ่2 ผลิตภัณฑ PCR ของ L. lactis subsp. lactis สายพนัธุ MF2 (ตัวควบคุมผลบวก) 
 ชองที ่3 ผลิตภัณฑ PCR ของ pUCNisA  
 

คูเบส 
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4.7 ลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีนไนซินจาก L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 
 
 เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมิด pUCNisA ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชยูนิเวอรซัลไพร
เมอร M13 ไดลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมด 700 คูเบส ผลแสดงในรูปที่ 4.10 จากนั้น
นําลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโนท่ีไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอ
ไทด และลําดับกรดอะมิโนตาง ๆ ใน GenBank วิเคราะหดวยโปรแกรม BlastN พบวาลําดับ         
นิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมือน 100% กับยีนประมวลรหัส lciB ซึ่งทําหนาที่สังเคราะหโปรตีน 
แลคโตคอคซินบี อิมมูนิตี ผลการเปรียบเทียบแสดงในภาคผนวก ง ซึ่งแลคโตคอคซินบี เปน       
แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย L. lactis subsp. lactis  
 
 
1 GGTTAAGATACTAGAACAGGAAAAACAATATGTAAACAGACAATTGACACAGCAAGTTAT  
 
61       ACATTTGGTGTAATGGCAGAAGGATGGGGAAAAACATTCCACTAATAAAAAAGAACTGAG 
 
121 GTTTAGAGTTAATGAAAAAAAAAGTTGATACAGAAAAACAAATTACTTCTTGGGCATCTG 
 
181 ACTTAGCTTCCAAAAATGAAACAAAGGTTCAAGAAAAATTAATACTGTCTTCTTATATTC 
 
241 AGGACATCGAAAACCATGTTTACTTTCCAAAAGCAATGATTTCTTTAGAAAAAAAATTAC 
 
301 GAGACCAAAATAATATTTGCGCTTTATCAAAAGAAGTCAATCAGTTTTATTTTAAAGTTG 
 
361 TTGAAGTAAATCAAAGAAAATCCTGGATGGTAGGTTTGATAGTTTAATTATCTCAGAATT 
 
421 ATTGATTCTATTTTTTTAAGAAGCTCCTTTGTAAAGGAGCTTCTTTTATCTTGATTTAAA   
 
481 AACAATGAGAATGAAAATGTTTGGAGAAAAGAAAGATTAATTGACTGAAATGTAAAAACT 
 
541 TTTTTTGGACAATATTTATGATTTAATATTAAATCCCGAAATTATAGAAGAGGAGTTTTA 
 
601 GTATCCGCTAAACAGATTTAGAGAAGACAGGATTTTTACCCNGAGTAAAAATCCACTTAT 
 
661 GCTTACTTTAGAGGTATGCATAATAGACCATTGACAATNCNATTCCAAATTTTTGTTATT   
 
 

รูปที่ 4.10 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากการใชยูนิเวอรซัลไพรเมอร M13 
ในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pUCNisA  
 
 
 



บทที่  5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 ไนซินเปนแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดกวาง โดยไนซินมีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกทั้งที่สรางและไมสรางสปอร โดยเฉพาะ L. monocytogenes ซึ่งเปนแบคทีเรีย
กอโรคในอาหารที่ควบคุมยากและสามารถพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม (Chen และ Hoover, 2003)  
จากคุณสมบัติของไนซินที่กลาวมาเบื้องตนทําใหองคการอนามัยโลกอนุญาตและใหการรับรอง
ความปลอดภัยในการใชไนซินเปนสารถนอมอาหาร (Jay, 2000 )  โดยปจจุบันไดมีการใชไนซินใน
อุตสาหกรรมอาหารอยางแพรหลาย งานวิจัยนี้จะทําการคัดกรองแบคทีเรียที่สรางไนซินที่แยกได
จากตัวอยางแหนมและน้ํานมดิบแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย และศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหไนซินเพื่อใชเปนขอมูลพื้นฐานในการปรับปรุงสายพันธุจุลินทรียใน
ระดับพันธุวิศวกรรม 
 การคัดกรองแบคทีเรียที่สรางไนซินโดยทําการแยกแบคทีเรียจากตัวอยางแหนม และ
น้ํานมดิบ Rodriguez และคณะ ในป 2000 ไดทําการหาความหลากหลายของแบคทีเรียที่ผลิต     
แบคเทอริโอซินที่แยกไดจากน้ํานมดิบ พบวาไนซินเปนแบคเทอริโอซินที่พบไดมากที่สุดในตัวอยาง
น้ํานมดิบ ดังนั้นจึงทําการเลือกเก็บตัวอยางสวนใหญเปนน้ํานมดิบ โดยในขั้นตนจะทาํการคดักรอง
แบคทีเรียในกลุมแลคติก เพราะเนื่องจากในปจจุบันคนพบแบคทีเรียเพียงสกุลเดียวที่ผลิตไนซิน 
คือ L. Lactis subsp. lactis (De Vuyst และ Vandamme, 1994) ซึ่งเปนแบคทีเรียในกลุมแลคติก  
ในการจําแนกแบคทีเรียแลคติกเลือกใชอาหารที่มีความจําเพาะไดแก  อาหาร  MRS ที่มี              
บรอมครีซอลเพอรเพิลเปนอินดิเคเตอร (pH 5.2-6.8)  โดยเลือกโคโลนีที่มีโซนเหลืองรอบ ๆ 
เนื่องจากแบคทีเรียแลคติกสามารถสรางกรดอินทรีย เชน กรดแลคติก (Ingram, 1956) จึงมีผลทํา
ใหบริเวณรอบโคโลนีมีความเปนกรดโดยสีอินดิเคเตอรจะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง  จากการ
เก็บตัวอยางทั้งหมด 23 ตัวอยาง สามารถแยกแบคทีเรียไดทั้งหมด 115 ไอโซเลต โดยอาศัยความ
แตกตางของลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็งซึ่งใน 115 ไอโซเลต มีความเปนไปไดที่อาจมีบาง    
ไอโซเลตเปนชนิดเดียวกัน จากนั้นทําการเก็บทั้ง 115 ไอโซเลตและนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อแยกใหเปน
เชื้อบริสุทธิ์เพื่อนําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ 
 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่แยกไดในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบโดยวิธี
แพรซึมในวุน เปนวิธีที่นิยมเนื่องจากวิ เคราะหง าย ,  สะดวก ,  แมนยํา  และมีตนทุนต่ํ า 

(Pongtharangkul และ Demirci, 2004)  แบงการทดสอบเปนสองขั้นตอนโดยขั้นแรกทดสอบโดย
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การจุดแบคทีเรีย ไอโซเลตที่แยกไดและนํามาทดสอบการยับยั้งกับแบคทีเรียทดสอบ สําหรับผล
การยับยั้งพบวา 26 ไอโซเลต เกิดบริเวณใสรอบโคโลนี จากนั้นจึงนําทั้ง 26 ไอโซเลต มาทดสอบขั้น
ที่สองโดยนําไปเลี้ยงในอาหารเหลวและใชสวนน้ําใสของแบคทีเรียมาทําการทดสอบดวยวิธี agar 
well diffusion กอนการทดสอบนําสวนน้ําใสที่ไดมาวัดคาความเปนกรด- เบส พบวาอยูในชวง 4-5  
ดังนั้นจึงนําสวนน้ําใสมาปรับใหไดคาความเปนกรด-เบส เทากับ 5.5 เพื่อยืนยันวาการเกิดบริเวณ
ใสนั้นไมไดมาจากกรดที่แบคทีเรียแลคติกสรางแตมาจากผลของสารตอตานจุลชีพที่แบคทีเรียชนิด
นั้นสรางขึ้น   ซึ่งจากแบคทีเรีย 26 ไอโซเลต เมื่อนําสวนน้ําใสมาทดสอบขั้นที่ 2 กับเชื้อทดสอบทั้ง 
3 ชนิด พบวาขนาดเสนผาศูนยกลางของบริเวณใส มีคาลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับขนาด
เสนผาศูนยกลางของบริเวณใสที่ไดจากการทดสอบขั้นที่ 1 ซึ่งสาเหตุที่บริเวณใสมีขนาดลดลง
เนื่องมาจากในการทดสอบขั้นที่ 2 ดวยวิธี agar well diffusion มีการปรับคากรด-เบส ใหเทากับ 
5.5 ดังนั้นฤทธิ์ในการยับยั้งจึงมาจากสารตานจุลชีพที่แบคทีเรียสรางเพียงอยางเดียว เปรียบเทียบ
กับวิธี spot test ที่ฤทธิ์ในการยับยั้งมาจากสารตานจุลชีพรวมกับกรดที่แบคทีเรียสรางซึ่งเปน
สมบัติของแบคทีเรียแลคติกจึงทําใหมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อทดสอบเพิ่มมากขึ้น ผลจากการทดสอบ
ขั้นที่ 2 สามารถคัดเลือกแบคทีเรียได 4 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบทั้ง 3 ชนิด ซึ่ง
ไดแก MF2, MF3, NHA3 และ B13 โดยที่ MF2 และ MF3 แยกไดจากตัวอยางน้ํานมดิบที่เก็บจาก
ฟารมโคนมจังหวัดราชบุรี และ NHAB และ B13 แยกไดจากตัวอยางแหนม 
 แบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต ที่ไดจากการทดลองขั้นที่สองนํามาทดสอบยืนยันการสรางไนซิ
นดวยการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชจีโนมิกดีเอ็นเอเปนแมแบบและใชไพรเมอร NOKF 
และ NOKR ที่มีความจําเพาะกับบริเวณยีนไนซินตั้งตน และใชเอนไซม KOD พอลิเมอเรส ดําเนิน
ปฏิกิริยาพบวาแบคทีเรีย 2 ไอโซเลต คือแบคทีเรีย MF2 และ MF3 เกิดผลิตภัณฑ PCR ที่จําเพาะ
ขนาดประมาณ 300 คูเบส (De Vos และคณะ, 1993)  จากนั้นเลือกเฉพาะ MF2 นําไปวิเคราะห
หาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR เนื่องจากเปนไอโซเลตที่เจริญเร็วแมจะถายเชื้อไปหลาย
คร้ังก็ตาม โดยในการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดใชไพรเมอร NOKF  จากการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทดพบกรอบอานรหัสเปด (ORF) โดยมีตําแหนงที่ถอดรหัสเปนยีนไนซินตั้งตน เร่ิมตนที่
ลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงที่ 80-251 คิดเปนลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด 171 คูเบส ซึ่งแปลรหัส
เปนกรดอะมิโน 57 หมู มีน้ําหนักโมเลกุลโดยประมาณ 59 กิโลดัลตัน ผลการวิเคราะหความ
เหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของชิ้นสวนผลิตภัณฑ PCR ของแบคทีเรีย 
MF2 พบวามีความเหมือนกับยีนไนซินเอ และยีนไนซินแซดของแบคทีเรีย L. lactis subsp. lactis  

เทากับ 99%และ 98% ตามลําดับ  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับไนซินเอตั้งตน เทากับ 
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100% และมีความเหมือนกับไนซินแซดตั้งตน เทากับ 98% และจากขอมูลการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR  ที่มีกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 27 เปนฮิสติดีน จึงสามารถระบุไดวา
ไนซินที่แบคทีเรีย MF2 ผลิตไดนั้นเปนไนซนิ เอ ซึ่งไนซินที่พบในธรรมชาติสวนใหญจะเปนไนซิน
แซด (De Vos และคณะ, 1993) จากนั้นจึงนําแบคทีเรีย MF2 มาทําการทดสอบจําแนกสกุลทาง
อนุกรมวิธานโดยอาศัยสมบัติทางสัณฐานวิทยา, วิธีทางชีวเคมีรวมกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ 
 จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา, สรีรวิทยา และชีวเคมีเบื้องตนตามหลักของ 
Bergey ‘s Manual of Systemic Bacteriology รวมกับ การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 16 เอส 
ไรโบโซมัลอารเอ็นเอ ของแบคทีเรีย MF2 สามารถจัดจําแนกเแบคทีเรีย MF2 เปนแบคทีเรียในสกุล 
L. lactis subsp. lactis ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Devust และ Vandamm ป1994 ที่กลาว
วา L. lactis subsp. lactis เปนแบคทีเรียเพียงชนิดเดียวที่สามารถผลิตไนซิน  การทดสอบทาง   
ชีวเคมีเปนวิธีที่สามารถจําแนก Lactococcus ไดถึงระดับสปชีสยอย  L. lactis subsp. lactis 
และ L. lactis subsp. cremoris เปน 2 สปชีสที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมนมและมีความ
ใกลเคียงกันมากแตก็มีขอแตกตางโดยที่ L. lactis subsp. lactis สามารถเจริญไดที่ 40Oซ และที่
ความเขนขน NaCl 4% รวมทั้งสามารถยอยกรดอะมิโนอารจินีน ซึ่งแตกตางจาก L. lactis subsp. 
cremoris ที่ไมมีสมบัติเหลานี้ (Axelsson, 1998) 
 L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 นํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับ
การสังเคราะหไนซิน การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดังกลาวเริ่มจากการสรางดีเอ็นเอติดตาม
จากผลิตภัณฑ PCR ของ L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 จากนั้นนําไปติดตามยีนไนซินใน
จีโนมิกดีเอ็นเอของ L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 โดยใชเทคนิค southern 
hybridization พบวาชิ้นดีเอ็นเอ PstI, HindIII, HindIII-EcoRIII, HindIII-PstI และPstI-EcoRI  เกิด
สัญญาณบวกกับดีเอ็นเอติดตาม NisA-probe ที่ตําแหนงประมาณ 9, 4.5, 4.5, 4.5 และ 5.5 กิโล
เบส ตามลําดับ ซึ่งขนาด 4.5 กิโลเบส เปนขนาดที่มีความเหมาะสมในการโคลนและเลือกโคลนชิ้น
ดีเอ็นเอ HindIII ดังนั้นจึงทําการเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอ HindIII กับพลาสมิดพาหะ pUC18 จากการ
คัดเลือกทรานสฟอรแมนทของ E. coli ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร NOKF 
และ NOKR พบโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอ HindIII เกิดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 300 คูเบสตาม
ตองการ และใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดวา pUCNisA เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดี
เอ็นเอ NisA โดยใชยูนิเวอรซัลไพรเมอร M13 ไดลําดับนิวคลีโอไทดขนาดประมาณ 700 คูเบส 
จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดตาง ๆ ใน 
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GenBank วิเคราะหดวยโปรแกรม BlastN พบวาลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมือน 100% กับ
ยีน lciB ของ L. lactis subsp. lactis ซึ่งทําหนาที่ประมวลรหัสโปรตีน แลคโตคอคซินบี อิมมูนิตี 
การพบยีนบางสวนของแลคโตคอคซินบี อิมมูนิตี มีความเปนไปไดที่จะมีการสรางแบคเทอริโอซิน 
2 ชนิด คือ ไนซินเอ และ แลคโตคอคซินบี ดังนั้นจึงควรทําการทดสอบเพื่อยืนยันความสามารถของ 
L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2  ในการสรางแบคเทอริโอซินทั้ง 2 ชนิด โดยวิธีที่เหมาะสม 
คือการทดสอบดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเนื่องจากการทดสอบดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
เปนวิธีที่มีความแมนยําและรวดเร็ว  โดยออกแบบไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับยีนไนซินเอและ
แลคโตคอคซินบี  ในการยืนยันการสรางแบคเทอริโอซิน ทั้ง 2 ชนิด 
 แลคโตคอคซินบี เปนแบคเทอริโอซินที่สรางโดย L. lactis subsp. lactis และ L. lactis 
subsp. cremoris จัดเปนแบคเทอริโอซินในกลุมของแบคเทอริโอซินที่มีขนาดเล็กและทนความรอน 
โดยถูกจัดจําแนกใหเปนแบคเทอริโอซินที่แตกตางกับแบคเทอริโอซินชนิดอื่น  ๆ คือไมมี
สวนประกอบของซิสเตอีน (Cintas และคณะ, 2001) อยางไรก็ตามเมื่อนํายีน lciB ที่พบใน L. 
lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 ไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน GenBanK พบวาเหมือนกัน
กับ ยีน lciB ที่อยูบนพลาสมิดใน L. lactis subsp. lactis สายพันธุ BGMN1-5 ซึ่งแยกไดจาก
กระบวนการผลิตชีส (Kojic และคณะ, 2006) จากการศึกษาของ van Belkum และคณะ ในป 
1992 รายงานวา L.  lactis subsp. cremoris สายพันธุ 9B4 มีสวนของพลาสมิด p9B4 ที่มีลําดับ
นิวคลีโอไทดบางสวนระบุวาเปนยีน lcnB และ lciB ซึ่งทําหนาที่สังเคราะหแลคโตคอคซินบี  พลาส
มิด p9B4 พบวามีขนาด 60 กิโลเบส และมีสมบัติเปนคอนจูเกทิฟพลาสมิด จากการทดลองพบ
การสราง  แลคโตคอคซินที่แตกตางกัน 3 ชนิด ในสายพันธุ 9B4 ไดแก แลคโตคอคซินเอ บี และ 
เอ็ม 
 Carnobacterium pissicola LV17A สามารถสรางแบคเทอริโอซิน คารโนแบคเทอริโอซิน 
ได 3 ชนิดคือ  คารโนแบคเทอริโอซินเอ บี และ ซี และยังพบวายีนคารโนแบคเทอริโอซนิ เอ อิมมนูติ ี
มีความเหมือนกบัยีน เอ็นเทอโรซินบี อิมมูนิตี แสดงใหเห็นวาเกิดกระบวนการปองกันขามชนิดของ
แบคเทอริโอซินในคารโนแบคเทอริโอซินเอ อิมมูนิตี กับ เอ็นเทอโรซินบี อิมมูนิตี    (Franz และ
คณะ,2000)  นอกจากนั้นยังพบการสรางแบคเทอริโอซินมากกวาหนึ่งชนิดใน E. coli  ที่แยกได
จากอุจจาระมนุษยซึ่งสามารถผลิตแบคเทอริโอซนิไดมากกวา 1 ชนิด โดยแบคเทอริโอซินที่ E. coli 
สรางไดแก ไมโครซิน และโคลิซิน ชนิดตาง ๆ  ในการสรางแบคเทอริโอซินมากกวาหนึ่งชนิดนั้นจะ
ชวยเพิ่มฤทธิ์ในการยับยั้ง และทําใหแบคทีเรียนั้นสามารถเจริญไดในภาวะที่แตกตางกัน (Gordon 
และ O'Brien, 2006)  
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 จึงเปนเรื่องที่นาสนใจที่จะทําการศึกษาตอไปถึงความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิต       
แบคเทอริโอซินที่แตกตางกันไดมากกวาหนึ่งชนิดใน   L. lactis subsp. lactis สายพันธุ MF2 ซึ่ง
จะทําใหแบคทีเรียชนิดนั้นมีขอดีและมีประโยชนสูงในการนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหาร 
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ภาคผนวก ก 
 

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

 
ทริปโตน      10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยสีต        5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด        5.0 กรัม 

 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 7.5 

ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ 
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
 
2.  อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) (Sambrook และ Russell, 2001) 
 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ละลายวุน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูม ิ121°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี

 
3.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) (Sambrook และ Russell, 2001) 
 

ทริปโตน      16.0    กรัม 
ผงสกัดจากยสีต      10.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด        5.0    กรัม 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-เบสดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 20 นาท ี
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4.  อาหารเลีย้งเชื้อ  MRS 
  
  โปรติเอสเปปโตน     10.0 กรัม 
  เนื้อวัวสกัด      10.0 กรัม 
  ผงสกัดจากยีสต        5.0 กรัม 
  กลูโคส       22.0 กรัม 
  ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต      2.0 กรัม 
  ไดแอมโมเนียมซิเตรท       1.8 กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟต       0.2 กรัม 
  แมงกานีสซัลเฟต              0.089 กรัม 
  ทวีน 80         1.0 มล. 
 ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร  1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสให
เทากับ 6.2 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121°ซ เปน
เวลา 15 นาที 
 
5. Carbohydrate fermentation medium (BBL™ Phenol Red Broth Base) 
  
  ทริปโตน      10.0 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด        5.0 กรัม 
  ฟนอลเรด (Phenol Red)     18.0 มก. 
 เติมคารโบไฮเดรตที่ตองการทดสอบลงไป 1 เปอรเซ็นต ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลั่น
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสใหเทากับ 7.4 ± 0.2 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อ
ดวยความดันไอ 115 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 115°ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
6. MRS medium for arginine hydrolysis (Coppola และคณะ, 2003) 
  
  โปรติเอสเปปโตน     10.0 กรัม 
  ผงสกัดจากยีสต        5.0 กรัม 
  ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต      2.0 กรัม 
  โซเดียมซิเตรท          2.0 กรัม 
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  แอล-อารจินีน (L-arginine)      3.0 กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟต       0.2 กรัม 
  แมงกานีสซัลเฟต              0.089 กรัม 
  tween 80        1.0 มล. 
 ละลายสารทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร  1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสให
เทากับ 6.2 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121°ซ เปน
เวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปน 
เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึง่ 
 
2. สารปฏิชวีนะ 
 
 ละลายแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัมในน้ํา 1 มิลลิลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง
สารละลายผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตตขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร เก็บรักษาไว
ในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20O ซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4O ซ  ไดนาน 1 เดือน 
 
3. ชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
 

ประกอบดวย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 Buffer EB 
 Rnase A 
 Collection tube 
 QIAprep Spin colum 
 
กอนใชชุดสกัดพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน Buffer 

P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4Oซ  และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 
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4. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล DNA Extraction Kit 
 

ประกอบดวย 
Silica powder suspension  
Binding solution  
Concentrated washing buffer  
TBE conversion buffer  

 
ทําตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
 

5. สารละลาย 10% SDS 
 

 ชั่ง sodium dodecyl sulfate 10 กรัม คอยๆละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูม ิ 60Oซ 
ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่
อุณหภูมิ 121Oซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึง่ฆาเชื้อครั้งแรก
แลวจะไมสามารถนาํไปนึง่ฆาเชื้อซํ้าไดอีกเนื่องจากสารละลาย SDS จะเสียสภาพ)  
 
6. Denaturation buffer 
 

โซเดียมไฮดรอกไซด     0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      1.5    โมลาร 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จนหมดแลวจึงละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด  เติมน้ําน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.    นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที  
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7. Neutralization buffer 
 

Trismabase      0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
 

 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
เบสเปน 7.0  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
8. สารละลาย 20XSSC 
 

โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)    0.3    โมลาร 
 

 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
เบสเปน 7.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
9. สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุ 89 มล. ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที    จากนั้นเติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 

 
10. สารละลาย 0.5XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมใหเขากัน นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที    จากนั้นเติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
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11. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ  DIG High Prime DNA labeling and 
detection starter kit I (Roche, Germany) 

 
ประกอบดวย 
 หลอดหมายเลข 1.    DIG-High Prime, 5X conc. 
 หลอดหมายเลข 2.    DIG-labeled control DNA 5 µg/ml 
 หลอดหมายเลข 3.    DNA dilution buffer 
 หลอดหมายเลข 4.    Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 U/ml 
  หลอดหมายเลข 5.    NBT/BCIP, 50X conc. 
 ขวดหมายเลข 6.       Blocking solution, 10X conc. 

ขวดหมายเลข 7.      DIG Easy Hyb Granules (add 64 ml sterile double 
                               distilled water, dissolve at 37OC) 

 
 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดงันี ้
 
Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.15   โมลาร 
 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
เบสดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
Blocking solution 
 
 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 
ตอ 9 (ปริมาตรตอปริมาตร)  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
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Detection buffer 
 
  Trismabase      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.1    โมลาร 
   
 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
เบสดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
12. สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 

 
CTAB                10.0     กรัม 
โซเดียมคลอไรด      0.7     โมลาร 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60Oซ  ปริมาตร 80 มล.จากนั้นเติมสารละลาย
โซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาท 
 
13. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 

 
EDTA (C10H14N2O8Na2·2H2O)    186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด          20 กรัม 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. เติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด คนให
เขากันรอใหเย็นลงแลวปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  ปรับ
ปริมาตรเปน 1,000 มล. ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121Oซ ความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
 
14. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มล. 
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 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน  คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
15. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 

 
Tris-HCl      10.0  มิลลิโมลาร 
EDTA           1.0 มิลลิโมลาร 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1.0 โมลาร ที่มีคาความเปนกรด-เบส 8.0 ปริมาตร 
10 มล. เขากับสารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร ทีม่ีคาความเปนกรด-เบสเปน 8.0 
ปริมาตร 2 มล. ปรับปริมาตรเปน 1,000 มล. ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ 
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี
 
16. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Trismabase      242.0 กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน         57.1 มล. 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0  100.0 มล. 

 ละลายสวนประกอบทัง้หมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับปริมาตรเปน 1,000 
มล.ดวยน้ําปลอดประจุ นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 20 นาท ี

 
17. สารละลายฟนอล (phenol) 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 68 °ซ เติมผงไฮดรอกซคีว-ิ
โนลีน ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส
เปน 8.0 ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลา 15 นาที ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง เติม Tris-HCl 
เขมขน 0.1 โมลาร ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาที 
แลวดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง ทําเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งไดสารละลายที่ความเปนกรด-เบสมากกวา 
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7.8 (วัดดวย pH paper) สุดทายเติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลารความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ที่
ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลายที่ได เก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ ในขวดสีชาที่
ปดแนน 
 
18. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

 
ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25:24:1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอ
ปริมาตร) ผสมใหเขากัน เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4°ซ 

 
19. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

 
ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24:1 (ปริมาตรตอ

ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูม ิ4°ซ 
 
20. สารละลายสาํหรับสกัดพลาสมิด 

 
สารละลาย I 

กลูโคส       50 มิลลิโมลาร 
  สารละลาย Tris-HCl ความเปนกรด-เบสเปน 8.0  25 มิลลิโมลาร 
  สารละลาย EDTAความเปนกรด-เบสเปน 8.0  10 มิลลิโมลาร 
 ผสมสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 มล. นําไป
นึ่งฆาเชื่อที่เชือ้ที่อุณหภูมิ 121°ซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี
 
สารละลาย II 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 10 นอรมัล ปริมาตร 0.2 มล. เขากับน้ําปลอดประจุ
ปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มล. แลวเติมสารละลาย SDS 10% ปริมาตร 1.0 มล. เตรียมใหมกอนใช
ทุกครั้ง 
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สารละลาย III 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตท 5.0 โมลาร ปริมาตร 50 มล. กบักรดอะซีติกเขมขน
ปริมาตร 11.50 มล.นึง่ฆาเชือ่ที่เชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
20 นาท ี
 
21. Loading dye สําหรบัดีเอ็นเอ 

 
Bromphenolblue      0.025 % 
ซูโครส                  40      % 

 ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ    
 
22. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 

 
ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 
 

23. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-เบสเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มล. นําไปปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. ปรับ
ปริมาตรใหเปน 500 มล. ดวยน้ําปลอดประจุ นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ ความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
 
24. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูมิ -20Oซ 
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25. สารละลาย X-gal ความเขมขน 50 มลิลกิรัมตอมลิลลิิตร 
 

ละลายผง X-gal น้ําหนัก 500 มก. ในสารละลาย dimethylformamide ใหครบปริมาตร 
10 มล.    เก็บที่อุณหภูมิ -20Oซ  ในหลอดปดสนิทและมืด 
 
26. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 10 มล.  กรองผานหัว
กรองฆาเชื้อ   เก็บที่อุณหภูมิ -20Oซ 
 
27. สารละลาย 3 % ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (3% Hydrogen peroxide solution)  
 
 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 35 %      8.6  กรัม 
 น้ํากลั่น        100 มล. 
 
28. Nessler’s reagent 
  
 โซเดียมไฮดรอกไซด      72.0 กรัม 
 เมอรคิวริคไอโอไดด      25.0 กรัม 
 โพแทสเซียมไอโอไดด      20.0 กรัม 
 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในน้ํากลั่น 350 มิลลิลิตร จากนั้นเตรียมสารละลายไอโอไดด
โดยละลายเมอรคิวริคไอโอไดด และโพแทสเซียมไอโอไดดในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร เทสารละลาย
ไอโอไดดลงในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด และเจือจางดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตรเทากับ 500 
มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวสักครูใชสารละลายสวนใสดานบนในการทดสอบ   
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29. ชุดยอมสีแกรม 
  
  29.1 สารละลายคริสตัลไวโอเล็ต (Crystal Violet Solution) 
 
 คริสตัลไวโอเล็ต       4.0 กรัม 
 น้ํากลั่น        400 มล. 
 
  29.2 สารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’ s Iodine Solution) 
 
 ไอโอดีนคริสตัล       10.0 กรัม 
 โปแตสเซียมไอโอดีน (KI)      0.5 กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด      2.0 กรัม 
 น้ํากลั่น        50 มล. 
 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในน้ําชา ๆ แลวจึงเติมไอโอดีนคริสตัลลงไปและเติมโปแตส   
เซียมไอโอไดดเปนลําดับสุดทาย 
 
29.3 สารละลายแอลกอฮอล 95% (95% Alcohol) 
 
 แอลกอฮอลบริสุทธิ์      9.5 มล. 
 เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเทากับ 100 มล. 
 
29.4 สารละลายสีซาฟรานนิ (Safranin Staining Solution) 
 
 ซาฟรานนิ       4.0 กรัม 
 น้ํากลัน่               200.0 มล. 
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ภาคผนวก ค 
 

การจําแนกเชื้อแลคติกแอซิดแบคทีเรีย 
  
 เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์มาเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง MRS Agar บมที่ 30°ซ 24 ชั่วโมง นํามา
ทดสอบสมบัติทางชีวเคมี ดังนี้ 
 
1. การตรวจสอบการติดสีแกรม 
 
 เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงแผนสไลด นําไปผานเปลวไฟ 2-3 คร้ัง ยอมสีดวยสารละลายคริสตัล    
ไวโอเล็ต เปนเวลา 1 นาที เอียงสไลด เทสีทิ้งพรอมทั้งหยดสารละลายไอโอดีนนาน 1 นาที เท
สารละลายไอโอดีนทิ้ง พรอมทั้งหยดแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ลางสีออกนาน 10-20 วินาที ลาง
แผนสไลดดวยน้ํากลั่นแลวจึงยอมสีดวยสารละลาย safranin O เปนเวลา 1 นาที ลางสีดวยน้ํา
กลั่นอีกครั้งซับแผนสไลดใหแหง นําไปตรวจดูลักษณะเซลล การจัดเรียงตัวภายใตกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 1,000 เทา  
 
2. การทดสอบการสรางเอนไซมแคทาเลส 
  
 นําเชื้อบริสุทธิ์ที่เลี้ยงไว 18-24 ชั่วโมง มาเขี่ยลงบนกระดาษกรองที่หยดสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3 เปอรเซ็นต 2-3 หยด ถาพบโคโลนีที่เกิดฟองอากาศ แสดงวาแบคทีเรีย
นั้นใหผลบวก โดยใช Bacillus subtillis ที่ไดรับจากหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเชื้อควบคุมผลบวก สวนโคโลนีที่ไมเปลี่ยนแปลงจะใหผลลบ 
 
3. การทดสอบความสามารถในการใชน้ําตาลชนิดตาง ๆ  
 
 ถายเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหาร Carbohydrate fermentation (ภาคผนวก ก.หมายเลข 5) ซึ่ง
มีแหลงคารบอนที่ใชทดสอบคือ น้ําตาลกลูโคส, แมนนิทอล, ราฟฟโนส และ แลคโตส ในปริมาณ 1 
เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/ปริมาตร) โดยใชฟนอลเรด เปนอินดิเคเตอร บมเชื้อที่ 30°ซ ตรวจผลทุกวัน
โดยดูการเจริญของเชื้อซ่ึงจะเปลี่ยนสีอินดิเคเตอรจากสีแดงเปนสีเหลือง 
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4. การทดสอบความสามารถในการยอยกรดอะมิโนอารจินีน 
 
 ถายเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหารเหลวที่ใชทดสอบการยอยอารจินีน (ภาคผนวก ก. หมายเลข 
6) บมเชื้อที่ 30°ซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลการเกิดแอมโมเนียในหลอดโดยใช Nessler’s 
reagent  เชื้อ L. Lactis subsp. lactis จะใหผลการทดสอบเปนบวก คือสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจะ
เปลี่ยนเปนสีเหลืองสม โดยเปรียบเทียบกับหลอดควบคุมผลลบที่ไมมีการเติมกรดอะมิโน 

 
5. การทดสอบการเจริญในอุณหภูมิตาง ๆ  
  
 ถายเชื้อบริสทุธิ์ลงในอาหารแข็ง MRS นําไปบมที่อุณหภูมิ  40°ซ และ 45°ซ เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  ตรวจผลการเจริญของเชื้อที่สามารถเจริญไดตามรอยขีดบนอาหารแข็ง 
 
6. การทดสอบความสามารถในการทนสารละลายโซเดยีมคลอไรดที่ความเขมขนตาง ๆ  
  
 เตรียมอาหารแข็ง MRS ที่มีบรอมเครเซิลเพอรเพิล เปนอินดิเคเตอรใหมีโซเดียมคลอไรด 
ความเขมขนตาง ๆ ไดแก 4.5%และ 6.5% (น้ําหนักตอปริมาตร) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 
24 ชั่วโมง ตรวจผลการเจริญของเชื้อสังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร MRS จากสีมวงเปนสีเหลือง 
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ภาคผนวก ง 
 

การเปรียบเทียบความเหมือนโดยโปรแกรม Blast N version 2.27 
 

1. ผลจากการเปรียบเทยีบความเหมือนของลาํดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลอาร
เอ็นเอ ของแบคทีเรีย MF2  
 
gb|AY626141.1|  Lactococcus lactis subsp. lactis strain SCC43K 16S ribosomal  
RNA gene, partial sequence Length=1510 
Score =  910 bits (459),  Expect = 0.0 
Identities = 462/463 (99%), Gaps = 0/463 (0%) Strand=Plus/Minus 
 
MF2: 20  CTTGATGAGCTTTCCACTCTCACCAACGTCCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGATCCGA  79 
     ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 
SCC43K: 465 CTTGATGAGCTTTCCACTCTCACCAACGTTCTTCTCTACCAACAGAGTTTTACGATCCGA  406 
 
 
MF2: 80  AAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCC  139 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
SCC43K: 405 AAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCC  346 
 
 
MF2: 140 CTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCC  199 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
SCC43K: 345 CTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCC  286 
 
 
MF2: 200 TCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATAC  259 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
SCC43K: 285 TCTCAGGTCGGCTATGTATCATCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATAC  226 
 
 
 
MF2: 260 AACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCAAACTTAAAACTTGTGTTTAA  319 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
SCC43K: 225 AACGCGGGATCATCTTTGAGTGATGCAATTGCATCTTTCAAACTTAAAACTTGTGTTTAA  166 
 
 
MF2: 320 AGTTTTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCAAATGTTGTCCCCCGCTCAAAGGCAGATTC  379 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
SCC43K:  165 AGTTTTTATGCGGTATTAGCATTCGTTTCCAAATGTTGTCCCCCGCTCAAAGGCAGATTC  106 
 
 
MF2: 380 CCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTTCAGCG  439 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
SCC43K: 105 CCCACGCGTTACTCACCCGTTCGCTGCTCATCCAGTTGGTACAAGTACCAACCTTCAGCG  46 
 
 
MF2:   440 CTCAACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGA  482 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
SCC43K: 45  CTCAACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGA  3 
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2. ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของบางสวนที่ไดจาก                    
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pUCNisA  
 
gb|AY422080.1|  Lactococcus lactis subsp. lactis plasmid BGMN1-5 LcnB (lcnB)  
and LciB (lciB) genes, complete cds Length=709 
Score = 799 bits (403),  Expect = 0.0 
Identities = 475/475 (100%), Gaps = 0/475 (0%) Strand=Plus/Plus 
 
pUCNisA  5   AAGATACTAGAACAGGAAAAACAATATGTAAACAGACAATTGACACAGCAAGTTATACAT  64 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
lciB   235   AAGATACTAGAACAGGAAAAACAATATGTAAACAGACAATTGACACAGCAAGTTATACAT  294 
 
 
pUCNisA  65  TTGGTGTAATGGCAGAAGGATGGGGAAAAACATTCCACTAATAAAAAAGAACTGAGGTTT  124 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
lciB    295  TTGGTGTAATGGCAGAAGGATGGGGAAAAACATTCCACTAATAAAAAAGAACTGAGGTTT  354 
 
 
pUCNisA 125  AGAGTTAATGaaaaaaaaaGTTGATACAGAAAAACAAATTACTTCTTGGGCATCTGACTT  184 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
lciB    355  AGAGTTAATGAAAAAAAAAGTTGATACAGAAAAACAAATTACTTCTTGGGCATCTGACTT   414 
 
 
pUCNisA 185  AGCTTCCAAAAATGAAACAAAGGTTCAAGAAAAATTAATACTGTCTTCTTATATTCAGGA  244 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
lciB    415  AGCTTCCAAAAATGAAACAAAGGTTCAAGAAAAATTAATACTGTCTTCTTATATTCAGGA  474 
 
 
pUCNisA 245  CATCGAAAACCATGTTTACTTTCCAAAAGCAATGATTTCTTTAGaaaaaaaaTTACGAGA  304 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
lciB    475  CATCGAAAACCATGTTTACTTTCCAAAAGCAATGATTTCTTTAGAAAAAAAATTACGAGA  534 
 
 
pUCNisA 305  CCAAAATAATATTTGCGCTTTATCAAAAGAAGTCAATCAGTTTTATTTTAAAGTTGTTGA  364 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct   535  CCAAAATAATATTTGCGCTTTATCAAAAGAAGTCAATCAGTTTTATTTTAAAGTTGTTGA  594 
 
 
pUCNisA 365  AGTAAATCAAAGAAAATCCTGGATGGTAGGTTTGATAGTTTAATTATCTCAGAATTATTG  424 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
lciB    595  AGTAAATCAAAGAAAATCCTGGATGGTAGGTTTGATAGTTTAATTATCTCAGAATTATTG  654 
 
 
pUCNisA 425  ATTCTAtttttttAAGAAGCTCCTTTGTAAAGGAGCTTCTTTTATCTTGATTTAA  479 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
lciB    655  ATTCTATTTTTTTAAGAAGCTCCTTTGTAAAGGAGCTTCTTTTATCTTGATTTAA  709 
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การเปรียบเทียบความเหมือนโดยโปรแกรม Blast X version 2.2.7 
 
1. ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโนบางสวนที่ไดจารีคอมบิแนนท 
พลาสมิด pUCNisA  
 

 sp|P35517|LCIB_LACLC  Lactococcin B immunity protein 
 gb|AAB22373.1|  lactococcin B immunity [Lactococcus lactis] 
 gb|AAQ97215.1|  LciB [Lactococcus lactis subsp. lactis] Length=91 
 
 Score =  182 bits (461),  Expect = 2e-44 
 Identities = 91/91 (100%), Positives = 91/91 (100%), Gaps = 0/91 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  132  MKKKVDTEKQITSWASDLASKNETKVQEKLILSSYIQDIENHVYFPKAMISLEKKLRDQN 311 
            MKKKVDTEKQITSWASDLASKNETKVQEKLILSSYIQDIENHVYFPKAMISLEKKLRDQN 
Sbjct  1    MKKKVDTEKQITSWASDLASKNETKVQEKLILSSYIQDIENHVYFPKAMISLEKKLRDQN  60 
 
 
Query  312  NICALSKEVNQFYFKVVEVNQRKSWMVGLIV  404 
            NICALSKEVNQFYFKVVEVNQRKSWMVGLIV 
Sbjct  61   NICALSKEVNQFYFKVVEVNQRKSWMVGLIV  91 
 
 

 
   



 

 

95 
 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวไปรมา แกวสามศรี เกิดเมื่อวนัที ่ 31 ธันวาคม พ.ศ. 2524 ที่จังหวัดสมทุรสาคร 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัสงขลานครนิทร ในปการศึกษา 2545 และเขารับการศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2546 
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