
 

 
การท าให้บริสุทธิ์ของโปรตีนจาก Bacillus subtilis N3 ท่ีมีฤทธิ์ต้านราก่อโรคพืช Bipolaris sp. 

 

นางสาวสุดารัตน์ นุชวงษ์ 

วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึง่ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2556 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 



 

 

 
PURIFICATION OF PROTEINS, FROM Bacillus subtilis N3, WITH ANTIFUNGAL 

ACTIVITY ON PHYTOPATHOGEN Bipolaris sp. 

 

Miss Sudarut Nuchawong 

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

Department of Microbiology 
Faculty of Science 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2013 

Copyright of Chulalongkorn University 

 



 

 

หัวข้อวิทยานิพนธ ์ การท าให้บริสุทธิ์ของโปรตีนจาก Bacillus subtilis N3 ท่ี
มีฤทธิ์ต้านราก่อโรคพืช Bipolaris sp. 

โดย นางสาวสุดารัตน์ นุชวงษ ์
สาขาวิชา จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม 
อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปาหนัน เริงส าราญ 
  

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย อนุมัติให้นับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้เป็นส่วนหนึ่ง
ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต 

 

 คณบดีคณะวิทยาศาสตร์ 

(ศาสตราจารย์ ดร.สุพจน์ หารหนองบัว) 

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

 ประธานกรรมการ 

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.รุ่งอรุณ วาดิถี สิริศรัทธา) 

 อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปาหนัน เริงส าราญ) 

 กรรมการ 

(รองศาสตราจารย์ ดร.สุเทพ ธนียวัน) 

 กรรมการ 

(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สุพัฒน์ เจริญพรวัฒนา) 

 กรรมการภายนอกมหาวิทยาลัย 

(รองศาสตราจารย์ ดร.กาญจณา จันทองจีน) 

 

 



 ง 

 

 

บทคัดย่อภาษา ไทย  

สุดารัตน์ นุชวงษ์ : การท าให้บริสุทธิ์ของโปรตีนจาก Bacillus subtilis N3 ท่ีมีฤทธิ์ต้าน
ราก่อโรคพืช Bipolaris sp.. (PURIFICATION OF PROTEINS, FROM Bacillus 
subtilis N3, 108 หน้า. 

แบคทีเรีย B. subtilis N3 ท่ีคัดแยกได้จากดินสามารถผลิตโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
รา Bipolaris sp. ท่ีก่อโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพดได้ โดยวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้คือการ
แยกและท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชจากน้ าเล้ียงเช้ือของแบคทีเรียท่ีเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic soy broth ท่ี pH 7.5 และบ่มท่ีอุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง ผลการทดลองพบว่าน้ าเล้ียงเช้ือมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้ดี โดยมี
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งประมาณ 65 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ 79.08 AUต่อ
มิลลิกรัมของโปรตีน   โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชสามารถแยกและท าบริสุทธิ์ได้ โดย
การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีช่วงความเข้มข้น 40-80% ของแอมโมเนียม
ซัลเฟต โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 80% และมีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ 118.18 AUต่อ
มิลลิกรัมของโปรตีน จากนั้นท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ด้วยไดเอธิลอะมิโน
เอธิล (DEAE Bio-gel A) โดยโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 
38) มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 62% และมีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ 159.61 AUต่อมิลลิกรัม
ของโปรตีน เมื่อผ่านการท าโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิสพบว่ามี
แถบโปรตีนเพียงแถบเดียว ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 34.61 kDa  จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี 
Liquid Chromatography Quadrupole Time-of-Flight Tandem Mass Spectrometry 
พบว่ามีลายพิมพ์ เพปไทด์ ใก ล้ เ คียงกับโปรตีนแฟลกเจล ลิน ท่ีผลิตจาก Bacillus 
amyloliquefacien subsp. plantarum โดยมีคะแนนความเหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 
52%   นอกจากนี้เมื่อศึกษาลักษณะของสายใยและสปอร์ราก่อโรคพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์
พบว่าโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้สามารถยับยั้งการเจริญและการงอกของสปอร์ราก่อโรคพืช 
โดยความเข้มข้นของโปรตีนท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชได้ 50% (IC50) มีค่าเท่ากับ 
0.045 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้โปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้สามารถป้องกันการรุกราน
ของรา Bipolaris sp. ท่ีก่อโรคในใบข้าวโพดได้มากกว่า 89%  ดังนั้นจากงานวิจัยนี้พบว่าโปรตีนท่ี
แยกและท าบริสุทธิ์ได้จากแบคทีเรีย B. subtilis N3 สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการควบคุม
ปัญหาโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพดท่ีมีสาเหตุจากรา Bipolaris sp. ได้ 
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SUDARUT NUCHAWONG: PURIFICATION OF PROTEINS, FROM Bacillus 
subtilis N3, WITH ANTIFUNGAL ACTIVITY ON PHYTOPATHOGEN Bipolaris 
sp.. ADVISOR: ASST. PROF. PANAN RERNGSAMRAN, Ph.D., 108 pp. 

B. subtilis N3, a soil borne bacterium, showed antifungal activity against 
Bipolaris sp. which is a causal agent of Southern corn leaf blight. The objective of 
this research was to isolate and purify the antifungal proteins from the culture 
filtrate of B. subtilis N3 which was produced by culturing the bacterium in tryptic 
soy broth medium, pH 7.5 at 30°C for 18 hours. The result indicated that the 
culture filtrate demonstrated 65% inhibition on mycelial growth and accounted 
for 79.08 AU/mg of specific activity. The antifungal protein was fractionated in 40-
80% ammonium sulfate saturation, with around 80% inhibition and 118.18 AU/mg 
of specific activity. This protein was further purified by anion exchange 
chromatography on diethylaminoethyl (DEAE Bio-gel A). The purified antifungal 
fraction from fraction numbers 45-50 (sample 38) exhibited the highest level of 
antifungal activity of about 62% and 159.61 AU/mg of specific activity. Sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis revealed a single band with a 
molecular weight corresponded to 34.61 kDa. Liquid Chromatography Quadrupole 
Time-of-Flight Tandem Mass Spectrometry gave peptide fingerprint with significant 
similarity to flagellin from Bacillus amyloliquefacien subsp. plantarum with 
sequence coverage of 52%. Moreover, morphological study under microscope 
showed that the mycelial growth and conidia germination were significantly 
inhibited by the purified antifungal protein. The 50% inhibitory concentration 
(IC50) of the antifungal activity toward Bipolaris sp. was 0.045 mg/ml. 
Furthermore, the purified antifungal protein was able to prevent as well as 
protect disease development caused by Bipolaris sp. on corn leaves. The results 
from current investigation provide the evidence that the protein from B. subtilis 
N3 is applicable for the control of Southern corn leaf blight disease caused by 
Bipolaris sp. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 ภาคเกษตรกรรมมีความส าคัญอย่างมากต่อระบบเศรษฐกิจในประเทศไทย เพราะรายได้ของ
ประเทศไทยส่วนใหญ่มาจากการส่งออกสินค้าทางการเกษตร โดยเฉพาะข้าวและข้าวโพด (กระทรวง
พาณิชย์, 2556) ซึ่งมีแนวโน้มในการขยายตัวเพิ่มมากขึ้นในทุกๆปี โดยในปี 2555 ขยายตัวร้อยละ 5.5 
เมื่อเทียบกับปี 2554 (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2556)   ดังนั้นการพัฒนาภาคเกษตรกรรมจึงมี
ความส าคัญอย่างมากต่อประเทศไทย   ปัญหาหลักของภาคเกษตรกรรมท่ีส่งผลต่อผลผลิตทางการเกษตร
คือ ปัญหาทางด้านโรคพืช โดยสาเหตุของปัญหาโรคพืชส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือรา ซึ่งก่อให้เกิดความ
เสียหายต่อคุณภาพและปริมาณของผลผลิตทางการเกษตรเป็นอย่างมาก (Montesinos, 2007)  

 ราชนิดหนึ่งท่ีมีบทบาทส าคัญในการก่อโรคพืชคือรา Bipolaris sp. โดยส่วนใหญ่ราในสกุลนี้
มักจะเป็นสาเหตุหลักของโรคพืชหลายชนิด เช่น โรคใบไหม้จุดสีน้ าตาลในข้าว   ส่วนใหญ่โรคนี้เกิดจาก
รา Bipolaris oryzae หรือ Helminthosporium oryzae (Cochliobolus miyabeanus) (Harish 
และคณะ, 2007; Shabana และคณะ, 2008)   นอกจากนี้ยังพบราอีกสามสปีชีส์ท่ีก่อโรคใบไหม้จุดสี
น้ าตาลในข้าวได้เช่นกันคือ Bipolaris victoriae, Bipolaris indica และ Bipolaris bicolor  (Motlagh 
และ Kaviani, 2008) โดยโรคใบไหม้จุดสีน้ าตาลในข้าวนี้เป็นโรคพืชท่ีมีความส าคัญอย่างมากต่อการ
ส่งออกข้าวเนื่องจากส่งผลให้ผลผลิตของข้าวลดลงถึง 74% (Dallagnol และคณะ, 2011)   ลักษณะ
อาการของโรคนี้คือ เกิดแผลลักษณะจุดกลมสีน้ าตาลท่ีบริเวณใบข้าว ขอบแผลมีสีเหลือง จากนั้นเช้ือจึง
แพร่กระจายเข้าท าลายเมล็ดข้าว ส่งผลให้เมล็ดข้าวเกิดแผลลักษณะจุดสีน้ าตาล   นอกจากข้าวแล้วยัง
พบว่ารา Bipolaris maydis ก่อโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพด (Southern corn leaf blight) ด้วย 
โดยลักษณะอาการของโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพดคือ เกิดแผลท่ีบริเวณใบด้านล่างของต้นข้าวโพด 
จากนั้นจึงแพร่กระจายและลุกลามส่งผลให้ใบแห้งและต้นข้าวโพดตายในท่ีสุด ซึ่งโรคนี้ส่งผลกระทบอย่าง
มากต่อผลผลิตข้าวโพดท่ัวโลก (Carson และคณะ, 2004; Huang และคณะ, 2012) 

การป้องกันโรคพืชต้ังแต่อดีตจนถึงปัจจุบันท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายคือการใช้สารเคมี 
เนื่องจากเป็นวิธีท่ีให้ผลอย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพดี แต่การใช้สารเคมีในการป้องกันโรคพืชนี้จะ
ส่งผลให้เกิดการปนเปื้อนของสารเคมีสู่ ส่ิงแวดล้อม ส่งผลต่อสุขภาพของมนุษย์และส่ิงมีชีวิตใน
ส่ิงแวดล้อม วิธีลดการใช้สารเคมีในการควบคุมโรคพืชอีกวิธีหนึ่งคือการควบคุมการเกิดโรคพืชด้วยวิธีทาง
ชีวภาพ (biological control) ซึ่งเป็นวิธีการน าส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นปฏิปักษ์ (antagonist) ต่อเช้ือก่อโรคมา
ควบคุมโรคพืช 

วิธีการควบคุมโรคพืชแบบชีวภาพ เป็นทางเลือกหนึ่งของการลดการใช้สารเคมีในการควบคุม
โรคพืช มีความปลอดภัยต่อส่ิงแวดล้อม ซึ่งเป็นวิธีการควบคุมโรคพืชโดยใช้จุลินทรีย์ที่เป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือ
ก่อโรคในการท าลายและยับยั้งการแพร่ระบาดของเช้ือก่อโรค (Pal และ Gardener, 2006) ซึ่งกลไกใน
การควบคุมโรคพืชสามารถแบ่งออกได้หลายลักษณะ เช่น การแข่งขันเพื่อแย่งชิงอาหารหรือปัจจัยท่ี
เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต (competition) โดยจุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือก่อโรคจะแย่งชิงอาหาร
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กับเช้ือก่อโรค ส่งผลให้เช้ือก่อโรคไม่สามารถเจริญเติบโต จึงสามารถช่วยยับยั้งการแพร่กระจายของเช้ือ
ก่อโรคได้ (Lugtenberg และ Kamilova, 2009) เช่น การแย่งชิงธาตุเหล็ก ซึ่งเป็นธาตุอาหารที่ส าคัญใน
การเจริญเติบโตระหว่าง Pseudomonas aureofaciens AR 1 และเช้ือก่อโรคในข้าว Alternaria sp., 
Fusarium oxysporum และ Pyricularia oryzae โดยพบว่า P. aureofaciens AR 1 สามารถผลิตไซ
เดอโรฟลอร์ (siderophore) เพื่อช่วยจับธาตุเหล็กได้ดีกว่าเช้ือก่อโรค ดังนั้นจึงช่วยป้องกันการก่อโรค
ของเช้ือก่อโรคในข้าวได้ (Chaiharn และคณะ, 2009) หรือการใช้จุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการ
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันในพืช (innate immunity) เพื่อกระตุ้นให้พืชสามารถต้านทานต่อเช้ือก่อโรคได้ 
เช่น Pseudomonas sp. WCS417r สามารถกระตุ้นให้พืชต้านทานต่อรา Colletotrichum 
orbiculare ท่ีก่อโรคในแตงกวาได้ (Loon, 2007)   นอกจากการควบคุมโรคพืชแบบชีวภาพโดยใช้เซลล์
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพแล้ว อีกวิธีหนึ่งท่ีนิยมกันอย่างแพร่หลายในปัจจุบันเช่นกันคือ การใช้สารสกัด
จากแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยับยั้งราก่อโรคพืช   โดยเคยมีรายงานระบุไว้ว่าสารสกัดจาก
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชส่วนใหญ่ได้จากสกุล Bacillus sp., Streptomyces 
sp. และ Pseudomonas sp. (Cawoy และคณะ, 2011)   โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Bacillus sp. เป็นที่นิยม
ในการน ามาใช้เพื่อควบคุมโรคพืชแบบชีวภาพ เนื่องจากแบคทีเรียในสกุลนี้ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียท่ีไม่
ก่อโรคและมีความปลอดภัยเนื่องจากมีสมบัติตามหลักเกณฑ์ของ GRAS  (generally regarded as 
safe) ของ US Food and Drug Administration (USFDA) (Cawoy และคณะ, 2011)   Bacillus 
sp. มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือราก่อโรคหลายชนิดตัวอย่างเช่น B. subtilis สามารถยับยั้งการก่อ
โรคของรา Colletotrichum gloeosporioides ในอะโวคาโด, Bacillus pumilus สามารถยับยั้งการ
ก่อโรคของราได้หลายชนิดอาทิเช่น Rhizoctonia oryzae และ B. maydis ในธัญพืช   Bacillus 
velezensis สามารถยับยั้งรา Botrytis cinerea ซึ่งก่อโรคในมะเขือเทศ   Bacillus licheniformis 
สามารถยับยั้งรา Colletotrichum graminicola ท่ีก่อโรคแอนแทรคโนสได้ (Cawoy และคณะ, 2011) 

สารที่ผลิตจาก Bacillus sp. ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชนั้นประกอบด้วยสารใน
กลุ่มไลโปเพปไทด์และโปรตีน   โดยสารในกลุ่มไลโปเพปไทด์ท่ีมีรายงานว่ามีประสิทธิภาพในการยับยั้งรา
ก่อโรคพืชนั้นมีหลายชนิด เช่น surfactins, iturins และ fengycins (Ongena และ Jacques, 2008) 
และสารในกลุ่มโปรตีน อาทิเช่น bacisubin (Liu และคณะ, 2007), chitinase (Dai และคณะ, 2011) 
และ baciamin (Wong และคณะ, 2008) ซึ่งจากท่ีเคยมีรายงานพบว่าสารในกลุ่มโปรตีนท่ีผลิตจาก 
Bacillus sp. มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้ดี สามารถแยกและท าบริสุทธิ์เบ้ืองต้นได้ง่าย
ด้วยวิธีท่ีไม่ซับซ้อนโดยวิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในการ
ตกตะกอนโปรตีน เนื่องจากโปรตีนท่ีตกตะกอนได้นั้นจะไม่เสียสภาพ   นอกจากนี้มีรายงานว่าโปรตีน
ต้านราก่อโรคพืชท่ีผลิตจาก Bacillus sp. ส่วนใหญ่เป็นโปรตีนท่ีมีประจุลบ ดังนั้นจึงสามารถท าบริสุทธิ์
ต่อไปได้โดยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์โครมาโทกราฟีซึ่งอาศัยหลักการแยกโปรตีนด้วยความแตกต่าง
ประจุสุทธิ และต่อจากนั้นสามารถท าบริสุทธิ์ต่อด้วยวิธีเจลฟิลเทรชันโครมาโทกราฟีซึ่งอาศัยหลักการ
แยกโปรตีนตามขนาดโมเลกุลต่อไป (Kavitha และคณะ, 2005; Li และคณะ, 2009; Liu และคณะ, 
2007; Zhang และคณะ, 2008) 
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งานวิจัยก่อนหน้านี้โดย ทิพย์ศิรา ทองพิลา (2554) พบว่าแบคทีเรีย B. subtilis N3 สามารถ
ผลิตสารออกฤทธิ์ท่ีสามารถยับยั้งรา Bipolaris sp. ท่ีก่อโรคในข้าวและข้าวโพดได้   นอกจากนี้ยังได้
ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับ B. subtilis N3 ในการผลิตสารออกฤทธิ์ได้ดีท่ีสุดเมื่อเล้ียง B. subtilis 
N3 ในอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB) pH 7.5 โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง   ท้ังนี้สารออกฤทธิ์ท่ีได้ยังมีความสามารถในการทนทานต่ออุณหภูมิและความเป็นกรดเบสใน
ช่วงกว้างได้ดี   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะท าบริสุทธิ์สารประเภทโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช 
Bipolaris sp. และทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชในอาหารเล้ียงเช้ือ และตรวจสอบว่าโปรตีน
ออกฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคพืชดังกล่าวเป็นโปรตีนชนิดใด เพื่อน าสารออกฤทธิ์ดังกล่าวไปประยุกต์ใช้เพื่อ
ควบคุมรา Bipolaris sp. ท่ีก่อโรคในข้าวและข้าวโพดต่อไป 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพื่อท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. จาก Bacillus 
subtilis N3 

2. เพื่อทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชในอาหารเล้ียงเช้ือ 
3. เพื่อวิเคราะห์ประเภทของโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช



บทท่ี 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 ความส าคัญของข้าวและสถานการณ์ข้าวต่อระบบเศรษฐกิจของประเทศ 

ข้าว (Oryza sativa) มีความส าคัญต่อประชากรท่ัวโลกและมีแหล่งก าเนิดอยู่ในทวีปเอเชีย 
(Londo และคณะ, 2006; Sweeney และ McCouch, 2007) จัดอยู่ในวงศ์ Poaceae เช่นเดียวกับ 
ข้าวโพด (Zea mays) และข้าวสาลี (Triticum aestivum) (Buell, 2009) โดยแหล่งผลิตข้าวของ
โลกนั้นมากกว่า 90% อยู่ในทวีปเอเชีย (Khush, 1997; Sweeney และ McCouch, 2007) ท้ังนี้
เนื่องจากทวีปเอเชียมีสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการเพาะปลูกข้าวและประชากรส่วนใหญ่บริโภค
ข้าวเป็นอาหารหลัก  นอกจากนี้การขยายตัวของประชากรอย่างรวดเร็วยังส่งผลให้มีการสนับสนุนการ
ผลิตข้าวเพื่อให้เพียงพอต่อความต้องการในการบริโภคข้าวภายในประเทศ และยังสามารถอาศัยการ
ส่งออกข้าวเป็นแหล่งรายได้ท่ีส าคัญอย่างหนึ่งของประเทศได้อีกด้วย (ส านักพัฒนาผลิตภัณฑ์ข้าว 
กรมการข้าว, 2550)   ความต้องการบริโภคข้าวของประชากรโลกเพิ่มมากขึ้นในทุกๆปี โดยจาก
รายงานของส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตรพบว่าสถานการณ์ความต้องการบริโภคข้าวของโลกในปี 
2550/51 – 2554/55 มีปริมาณเพิ่มขึ้นจาก 427.48 ล้านตันข้าวสารในปี 2550/51 เป็น 457.63 
ล้านตันข้าวสารในปี 2554/55 ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 1.57 ต่อปี และในแง่ของปริมาณการส่งออกข้าวของ
โลกนั้น มีรายงานว่าในปี 2554/55 มีปริมาณการส่งออก 38.21 ล้านตันข้าวสาร ซึ่งเพิ่มขึ้นจาก 
36.21 ล้านตันข้าวสารของปี 2553/54 โดยคิดเป็นร้อยละ 5.52 ในรายงานเดียวกันยังระบุว่าประเทศ
ท่ีมีบทบาทในการส่งออกข้าวท่ีส าคัญของโลกและมีแนวโน้มการส่งออกข้าวเพิ่มขึ้นในปี 2556 ได้แก่ 
ออสเตรเลีย กัมพูชา จีน อียิปต์ สหภาพยุโรป ปากีสถาน ไทย และสหรัฐอเมริกา (ส านักวิจัยเศรษฐกิจ
การเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2556)   นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าในปี 2556 ประเทศไทย
มีการส่งออกข้าวเป็นอันดับสองของการส่งออกสินค้าทางเกษตรกรรมรองจากผลิตภัณฑ์กลุ่มยางพารา 
โดยการส่งออกข้าวในปี 2556 มีมูลค่าการส่งออกรวม 133,839 ล้านบาท (ส านักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2556) 

 
2.2 ความส าคัญของข้าวโพดและสถานการณ์ข้าวโพดต่อระบบเศรษฐกิจของประเทศ 

ข้าวโพด (Zea mays L.) จัดอยู่ในวงศ์ Poaceae (Iltis, 2000) และเป็นธัญพืชท่ีมี
ความส าคัญมากต่อโลก (Strable และ Scanlon, 2009)  โดยจากรายงานของส านักวิจัยเศรษฐกิจ
การเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ในปี 2556 ระบุว่า “ความต้องการใช้ข้าวโพดเล้ียงสัตว์ใน
อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมอาหารสัตว์ อุตสาหกรรมเอทานอล และเมล็ดพันธุ์ ในปี 2550/51-
2554/55 มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นจาก 772.60 ล้านตัน ในปี 2550/51 เป็น 873.35 ล้านตัน ในปี 
2554/55 หรือเพิ่มขึ้นร้อยละ 3.30 ต่อป ีโดยประเทศสหรัฐอเมริกา ยูเครน จีน อาร์เจนตินา บราซิล 
ไนจีเรีย อินโดนีเซีย สหภาพยุโรป แอฟริกาใต้ อินเดีย และฟิลิปปินส์ มีความต้องการใช้ข้าวโพดเล้ียง
สัตว์เพิ่มขึ้นในปี 2556 (ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์,  2556) ใน
ประเทศไทยมีการปลูกข้าวโพดเพื่อการบริโภค การอุตสาหกรรม และใช้เป็นอาหารสัตว์ (กรมวิชาการ
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เกษตร, 2552)   ท้ังนี้จากรายงานความต้องการใช้ข้าวโพดเล้ียงสัตว์ของประเทศไทยในปี 2550/51-
2554/55 มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นจาก 3.96 ล้านตันในปี 2550/51 เป็น 4.36 ล้านตันในปี 2554/55 หรือ
เพิ่มข้ึนร้อยละ 2.92 ต่อป ี  เนื่องจากความต้องการใช้ข้าวโพดเล้ียงสัตว์ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์มี
มากขึ้น นอกจากนี้จากสถานการณ์การส่งออกข้าวโพดของไทยในปี 2554/55 พบว่ามีมูลค่า 
2,660.99 ล้านบาท เพิ่มข้ึนจาก 1,725.03 ล้านบาทในปี 2553/54 ดังนั้นข้าวโพดจึงมีความส าคัญต่อ
ระบบเศรษฐกิจของประเทศ” (ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2556) 
 
2.3 โรคพืชของข้าวและข้าวโพด 

ปัญหาโรคพืชของข้าวและข้าวโพดนั้น ส่งผลให้ผลผลิตไม่มีคุณภาพตามมาตรฐานและ
ปริมาณผลผลิตลดลง ท้ังนี้ยังส่งผลกระทบต่อการส่งออกข้าวและข้าวโพดของประเทศเป็นอย่างมาก 
โดยปัญหาทางด้านโรคพืชนั้นเกิดขึ้นได้จากหลายสาเหตุ อาทิเช่น แมลง ไวรัส แบคทีเรีย และรา แต่
พบว่ามากกว่า 85% ของปัญหาโรคพืชนั้นมีสาเหตุส่วนใหญ่มาจากรา (Pernezny และคณะ, 2011)   
โรคพืชของข้าวและข้าวโพดเกิดขึ้นจากราก่อโรคได้หลายชนิด และราก่อโรคชนิดหนึ่งอาจก่อให้เกิด
ปัญหาโรคพืชได้หลากหลายชนิดเช่นกัน ตัวอย่างของโรคพืชของข้าวและราท่ีก่อโรคในข้าวแสดงใน
ตารางท่ี 2.1 และตัวอย่างของโรคพืชของข้าวโพดและราท่ีก่อโรคในข้าวโพดแสดงในตารางท่ี 2.2   
จากตารางจะพบว่าโรคในข้าวและข้าวโพดนั้นมีหลากหลายชนิด ดังนั้นถ้ามีการควบคุมราท่ีก่อโรคใน
ข้าวและข้าวโพดได้นั้น จะช่วยให้ผลผลิตข้าวและข้าวโพดมีคุณภาพ ท้ังนี้ยังช่วยเพิ่ มปริมาณการ
ส่งออกข้าวและข้าวโพดของประเทศได้อีกด้วย 

 
ตารางที่ 2.1 แสดงโรคของข้าวที่เกิดจากราก่อโรคพืชสายพันธุ์ต่างๆ 

โรคของข้าว ราที่ก่อโรคในข้าว เอกสารอา้งอิง 
โรคกาบใบเน่า  

(Black Sheath Rot) 
Gaeumannomyces graminis (Freeman และ Ward, 2004) 

โรคใบจุดสีน้ าตาล  
(Brown Leaf Spot) 

Bipolaris oryzae, B. victoriae,  
B. indica และ B. bicolor 

(Motlagh และ Kaviani, 2008) 

โรคไหม้ของข้าว (Blast) Pyricularia grisea (Picco และ Rodolfi, 2002) 
โรคเมล็ดด า/ 

โรคดินปืนในเมล็ดข้าว  
(Kernel Smut) 

Neovossia barclayana (Slaton และคณะ, 2004) 

โรคใบลาย/โรคใบจุดสีด า 
(Leaf Smut) 

Entyloma oryzae (Kandhari, 2005) 

โรคใบขีดสีน้ าตาล  
(Narrow Brown Leaf Spot) 

Cercospora janseana (Biswas, 2006) 

โรคกล้าเน่าตาย (Seedling Blight) Bipolaris oryzae (Krupinsky และคณะ, 2004) 
โรคกาบใบเป็นแผล (Sheath 

Blight) 
Rhizoctonia solani (Jia และคณะ, 2007) 

โรคล าต้นเน่า (Stem Rot) Sclerotium oryzae (Cintas และ Webster, 2001) 
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ตารางที่ 2.2 แสดงโรคของข้าวโพดท่ีเกิดจากราสายพันธุ์ต่างๆ 

โรคของข้าวโพด ราที่ก่อโรคในข้าวโพด เอกสารอา้งอิง 
โรคราน้ าค้าง หรือโรคใบลาย  

(Corn Downy Mildew) 
Peronosclerospora sorghi (Thakur และ Mathur, 2002) 

โรคใบไหม้แผลเล็ก  
(Southern corn leaf blight) 

Bipolaris maydis 
(Helminthosporium maydis) 

(Sweets และ Wrather, 2000) 

โรคใบไหม้แผลใหญ ่ 
(Northern corn leaf blight) 

Bipolaris turcica  
(Helminthosporium turcicum) 

(Sweets และ Wrather, 2000) 

โรคใบจุดจากเชื้อเฮลมินโธสปอ
เรียม (Northern Leaf Spot หรือ 
Helminthosporium Leaf Spot) 

Bipolaris zeicola  
(Helminthosporium carbonum) 

(Sweets และ Wrather, 2000) 

โรคราสนิม (Southern Rust) Puccinia polysora  (Casela และ Ferreira, 2002) 
โรคกาบและใบไหม ้(Banded Leaf 

and Sheath Blight) 
R. solani (Nagaraja และ Reddy, 2010) 

โรคใบจุด (Leaf Spot) Curvularia lunata (Xu และคณะ, 2007) 
โรคต้นเน่าเกิดจากเชื้อฟิวซา
เรียม (Fusarium Stalk Rot) 

Fusarium moniliforme (Bacon และคณะ, 2001) 

โรคต้นเน่า (Charcoal Rot) Macrophomina phaseolina (Saleh และคณะ, 2010) 
โรคต้น ฝักและเมล็ดเน่าเกิดจาก

เชื้อดิโพลเดีย (Ear Rot ) 
Diplodia maydis (Bressan, 2003) 

โรคสมัทหรือโรคราเขม่าสีด า  
(Common Smut) 

Ustilago maydis (Bolker, 2001) 

 
2.4 ความส าคัญของราก่อโรคพืชสายพันธุ์ Bipolaris sp. 
 ราก่อโรคพืชในสกุล Bipolaris ก่อนหน้านี้จัดอยู่ในสกุล Helminthosporium   Bipolaris 
เป็นช่ือท่ีใช้ในระยะการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศของรา (anamorph) โดยยังมีช่ือท่ีใช้ในระยะการ
สืบพันธุ์แบบใช้เพศ (teleomorph) ว่า Cochliobolus   รานี้จัดอยู่ในกลุ่ม Ascomycota ซึ่งราท่ีอยู่
ในกลุ่มนี้มากกว่า 80% จัดเป็นราก่อโรคพืช (Guarro และคณะ, 1999) โดยการจัดจ าแนกราก่อโรค
พืชในสกุล Bipolaris นี้สามารถจัดจ าแนกได้ดังนี้ 
Kingdom Fungi 
Phylum Ascomycota 
Class  Dothideomycetes 
Order  Pleosporales 
Family  Pleosporaceae 
Genus  Bipolaris (anamorph): Cochliobolus (telemorph) 
Species Bipolaris sp. (anamorph): Cochliobolus sp. (telemorph) 
(National Center for Biotechnology Information (NCBI): NCBI Taxonomy.  Accessed via Global Biodiversity 
Information Facility (http://www.gbif.org/species/105909197 on 2013-12-02)) 
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Bipolaris จัดเป็นราก่อโรคพืชท่ีก่อให้เกิดความเสียหายและกระทบต่อผลผลิตของพืชในวงศ์ 
Poaceae เช่น ข้าว ข้าวโพดและข้าวสาลี ซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญของโลก (Manamgoda และ
คณะ, 2011) จากรายงานก่อนหน้านี้พบว่ารา B. oryzae ก่อโรคต้นกล้าเน่าตาย (Seedling Blight) 
ในเมล็ดข้าว (Krupinsky และคณะ, 2004), รา B. oryzae, B. victoriae, B. indica และ            
B. bicolor ก่อโรคใบไหม้จุดสีน้ าตาล (Brown Leaf Spot) ในข้าว (Motlagh และ Kaviani, 2008)   
นอกจากนี้รา B. maydis ยังก่อโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพด, รา B. turcica ก่อโรคใบไหม้แผล
ใหญ่ (Northern corn leaf blight) ในข้าวโพด และ B. zeicola ก่อโรคใบจุดจากเช้ือเฮลมินโธสปอ
เรียมในข้าวโพด (Sweets และ Wrather, 2000)   ท้ังนี้นอกจากข้าวและข้าวโพดแล้วราก่อโรคพืชใน
สกุลนี้ยังก่อโรคในพืชเศรษฐกิจอีกหลายชนิด ตัวอย่างเช่น รา B. sorokiniana ก่อโรคใบจุดสีน้ าตาล 
(Spot blotch) ในข้าวบาร์เลย์ซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญท้ังในประเทศแคนาดาและท่ัวโลก 
(Ghazvini และ Tekauz, 2012), รา B. bicolor ก่อโรคใบจุดสีน้ าตาลในเมล็ดและใบของข้าวสาลี 
(Morejon และคณะ, 2006) เป็นต้น 

 
2.5 โรคกล้าเน่าตายในข้าว (Seedling Blight) 

รา B. oryzae (anamorph) (Marchetti และ Petersen, 1984; Shoemaker, 1959) หรือ 
Cochliobolus miyabeanus (telemorph) (Dastur, 1942) เป็นราก่อโรคกล้าเน่าตาย (Seedling 
Blight) (Krupinsky และคณะ, 2004) และโรคใบไหม้จุดสีน้ าตาลในข้าว (Motlagh และ Kaviani, 
2008)   ลักษณะของสปอร์มีขนาดเล็ก รูปร่างทรงกระบอกปลายโค้งมน สีน้ าตาลทอง ภายในสปอร์มี
การสร้างผนังกั้น (transverse septa หรือ cross walls) ประมาณ 6-14 เซลล์ ดังแสดงในรูปท่ี 2.1 
(Datnoff และ Lentini, 1994)   การแพร่กระจายและความรุนแรงของโรคขึ้นกับสุขภาพของต้นข้าว 
อุณหภูมิในดิน และปริมาณความช้ืนในอากาศ โดยสปอร์ของรา B. oryzae ท่ีปะปนอยู่ในอากาศ จะ
ลุกลามและก่อโรคในต้นข้าวเมื่อภาวะแวดล้อมมีความเหมาะสมต่อการเจริญของรา จากนั้นจะส่งผล
ให้ต้นข้าวเกิดแผลลักษณะเป็นจุด กระจัดกระจาย และแพร่กระจายไปท่ัวล าต้นของข้าว สุดท้ายต้น
ข้าวจะตายในท่ีสุดดังแสดงในรูปท่ี 2.2 (ซ้าย) หรือในกรณีท่ีต้นข้าวสามารถเจริญเติบโตได้หลังจากเกิด
การลุกลามของรา จะพบว่าต้นกล้ามีการเจริญเติบโตผิดปกติ ล าต้นจะมีสีเหลืองหรือสีเขียวอ่อนและ
ไม่แข็งแรงดังแสดงในรูปท่ี 2.2 (ขวา)  
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รูปที่ 2.1 แสดงลักษณะสปอร์ของรา B. oryzae (Datnoff และ Lentini, 1994) 

   
รูปที่ 2.2 แสดงอาการของโรคต้นกล้าเน่าตายในข้าว 

(http://www.lsuagcenter.com/en/crops_livestock/crops/rice/Diseases/plant_path/Seedling-
Blight.htm) 

2.6 โรคใบจุดสีน้ าตาลในข้าว (Brown Leaf Spot) 

โรคใบจุดสีน้ าตาล (Brown Leaf Spot) ในข้าวเกิดจากรา B. oryzae, B. victoriae,       
B. indica และ B. bicolor  (Motlagh และ Kaviani, 2008) โดยลักษณะอาการของโรคคือ ใบข้าว
จะเกิดบาดแผลเนื่องจากการเข้าท าลายใบของราก่อโรคพืช ซึ่งบาดแผลจะมีลักษณะเป็นจุดสีน้ าตาล
เข้ม ล้อมรอบด้วยขอบเหลือง รูปวงกลมหรือรูปไข่ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 2-10 
มิลลิเมตร เมื่อแผลกระจายเต็มบริเวณใบพบว่าท่ีบริเวณตรงกลางของแผลมีสีเทา ดังแสดงในรูปท่ี 2.3   
นอกจากนี้ยังสามารถเกิดแผลท่ีบริเวณเปลือกข้าวได้อีกด้วย   นอกจากใบและเปลือกข้าวแล้วพบว่ารา
ก่อโรคพืชนี้สามารถเข้าท าลายท่ีเมล็ดได้อีกด้วย โดยส่งผลให้เมล็ดข้าวมีจุดสีน้ าตาลปนด าประปราย
หรือท้ังเมล็ด ท าให้เมล็ดข้าวมีคุณภาพไม่ดี น้ าหนักเบา และเมื่อน าไปสีข้าวสารจะหักง่าย (ส านักงาน
พัฒนาเศรษฐกิจจากฐานชีวภาพ, 2553) 
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รูปที่ 2.3 แสดงอาการของโรคใบไหม้จุดสีน้ าตาลในข้าวที่เกิดจากรา B. oryzae 

(http://www.lsuagcenter.com/en/crops_livestock/crops/rice/Diseases/plant_path/Brown-Spot.htm; 
The American Phytopathological Society) 

  

2.7 โรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพด (Southern corn leaf blight) 

โรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพด (Southern corn leaf blight) มีสาเหตุมาจากรา B. maydis 
(anamorph) (Shoemaker, 1959) หรือเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า Cochliobolus heterostrophus 
(teleomorph)  (Balint-Kurti และคณะ, 2007; Carson และคณะ, 2004; Drechsler, 1934)   
ลักษณะสปอร์ของราชนิดนี้แสดงในรูปท่ี 2.4 โดยสปอร์มีรูปร่างยาวปลายมนเรียว ภายในสปอร์มีการ
สร้างผนังกั้นประมาณ 3-13 เซลล์ ซึ่งการงอกของสปอร์จะงอกออกท้ังสองด้าน (Alcorn, 1988) ใน
ภาวะท่ีมีสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศนั้น จะพบการสร้าง pseudothecia 
ดังแสดงในรูปท่ี 2.5 ท่ีภายในประกอบด้วย 4 แอสคัสรูปทรงกระบอก และแต่ละแอสคัสจะบรรจุ 
ascospore ประมาณ 5-9 สปอร์ (Navi และคณะ, 1999; Schoch และคณะ, 2006)   การเข้า
ลุกลามและท าลายข้าวโพดนั้นสามารถเกิดขึ้นได้ในทุกระยะการเจริญเติบโตของข้าวโพด   ลักษณะ
อาการของโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพดคือ เมื่อภาวะแวดล้อมเหมาะสมสปอร์ท่ีแพร่กระจายหรือ
ปลิวมาตามลมและฝนนั้นจะงอกและเข้าท าลายใบข้าวโพดโดยการสร้าง appressoria แทรกเข้าไปใน
เนื้อเยื่อของใบข้าวโพด (Shanmugam และคณะ, 2010) จากนั้นราจะเจริญและสร้างสายใยส่งผลให้
ใบข้าวโพดเกิดบาดแผลท่ีบริเวณใบด้านล่างของข้าวโพด ขอบแผลมีสีน้ าตาลแดง กระจัดกระจายไม่
สม่ าเสมอตามความยาวของเส้นใยในใบข้าวโพด จากนั้นบาดแผลจะแพร่กระจายและแต่ละบาดแผล
จะเช่ือมต่อกันตามความยาวของใบ ส่งผลให้ใบแห้งไหม้และตายได้ดังแสดงในรูปท่ี 2.6   นอกจากใบ
แล้ว รานี้ยังสามารถเข้าท าลายกาบใบ กาบฝัก ล าต้น และฝักของข้าวโพดได้อีกด้วยดังแสดงในรูปท่ี 
2.7 ซึ่งโรคนี้ส่งผลกระทบอย่างมากต่อผลผลิตข้าวโพดท่ัวโลก (Carson และคณะ, 2004; Huang 
และคณะ, 2012; Sweets และ Wrather, 2000) 
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รูปที่ 2.4 แสดงลักษณะสปอร์ของรา B. maydis 
(http://chaleeprom.com/pd/ant00_corn_southern_corn_leaf_blight_fungi_bipolaris_maydis_fungi_

cochliobolus_heterostrophus_20130203_104014_45296.html) 

 

รูปที่ 2.5 แสดงลักษณะของ pseudothecia ของรา C. heterostrophus จากใบข้าวโพดภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Schoch และคณะ, 2006) 
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รูปที่ 2.6 แสดงอาการของโรคใบไหม้แผลเล็กในใบของข้าวโพด (Zea mays L.) ในแปลงปลูก
ข้าวโพดในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งมีสาเหตุมาจากรา B. maydis 

(http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=1524015) 

 

รูปที่ 2.7 แสดงอาการของโรคใบไหม้แผลเล็กในกาบฝักและฝักผลของข้าวโพด ซึ่งมีสาเหตุมาจากรา 
B. maydis (http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=1524022) 

2.8 โรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด (Northern corn leaf blight) 

โรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด (Northern corn leaf blight) เกิดจากรา B. turcica 
(anamorph) (Shoemaker, 1959) อีกช่ือหนึ่งเรียกว่า Setosphaeria turcica (telemorph) 
(Technow และคณะ, 2013; Welz และ Geiger, 2000)   รานี้มักจะสร้างสปอร์ท่ีมีลักษณะยาวเรียว 
ปลายโค้งมน ภายในมีการสร้างผนังกั้นประมาณ 3-8 เซลล์ การแพร่กระจายของโรคเกิดขึ้นเมื่อสปอร์
ของราแพร่กระจายหรือปลิวตามลมและฝน จากนั้นเมื่อภาวะแวดล้อมเหมาะสมกับการเจริญของรา
สปอร์จะเริ่มงอกและสร้าง appressoria เพื่อแทรกเข้าไปในเนื้อเยื่อของใบ (Martin, 2011) ดังแสดง
ในรูปท่ี 2.8   โดยลักษณะอาการของโรคจะคล้ายกับโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพด จากนั้นบาดแผล



 12 

จะขยายใหญ่ขึ้นส่งผลให้เนื้อเยื่อท่ีบริเวณนั้นแห้งตายและมีสีน้ าตาลหรือสีเขียวเทา ซึ่งลักษณะของ
บาดแผลจะแตกต่างจากโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพดคือบาดแผลไม่ถูกจ ากัดด้วยเส้นใบ ขอบแผล
เรียบสม่ าเสมอ ระยะสุดท้ายบาดแผลจะเช่ือมต่อกันส่งผลให้ใบแห้งไหม้และตายไ ด้ (Levy และ 
Pataky, 1992; Sweets และ Wrather, 2000) ดังแสดงในรูปท่ี 2.9 

 

รูปที่ 2.8 แสดงลักษณะสปอร์และ appressoria ของรา S. turcica ท่ีบริเวณผิวใบ (Martin, 2011) 

   

รูปที่ 2.9 แสดงลักษณะอาการของโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด ซึ่งเกิดจากรา B. turcica 
(http://www.longislandhort.cornell.edu/vegpath/photos/NCLB_corn.html) 

2.9 โรคใบจุดจากเชื้อเฮลมินโธสปอเรียมในข้าวโพด (Northern Leaf Spot หรือ 
Helminthosporium Leaf Spot) 

โรคใบจุดจากเช้ือเฮลมินโธสปอเรียม (Northern Leaf Spot หรือ Helminthosporium 
Leaf Spot) เกิดจากรา B. zeicola (anamorph) หรือ Cochliobolus carbonum (telemorph) 
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(Walton และคณะ, 1997)   ลักษณะสปอร์มีรูปร่างเรียวยาวรูปกระสวย ภายในมีการสร้างผนังกั้น
ประมาณ 6-12 เซลล์ และมีขนาดประมาณ 30-100 x 12-18 µm (Navi และคณะ, 1999) ดังแสดง
ในรูปท่ี 2.10 โดยลักษณะอาการของโรคคือเมื่อสปอร์แพร่กระจายหรือปลิวมาตามลมและฝนแล้วจะ
เข้าท าลายท่ีใบของข้าวโพด เกิดบาดแผลเป็นจุดสีเหลืองหรือน้ าตาล จากนั้นเช้ือจะแพร่กระจายไป
ตามใบต่างๆส่งผลให้ใบแห้งตาย (Sweets และ Wrather, 2000) ดังแสดงในรูปท่ี 2.11 

 

 
รูปที่ 2.10 แสดงลักษณะสปอร์ของรา B. zeicola 

(http://www.naro.affrc.go.jp/org/nilgs/diseases/contents/IMG/img0010.jpg) 

 
รูปที่ 2.11 แสดงลักษณะอาการของโรคใบจุดจากเช้ือเฮลมินโธสปอเรียม ซึ่งเกิดจากรา B. zeicola 

(http://cropdisease.cropsci.illinois.edu/corn/northernleafspot.html) 

 
2.10 การป้องกันและการก าจัดราที่ก่อโรคในข้าวและข้าวโพด 

 จากข้อมูลเบื้องต้นพบว่าราในสกุล Bipolaris นั้นก่อโรคได้ในพืชหลายชนิดท้ังในข้าวและ
ข้าวโพด ดังนั้นเพื่อลดปัญหาโรคพืชท่ีเกิดจากราก่อโรคพืชดังกล่าวควรจะต้องมีการป้องกันและการ
ก าจัดราก่อโรคพืชนี้   จากข้อมูลของส านักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์ (2552) กล่าวถึงการป้องกันและก าจัดราก่อโรคพืชในข้าวไว้ดังนี้ เกษตรกรควรเลือกสายพันธุ์
ข้าวท่ีมีสมบัติต้านทานและเหมาะสมกับสภาพพื้นท่ีปลูก  ใช้สารเคมีเพื่อป้องกันและก าจัดราก่อโรค
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พืช และการก าจัดวัชพืชในนา ท าแปลงให้สะอาด และใส่ปุ๋ยในอัตราท่ีเหมาะสม หรือการปลูกพืช
หมุนเวียนจะช่วยลดความรุนแรงของโรคได้  

การป้องกันและก าจัดราก่อโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพด (Southern corn leaf blight) 
โรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด (Northern corn leaf blight) และโรคใบจุดจากเช้ือเฮลมินโธสปอ
เรียมในข้าวโพด (Northern Leaf Spot หรือ Helminthosporium Leaf Spot) นั้นสามารถท าได้
โดยการเลือกใช้เมล็ดพันธุ์ที่สมบูรณ์ ปราศจากโรค หรือคัดเลือกสายพันธุ์ท่ีสามารถต้านทานต่อโรคได้
เช่น พันธุ์นครสวรรค์ 1 นครสวรรค์ 72 สุวรรณ 1 และสุวรรณ 2 จากนั้นจึงใช้สารเคมีฉีดพ่นเพื่อ
ป้องกันและก าจัดโรค   นอกจากนี้หลังจากเก็บเกี่ยวข้าวโพดแล้วควรท าลายเศษของข้าวโพด เพราะ
จากการศึกษาพบว่ารานี้สามารถอยู่ข้ามฤดูบนเศษซากของข้าวโพดได้ (เอกสารวิชาการโรคข้าวโพด
และการป้องกันก าจัด สถาบันวิจัยโรคพืช กรมวิชาการเกษตร, 2547)  

2.11 การควบคุมโรคพืชด้วยวิธีทางชีวภาพ (Biological control) 

 วิธีการป้องกันและการก าจัดราก่อโรคพืชของเกษตรกรท่ีเป็นท่ีนิยมต้ังแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน
คือการใช้สารเคมี เนื่องจากมีข้อดีคือสามารถใช้ได้อย่างสะดวกรวดเร็วและมีประสิทธิภาพดี แต่พบว่า
การใช้สารเคมีในการป้องกันและการก าจัดราก่อโรคนั้นส่งผลเสียต่อสภาพแวดล้อมเนื่องจาก เกิด
สารพิษตกค้างหรือปนเปื้อนในสภาพแวดล้อม ซึ่งส่งผลกระทบต่อมนุษย์และส่ิงมีชีวิตอื่นๆในห่วงโซ่
อาหารอีกด้วย ท้ังนี้ราก่อโรคนั้นยังสามารถต้านทานต่อสารเคมีได้ จึงส่งผลให้การใช้สารเคมีในการ
ป้องกันและก าจัดราก่อโรคนั้นไม่มีประสิทธิภาพเท่าท่ีควร (Janisiewicz และ Korsten, 2002)   
ดังนั้นวิธีลดการใช้สารเคมีในการป้องกันและการก าจัดราก่อโรคพืชอีกวิธีหนึ่งคือการควบคุมการเกิด
โรคพืชด้วยวิธีทางชีวภาพ (biological control) ซึ่งเป็นวิธีการน าส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นปฏิปักษ์ 
(antagonist) ต่อเช้ือก่อโรคมาควบคุมส่ิงมีชีวิตท่ีท าให้เกิดโรคในพืช 

 วิธีการควบคุมโรคพืชแบบชีวภาพเป็นทางเลือกหนึ่งของการลดการใช้สารเคมีในการควบคุม
โรคพืช มีความปลอดภัยต่อส่ิงแวดล้อม ซึ่งเป็นวิธีการควบคุมโรคพืชโดยใช้จุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อ
เช้ือก่อโรคในการท าลายและยับยั้งการแพร่ระบาดของเช้ือก่อโรค (Pal และ Gardener, 2006) โดย
กลไกการควบคุมโรคพืชแบบชีวภาพนี้สามารถแบ่งออกได้หลายลักษณะดังนี้ 

1. การแข่งขันเพื่อแย่งชิงอาหารหรือปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต (competition) โดย
จุลินทรีย์ที่เป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือก่อโรคจะแย่งชิงอาหารหรือพื้นท่ีอยู่อาศัยกับเช้ือก่อโรค ส่งผล
ให้เช้ือก่อโรคไม่สามารถเจริญเติบโต จึงสามารถช่วยยับยั้งการแพร่กระจายของเช้ือโรคได้ 
(Lugtenberg และ Kamilova, 2009) เช่น การแย่งชิงธาตุเหล็ก ซึ่งเป็นธาตุอาหารท่ีส าคัญ
ในการเจริญเติบโตระหว่าง P. aureofaciens AR 1 และรา Alternaria sp., Fusarium 
oxysporum และ Pyricularia oryzae ซึ่งก่อโรคในข้าว โดยพบว่า P. aureofaciens AR 
1 สามารถผลิตไซเดอโรฟลอร์ เพื่อจับธาตุเหล็กได้ดีกว่าเช้ือก่อโรค ดังนั้นจึงยับยั้งหรือชะลอ
การเจริญของเช้ือก่อโรคและส่งผลช่วยในการป้องกันการก่อโรคของเช้ือก่อโรคในข้าว ได้ 
(Chaiharn และคณะ, 2009)  Yu และคณะ (2010) ยังพบว่าแบคทีเรีย B. subtilis CAS15 
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สามารถยับยั้งการเจริญของรา F. oxysporum ท่ีก่อโรคเหี่ยวในพริกได้ โดยพบว่า           
B. subtilis CAS15 สามารถผลิตไซเดอโรฟลอร์ ซึ่งท าหน้าท่ีดักจับธาตุเหล็กได้ดีกว่าเช้ือรา
ก่อโรค จึงช่วยยับยั้งเช้ือก่อโรคได้ 

2. การควบคุมโรคพืชโดยใช้จุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของพืช 
(induced systemic resistance) ซึ่งช่วยให้พืชสามารถต้านทานต่อเช้ือก่อโรคได้   โดย
กลไกของระบบภูมิคุ้มกันของพืชนั้นเริ่มจาก เมื่อเช้ือก่อโรคเข้ารุกรานพืชจะเกิดการกระตุ้น
ให้พืชมีการผลิตกรดซาลิไซลิก (salicylic acid, SA) ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นสารตัวกลางท่ีจะไป
กระตุ้นการสร้ าง โปรตีนหรือ เอนไซม์ ท่ี เกี่ ยวข้องกับพยาธิสภาพของการเกิดโรค 
(pathogenesis-related (PR) proteins) โดยโปรตีนหรือเอนไซม์ท่ีผลิตนี้จะท าหน้าท่ีไป
ยับยั้งการเจริญของเซลล์พืชในบริเวณท่ีถูกเช้ือก่อโรครุกราน ส่งผลให้สามารถยับยั้งการ
แพร่กระจายและการรุกรานจากเช้ือก่อโรคได้ (Pal และ Gardener, 2006)   สารท่ีผลิตจาก
จุลินทรีย์ที่สามารถไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของพืชได้นี้เรียกว่า elicitor ซึ่งสามารถผลิตได้
จากแบคทีเรียในสกุล Bacillus (Choudhary และ Johri, 2009)   ตัวอย่างการควบคุมโรค
พืชด้วยวิธีนี้ เช่น B.  subtilis GB03 และ B. amyloliquefaciens IN937a ผลิตสารระเหย 
2,3-Butanediol ซึ่งท าหน้าท่ีเป็น elicitor และกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของ Arabidopsis 
sp. ส่งผลท าให้ Arabidopsis sp. ต้านทานต่อเช้ือก่อโรคเน่าเละจาก Erwinia carotovora 
subsp. ได้ (Ryu และคณะ, 2004)   นอกจากนี้รา  Colletotrichum fragariae (M23) ซึ่ง
เป็นสายพันธุ์ที่ไม่ก่อโรค ก็ยังสามารถผลิตสารที่ท าหน้าท่ีเป็น elicitor ในอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อ
ไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของสตรอเบอร์รี่ ส่งผลให้สตรอเบอร์รี่สามารถต้านทานต่อเช้ือก่อ
โรคแอนแทรคโนสท่ีมีสาเหตุมาจากรา Colletotrichum acutatum (M11) สายพันธุ์ท่ีก่อ
โรคได้ (Chalfoun และคณะ, 2011) 

3. การใช้จุลินทรีย์ที่มีสมบัติเป็นปรสิต (parasitism) ในการควบคุมโรคพืช โดยจุลินทรีย์ท่ีเป็น
ปฏิปักษ์ต่อเช้ือก่อโรคนั้นสามารถเข้าไปเจริญและท าลายเช้ือก่อโรคได้  ตัวอย่างเช่น 
Pasteuria penetrans เป็นแบคทีเรียท่ีเป็นปรสิตของไส้เดือยฝอย (Meloidogyne spp.) ท่ี
ก่อโรครากปม (root-knot) ซึ่งเป็นปัญหาท่ีส าคัญในพืชผักเศรษฐกิจหลายชนิด (Davies, 
2009)   อีกตัวอย่างหนึ่งคือ รา Trichoderma viride, T. harzianum และ T. hamatum 
สามารถยับยั้งรา Sclerotium rolfsii ท่ีก่อโรครากเน่าโคนเน่า (white foot และ root rot) 
ในต้นชาได้ โดยกลไกการยับยั้งท่ีเกิดขึ้นพบว่ารา T. viride, T. harzianum และ            
T. hamatum เป็นปรสิตของราก่อโรคพืช เนื่องจากสามารถเจริญเข้าไปในเส้นใยของรา      
S. rolfsii ได้ ส่งผลให้ราก่อโรคพืชไม่สามารถเจริญและแพร่กระจายได้ (Shaigan และคณะ, 
2008) 

4. การควบคุมโรคพืชด้วยสารปฏิชีวนะ (antibiotic) หมายถึงการใช้สารพิษท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
และท าลายเช้ือก่อโรคท่ีผลิตจากจุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือก่อโรคนั้น ตัวอย่างเช่น       
B. subtilis B-916 สามารถยับยั้งการเจริญของสายใยของราซึ่งก่อโรคพืชได้หลายชนิดเช่น 
Magnaporthe grisea, Sclerotinia sclerotiorum, R. solani, Alternaria oleracea, 
Alternaria brassicae และ B. cinerea โดยการผลิตสาร bacisubin (Liu และคณะ, 
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2007), B. subtilis B47 สามารถผลิตสารปฏิชีวนะชนิด iturin A2 ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งรา
ก่อโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพดท่ีมีสาเหตุมาจากรา B. maydis ได้ (Ye และคณะ, 2012)   
นอกจากนี้ยังพบว่าสารปฏิชีวนะท่ีผลิตจากจุลินทรีย์มีอีกหลายชนิด  ตัวอย่างเช่น 2,4-
diacetylphloroglucinol,  Phenazines, Oomycin A, Pyoluteorin,  Pyrrolnitrin, 2,3-de-epoxy-
2,3-didehydro-rhizoxin, Viscosinamide, Butyrolactones, N-Butylbenzenesulphonamide, 
Pantocin A และ B,  Xanthobaccins, Kanosamine และ Zwittermycin A เป็นต้น 
(Raaijmakers และคณะ, 2002) 

 

2.12 Bacillus sp.   

แบคทีเรียในสกุล Bacillus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน พบได้ท่ัวไปในดิน และ
มีสมบัติพิเศษคือสามารถผลิตเอนโดสปอร์ท่ีทนต่อสภาพแวดล้อมท่ีรุนแรงได้   ดังนั้นจึงมีการน าไปใช้
ประโยชน์ท้ังทางด้านอุตสาหกรรมและเกษตรกรรมได้อย่างกว้างขวาง (Emmert และ Handelsman, 
1999; Zhang และคณะ, 2008)   ท้ังนี้ Bacillus sp. เป็นจุลินทรีย์ท่ีมีสมบัติท่ีเหมาะสมต่อการ
น ามาใช้ในการควบคุมราก่อโรคพืช โดย Cawoy และคณะ (2011) ได้กล่าวถึงเหตุผลท่ี Bacillus sp. 
มีความเหมาะสมต่อการน ามาใช้ในการควบคุมราก่อโรคพืชไว้ดังนี้ ประการแรกคือแบคทีเรียสกุล 
Bacillus เป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีการศึกษากันอย่างแพร่หลายและเป็นท่ีนิยมน าไปใช้ประโยชน์ทางด้าน
ต่างๆ เช่น B. subtilis  ประการท่ีสองแบคทีเรียสกุล Bacillus ส่วนใหญ่ได้รับการยอมรับจาก US 
Food and Drug Administration (USFDA) ว่าเป็นแบคทีเรียท่ีไม่ก่อโรค (generally regarded as 
safe, GRAS) ตัวอย่างเช่น B. subtilis จัดเป็นแบคทีเรียท่ีไม่ก่อโรค (non-pathogenic)  ประการท่ี
สามแบคทีเรียสกุล Bacillus มีสมบัติพิเศษคือสามารถสร้างเอนโดสปอร์ (endospore) ซึ่งมีสมบัติ
พิเศษคือสามารถทนต่อภาวะแวดล้อมท่ีรุนแรงได้ เช่น ในสภาพแวดล้อมท่ีมีอุณหภูมิสูง ความเป็น
กรด-ด่างมากเกินไป และภาวะท่ีขาดแคลนอาหาร ดังนั้นจึงส่งผลให้แบคทีเรียสกุลนี้สามารถอยู่รอดใน
ภาวะแวดล้อมท่ีรุนแรงได้  ประการท่ีส่ีคือแบคทีเรียสกุล Bacillus สามารถเจริญเติบโตได้ท้ังในภาวะ
ท่ีมีออกซิเจน (aerobic environments) และภาวะท่ีมีปริมาณออกซิเจนต่ าๆได้ ( facultative 
anaerobe environments) ซึ่งข้อดีนี้เป็นประโยชน์ต่อการควบคุมโรคพืชในสภาพแวดล้อมท่ีมี
ปริมาณออกซิเจนต่ าได้ เช่นแบคทีเรียในสกุล Bacillus บางชนิดสามารถเคล่ือนท่ีไปเจริญในบริเวณ
รากพืชใต้ดินท่ีซึ่งมีปริมาณออกซิเจนต่ าได้ โดยแบคทีเรียกลุ่มนี้จะท าหน้าท่ีในการควบคุมโรคพืชและ
ช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชด้วย  ประการสุดท้ายคือแบคทีเรียสกุล  Bacillus มีความ
หลากหลายทางชีวภาพมาก ดังนั้นจึงเหมาะสมต่อการน ามาใช้ในการควบคุมราก่อโรคพืชเนื่องจาก
สามารถเกิดการควบคุมการเกิดโรคพืชได้หลากหลายกลไก 

ปัจจุบันพบว่ามีการพัฒนาสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือก่อโรคพืชท่ีผลิตจากแบคทีเรียในสกุล 
Bacillus เพื่อน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืชในผลิตภัณฑ์ต่างๆภายใต้ช่ือทางการค้าดังแสดงในตารางท่ี 
2.3 
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ตารางที่ 2.3 แสดงช่ือผลิตภัณฑ์ต่างๆท่ีใช้ในการควบคุมโรคพืชซึ่งผลิตจากแบคทีเรียในสกุล 
Bacillus (Cawoy และคณะ, 2011) 

 

ผลิตภัณฑ์ แบคทีเรีย ราก่อโรคพืช กลไก พืช บริษัท 
Avogreen® B. subtilis C. gloeosporioides antibiosis Avocado Ocean 

Agriculture 
BacillusSPP® Bacillus spp. P. syringae pv. syringae, 

X. campestris pv.vesicatoria 
C. michiganensis subsp. 
michiganensis 

antibiosis Several crops Bio Insumos 
Nativa Ltda., 
Chile 

Bio safe® B. subtilis Foliar bligth antibiosis Soybean, bean, 
cotton 

Lab. 
Biocontrole 
Farroupilha, 
Brazil 

Biosubtilin B. subtilis Fusarium,Verticillium,Pythium, 
Cercospora, Colletotrichum, 
Alternaria, Ascochyta, 
Macrophomina, 
Myrothecium, Ramularia, 
Xanthomonas และ Erysiphe 
polygoni 

antibiosis, 
competition 

Cotton, 
cereals, 
ornamental 
plants, 
vegetable 
crops 

Biotech 
International 
Ltd. 

 

2.13 กลไกการควบคุมโรคพืชโดยแบคทีเรียสกุล Bacillus 

 กลไกการควบคุมโรคพืชของแบคทีเรียสกุล Bacillus นั้นเกิดขึ้นได้หลายกลไกเช่น การผลิต
เอนไซม์หรือโปรตีน, การสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm), การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของพืช ( induced 
systemic resistance) และการส่งเสริมการเจริญของพืช (plant-growth-promoting) โดยมี
รายละเอียดดังนี้ 

1. กลไกการควบคุมโรคพืชโดยแบคทีเรียสกุล Bacillus โดยการผลิตเอนไซม์หรือโปรตีน   จาก
งานวิจัยของ Stein (2005) รายงานว่าประมาณ 4-5% ของจีโนมของ B. subtilis นั้น
สามารถประมวลรหัสให้เอนไซม์หรือโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ ในการยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอื่นได้  
ตัวอย่างเช่น B. subtilis B29 สามารถยับยั้งการเจริญของสายใยและยับย้ังการงอกของสปอร์
ของรา F. oxysporum, R. solani, F. moniliforme และ S. sclerotiorum ได้โดยการ
ผลิตโปรตีน B29I ซึ่งโปรตีน B29I นี้ เมื่อท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ 
(diethylaminoethyl หรือ DEAE) และวิธีเจลฟิลเทรชันโครมาโทกราฟี โดยการใช้ไบโอเจล 
พี-100 (Bio-Gel® P-100) แล้ว พบว่ามีน้ าหนักโมเลกุล 42.3 kDa โดยโปรตีนชนิดนี้มีฤทธิ์
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ยับย้ังการงอกของสปอร์, ยับย้ังการเจริญของ germ-tube elongation และกระตุ้นให้สปอร์
เสียสภาพ, บวม และแตกออก (Li และคณะ, 2009)   นอกจากนี้ยังพบว่าโปรตีนชนิด E2 ท่ี
ผลิตจาก B. subtilis EDR4 สามารถยับยั้งรา Gaeumannomyces graminis var. tritici 
ซึ่งก่อโรค take-all ในต้นข้าวสาลี โดยโปรตีน E2 นี้สามารถแยกออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ
ด้วยวิธีการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ 
(diethylaminoethyl หรือ DEAE) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธีโซเดียมโด
เดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส (sodium dodecyl sulfate-poly 
acrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) พบว่าโปรตีนนี้มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 
377.0 kDa ซึ่ งประกอบด้วย multi-subunits โดยโปรตีนนี้มีการแสดงออกของ 
ribonuclease และ hemagglutinating activities (Liu และคณะ, 2010)  

2. กลไกการควบคุมโรคพืชโดยการสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) หรือสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 
(biosurfactant) จากแบคทีเรียสกุล Bacillus   ไบโอฟิล์มคือการอยู่ร่วมกันของเซลล์
แบคทีเรียและมีการสร้างสารต่างๆร่วมกัน เช่น โปรตีน, พอลิแซ็กคาไรด์ และกรดนิวคลีอิก 
(Berenjian และคณะ, 2013)   ตัวอย่างเช่น ในงานวิจัยของ Chen และคณะ (2013)  
พบว่ามีแบคทีเรียหกสายพันธุ์จากแบคทีเรียท้ังหมดท่ีคัดแยกได้จากพื้นท่ีต่างๆในประเทศจีน
มีความสามารถในการยับยั้ง Ralstonia solanacearum ท่ีก่อโรคเหี่ยวในมะเขือเทศ โดย
กลไกการยับยั้งท่ีเกิดขึ้นเกิดจากการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างไบโอฟิล์ม โดย
พบว่าเซลล์แบคทีเรียจะอยู่ร่วมกันบริเวณผิวรากพืชจ านวนมากขึ้น จึงส่งผลให้มีสารท่ีผลิต
จากแบคทีเรียท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชเพิ่มมากขึ้นด้วย ดังนั้นการเกิดไบโอฟิล์มนี้จึง
ช่วยส่งเสริมให้พืชสามารถต้านทานต่อราก่อโรคพืชได้   อีกตัวอย่างหนึ่งของงานวิจัยท่ี
เกี่ยวข้องกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชได้ เช่น 
B. subtilis UMAF6614 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิด surfactin, bacillomycin และ 
fengycin ซึ่งจะมีผลช่วยให้พืชสามารถต้านทานต่อเช้ือราก่อโรคพืชได้หลายชนิด ท้ังนี้ยังมี
การสร้างไบโอฟิล์มท่ีบริเวณใบของเมล่อนอีกด้วย (Zeriouh และคณะ, 2013) 

3. กลไกการควบคุมโรคพืชโดยการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของพืช (induced systemic 
resistance) ด้วยแบคทีเรียสกุล Bacillus ตัวอย่างเช่น B. pumilus EN16 และ B. subtilis 
SW1 สามารถกระตุ้นให้พืชต้านทานต่อโรคไวรัสใบยาสูบด่าง (tobacco mosaic virus 
disease) ได้ โดยกลไกท่ีเกิดขึ้นคือแบคทีเรียท้ังสองสายพันธุ์กระตุ้นให้พืชมีการแสดงออก
ของเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของพืชเพิ่มขึ้นคือ เฟนิลอะลานีน แอมโมเนีย – ไล
เอส (phenylalanine ammonia-lyase), เปอร์ออกซิเดส (peroxidase), พอลิฟีนอลออกซิ
เดส (polyphenol oxidase) และโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิดพยาธิสภาพของโรค 
(pathogenesis-related (PR) proteins) (Lian และคณะ, 2011)   นอกจากนี้ยังพบว่าสาร
ระเหยชนิดไดเมทิลไดซัลไฟด์ (dimethyl disulfide หรือ DMDS) ซึ่งผลิตได้จากแบคทีเรีย
สายพันธุ์ B. cereus C1L ท าหน้าท่ีเป็น elicitor เพื่อไปกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของพืชได้ 
เมื่อสกัดแยกและวิเคราะห์โครงสร้างสารด้วยวิธี solid-phase microextraction, gas 
chromatography และ mass spectrometry พบว่าสารระเหยไดเมทิลไดซัลไฟด์นี้จะ
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กระตุ้นให้ต้นยาสูบและข้าวโพดสามารถต้านทานต่อรา B. cinerea และ Cochliobolus 
heterostrophus ได้ ตามล าดับ (Huang และคณะ, 2012)   แบคทีเรีย B. subtilis FB17 
สามารถยับยั้งแบคทีเรีย Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 ท่ีก่อโรคใบจุด
ในมะเขือเทศและต้นของ Arabidopsis thaliana ได้ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มี
แบคทีเรีย โดยกลไกการควบคุมโรคพืชท่ีเกิดขึ้นพบว่า B. subtilis FB17 สามารถผลิตสารอะ
ซีโทอิน (acetoin หรือ 3-hydroxy-2-butanone) ซึ่งท าหน้าท่ีเป็น elicitor ไปกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกันของพืช จึงส่งผลให้พืชสามารถต้านทานต่อ P. syringae pv. tomato 
DC3000 ได้ (Rudrappa และคณะ, 2010) 

4. กลไกการควบคุมโรคพืชโดยการส่งเสริมการเจริญของพืช (plant-growth-promoting) โดย
แบคที เรีย ในสกุล  Bac i l lus  นั้ นมี ร ายงาน ในหลายๆงานวิ จัย  ตัวอย่ า ง เ ช่น B . 
amyloliquefaciens (FZB24, FZB42 และ FZB45) และ B. subtilis FZB37 ซึ่งคัดแยกได้
จากดินนั้น มีความสามารถผลิตสาร indole-3-acetic acid หรือ IAA ซึ่งเป็นสารท่ีท าหน้าท่ี
เป็นฮอร์โมนพืชโดยมีผลต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเมล็ดและเยื่อหุ้มต้นอ่อนของ
ข้าวโพด ดังนั้นจึงช่วยส่งเสริมให้พืชต้านทานต่อเ ช้ือราก่อโรคพืชหลายชนิดได้ (Idris และ
คณะ, 2004) และจากงานวิจัยของ (Khan และ Patel, 2007) รายงานว่าจากการคัดแยก
แบคทีเรียจากรากพืชใต้ดินจ านวน 35 ชนิด พบว่า B. firmus NARS1 มีสมบัติในการกระตุ้น
การเจริญเติบโตของถั่วชิกพี (Cicer arientinum) โดยกลไกท่ีเกิดขึ้นคือช่วยให้พืชดูดซึมธาตุ
ฟอสเฟต ผลิตไซเดอโรฟลอร์เพื่อช่วยดักจับธาตุเหล็ก และผลิตสาร IAA ซึ่งท าหน้าท่ีคล้าย
ฮอร์โมนพืชช่วยเร่งการเจริญเติบโตของพืช จึงส่งผลให้พืชสามารถต้านทานต่อราก่อโรคพืชได้
หลายชนิด ท้ังนี้สารท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis MBI 600 สามารถน ามาใช้ในการ
ควบคุมโรคพืชภายใต้ช่ือทางการค้า Integral® โดยสามารถควบคุมโรคกาบใบไหม้ (sheath 
blight) ในข้าวท่ีมีสาเหตุมาจากรา R. solani ได้ ซึ่งสารท่ีผลิตจากแบคทีเรียนี้มีฤทธิ์ไป
กระตุ้นการเจริญเติบโตของรากและล าต้น นอกจากนี้แบคทีเรียยังสามารถต้านทานต่อ
สารเคมีท่ีใช้ก าจัดราชนิด hexaconazole, propiconazole และ validamycin ได้ดี 
ต้านทานต่อ tricyclazole ได้ในระดับปานกลาง และต้านทานต่อ benomyl และ 
mancozeb ท่ีความเข้มข้น 1000 ppm ได้เล็กน้อย (Lawrence และคณะ, 2011)  

 

2.14 การท าโปรตีนบริสุทธิ์และการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนที่มีฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคพืช 

 วิธีการท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีผลิตจากจุลินทรีย์นั้นสามารถท าได้หลายวิธี ท้ังนี้ขึ้นกับสมบัติของ
โปรตีน เช่น สมบัติการละลาย ประจุ ขนาด และสมบัติการจับ (binding) เป็นต้น (Berg และคณะ, 
2002)   จากรายงานในงานวิจัยต่างๆท่ีเกี่ยวข้องกับการท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีผลิตจากแบคทีเรียสกุล 
Bacillus นั้นประกอบด้วยหลายขั้นตอนดังนี้  ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
(ammonium sulfate precipitation) ท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี ( column 
chromatography) และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริ
ลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส (sodium dodecyl sulfate-poly acrylamide gel electrophoresis, 
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SDS-PAGE) (Kavitha และคณะ, 2005; Li และคณะ, 2009; Liu และคณะ, 2010; Stein, 2005) 
โดยรายละเอียดของแต่ละขั้นตอนมีดังนี้คือ 

 2.14.1 การตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation) 

 วิธีการตกตะกอนโปรตีนท่ีเป็นท่ีนิยมคือการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
[(NH4)2SO4] เนื่องจากวิธีนี้ไม่ท าให้โปรตีนท่ีตกตะกอนลงมาเสียสภาพ (Deutscher, 1990)   การ
ตกตะกอนโปรตีนด้วยวิธีนี้อาศัยหลักการการเพิ่มความแรงของไอออน (ionic strength) ใน
สารละลายด้วยเกลือท่ีมีความเข้มข้นสูง (salting out) และเมื่อเพิ่มความแรงของไอออนในสารละลาย
โดยการเติมเกลือ พบว่าเกลือจะเข้าจับกับโมเลกุลของน้ าในสารละลายได้ดีกว่าโปรตีน และเมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของเกลือในสารละลายมากขึ้น เกลือจะเข้าจับกับโมเลกุลของน้ าท่ีจับอยู่กับโปรตีน ส่งผล
ให้ส่วนท่ีไม่ชอบน้ าหรือไม่สามารถละลายน้ าได้ของโปรตีนจะมารวมตัวกันและตกตะกอนลงมา 
(Scopes, 1994)   เกลือท่ีสามารถใช้ในการตกตะกอนโปรตีนมีหลายชนิดเช่น โซเดียมคลอไรด์ 
แมกนีเซียมซัลเฟต โพแทสเซียมซัลเฟต โซเดียมซัลเฟต เป็นต้น (Deutscher, 1990)   แต่เกลือท่ีเป็น
ท่ีนิยมคือ แอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] เนื่องจากมีค่าการละลายน ้าสูงมาก และมีค่าสัมประสิทธิ์
อุณหภูมิของการละลายค่อนข้างต ่า (temperature coefficient of solubility) อยู่ในช่วง 0-30 
องศาเซลเซียส ดังนั้นจึงสามารถใช้ในการตกตะกอนโปรตีนท่ีอุณหภูมิต่ าได้ (Scopes, 1994) 

 เนื่องจากในสารละลายจะมีโปรตีนผสมหลายชนิด ซึ่งสามารถแยกโปรตีนผสมเหล่านี้ออก
จากกันโดยการใช้ความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีอิ่มตัวท่ีแตกต่างกันเป็นช่วงๆ ( salt 
fractionation) (Deutscher, 1990) ดังนั้นขั้นตอนแรกของการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตคือการหาความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีอิ่มตัวท่ีเหมาะสมต่อการตกตะกอน
โปรตีนท่ีมีแอกทิวิตี โดยอุณหภูมิท่ีใช้ในการตกตะกอนโปรตีนคือ 0-4 องศาเซลเซียส เพื่อป้องกันไม่ให้
โปรตีนท่ีตกตะกอนลงมาเสียสภาพ   จากนั้นจึงวัดแอกทิวิตีของโปรตีนท่ีตกตะกอนได้ในแต่ละช่วง
ของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อเลือกช่วงท่ีโปรตีนมีแอกทิวิตีสูงท่ีสุด ขั้นตอนต่อไปคือการแยกเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตออกจากโปรตีนด้วยวิธีไดแอลิซิส (dialysis)   วิธีการแยกเกลือและโปรตีนนี้อาศัย
หลักการการแพร่ของสารผ่านเย่ือเลือกผ่าน (semipermeable membrane) เช่น เย่ือเลือกผ่านชนิด
เซลลูโลส (cellulose membrane) จากบริเวณท่ีสารมีความเข้มข้นมากไปยังบริเวณท่ีมีความเข้มข้น
น้อย โดยจะพบว่าเมื่อเริ่มต้นการไดแอลิซิสนั้น ความเข้มข้นของเกลือภายในถุงไดแอไลซ์ (dialysis 
bag) จะมากกว่าภายนอกถุงไดแอไลซ์ ดังนั้นเกลือจากภายในถุงไดแอไลซ์ จะแพร่ออกมาอยู่ภายนอก
ถุงไดแอไลซ์ โดยโปรตีนท่ีต้องการมีขนาดใหญ่กว่ารูของเย่ือเลือกผ่านจึงไม่สามารถแพร่ออกจากถุงได
แอไลซ์ได้ (Berg และคณะ, 2002) 

 2.14.2 การท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี (column chromatography) 

วิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ (Ion-Exchange Chromatography) เป็น
วิธีท่ีนิยมใช้ในการท าบริสุทธิ์โปรตีน เนื่องจากมีประสิทธิภาพดีและราคาถูกกว่าวิธีอื่น (Selkirk, 2004)   
วิธีนี้เป็นการแยกโปรตีนออกจากสารละลายโดยอาศัยหลักการการแลกเปล่ียนประจุระหว่างเฟส
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เคล่ือนท่ี (mobile phase) ซึ่งเป็นของเหลว (บัฟเฟอร์และตัวอย่างโปรตีน) กับเฟสคงท่ี (stationary 
phase) ซึ่งเป็นของแข็งภายในคอลัมน์ (column packing matrix) (Berg และคณะ, 2002; Bollag, 
1995; Selkirk, 2004) โดยเฟสคงท่ี (stationary phase) มีลักษณะเป็นของแข็งไม่สามารถละลายใน
ตัวท าละลายได้และได้รับการบรรจุไว้ภายในคอลัมน์เรียกว่า ตัวแลกเปล่ียนประจุ ซึ่งจะมีประจุ
ล้อมรอบบริเวณตัวแลกเปล่ียนประจุ (counter ion) เพื่อใช้ในการแลกเปล่ียนประจุกับโปรตีน
ตัวอย่าง (Selkirk, 2004) 

ขั้นตอนในการท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุสามารถ
ท าได้ดังนี้ ขั้นตอนแรกคือการสร้างภาวะสมดุล (equilibrated) ให้กับตัวแลกเปล่ียนประจุด้วยสารท่ี
เป็นส่วนประกอบในบัฟเฟอร์ โดยประจุของสารท่ีเป็นส่วนประกอบในบัฟเฟอร์จะเข้าไปอยู่ล้อมรอบ
ตัวแลกเปล่ียนประจุ (counter ion)   ขั้นตอนต่อมาเมื่อเติมโปรตีนตัวอย่างลงในคอลัมน์จะเกิดการ
แลกเปล่ียนประจุท่ีบริเวณ counter ion โดยประจุของโปรตีนท่ีเป็นชนิดเดียวกับประจุ counter ion 
ของสารท่ีเป็นส่วนประกอบในบัฟเฟอร์ ส่งผลให้ประจุของสารท่ีเป็นส่วนประกอบในบัฟเฟอร์ถูกชะ
ออกไป และโปรตีนตัวอย่างจะจับอยู่กับตัวแลกเปล่ียนประจุ   ขั้นตอนต่อมาคือการชะโปรตีนตัวอย่าง
ท่ีจับอยูก่ับตัวแลกเปล่ียนประจุด้วยบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ท่ีเปล่ียนแปลงไปจะส่งผล
ให้ความแรงของไอออน (ionic strength) ของโปรตีนลดลง โปรตีนตัวอย่างจึงถูกชะลงมาได้ (Selkirk, 
2004) 

ท้ังนี้วิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุสามารถแบ่งได้ 2 ชนิดคือ แบบ
แลกเปล่ียนประจุลบ (anion exchange) และแบบแลกเปล่ียนประจุบวก (cation exchange) 
(Selkirk, 2004)   วิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุลบ (anion exchange) ใช้ส าหรับ
การท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีประจุลบ โดยตัวแลกเปล่ียนประจุมีประจุบวกและมีประจุล้อมรอบบริเวณตัว
แลกเปล่ียนประจุ (counter ion) เป็นประจุลบ ดังแสดงในรูปท่ี 2.12 (a) อีกวิธีหนึ่งคือแบบ
แลกเปล่ียนประจุบวก (cation exchange) ใช้ส าหรับการท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีประจุบวก โดยตัว
แลกเปล่ียนประจุจะมีประจุลบและมีประจุล้อมรอบบริเวณตัวแลกเปล่ียนประจุเป็นประจุบวก 
(Selkirk, 2004) ดังแสดงในรูปท่ี 2.12 (b)  
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รูปที่ 2.12 (a และ b) แสดงลักษณะของตัวแลกเปล่ียนประจุ (ประจุบวก) และประจุท่ีล้อมรอบ 
(ประจุลบ) ของคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุลบ (anion exchange) (a) และลักษณะ
ของตัวแลกเปล่ียนประจุ (ประจุลบ) และประจุท่ีล้อมรอบ (ประจุบวก) ของคอลัมน์โครมาโทกราฟี
แบบแลกเปล่ียนประจุบวก (cation exchange) (b) (Pharmacia, 1991a) 

 
ตัวแลกเปล่ียนประจุประกอบด้วยส่วนของเมทริกซ์ซึ่งมีลักษณะเป็นของแข็งไม่สามารถ

ละลายในตัวท าละลายได้และมีหมู่ฟังก์ชัน (functional group) ซึ่งจะอยู่บริเวณผิวของตัวแลกเปล่ียน
ประจุ โดยสารท่ีนิยมน ามาใช้เป็นตัวแลกเปล่ียนประจุในส่วนของเมทริกซ์มีหลายชนิดเช่น เซลลูโลส 
(cellulose), เด็กซ์แทรน (dextran) และเซฟาเด็กซ์ (sephadex) (Sheehan และ FitzGerald, 
1996) และในการท าบริสุทธิ์โปรตีนนั้นจะต้องค านึงถึงการเลือกหมู่ฟังก์ชันท่ีจะใช้ให้สัมพันธ์กับประจุ
สุทธิของโปรตีนท่ีต้องการท าบริสุทธิ์ เนื่องจากหมู่ฟังก์ชันมีหลายชนิดโดยจะมีประจุและความแรงท่ี
แตกต่างกันไป เมื่อแบ่งตามความแรงของประจุสามารถแบ่งหมู่ฟังก์ชันได้ 2 ชนิดคือ หมู่ฟังก์ชันท่ีเป็น
ตัวแลกเปล่ียนประจุอย่างแรง (strong exchangers) มีช่วง pH 2-12 ตัวอย่างเช่น Sulphopropyl 
(SP), Methyl sulphonate (S) ซึ่งจัดเป็นตัวแลกเปล่ียนประจุบวก และ Quaternary ammonium 
(Q), Quaternary aminoethyl (QAE) ซึ่งจัดเป็นตัวแลกเปล่ียนประจุลบ   นอกจากนี้ยังมีหมู่ฟังก์ชัน
ท่ีเป็นตัวแลกเปล่ียนประจุอย่างอ่อน (weak exchangers) ตัวอย่างเช่น carboxymethyl (CM) ซึ่งมี
ช่วง pH 6-11 ซึ่งจัดเป็นตัวแลกเปล่ียนประจุบวกและ diethylaminoethyl (DEAE) ซึ่งมีช่วง pH 2-
9 ซึ่งจัดเป็นตัวแลกเปล่ียนประจุลบ (Selkirk, 2004; Sheehan และ FitzGerald, 1996) ดังแสดงใน
ตารางท่ี 2.4   โดยโครงสร้างของหมู่ฟังก์ชันของตัวแลกเปล่ียนประจุแสดงในตารางท่ี 2.5   ท้ังนี้ในรูป
ท่ี 2.13 แสดงตัวอย่างโครงสร้างของตัวแลกเปล่ียนประจุ โดยตัวแลกเปล่ียนประจุบวกชนิด 
carboxymethyl-cellulose (CM-cellulose) และ ตั วแลก เป ล่ี ย นประ จุลบชนิ ด 
diethylaminoethyl-cellulose (DEAE-cellulose) (Berg และคณะ, 2002)   สารละลายบัฟเฟอร์
ท่ีใช้ในขั้นตอนการท าบริสุทธิ์โปรตีนนั้น จะต้องเลือกให้เหมาะสมกับชนิดของตัวแลกเปล่ียนประจุและ
ประจุสุทธิของโปรตีนท่ีต้องการท าบริสุทธิ์ โดยสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสมกับตัวแลกเปล่ียนประจุ
นั้นสรุปไว้ดังตารางท่ี 2.6 

 

(a) (b) 
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ตารางที่ 2.4 แสดงชนิดของตัวแลกเปล่ียนประจุ 

  
ชนิดของตัวแลกเปลี่ยนประจุ 

(Ion-exchanger type) 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุอย่างแรง  

(strong exchangers) 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุอย่างออ่น 

(weak exchangers) 
ตัวแลกเปล่ียนประจุบวก 
(Cation exchangers) 

Sulphopropyl (SP) 
Methyl sulphonate (S) 

Carboxymethyl (CM) 

ตัวแลกเปล่ียนประจุลบ 
(Anion exchangers) 

Quaternary ammonium (Q) 
Quaternary aminoethyl 
(QAE) 

Diethylaminoethyl (DEAE) 

ท่ีมา: (Selkirk, 2004) 
 
ตารางที่ 2.5 แสดงโครงสร้างของหมู่ฟังก์ชันของตัวแลกเปล่ียนประจุ 

 

ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก โครงสร้างของหมู่ฟังก์ชัน 
Sulphopropyl (SP) 
Methyl sulphonate (S) 
Carboxymethyl (CM) 

-O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CH2-CH2SO3
- 

-O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-CH2SO3
- 

-O-CH2-COO- 
ตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ โครงสร้างของหมู่ฟังก์ชัน 

Quaternary ammonium (Q) 
Quaternary aminoethyl (QAE) 
Diethylaminoethyl (DEAE) 

-O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-CH2-N
+(CH3)3 

-O-CH2-CH2-N
+(C2H5)2-CH2-CHOH-CH3 

-O-CH2-CH2-N
+H(CH2CH3)2 

ท่ีมา: Amersham Biosciences, Ion Exchange Chromatography – Principles and Method 

 

รูปที่ 2.13 แสดงลักษณะโครงสร้างของตัวแลกเปล่ียนประจุบวกชนิด carboxymethyl-cellulose 
(CM-cellulose) และตัวแลกเปล่ียนประจุลบชนิด diethylaminoethyl-cellulose (DEAE-
cellulose) (Berg และคณะ, 2002) 
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ตารางที่ 2.6 แสดงสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีใช้ในขั้นตอนการท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโท 
กราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ (Ion-Exchange Chromatography) 

 

  สารละลายบัฟเฟอร์: แบบแลกเปลี่ยนประจุบวก 
(Buffers: Cation exchange) 

ประจุบวก 
(cation) 

ช่วง pH ที่เหมาะสม 
(pH range) 

Maleic acid Na+ 1.5–2.5 
Formic acid Na+ 3.3–4.3 
Citric acid Na+ 2.6–6.0 
Lactic acid Na+ 3.6–4.3 
Acetic acid Na+ 4.3–5.3 
MES/NaOH Na+ 5.5–6.7 
Phosphate Na+ 6.7–7.7 
MOPS Na+ 6.5–7.5 
HEPES Na+ 7.5–8.2 

สารละลายบัฟเฟอร์: แบบแลกเปลี่ยนประจุลบ 
(Buffers: Antion exchange) 

ประจุลบ 
(anion) 

ช่วง pH ที่เหมาะสม 
(pH range) 

N-methyl piperazine Cl- 4.5–5.0 
Piperazine Cl- 5.0–6.0 
L-Histidine Cl- 5.5–6.5 
Bis-Tris  Cl- 5.8–6.8 
Bis-Tris propane  Cl- 6.4–7.3 
Triethanolamine  Cl- 7.3–8.2 
Tris Cl- 7.5–8.0 
Diethanolamine Cl- 8.4–9.4 

ท่ีมา: (Selkirk, 2004) 

 
 2.14.3 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนและการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีน 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์และการหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนสามารถท าได้ด้วยวิธี
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส (sodium dodecyl sulfate-poly 
acrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) ซึ่งเป็นวิธีการแยกโปรตีนตามรูปร่างและขนาด
โมเลกุลของโปรตีน ซึ่งสามารถทราบขนาดโมเลกุลของโปรตีนได้เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนขนาด
มาตรฐาน (Laemmli, 1970)   โปรตีนจะถูกท าให้เสียสภาพด้วยสารโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium 
dodecyl sulfate, SDS) ซึ่งเป็นสารท่ีมีประจุลบ (anionic detergent) โดยจะจับกับโครงสร้างของ
โปรตีน ส่งผลให้โปรตีนเสียสภาพ และเมื่อเติม  mercaptoethanol (2-thioethanol) หรือ 
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dithiothreitol จะท าหน้าท่ีไปสลายพันธะ disulfide bonds ของโปรตีน ส่งผลให้โปรตีนเสียสภาพ 
โดยโครงสร้างของโปรตีนไม่สามารถจับกันเป็นโครงสร้างท่ีสมบูรณ์ แต่โครงสร้างจะเป็นเส้นตรงเพราะ
ถูกสลายพันธะ disulfide bonds ไป   จากนั้นน าโปรตีนท่ีเสียสภาพนี้ไปแยกด้วยกระแสไฟฟ้า และ
ย้อมสีแถบของโปรตีนท่ีปรากฎด้วยสีย้อมคูแมซีบลู (coomassie blue) (Berg และคณะ, 2002)   
เมื่อโปรตีนท่ีได้มีความบริสุทธิ์ ข้ันตอนท่ีเป็นท่ีนิยมและมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีน
ท่ีท าบริสุทธิ์ได้นั้นสามารถท าได้ด้วยเครื่อง Mass Spectrometry โดยน าโปรตีนท่ีบริสุทธิ์ไปย่อยด้วย
เอนไซม์ทริปซิน และน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Mass Spectrometry  จากนั้นน ารูปแบบลายพิมพ์ 
(finger print) ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐาน เช่น ฐานข้อมูลของ NCBI (The National 
Center for Biotechnology Information) เพื่อระบุว่าเป็นโปรตีนชนิดใด (Berg และคณะ, 2002)



บทท่ี 3 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. กระดาษกรองเบอร์ 4 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 125 มิลลิเมตรของบริษัท Whatman 
International CO., Ltd., England 

2. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
3. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (microscope) รุ่น CH30RF200 ของบริษัท Olympus, Japan 
4. เครื่องกวนแม่เหล็ก (magatic stirrer) รุ่น 502P-2 ของบริษัท PMC, USA 
5. เครื่องก าเนิดเสียงความถี่สูง ชนิดอ่าง (Sonicator) รุ่น SONOREX RX 100 ของบริษัท 

Bandelin Electronic, Germany 
6. เครื่องแก้ว ของบริษัท Pyrex, USA 
7. เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุ่น innova 4330 บริษัท New 

Brunwick Scientific, Edison, N.J., USA 
8. เครื่องโครมาโทกราฟี รุ่น Bio-Rad Biologic LP และ Bio-Rad model 2110 fraction 

collector ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
9. เครื่องช่ัง รุ่น PG2002-G ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
10. เครื่องนาโนดรอป 2000 (Nanodrop 2000 spectrophotometer) ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 
11. เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 
12. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดต้ังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น 200H ของบริษัท Hattich 

Zentrifugen, Germany 
13. เครื่องปั่นเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น Allegra 25R ของบริษัท 

Backman, Germany 
14. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุ่น G560E ของบริษัท Scientific Industries 

instruments, USA 
15. เครื่องวัดความเป็นกรด-เบส (digital pH meter) รุ่น SevenEasy ของบริษัท Mettler 

Toledo, USA 
16. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Genesys 20 ของบริษัท Thermo 

Spectronic, USA และรุ่น Perkin Elmer instruments Lambda 25 UV/VIS 
Spectrometer ของบริษัท Perkin Elmer instruments, USA 
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17. จานเพาะเล้ียง (petri dish) ขนาด 90x15 มิลลิลิตร ของบริษัท Hycon plastic, USA, 
ขนาด 65x15 มิลลิเมตร ของบริษัท Bioplast, Austria 

18. ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน ของบริษัท 
Millipore, USA 

19. ชุดอุปกรณ์ท า SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis) รุ่น MiniPROTEIN II และเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า รุ่น PAC 300 ของ
บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

20. ตู้เข่ียเช้ือ laminar flow ISSGO รุ่น Clean ของบริษัท Triwork, Thailand 
21. ตู้แช่แข็ง (deep freeze) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo 

Electronic Co., Japan 
22. ตู้บ่มเช้ือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 
23. ตู้อบแห้ง (hot air oven) รุ่น UE600 และ UL80 ของบริษัท Memmert, Germany 
24. ถุงไดแอไลซ์ ขนาดรู 3500 MWCO SnakeSkin บริษัท Thermo Scientific, USA 
25. ไมโครปิเปตและทิปรุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 และ P5000 มิลลิลิตร ของบริษัท 

Gilson, Japan 
26. หลอดคิวเวตต์ (cuvette) รุ่น Spectronic 401 ของบริษัท Milton Roy, USA 
27. อุปกรณ์นับเซลล์ (haemacytometer) ของบริษัท Schott Duran, Germany 
28. Cork Borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 มิลลิเมตร 
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3.2 เคมีภัณฑ์ 

1. กรดไทรคลอโรอะซีติก (Trichloroacetic acid, TCA) ของบริษัท Merck, Germany   
2. กรดอะซีติกเข้มข้น (glacial CH3CHOOH) ของบริษัท Merck, Germany 
3. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 
4. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Merck, Germany 
5. ไกลซีน (glycine) ของบริษัท Amersco, USA 
6. ชุดโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุล ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
7. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
8. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), (C12H25OSO3) ของบริษัท 

Amersco, USA 
9. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany  
10. ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (DEAE Bio-gel A) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
11. ทู-เมอร์แคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) ของบริษัท Bio Basic, Canada 
12. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) ของบริษัท Himedia, India 
13. โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin) ของบริษัท Sigma, USA 
14. ผงบลาโนส ซีเอ็มซี (Blanose CMC) ของบริษัท Bronson and Jacobs International, 

ประเทศไทย 
15. ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Productora the Agar SA, Chili 
16. ผงสกัดจากเนื้อ (beef extract) ของบริษัท Himedia, India  
17. เมธานอล (methanol) ของบริษัท Merck, Germany  
18. สีคูแมสซีบริลเลียนท์บลูจี-250 (coomassie brilliant blue G-250) ของบริษัท Bio Basic, 

Canada  
19. สีบรอมฟีนอลบลู (bromophenol blue) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
20. อาหารส าเร็จรูป PDB (Patato Dextrose Broth) ของบริษัท Himedia, India 
21. อาหารส าเร็จรูป TSB (Tryptic Soy Broth) ของบริษัท Becton, Dickinson and 

company, France 
22. เอทาลีนไดเอมีนเตตระแอซิติกแอซิด (ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA) ของ

บริษัท Bio Basic, Canada 
23. แอซีโตน  (acetone) ของบริษัท Merck, Germany 
24. แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) ของบริษัท BDH, England 
25. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) ของบริษัท Bio Basic, Canada 
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26. Acry/Bis 37.5/1 (30:0.8), 40% (w/v) solution ของบริษัท Amersco, USA 
27. DTT (DL-Dithiothreitol) ของบริษัท Bio Basic, Canada 
28. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) ของบริษัท USB Corporation, UK 
29. Tris(hydroxymethyl) aminomethane, (C4H11NO3) ของบริษัท Research Organics, 

USA 
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3.3 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยและการเก็บรักษา 

 3.3.1 แบคทีเรีย 

 แบคทีเรีย Bacillus subtilis N3 ได้จากการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารยับยั้งราท่ีก่อ
โรคในพืช โดยคงยุทธ เลิศมงคลธรรม (2549) และการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียโดยการหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16s rDNA โดยทิพย์ศิรา ทองพิลา (2554) การเก็บรักษาท าโดยเล้ียง
แบคทีเรียในอาหารแข็งเอียง Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเททับด้วย 15% กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) ท่ี
ผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือ และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 3.3.2 ราก่อโรคพืช 

 ราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ได้รับการอนุเคราะห์จากกองโรคพืช กรมวิชาการเกษตร การ
เก็บรักษาท าโดยเล้ียงราบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Potato dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก ก 
หมายเลข 2) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน จากนั้นเททับด้วย 15% กลีเซอรอล 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 1) ท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือ และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
3.4 การทดสอบความสามารถของ B. subtilis N3 ในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. 

 3.4.1 การเตรียมน้ าเลี้ยงเชื้อจาก B. subtilis N3 และการเตรียมราก่อโรคพืช Bipolaris 
sp. 

  3.4.1.1 การเตรียมน้ าเล้ียงเช้ือจาก B. subtilis N3 

  เล้ียง B. subtilis N3 ในอาหารแข็งเอียง NA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นใช้ลูปเขี่ย B. subtilis N3 1 ลูป ถ่ายลงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) 
(ภาคผนวก ก หมายเลข 3) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใช้ส าหรับเป็น
หัวเช้ือ   จากนั้นน าหัวเช้ือ B. subtilis N3 ถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Tryptic soy broth (TSB) 
(ภาคผนวก ก หมายเลข 4) pH 7.5 โดยให้ค่าความทึบแสง (optical density, OD) ท่ี 660 นาโน
เมตร เท่ากับ 0.5 และบ่มเช้ือบนเครื่องเขย่าควบคุมความเร็วของการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 
0.45 ไมโครเมตรด้วยชุดกรอง Millipore filter ท่ีปราศจากเช้ือ 

  3.4.1.2 การเตรียมราก่อโรคพืช Bipolaris sp. 

  เล้ียงรา Bipolaris sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน 
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 3.4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของน้ าเลี้ยงเชือ้จาก B. subtilis N3 ในการยับยั้งราก่อ
โรคพืช 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีปราศจากเช้ือ จากนั้นน าไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 
องศาเซลเซียสเพื่อไม่ให้อาหารแข็ง จากนั้นผสมน้ าเล้ียงเช้ือจาก B. subtilis N3 ท่ีผ่านการกรองด้วย 
Millipore filter ปริมาตร 1 มิลลิลิตรกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ปริมาตร 24 มิลลิลิตร โดยชุดควบคุม
จะใช้อาหารเล้ียงเช้ือเหลว TSB แทนน้ าเล้ียงเช้ือจากแบคทีเรีย หลังจากนั้นจึงเทเพลต แล้วต้ังไว้ท่ี
อุณหภูมิห้องจนอาหารแข็ง   ตัดราก่อโรคพืชจากข้อ 3.4.1.2 ด้วย cork borer ขนาด 9 มิลลิเมตรท่ี
ปราศจากเช้ือ และวางลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีได้เทเพลตไว้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน   วัดการเจริญของราก่อโรคพืชโดยวัดความกว้างเส้นผ่านศูนย์กลางของการ
เจริญ และน ามาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยสูตรต่อไปนี้ 

% การยับยั้ง   1   
เส้นผ่านศูนย์กลางของราท่ีเจริญในชุดทดลอง

เส้นผ่านศูนย์กลางของราท่ีเจริญในชุดควบคุม
   100 

 

3.5 การท าบริสุทธิ์โปรตีนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช 

 3.5.1 ศึกษาช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีน
จากน้ าเลี้ยงเชื้อ B. subtilis N3 

 เล้ียง B. subtilis N3 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) (ภาคผนวก ก 
หมายเลข 4) บ่มเช้ือบนเครื่องเขย่าควบคุมความเร็วของการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง (ทิพย์ศิรา ทองพิลา, 2554)   จากนั้นน าน้ าเล้ียงเช้ือมาปั่นเหวี่ยง
เพื่อแยกตะกอนเซลล์ออกโดยปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที แล้วจึงน าส่วนใสของน้ าเล้ียงเช้ือ B. subtilis N3 มาตกตะกอนโปรตีน
ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต โดยแปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีเติมลงในน้ าเล้ียงเช้ือ B. 
subtilis N3 ท้ังหมด 3 ช่วงคือ 0-40% 40-80% และ 80-100% โดยปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟต
ท่ีใช้จะดูจากตาราง nomogram (Cutler, 2004) และในระหว่างการเติมแอมโมเนียมซัลเฟตจะเติมที
ละน้อยๆพร้อมกับการกวนอย่างช้าๆ เพื่อให้แอมโมเนียมซัลเฟตละลายได้ดีและจับกับโปรตีนได้อย่าง
สมบูรณ์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   จากนั้นน ามาแยกตะกอนโปรตีนโดยการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว
รอบ 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที และละลายตะกอนโปรตีนท่ี
ตกตะกอนได้แต่ละช่วงด้วยสารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 2) ในปริมาณท่ีน้อยท่ีสุด   จากนั้นเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีนท่ีตกตะกอนได้ โดยการน า
ตะกอนโปรตีนท่ีละลายได้ไปลดปริมาตรน้ าด้วยวิธี aquasorb ด้วยผงบลาโนส ซีเอ็มซี (Blanose 
CMC) จากนั้นไดแอไลซ์ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 เพื่อขจัดเกลือ โดยน าตะกอน
โปรตีนใส่ลงในถุงไดแอไลซ์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) และแช่ถุงไดแอไลซ์ท่ีมีตะกอนโปรตีนใน



 32 

สารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ปริมาตร 1 ลิตร พร้อมท้ังกวนเบาๆ ท่ี
อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนบัฟเฟอร์ใหม่ทุกๆ 5 ช่ัวโมง จ านวน 3 ครั้ง และครั้งสุดท้ายแช่
ถุงไดแอไลซ์ในสารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ท่ีมี 30% กลีเซอรอล 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 5) เป็นเวลา 3-4 ช่ัวโมง   จากนั้นวัดความเข้มข้นของโปรตีนจากค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร แล้วจึงน าโปรตีนไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรค
พืชตามวิธีในข้อ 3.5.3 

 3.5.2 การวัดความเข้มข้นโปรตีน 

 วัดความเข้มข้นของโปรตีนด้วยชุด Bio-Rad Protein Assay (Bio-rad laboratories, USA) 
เตรียม dye reagent โดยผสม dye reagent ปริมาตร 50 มิลลิลิตรกับน้ ากล่ันปลอดประจุปริมาตร 
200 มิลลิลิตร และกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 4 จากนั้นน าตัวอย่างโปรตีนท่ีต้องการวัดความ
เข้มข้นปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมด้วย dye reagent ท่ีได้เตรียมไว้ข้างต้นปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ
บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาทีพร้อมท้ังเขย่าเบาๆตลอดเวลา จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 595 นาโนเมตร และน าค่าท่ีวัดได้มาค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างเมื่อ
เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin) ท่ีมีความเข้มข้น
ในช่วง 2-10 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 3.5.3 การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายตะกอนโปรตีนจากน้ าเลี้ยงเชื้อ B. 
subtilis N3 ในการยับยั้งราก่อโรคพืช 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีปราศจากเช้ือ จากนั้นน าไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 
องศาเซลเซียสเพื่อไม่ให้อาหารแข็ง จากนั้นผสมสารละลายตะกอนโปรตีนท่ีตกตะกอนได้ท้ังสามช่วง 
ท่ีผ่านการกรองด้วย Millipore filter ปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ปริมาตร 9 
มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมจะใช้ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแทน
สารละลายโปรตีน   หลังจากนั้นจึงเทเพลต แล้วต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนอาหารแข็ง   ตัดราก่อโรคพืช
จากข้อ 3.4.1.2 ด้วย cork borer ขนาด 9 มิลลิเมตรท่ีปราศจากเช้ือ และวางลงบนจานอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีได้เทเพลตไว้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน   วัดการเจริญของราก่อโรค
พืชและน ามาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมเช่นเดียวกับข้อ 3.4.2. 
 
 3.5.4 การทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีน 

 ในการทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีนสามารถท าได้โดยน าโปรตีนตัวอย่างท่ีต้องการทดสอบมา
ปรับความเข้มข้นโปรตีนให้เท่ากัน หลังจากนั้นจึงเจือจางความเข้มข้นของโปรตีนแบบล าดับส่วนทีละ
สองเท่า ตามวิธีของ Mataragas และคณะ (2003) และน าโปรตีนตัวอย่างท่ีได้เจือจางความเข้มข้นมา
ทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีนในการยับยั้งราก่อโรคพืช โดยโปรตีนตัวอย่างท่ีใช้ทดสอบคือโปรตีน
ในน้ าเล้ียงเช้ือ สารละลายตะกอนโปรตีนจากน้ าเล้ียงเช้ือท่ีตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต และ
โปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีไอออนเอกซ์เชนจ์โครมาโทกราฟี ดังวิธีในข้อ 3.4.2 และ 3.5.3 
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และ 3.5.7 ตามล าดับ โดยผลการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชท่ีได้จะเปรียบเทียบ
เป็นค่า Arbitrary Unit (AU) โดยค่า AU คือส่วนกลับของค่าความเจือจางของโปรตีนตัวอย่างท่ีสูง
ท่ีสุดท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชท่ีใช้ทดสอบได้ จากนั้นค านวณเป็นค่าแอกทิวิตีจ าเพาะ 
(specific activity) ของโปรตีนเมื่อเปรียบเทียบกับความเข้มข้นโปรตีน (AU/มิลลิกรัมโปรตีน) 
(Barefoot และ Klaenhammer, 1983; Mataragas และคณะ, 2003)  

 

 3.5.5 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีไอออนเอกซ์เชนจ์โครมาโทกราฟี  

 น าโปรตีนท่ีตกตะกอนได้จากข้อ 3.5.1 มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE 
(Diethylaminoethyl)   โดยการเตรียมเจล DEAE ท าได้โดยบรรจุเจลลงในบีกเกอร์หลังจากนั้นใช้
แท่งแก้วกวนเบาๆ จากนั้นต้ังไว้เพื่อให้เจลตกตะกอน แล้วจึงเทน้ าส่วนใสด้านบนท้ิงเนื่องจากเป็นเจล
ท่ีเสียสภาพ และล้างเจลด้วยน้ ากล่ันปลอดประจุ พร้อมท้ังใช้คล่ืนเสียงความถี่สูง (sonication) 3 ครั้ง 
ครั้งละ 15 นาที โดยครั้งสุดท้ายจะล้างด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5   จากนั้น
บรรจุเจลลงในคอลัมน์และต้ังไว้ข้ามคืน   นอกจากนี้สารละลายท้ังหมดท่ีใช้ในการท าบริสุทธิ์โปรตีนซึ่ง
ประกอบด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5  1 โมลาร์  โซเดียมคลอไรด์ในสารละลาย
บัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์  Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 (ภาคผนวก ข หมายเลข 6)  1 โมลาร์ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 7) และน้ ากล่ันปลอดประจุ จะต้องผ่านการก าจัด
ฟองอากาศออกให้หมดโดยการใช้คล่ืนเสียงความถี่สูง ( sonication) ภายใต้ระบบสุญญากาศ   
จากนั้นท าให้เจลภายในคอลัมน์อยู่ในภาวะสมดุลด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 
และน าโปรตีนท่ีตกตะกอนได้จากข้อ 3.5.1 ท่ีมีแอกทิวิตีปริมาตร 1 มิลลิลิตรบรรจุลงคอลัมน์ของ 
DEAE และชะโปรตีนส่วนท่ีไม่จับกับคอลัมน์ออกด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 และ
ชะโปรตีนท่ีจับอยู่กับคอลัมน์ด้วย linear gradient ของ 0-1000 มิลลิโมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ใน 
50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 จากนั้นชะโปรตีนท่ีเหลือในคอลัมน์ด้วย 1 โมลาร์ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ และสุดท้ายชะคอมลัมน์ด้วยน้ ากล่ันปลอดประจุ   การเก็บตัวอย่างโปรตีนนั้นจะ
เก็บเป็นล าดับส่วน ส่วนละ 2 มิลลิลิตร และวัดความเข้มข้นของโปรตีนจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 
นาโนเมตร และรวมล าดับส่วนในแต่ละช่วงเพื่อน าไปไดแอลิซิสด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ 
pH 7.5 เพื่อขจัดเกลือ โดยน าโปรตีนใส่ลงในถุงไดแอไลซ์และแช่ถุงไดแอไลซ์ท่ีมีโปรตีนใน 50 มิลลิโม
ลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ปริมาตร 1 ลิตร พร้อมท้ังกวนเบาๆ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดย
เปล่ียนบัฟเฟอร์ทุกๆ 5 ช่ัวโมง จ านวน 3 ครั้ง และครั้งสุดท้ายแช่ถุงไดแอไลซ์ ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-
HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ท่ีมี 30% กลีเซอรอล เป็นเวลา 3-4 ช่ัวโมง   จากนั้นน าโปรตีนท่ีได้ไปทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชเพื่อเลือกล าดับส่วนของโปรตีนท่ีสามารถยับยั้งราก่อโรคพืช
ตามวิธีในข้อ 3.5.7 และน าโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชมาวิเคราะห์
ความบริสุทธิ์และประมาณน้ าหนักโมเลกุลเบื้องต้นด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ตาม
วิธีในข้อ 3.5.6 
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3.5.6 การหาน้ าหนักโมเลกุลเบื้องต้นด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทร
ฟอเรซิส (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
 การประมาณน้ าหนักโมเลกุลเบ้ืองต้นของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์สามารถท าได้ด้วยวิธีโซเดียมโด
เดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) ตามวิธีของ Laemmli (1970) ขั้นตอนแรกคือท าความสะอาด
แผ่นกระจกส าหรับเตรียมเจลท่ีมีขนาด 8.2x10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.4x10.2 เซนติเมตร ด้วย 
95% แอลกอฮอล์ ซึ่งกระจกท้ังสองแผ่นจะมีช่องว่างระหว่างกระจกประมาณ 1.5 มิลลิเมตร จากนั้น
ประกบแผ่นกระจกเข้าด้วยกัน และประกอบเข้ากับชุดหล่อเจล MiniPROTEIN II (Bio-Rad 
Laboratories, USA) จากนั้นเทสารละลายเซพาเรติงเจล (separating gel) ท่ีมีความเข้มข้น 14% 
ซึ่งสามารถเตรียมได้ดังนี้ 
 
การเตรียมสารละลายเซพาเรติงเจล (separating gel) ท่ีมีความเข้มข้น 14% โดยผสมสารต่างๆดังนี้ 
 น้ ากล่ันปลอดประจุ      5.62 มิลลิลิตร 

 1.5 โมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 8.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 8) 4.5 มิลลิลิตร 

 10% SDS (ภาคผนวก ข หมายเลข 9)    180 ไมโครลิตร 

 40% Acrylamide PAGE      5.625 มิลลิลิตร 

 10% Ammonium persulfate (ภาคผนวก ข หมายเลข 10) 150 ไมโครลิตร 

 เติม TEMED 15 ไมโครลิตร เป็นสารสุดท้ายเนื่องจาก TEMED และแอมโมเนียมเปอร์ซัล   
เฟตจะท าให้สารละลายเซพาเรติงเจลแข็งตัวเร็ว จากนั้นผสมสารละลายทุกชนิดให้เข้ากัน และเท
สารละลายเซพาเรติงเจลลงในช่องระหว่างแผ่นกระจกท่ีเตรียมไว้ให้มีความสูงประมาณ 5 เซนติเมตร 
และเทน้ ากล่ันปลอดประจุลงไปให้ท่วมแผ่นกระจกเพื่อไล่ฟองอากาศและปรับผิวหน้าของเซพาเรติง
เจลให้เท่ากัน จากนั้นต้ังไว้ประมาณ 10 นาที เพื่อรอให้เซพาเรติงเจลแข็งตัว หลังจากนั้นจึงเทน้ ากล่ัน
ปลอดประจุท้ิงและซับด้วยกระดาษซับ   ล าดับต่อมาเตรียมสารละลายสแต็กกิงเจล (stacking gel) ท่ี
มีความเข้มข้น 5% ซึ่งสามารถเตรียมได้ดังนี้ 

การเตรียมสารละลายสแต็กกิงเจล (stacking gel) ท่ีมีความเข้มข้น 5% โดยผสมสารต่างๆดังนี้ 

 น้ ากล่ันปลอดประจุ      2.8 มิลลิลิตร 

 0.5 โมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 6.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 11) 1.25 มิลลิลิตร 

 10% SDS (ภาคผนวก ข หมายเลข 9)    50 ไมโครลิตร 

 40% Acrylamide PAGE      0.6225 มิลลิลิตร 

 10% Ammonium persulfate (ภาคผนวก ข หมายเลข 10) 50 ไมโครลิตร 
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 เติม TEMED 5 ไมโครลิตร เป็นสารสุดท้ายและผสมสารละลายทุกชนิดให้เข้ากัน จากนั้นเท
สารละลายสแต็กกิงเจลให้ท่วมช่องว่างท่ีเหลือของกระจก และวางแผ่นพลาสติกส าหรับเตรียมช่องใส่
ตัวอย่าง (slot former) ลงระหว่างแผ่นกระจกท้ังสองแผ่น ต้ังไว้เพื่อรอให้สแต็กกิงเจลแข็งตัว จากนั้น
จึงค่อยๆดึงเอาแผ่นพลาสติกส าหรับเตรียมช่องใส่ตัวอย่างออก   ล าดับต่อมาน าเจลท่ีเตรียมได้มา
ประกอบเข้ากับชุดท าอิเล็กโทรฟอเรซิส และเติมรันนิ่งบัฟเฟอร์ ( running buffer) (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 12) ลงในชุดท าอิเล็กโทรฟอเรซิสจนเต็ม  

 การเตรียมตัวอย่างโปรตีนมาตรฐาน เตรียมโดยผสมโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุล
(Thermoscientific PageRuler Prestained Protein Ladder: Cat. No. 26616; Spectra 
Multicolor Broad Range Protein Ladder: Cat. No. 26634, Lithuania) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร
กับ 2x denaturing buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 13) ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 50 ไมโครลิตร 
ลงในช่องใส่ตัวอย่าง   ส าหรับการเตรียมตัวอย่างโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้จากข้อ 3.5.5 เตรียมโดยน า
โปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้นั้นมาปรับความเข้มข้นให้เท่ากับ 200 ไมโครกรัม ในปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
จากนั้นเพิ่มความเข้มข้นโปรตีนโดยการตกตะกอนโปรตีนด้วย 10% กรดไทรคลอโรอะซีติก  น าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13000 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นจึงละลายกรดไทรคลอโรอะซีติก ออกจาก
ตะกอนโปรตีนด้วยแอซีโตน และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และปั่น
เหวี่ยงอีกครั้งท่ีความเร็วรอบ 13000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   
จากนั้นจึงผสมโปรตีนท่ีตกตะกอนได้กับ 1x SDS-PAGE sample buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 
14) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มโปรตีนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และปั่น
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึง
หยดโปรตีนตัวอย่างปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในช่องใส่ตัวอย่าง และท าอิเล็กโทรฟอเรซิสท่ี 200 
โวลท์ เป็นเวลา 60 นาที   จากนั้นเมื่อสีของบรอมฟีนอลบลูเคล่ือนลงมาถึงปลายของแผ่นเจลแล้ว น า
แผ่นเจลออกจากแผ่นกระจก และย้อมสีโปรตีนด้วยสีย้อมคูแมสซีบลู (Coomassie blue staining 
solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 15) โดยแช่แผ่นเจลให้ท่วมด้วยสีย้อมเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พร้อม
ท้ังเขย่าเบาๆตลอดเวลา หลังจากนั้นล้างสีย้อมออกด้วยสารละลายส าหรับล้างสี (destaining 
solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 16) เป็นเวลา 30 นาที 2 ครั้ง และครั้งสุดท้ายล้างสีย้อมออกด้วย 
fix solution (ภาคผนวก ข หมายเลข 17)   ระหว่างการล้างสีย้อมออกจะต้องเขย่าเบาๆตลอดเวลา 
จนกระท่ังเห็นแถบโปรตีนชัดเจน   จากนั้นจึงหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้โดย
เปรียบเทียบกับการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุล (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 3.5.7 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีปราศจากเช้ือ จากนั้นน าไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 
องศาเซลเซียสเพื่อไม่ให้อาหารแข็ง และผสมโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้โดยปรับความเข้มข้นให้
เท่ากันเป็น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 9 มิลลิลิตร 
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หลังจากนั้นจึงเทเพลต และต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจนอาหารแข็ง ตัดราก่อโรคพืชจากข้อ 3.4.1.2 ด้วย 
cork borer ขนาด 9 มิลลิเมตรท่ีปราศจากเช้ือ และวางลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีได้เทเพลตไว้ 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน วัดความกว้างเส้นผ่านศูนย์กลางการเจริญของ
ราก่อโรคพืชและค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งคืออาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
ผสมด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5  
 
3.6 การศึกษาผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อการเจริญของเส้นใยและสปอร์ของราภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ และกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด  

 3.6.1 การศึกษาผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อการเจริญของสายใยรา 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีปราศจากเช้ือ จากนั้นน าไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศา
เซลเซียสเพื่อไม่ให้อาหารแข็ง และผสมโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้โดยปรับความเข้มข้นให้เท่ากัน
เป็น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 9 มิลลิลิตร หลังจากนั้น
จึงเทเพลต และต้ังไว้ที่อุณหภูมิห้องจนอาหารแข็ง ตัดราก่อโรคพืชจากข้อ 3.4.1.2 ด้วย cork borer 
ขนาด 9 มิลลิเมตรท่ีปราศจากเช้ือ และวางลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีได้เทเพลตไว้ น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน จากนั้นสังเกตการเปล่ียนแปลงของการเจริญของสายใยรา
โดยเขี่ยสายใยราจากจานเพาะเช้ือมาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและกล้องจุลทรรศน์
แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) โดยใช้บริการของศูนย์เครื่องมือวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่เติมโปรตีนท่ี
แยกและท าบริสุทธิ์ได้ 

 3.6.2 การศึกษาผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อการงอกของสปอร์รา 

 เล้ียงรา Bipolaris sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งเอียง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นเตรียมสารแขวนลอยของสปอร์รา 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ในชุดทดลองจะผสม
สารแขวนลอยของสปอร์รากับโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ โดยปรับความเข้มข้นของโปรตีนให้
เท่ากับ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร   ในปริมาตร 100 และ 200 ไมโครลิตร ตามล าดับ และในชุด
ควบคุมคือเติมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว PDB (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) แทนโปรตีนท่ีแยกและท า
บริสุทธิ์  จากนั้นสังเกตการงอกของสปอร์ท่ีเปล่ียนแปลงไปทุกๆ 3 ช่ัวโมงหลังจากเติมโปรตีนท่ีแยก
และท าบริสุทธิ์ได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด โดยใช้บริการ
ของศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมท่ีไม่เติมโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ 

3.7 การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช 

 น าโปรตีนบริสุทธิ์ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชท่ีผ่านการท าธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอ
ลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิสจากข้อ 3.5.6 มาวิเคราะห์ว่าเป็นโปรตีนชนิดใด โดยตัดแถบของ
โปรตีนท่ีปรากฎจากอะคริลาไมด์เจลใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน้ ากล่ันปลอด
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ประจุท่ีผ่านการฆ่าเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตรเพื่อไม่ให้เจลแห้ง จากนั้นส่งวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Liquid 
Chromatography Quadrupole Time-of-flight Tandem Mass Spectrometry (LC/MS/MS 
แบบ Q-ToF) โดยใช้บริการของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
และน ารูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI 
(The National Center for Biotechnology Information) เพื่อระบุว่าเป็นโปรตีนชนิดใด 

3.8 การหาความเข้มข้นของโปรตีนที่แยกและท าบริสุทธิ์ได้ที่สามารถยับยั้งการเจริญของสายใยรา
ก่อโรคพืชได้ 50 เปอร์เซ็นต์ 

 น าโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้จากวิธีในข้อ 3.5.5 มาปรับความเข้มข้นโปรตีนแบบล าดับ
ส่วนให้เท่ากับ 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125, 0.00625, 0.00313, 0.00156, และ 0.00078 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร  จากนั้นน าโปรตีนไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชตามวิธีในข้อ 3.5.7 และสร้าง
กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้งและความเข้มข้นโปรตีน เพื่อหาความเข้มข้น
ของโปรตีนท่ีสามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้ 50 เปอร์เซ็นต์  
 
3.9 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนที่แยกและท าบริสุทธิ์ได้ในใบข้าวโพด 

 3.9.1 การเตรียมใบข้าวโพด 

 คัดเลือกเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดท่ีมีความสมบูรณ์คือไม่มีโรคและบาดแผล จากนั้นฆ่าเช้ือท่ีผิวเมล็ด
พันธุ์ด้วย 0.5% NaOCl เป็นเวลา 1 นาที และล้างด้วยน้ ากล่ันปลอดเช้ือ 2 ครั้ง (Zhang และคณะ, 
2013) หลังจากนั้นน าเมล็ดพันธุ์มาแช่ในน้ ากล่ันปลอดเช้ือ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิห้อง 
คัดเลือกเมล็ดพันธุ์ท่ีมีการงอกของรากประมาณ 1 เซนติเมตร และปลูกเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดในดินท่ีมี
ความอุดมสมบูรณ์และปลอดเช้ือ รดน้ าวันละ 2 ครั้ง หลังจากนั้นเมื่อข้าวโพดเจริญเติบโตเป็นเวลา 7 
วัน จึงน ามาทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้   โดยในแต่ละ
กระถางจะประกอบด้วยข้าวโพด 1 เมล็ด   

 3.9.2 การเตรียมสารแขวนลอยของสปอร์ราก่อโรคพืชที่จะใช้ทดสอบ 

 เล้ียงรา Bipolaris sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งเอียง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นเตรียมสารแขวนลอยของสปอร์รา 10 6 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เพื่อใช้ในการ
ทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ 

 3.9.3 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนที่แยกและท าบริสุทธิ์ได้ในใบ
ข้าวโพด 

 ในขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ จะ
ท าการทดลองบริเวณใบของต้นข้าวโพด โดยคัดเลือกต้นข้าวโพดท่ีมีใบท่ีปราศจากโรคและไม่มี
บาดแผลจากข้อ 3.9.1 ตัดใบข้าวโพดให้มีความยาวประมาณ 8-10 เซนติเมตร โดยแต่ละการทดลอง
จะท าการทดลองซ้ า 5 ครั้ง จากนั้นทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนท่ีแยกและท า
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บริสุทธิ์ได้ โดยท าให้ใบข้าวโพดเกิดบาดแผลท่ีบริเวณกึ่งกลางของใบโดยใช้เข็มปลอดเช้ือ จากนั้นเติม
สารแขวนลอยของสปอร์รา 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงบนบริเวณบาดแผล 
และบ่มท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงเติมโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้จากข้อ 
3.5.5 โดยปรับความเข้มข้นของโปรตีนบริสุทธิ์ให้เท่ากับ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ลงบนบริเวณท่ีเกิดบาดแผล จากนั้นน าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน พร้อมท้ังวัด
ความกว้างของบาดแผลท่ีเกิดขึ้นเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบคือเติมน้ ากล่ันแทนโปรตีนท่ีแยก
และท าบริสุทธิ์ได้ และชุดควบคุมผลบวกคือเติมเฉพาะสารแขวนลอยของสปอร์ราก่อโรคพืช    

 3.9.4 การทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนที่แยกและท าบริสุทธิ์ได้ในใบ
ข้าวโพด 

 ในขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ในการป้องกันราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ จะ
ท าการทดลองบริเวณใบของต้นข้าวโพด โดยคัดเลือกต้นข้าวโพดท่ีมีใบท่ีปราศจากโรคและไม่มี
บาดแผลจากข้อ 3.9.1 ตัดใบข้าวโพดให้มีความยาวประมาณ 8-10 เซนติเมตร  โดยแต่ละการทดลอง
จะท าการทดลองซ้ า 5 ครั้ง โดยขั้นตอนแรกจะท าให้ใบข้าวโพดเกิดบาดแผลท่ีบริเวณกึ่งกลางของใบ
โดยใช้เข็มปลอดเช้ือ จากนั้นเติมโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้จากข้อ 3.5.5 โดยปรับความเข้มข้น
ของโปรตีนบริสุทธิ์ให้เท่ากับ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณท่ีเกิด
บาดแผล และบ่มท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจึงเติมสารแขวนลอยของสปอร์
รา 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงบนบริเวณท่ีเกิดบาดแผล น าไปบ่มไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน พร้อมท้ังวัดความกว้างของบาดแผลท่ีเกิดขึ้นเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
ผลลบคือเติมน้ ากล่ันแทนโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ และชุดควบคุมผลบวกคือเติมเฉพาะสาร
แขวนลอยของสปอร์ราก่อโรคพืช    
 
3.10 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 สถิติท่ีใช้ในงานวิจัยนี้คือ สถิติพรรณนา (Descriptive statistics) ในการค านวณหาค่าเฉล่ีย
และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานในการทดลองแต่ละขั้นตอน 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การทดสอบความสามารถของ B. subtilis N3 ในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. 

 การทดสอบประสิทธิภาพของน้ าเล้ียงเช้ือจาก B. subtilis N3 ในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วย
วิธีการกรองน้ าเล้ียงเช้ือด้วย Millipore filter โดยเล้ียง B. subtilis N3 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 
Tryptic soy broth (TSB) pH 7.5 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้น
ปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลล์ออกและน าส่วนใสของน้ าเล้ียงเช้ือกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 
ไมโครเมตรด้วยชุดกรอง Millipore filter ท่ีปราศจากเช้ือ หลังจากนั้นจึงผสมน้ าเล้ียงเช้ือปริมาตร 1 
มิลลิลิตรกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ปริมาตร 24 มิลลิลิตร เมื่ออาหารเล้ียงเช้ือแข็งตัดราก่อโรคพืช 
Bipolaris sp. ด้วย cork borer ขนาด 9 มิลลิเมตรท่ีปราศจากเช้ือ และวางลงบนจานอาหารเล้ียง
เช้ือ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน จากนั้นเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งราก่อโรคพืชกับชุดควบคุมคือใช้อาหารเล้ียงเช้ือเหลว TSB ผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
จากนั้นวัดการเจริญของราก่อโรคพืชโดยวัดความกว้างเส้นผ่านศูนย์กลางของการเจริญ จากการ
ทดลอง 3 ซ้ า แล้วหาค่าเฉล่ีย และน ามาค านวณหาเปอร์เซนต์การยับยั้งโดยใช้สูตรค านวณดังนี้ 

% การยับยั้ง   1   
เส้นผ่านศูนย์กลางของราท่ีเจริญในชุดทดลอง

เส้นผ่านศูนย์กลางของราท่ีเจริญในชุดควบคุม
   100 

 ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือจาก B. subtilis N3 มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ได้ดี โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 
65.56±0.21 เปอร์เซ็นต์  

ตารางที่ 4.1 แสดงประสิทธิภาพของน้ าเล้ียงเช้ือจาก B. subtilis N3 ในการยับยั้งรา Bipolaris sp. 

 
ราก่อโรคพืช ชุดควบคุม ชุดทดลอง เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 

Bipolaris sp. 

  

65.56±0.21 
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4.2 การท าบริสุทธิ์โปรตีนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช 

 4.2.1 การศึกษาช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการตกตะกอน
โปรตีนจากน้ าเลี้ยงเชื้อ B. subtilis N3 

 เมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือท่ีเล้ียง B. subtilis N3 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว Tryptic soy broth 
(TSB) pH 7.5 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง มาตกตะกอนโปรตีนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟต โดยแปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีเติมลงในน้ าเล้ียงเช้ือของ B. 
subtilis N3 ท้ังหมด 3 ช่วงคือ 0-40%, 40-80% และ 80-100% จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนท่ี
ตกตะกอนได้แต่ละช่วงด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ในปริมาตรท่ีน้อยท่ีสุด และ
เพิ่มความเข้มข้นของสารละลายตะกอนโปรตีนโดยการลดปริมาตรน้ าด้วยวิธี aquasorb ด้วยผงบลา
โนส ซีเอ็มซี (Blanose CMC) สุดท้ายน าเกลือออกจากสารละลายตะกอนโปรตีนด้วยวิธีไดแอลิซิส 
จากนั้นจึงน าสารละลายตะกอนโปรตีนไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช โดยผสม
สารละลายตะกอนโปรตีนท่ีตกตะกอนได้จากท้ังสามช่วง ท่ีผ่านการกรองด้วย Millipore filter 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ปริมาตร 9 มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมจะใช้ 50 มิลลิ
โมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ปริมาตร 9 
มิลลิลิตร เมื่ออาหารเล้ียงเช้ือแข็งจึงตัดราก่อโรคพืชด้วย cork borer ขนาด 9 มิลลิเมตรท่ีปราศจาก
เช้ือ และวางลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีได้เทเพลตไว้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
5 วัน วัดการเจริญของราก่อโรคพืช จากการทดลอง 3 ซ้ า แล้วหาค่าเฉล่ีย และน ามาค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  

 ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4.2 และรูปท่ี 4.1 พบว่าสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 
0-40% และ 40-80% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ได้ดีกว่าน้ าเล้ียงเช้ือ 
โดยสารละลายตะกอนโปรตีนท้ังสองช่วงมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากันคือ 80 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมากกว่า
น้ าเล้ียงเช้ือท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 65.56 เปอร์เซ็นต์ โดยความเข้มข้นของสารละลายตะกอน
โปรตีนในช่วง 0-40% และ 40-80% เท่ากับ 5.97 และ 17.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดับ และ
พบว่าในขั้นตอนการปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนโปรตีนในช่วง 80-100% นั้น ตะกอนโปรตีนในช่วงนี้มี
ปริมาณท่ีน้อยมาก จึงไม่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช ดังนั้นสารละลายตะกอนโปรตีน
ในช่วง 0-40% และ 40-80% จึงเหมาะสมในการน าไปแยกและท าบริสุทธิ์ต่อไป เนื่องจากมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้ดีท่ีสุด  

 



 41 

ตารางที่ 4.2 แสดงความกว้างของเส้นผ่านศูนย์กลางและเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris 
sp. จากสารละลายตะกอนโปรตีนท่ีตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0-40%, 40-80% และ 
80-100% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5) 

 

แอมโมเนียมซัลเฟต 
(เปอร์เซ็นต์) 

ความกว้างของเส้นผ่านศูนย์กลาง
(เซนติเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 

0-40 1±0 80 
40-80 1±0 80 
80-100 5±0 0 

 

         

    

รูปที่ 4.1 แสดงความกว้างของเส้นผ่านศูนย์กลางของราก่อโรคพืช Bipolaris sp. จากสารละลาย
ตะกอนโปรตีนท่ีตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0-40% (b), 40-80% (c), และ 80-100% 
(d) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5) ท่ีมีความกว้างของ
เส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 5 เซนติเมตร (a) 

(a) (b) 

(c) (d) 
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 เมื่อวัดความเขม้ข้นของโปรตีนในน้ าเล้ียงเช้ือ B. subtilis N3 และสารละลายตะกอนโปรตีน
ท่ีตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0-40% และ 40-80% พบว่ามีความเข้มข้นโปรตีนเท่ากับ 
1.62, 5.97 และ 17.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดับ และเมื่อค านวณความเข้มข้นของโปรตีน
ท้ังหมดพบว่ามีค่าเท่ากับ 16186.96, 238.92 และ 797.18 มิลลิกรัมตามล าดับ นอกจากนี้เมื่อน าน้ า
เล้ียงเช้ือ และสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-40% และ 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต ไป
ทดสอบแอกทิวิตีในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. พบว่าสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-
40% และ 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต มีแอกทิวิตีเท่ากันคือ 2048 AU/มิลลิลิตร ซึ่งมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้มากกว่าน้ าเล้ียงเช้ือท่ีมีค่าแอกทิวิตีเท่ากับ 128 AU/
มิลลิลิตร นอกจากนั้นเมื่อค านวณหาค่าแอกทิวิตีจ าเพาะของโปรตีนในแต่ละช่วงพบว่า สารละลาย
ตะกอนโปรตีนในช่วง 0-40% และ 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต มีค่าเท่ากับ 342.88 และ 
118.18 AU/มิลลิกรัมของโปรตีน ซึ่งมีค่ามากกว่าน้ าเช้ือเล้ียงท่ีมีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ 79.08 
AU/มิลลิกรัมของโปรตีน และเมื่อค านวณค่าแอกทิวิตีรวมพบว่าสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-
40% และ 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต มีค่าเท่ากับ 81920 และ 94208 ตามล าดับ ในขณะท่ี
น้ าเล้ียงเช้ือมีค่าแอกทิวิตีรวมเท่ากับ 1280000 AU ดังแสดงในตารางท่ี 4.3  
 
ตารางที่ 4.3 แสดงความเข้มข้นโปรตีนและแอกทิวิตีในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ของน้ า
เล้ียงเช้ือ B. subtilis N3 และสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-40% และ 40-80% ของ
แอมโมเนียมซัลเฟต 

 

ตัวอย่าง 
ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

ความ
เข้มข้น
โปรตีน 

(มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้น
โปรตีน
ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอกทิวิตี 
(AU/มิลลิ

ลิตร) 

แอกทิวิตี
จ าเพาะ 

(AU/มิลลิ
กรัมของ
โปรตีน) 

แอกทิวิตี
รวม 
(AU) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เท่า) 

น้ าเล้ียงเช้ือ 10000 1.62 16186.96 128 79.08 1280000 1.00 
แอมโมเนียม

ซัลเฟต  
0-40% 

40 5.97 238.92 2048 342.88 81920 4.34 

แอมโมเนียม
ซัลเฟต  

40-80% 
46 17.33 797.18 2048 118.18 94208 1.49 
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 4.2.2 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีไอออนเอกซ์เชนจ์โครมาโทกราฟี 

 ขั้นตอนการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีไอออนเอกซ์เชนจ์โครมาโทกราฟี ท าได้โดยน า
สารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-40% และ 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีมีความเข้มข้น
เท่ากับ 5.97 และ 17.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดับ มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์
เชนจ์ DEAE (Diethylaminoethyl) ซึ่งสารตัวกลางนี้ท าหน้าท่ีแลกเปล่ียนประจุลบ ตามวิธีในข้อ 
3.5.5 จากนั้นชะโปรตีนส่วนท่ีไม่จับกับคอลัมน์ออกด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 
และชะโปรตีนท่ีจับอยู่กับคอลัมน์ด้วย linear gradient ของ 0-1000 มิลลิโมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์
ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 การเก็บตัวอย่างโปรตีนจะเก็บเป็นล าดับส่วน ส่วนละ 
2 มิลลิลิตร และวัดความเข้มข้นของโปรตีนจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร และรวมล าดับ
ส่วนเป็นช่วง ช่วงละ 4-6 ล าดับส่วน เพื่อน าไปขจัดเกลือด้วยวิธีไดแอลิซิส หลังจากนั้นน าโปรตีนท่ีได้
ไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชเพื่อเลือกช่วงของล าดับส่วนโปรตีนท่ีสามารถยับยั้ง
ราก่อโรคพืชได้ ผลการทดลองแสดงดังนี้ เมื่อน าสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0 -40% ของ
แอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีมีความเข้มข้นเท่ากับ 5.97  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีแอน
ไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE โดยท าการทดลอง 2 ครั้ง (a และ b) แต่ละครั้งของการทดลองจะเติม
สารละลายตะกอนโปรตีนท่ีผ่านการกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตรด้วยชุดกรอง 
Millipore filter ท่ีปราศจากเช้ือ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร จากนั้นรวมช่วงล าดับส่วนของโปรตีนท่ีอยู่
ในช่วงระหว่างและหลัง linear gradient ของ 0-1 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-
HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 โดยก าหนดให้แต่ละช่วงประกอบด้วย 4-6 ล าดับส่วน ดังนี้ ช่วงล าดับส่วนท่ี 
25-28, 29-32, 33-36, 37-40, และ 41-45 ดังแสดงในรูปท่ี 4.2 (a) และช่วงล าดับส่วนท่ี 25-29, 
30-35, 36-40, และ 41-45 ดังแสดงในรูปท่ี 4.2 (b)  
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รูปที่ 4.2 (a และ b) แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตรและความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์
ของล าดับส่วนต่างๆของสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-40% ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอน
ไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE ซึ่งชะโปรตีนด้วย linear gradient ของ 0-1 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ใน 
50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 

(a) 

(b) 
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 จากนั้นน าโปรตีนในแต่ละช่วงไปขจัดเกลือด้วยวิธีไดแอลิซิส และทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ตามวิธีในข้อ 3.5.7 พบว่าช่วงล าดับส่วนท่ี 33-36, 37-40, 30-35, 
และ 36-40 สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 17.50, 25.00, 11.11, 
และ 2.89 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ในขณะท่ีช่วงล าดับส่วนอื่นๆไม่สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้  
เนื่องจากพบว่าสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-40% ของแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์
ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE นั้น มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้ค่อนข้างต่ า โดยมี
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งต่ ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ จึงไม่ได้น าไปวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 

ล าดับต่อไปจึงน าสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีมี
ความเข้มข้นเท่ากับ 17.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรมาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE 
โดยท าการทดลอง 3 ครั้ง (a, b และ c) แต่ละครั้งของการทดลองจะเติมสารละลายตะกอนโปรตีนท่ี
ผ่านการกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตรด้วยชุดกรอง Millipore filter ท่ีปราศจาก
เช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นรวมช่วงล าดับส่วนของโปรตีนท่ีอยู่ในช่วงระหว่างและหลัง linear 
gradient ของ 0-1 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 โดย
ก าหนดให้แต่ละช่วงประกอบด้วย 4-6 ล าดับส่วน ดังนี้ ช่วงล าดับส่วนท่ี 15-18, 21-24, 32-35, 41-
44, 45-48, และ 49-52 ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 (a) และรูปท่ี 4.3 (b) แสดงช่วงล าดับส่วนท่ี 28-32, 33-
38, 39-44, 45-50, 51-55, และ 56-60 และรูปท่ี 4.3 (c) แสดงช่วงล าดับส่วนท่ี 25-28, 29-34, 35-
39, 40-44, 45-50, และ 51-55 จากนั้นน าโปรตีนในแต่ละช่วงล าดับส่วนไปขจัดเกลือด้วยวิธีไดแอลิ
ซิส และทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ตามวิธีในข้อ 3.5.7  
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(a) 

(b) 
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รูปที่ 4.3 (a, b, และ c) แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตรและความเข้มข้นของโซเดียม
คลอไรด์ของล าดับส่วนต่างๆของสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต 
ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE ซึ่งชะโปรตีนด้วย linear gradient ของ 
0-1 โมลาร์ของโซเดียมคลอไรด์ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ของช่วงล าดับส่วน
ของโปรตีนจากสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีผ่านการท า
บริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE พบว่าโปรตีนในแต่ละช่วงล าดับส่วนท้ังระหว่างและหลัง 
linear gradient ของโซเดียมคลอไรด์นั้นมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้ดีกว่าโปรตีนจาก
สารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-40% ของแอมโมเนียมซัลเฟต ในการทดสอบนั้นมีช่วงล าดับส่วน 
2 ช่วงท่ีปริมาตรสุดท้ายไม่เพียงพอต่อการทดสอบคือ ช่วงล าดับส่วนท่ี 21-24 (ตัวอย่างท่ี 23) และ 
25-28 (ตัวอย่างท่ี 34) ช่วงล าดับส่วนโปรตีนท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงสุด 8 ช่วงล าดับส่วนแสดงใน
ตารางท่ี 4.4 ซึ่งประกอบด้วย ช่วงล าดับส่วนท่ี 28-32 (ตัวอย่างท่ี 28), 51-55 (ตัวอย่างท่ี 32), 51-55 
(ตัวอย่างท่ี 39), 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38), 45-48 (ตัวอย่างท่ี 26), 40-44 (ตัวอย่างท่ี 37), 45-50 
(ตัวอย่างท่ี 31), และ 29-34 (ตัวอย่างท่ี 35) ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 71, 70, 66, 62, 59, 
59, 58, และ 57% ตามล าดับ และเมื่อวิเคราะห์ความเข้มข้นโปรตีนของแต่ละช่วงล าดับส่วนพบว่ามี
ความเข้มข้นโปรตีนเท่ากับ 0.50, 0.39, 0.54, 0.40, 0.38, 1.07, 0.36, และ 0.74 มิลลิกรัมต่อ

(c) 
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มิลลิลิตรตามล าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.5 ซึ่งมีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ 129.22, 164.66, 
118.43, 159.61, 166.41, 60.08, 177.79, และ 86.82 AUต่อมิลลิกรัมของโปรตีน หลังจากทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชจากช่วงล าดับส่วนท้ัง 8 อันดับ พบว่าช่วงล าดับส่วนท่ี 45-48 
(26), ช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (31), ช่วงล าดับส่วนท่ี 51-55 (ตัวอย่างท่ี 32), ช่วงล าดับส่วนท่ี 29-34 
(35), และช่วงล าดับส่วนท่ี 51-55 (ตัวอย่างท่ี 39) มีปริมาตรสุดท้ายไม่เพียงพอต่อการวิเคราะห์ใน
ขั้นตอนต่อไป ดังนั้นจึงเลือกเฉพาะช่วงล าดับส่วนโปรตีนท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงสุด 3 ตัวอย่าง 
ได้แก่ ช่วงล าดับส่วนท่ี 28-32 (ตัวอย่างท่ี 28), 40-44 (ตัวอย่างท่ี 37), และ 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) 
เพื่อน าไปวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และหาน้ าหนักโมเลกุลด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโทรฟอเรซิสต่อไป  
 
 
ตารางที่ 4.4 แสดงความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางและเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. 
ของช่วงล าดับส่วนจากสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีผ่านการ
ท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE 

  

ตัวอย่าง 
ช่วงล าดับ

ส่วน 
ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลาง

(เซนติเมตร) 
เปอร์เซ็นต์
การยับยั้ง 

ภาพแสดงการยับยั้ง 

ชุดควบคุม - 5.00±0.00 0 

 

22 15-18 2.90±0.14 42 
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ตัวอย่าง ช่วงล าดับส่วน 
ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลาง

(เซนติเมตร) 
เปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้ง 
ภาพแสดงการยับยั้ง 

24 32-35 2.95±0.07 41 

 

25 41-44 2.20±0.00 56 

 

26 45-48 2.05±0.21 59 

 

27 49-52 4.85±0.07 3 

 

28 28-32 1.45±0.35 71 
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ตัวอย่าง ช่วงล าดับส่วน 
ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลาง

(เซนติเมตร) 
เปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้ง 
ภาพแสดงการยับยั้ง 

29 33-38 5.00±0.00 0 

 

30 39-44 2.95±0.07 41 

 

31 45-50 2.10±0.00 58 

 

32 51-55 1.50±0.42 70 

 

33 56-60 4.50±0.00 10 
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ตัวอย่าง ช่วงล าดับส่วน 
ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลาง

(เซนติเมตร) 
เปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้ง 
ภาพแสดงการยับยั้ง 

35 29-34 2.15±0.21 57 

 

36 35-39 2.40±0.57 52 

 

37 40-44 2.05±0.07 59 

 

38 45-50 1.90±0.00 62 

 

39 51-55 1.70±0.71 66 
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ตารางที่ 4.5 แสดงความเข้มข้นโปรตีนและแอกทิวิตีในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ของน้ า
เล้ียงเช้ือ B. subtilis N3 สารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 0-40% และ 40-80% ของแอมโมเนียม
ซัลเฟต และล าดับส่วนของโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE 

 

ตัวอย่าง 
ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

ความ
เข้มข้น
โปรตีน 

(มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 

ความ
เข้มข้น
โปรตีน
ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอกทิวิตี 
(AU/ 

มิลลิลิตร) 

แอกทิวิตี
จ าเพาะ 

(AU/มิลลิก
รัมของ
โปรตีน) 

แอกทิวิตี
รวม 
(AU) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เท่า) 

น้ าเล้ียงเช้ือ 10000 1.62 16186.96 128 79.08 1280000 1.00 
แอมโมเนียม

ซัลเฟต 
0-40% 

40 5.97 238.92 2048 342.88 81920 4.34 

แอมโมเนียม
ซัลเฟต 

40-80% 
46 17.33 797.18 2048 118.18 94208 1.49 

ล าดับส่วนท่ี  
45-48 (26) 

2 0.38 0.77 64 166.41 128 2.10 

ล าดับส่วนท่ี  
28-32 (28) 

1.5 0.50 0.74 64 129.22 96 1.63 

ล าดับส่วนท่ี  
45-50 (31) 

2 0.36 0.72 64 177.79 128 2.25 

ล าดับส่วนท่ี  
51-55 (32) 

2 0.39 0.78 64 164.66 128 2.08 

ล าดับส่วนท่ี  
29-34 (35) 

2 0.74 1.47 64 86.82 128 1.10 

ล าดับส่วนท่ี  
40-44 (37) 

2 1.07 2.13 64 60.08 128 0.76 

ล าดับส่วนท่ี  
45-50 (38) 

2.5 0.40 1.00 64 159.61 160 2.02 

ล าดับส่วนท่ี  
51-55 (39) 

2 0.54 1.08 64 118.43 128 1.50 
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 4.2.3 การหาน้ าหนักโมเลกุลด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทร
ฟอเรซิส (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

 น าโปรตีนจากช่วงล าดับส่วนท้ัง 3 ช่วงท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ 
DEAE จากสารละลายตะกอนโปรตีนในช่วง 40-80% ของแอมโมเนียมซัลเฟต มาวิเคราะห์ความ
บริสุทธิ์และประมาณค่าน้ าหนักโมเลกุลด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทร
ฟอเรซิส โดยน าโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาเพิ่มความเข้มข้นโปรตีนโดย
การตกตะกอนโปรตีนด้วย 10% กรดไทรคลอโรอะซีติก และหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีผ่านการ
ท าบริสุทธิ์ ไ ด้โดยเปรียบเทียบกับการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุล 
(Thermoscientific PageRuler Prestained Protein Ladder: Cat. No. 26616, Lithuania) 
พบว่าโปรตีนจากน้ าเล้ียงเช้ือ และสารละลายตะกอนโปรตีนจากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตในช่วง 0-40% และ 40-80% แสดงแถบโปรตีนเป็นจ านวนมาก ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 (a)  
ในขณะท่ีโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE แสดงแถบโปรตีนลดลง โดย
พบว่าโปรตีนในช่วงล าดับส่วนท่ี 28-32 (ตัวอย่างท่ี 28) มีแถบโปรตีนท่ีชัดเจน 2 แถบ และเมื่อ
วิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุล พบว่ามีน้ าหนัก
โมเลกุลประมาณ 60.29  และ 32.90 kDa และในช่วงล าดับส่วนท่ี 40-44 (ตัวอย่างท่ี 37) พบแถบ
โปรตีนท่ีชัดเจน 4 แถบ แต่ละแถบโปรตีนมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 68.98, 54.50, 50.11, และ 
34.03 kDa ตามล าดับ และในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) พบแถบโปรตีนท่ีมองเห็นได้ 1 
แถบ โดยมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 34.61 kDa ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 (b) ดังนั้นจึงตัดแต่ละแถบของ
โปรตีนท่ีปรากฎบนอะคริลาไมด์เจลท้ังหมด ส่งวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยเครื่อง Liquid 
Chromatography Quadrupole Time-of-flight Tandem Mass Spectrometry (LC/MS/MS 
แบบ Q-ToF) ในขั้นตอนต่อไป 

ส าหรับในขั้นตอนการทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีนบริสุทธิ์ในการยับยั้งรา Bipolaris sp. 
ท่ีก่อโรคพืชในใบข้าวโพดนั้น จะเลือกเฉพาะโปรตีนจากช่วงล าดับส่วนท่ี 45 -50 (ตัวอย่างท่ี 38) 
เท่านั้น เนื่องจากปรากฏโปรตีนท่ีมองเห็นได้เพียงแถบเดียวจากการท าโซเดียม โดเดซิลซัลเฟตพอ
ลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส 
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รูปที่ 4.4 (a) แสดงการวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริ
ลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส 

ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุล 
ช่องท่ี 2 โปรตีนจากน้ าเล้ียงเช้ือ B. subtilis N3 
ช่องท่ี 3 โปรตีนจากสารละลายตะกอนโปรตีนท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0-
40% 
ช่องท่ี 4 โปรตีนจากสารละลายตะกอนโปรตีนท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40- 
80% 
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รูปที่ 4.4 (b) แสดงการวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริ
ลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส 

ช่องท่ี 1 โปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุล 
ช่องท่ี 2 โปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-80% และ 
DEAE ในช่วงล าดับส่วนท่ี 28-32 (ตัวอย่างท่ี 28) 
ช่องท่ี 3 โปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-80% และ 
DEAE ในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) 
ช่องท่ี 4 โปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-80% และ 
DEAE ในช่วงล าดับส่วนท่ี 40-44 (ตัวอย่างท่ี 37)   
 

4.3 การศึกษาผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อการเจริญของเส้นใยและสปอร์ของรา ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ และกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด 

 4.3.1 การศึกษาผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อการเจริญของสายใยรา 

 เมื่อศึกษาผลของโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE ต่อ
ลักษณะของสายใยราก่อโรคพืช Bipolaris sp. โดยปรับความเข้มข้นของโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์
ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE ในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) ให้เท่ากับ 0.1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นผสมโปรตีนกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีปราศจากเช้ือในปริมาตร 1 และ 
9 มิลลิลิตร ตามล าดับ น ามาเทเพลตพร้อมท้ังต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องจนอาหารแข็ง หลังจากนั้นตัดรา
ก่อโรค จากข้อ 3.4.1.2 ด้วย cork borer ขนาด 9 มิลลิเมตรท่ีปราศจากเช้ือ และวางลงบนจาน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีได้เทเพลตไว้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน เปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมท่ีไม่เติมโปรตีนท่ีผ่านการแยกและท าบริสุทธิ์ จากนั้นเขี่ยสายใยราจากจานเพาะเช้ือมา
ตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าสายใยราในชุดควบคุมท่ีไม่เติมโปรตีนท่ีผ่านการแยก
และท าบริสุทธิ์นั้น สายใยรามีการเจริญปกติ โดยผนังของสายใยเรียบ ไม่บวมและโป่งพอง ดังแสดงใน
รูปท่ี 4.5 (a) ซึ่งแตกต่างกับสายใยราในชุดทดลองท่ีเติมโปรตีนท่ีผ่านการแยกและท าบริสุทธิ์ได้ในช่วง
ล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) โดยพบว่าสายใยรามีการเจริญแตกต่างจากชุดควบคุม โดยสายใย
มีลักษณะบวมและโป่งพอง ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 (b) ดังนั้นจากผลการทดลองจะพบว่าโปรตีนท่ีผ่าน
การท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE ในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) นั้นมี
ผลต่อการเจริญของสายใยราก่อโรคพืช Bipolaris sp.  
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รูปที่ 4.5 (a และ b) แสดงลักษณะของสายใยราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสงท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า โดยชุดควบคุมจะไม่เติมโปรตีนท่ีผ่านการแยกและท าบริสุทธิ์ (a) 
และชุดทดลองท่ีเติมโปรตีนท่ีผ่านการแยกและท าบริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) ท่ี
ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (b) 

 

 4.3.2 การศึกษาผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อการงอกของสปอร์รา 

 เมื่อน าสารแขวนลอยของสปอร์ราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ท่ีมีความเข้มข้นเท่ากับ 106 
สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรมาผสมกับโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้จากช่วงล าดับ
ส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
จากนั้นสังเกตการงอกของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ทุกๆ 3 ช่ัวโมง เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีเติมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว PDB แทนโปรตีนท่ีแยกและท า
บริสุทธิ์ได้ ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4.6 พบว่าสปอร์ของราในชุดควบคุมท่ีเติมอาหารเล้ียง
เช้ือเหลว PDB หลังบ่มเป็นเวลา 0-3 ช่ัวโมงยังไม่พบการงอกของสปอร์ แต่เมื่อบ่มไว้เป็นเวลา 6 
ช่ัวโมงพบว่าสปอร์เริ่มงอกออกมาเล็กน้อย และหลังจากบ่มไว้เป็นเวลา 12 และ 24 ช่ัวโมงพบว่า
สายใยราท่ีงอกออกจากสปอร์เรียงตัวเป็นสายยาวมากขึ้น ซึ่งแตกต่างกับในชุดทดลองท่ีเติมโปรตีนท่ี
แยกและท าบริสุทธิ์ได้ ท่ีพบว่าหลังบ่มไว้เป็นเวลา 0-12 ช่ัวโมงพบว่ายังไม่ปรากฎการงอกของสปอร์
เกิดขึ้น แต่หลังจากบ่มท้ิงไว้เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงพบว่าสปอร์เริ่มงอกออกมาเล็กน้อย   
 
 
 
 

(a) (b) 
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ตารางที่ 4.6 แสดงลักษณะของสปอร์ราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
ท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า โดยชุดควบคุมมีอาหารเล้ียงเช้ือ PDB และชุดทดลองมีโปรตีนท่ีแยกและท า
บริสุทธิ์ได้จากช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลัง
บ่มเป็นเวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง 

 

เวลาที่ใช้ในการบ่ม 
(ชั่วโมง) 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

0 

  

3 

  

6 
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เวลาที่ใช้ในการบ่ม 
(ชั่วโมง) 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

12 

  

24 

  

  

 นอกจากนี้เมื่อศึกษาลักษณะของสปอร์ราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบส่องกราด โดยใช้บริการของศูนย์เครื่องมือและวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย หลังบ่มสปอร์ด้วยโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้จากช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 
38) ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลังบ่มเป็นเวลา 12 ช่ัวโมงในชุดทดลอง เปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมท่ีบ่มด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.6 พบว่าในชุดควบคุม
สปอร์ส่วนใหญ่เกิดการงอกของสายใยปกติ ดังแสดงในรูปท่ี 4.6 (a) แตกต่างจากชุดทดลองท่ีไม่พบ
การงอกของสปอร์ และสปอร์มีอาการบวม ดังแสดงในรูปท่ี 4.6 (b)  
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รูปที่ 4.6 แสดงลักษณะของสปอร์ราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด 
โดยชุดควบคุมมีอาหารเล้ียงเช้ือ PDB (a) และชุดทดลองมีโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้จากช่วง
ล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลังบ่มเป็นเวลา 12 
ช่ัวโมง (b) 

 

4.4 การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา Bipolaris sp. ที่ก่อโรคพืช 

 ในขั้นตอนการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งรา Bipolaris sp. ท่ีก่อโรคพืช
จากโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตและวิธีแอนไอออนเอกซ์
เชนจ์ DEAE แล้วผ่านการท าโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิสนั้น  
สามารถวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนได้ โดยตัดแต่ละแถบของโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ ท่ีปรากฎ
บนอะคริลาไมด์เจลใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์ เติมน้ ากล่ันปลอดประจุท่ีผ่านการฆ่าเช้ือเพื่อไม่ให้เจ
ลแห้ง จากนั้นส่งวิ เคราะห์ เพื่อหาชนิดของโปรตีนด้วยเครื่อง Liquid Chromatography 
Quadrupole Time-of-flight Tandem Mass Spectrometry (LC/MS/MS แบบ Q-ToF) โดยใช้
บริการของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และน ารูปแบบลายพิมพ์ 
(finger print) ของโปรตีนท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI (The National Center 
for Biotechnology Information) โดยใช้โปรแกรม Mascot (http://www.matrixscience.com) 
เพื่อระบุเอกลักษณ์ของโปรตีน และเมื่อพิจารณาคะแนนความใกล้เคียงของล าดับเพปไทด์ (p<0.05) 
พบว่าโปรตีนท้ัง 3 ช่วงล าดับส่วนมีล าดับของเพปไทด์ใกล้เคียงกับโปรตีนชนิดต่างๆ ท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียในสกุล Bacillus sp. โดยมีรายละเอียดของโปรตีนท่ีใกล้เคียงท่ีสุดดังแสดงในตารางท่ี 4.7  
 
 
 
 

(a) (b) 
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ตารางที่ 4.7 แสดงผลการวิเคราะห์แถบของโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์แล้ว ด้วยวิธี LC/MS/MS 
แบบ Q-ToF 

 

ช่วง
ล าดับ
ส่วน
ของ

โปรตีน 

ตัวอย่าง
ท่ี 

น้ าหนัก
โมเลกุล 
(kDa) 

Accession 
number 1 

ชื่อโปรตีน สิ่งมีชีวิต 
% 

Sequence 
coverage 2 

Score 3 

28-32 28 60.29 gi|549696214 แอลฟา-อะไมเลส พรี
เคอร์เซอร์ 

(alpha-amylase 
precursor) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

40 1341 

28-32 28 32.90 gi|384267502 พูเททีพ ดับเบิลยูดี รี
พีท คอนเทนนิง 

โปรตีน (putative 
WD repeat-

containing protein) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

YAU B9601-Y2 

31 659 

28-32 28 32.90 gi|384264562 ฟอสโฟเซรีน อะมิ
โนทรานสเฟอเรส
(phosphoserine 

aminotransferase) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

YAU B9601-Y2 

27 444 

40-44 37 68.98 gi|494888363 ไนเตรตรีดักเทส
(nitrate reductase) 

Bacillus sp. 5B6 10 497 

40-44 37 68.98 gi|452857429 เอกซ์ตราเซลลูลาร์ เซ
รีน โปรตีเอส

(extracellular 
serine protease) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

UCMB5036 

14 497 

40-44 37 54.50 gi|154685878 ไดไฮโดรลิโพเอไมด์ ดี
ไฮโดรจีเนส

(dihydrolipoamide 
dehydrogenase) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

str. FZB42 

44 1263 

40-44 37 50.11 gi|384265809 คาร์บอกซีเพปทิเดส 
แทก

(carboxypeptidase 
Taq) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

YAU B9601-Y2 

46 1062 
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ช่วง
ล าดับ
ส่วน
ของ

โปรตีน 

ตัวอย่าง
ท่ี 

น้ าหนัก
โมเลกุล 
(kDa) 

Accession 
number 1 

ชื่อโปรตีน สิ่งมีชีวิต 
% 

Sequence 
coverage 2 

Score 3 

40-44 37 50.11 gi|375363628 ลูซิล อะมิโนเพปทิเดส 
(leucyl 

aminopeptidase) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

CAU B946 

38 774 

40-44 37 34.03 gi|549699392 แฟลกเจลลิน เอ
(Flagellin A) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

NAU-B3 

71 1383 

45-50 38 34.61 gi|549699392 แฟลกเจลลิน เอ 
(Flagellin A) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 

NAU-B3 

52 984 

1 Accession number คือหมายเลขเข้าถึงของโปรตีนจากฐานข้อมูลของ NCBI 
2 % Sequence coverage หมายถึงเปอร์เซ็นต์ของล าดับกรดอะมิโนที่ตรงกันกับล าดับกรดอะมิโนในฐานข้อมูล 
NCBI 
3 Score คือ MASCOT score ของโปรตีนที่สืบค้นได้ โดยคะแนนต่ าสุดที่ยอมรับได้ส าหรับฐานข้อมูล NCBI 
(significant; p < 0.05) คือ 69  
 

 ผลการวิเคราะห์รูปแบบลายพิมพ์ของโปรตีนในช่วงล าดับส่วนท่ี 28-32 (ตัวอย่างท่ี 28) ท่ีมี
แถบโปรตีน 2 แถบ พบว่าแถบโปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 60.29 kDa มีล าดับของรูปแบบลาย
พิมพ์เพปไทด์ใกล้เคียงกับโปรตีนแอลฟา-อะไมเลส พรีเคอร์เซอร์ (gi|549696214) ท่ีผลิตจาก 
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 
1.1 โดยมีคะแนนเท่ากับ 1341 และมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 40% ดัง
แสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.2 และแถบโปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 32.90 kDa เมื่อน าไป
วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนพบว่าล าดับของเพปไทด์ของโปรตีนมีความใกล้เคียงกับ พูเททีพ ดับเบิลยูดี รี
พีท คอนเทนนิง โปรตีน (gi|384267502) ท่ีผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum YAU B9601-Y2 ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.3 โดยมีคะแนนความใกล้เคียง
เท่ากับ 659 และมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 31% ดังแสดงในภาคผนวก ง 
หมายเลข 1.4 และอันดับรองลงมามีคะแนนความใกล้เคียงกับโปรตีนฟอสโฟเซรีน อะมิโนทรานสเฟอ
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เรส (gi|384264562) ท่ีผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-
Y2 ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.3 โดยมีคะแนนความใกล้เคียงเท่ากับ 444 และมีเปอร์เซ็นต์
ความเหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 27% ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.4  

 ผลการวิเคราะห์รูปแบบลายพิมพ์ของโปรตีนในช่วงล าดับส่วนท่ี 40-44 (ตัวอย่างท่ี 37) ท้ัง 
4 แถบโปรตีน พบว่าแถบโปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 68.98 kDa เมื่อน ามาวิเคราะห์ชนิดของ
โปรตีนพบว่าล าดับเพปไทด์ของโปรตีนมีความใกล้เคียงกับโปรตีนไนเตรตรีดักเทส (gi|494888363) ท่ี
ผลิตจาก Bacillus sp. 5B6 ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.5 โดยมีคะแนนความใกล้เคียง
เท่ากับ 497 และมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 10% ดังแสดงในภาคผนวก ง 
หมายเลข 1.6 และอันดับรองลงมามีคะแนนความใกล้เคียงกับโปรตีนเอกซ์ตราเซลลูลาร์ เซรีน     
โปรตีเอส (gi|452857429) ท่ีผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum 
UCMB5036 ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.5 โดยมีคะแนนความใกล้เคียงเท่ากับ 497 และมี
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 14% ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.6 แถบ
โปรตีนท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 54.50 kDa พบว่ามีความใกล้เคียงกับโปรตีนไดไฮโดรลิโพเอไมด์ ดี
ไฮโดรจีเนส (gi|154685878) ท่ีผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. 
FZB42 ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.7 โดยมีคะแนนความใกล้เคียงเท่ากับ 1263 และมี
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 44% ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.8 แถบ
โปรตีนถัดไปท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 50.11 kDa พบว่ามีความใกล้เคียงกับโปรตีน                 
คาร์บอกซีเพปทิเดส แทก(gi|384265809) ท่ีผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum YAU B9601-Y2 ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.9 โดยมีคะแนนความใกล้เคียง
เท่ากับ 1062 และมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 46% ดังแสดงในภาคผนวก ง 
หมายเลข 1.10 และอันดับรองลงมามีคะแนนความใกล้เคียงกับโปรตีนลูซิล อะมิโนเพปทิเดส 
(gi|375363628) ท่ีผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU B946) ดัง
แสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.9 โดยมีคะแนนความใกล้เคียงเท่ากับ 774 และมีเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 38% ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.10  และแถบโปรตีน
สุดท้ายท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 34.03 kDa พบว่ามีความใกล้เคียงกับโปรตีนแฟลกเจลลิน เอ 
(gi|549699392) ท่ีผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 ดังแสดง
ในภาคผนวก ง หมายเลข 1.11 โดยมีคะแนนความใกล้เคียงเท่ากับ 1383 และมีเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 71% ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.12 

 ผลการวิเคราะห์รูปแบบลายพิมพ์ของโปรตีนในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) ท่ีมี
การแสดงออกของแถบโปรตีน 1 แถบนั้นมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 34.61 kDa และเมื่อวิเคราะห์ชนิด
ของโปรตีนพบว่าล าดับของเพปไทด์ของโปรตีนมีความใกล้เคียงกับโปรตีนแฟลกเจลลิน เอ 
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(gi|549699392) ท่ีผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 ดังแสดง
ในภาคผนวก ง หมายเลข 1.13 โดยมีคะแนนความใกล้เคียงเท่ากับ 984 และมีเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนของล าดับเพปไทด์เท่ากับ 52% ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1.14 
 
4.5 การหาความเข้มข้นของโปรตีนที่แยกและท าบริสุทธิ์ได้ที่สามารถยับยั้งการเจริญของสายใยรา
ก่อโรคพืชได้ 50 เปอร์เซ็นต์ 

 น าโปรตีนในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) ท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้มาเจือจางความ
เข้มข้นโปรตีนแบบล าดับส่วนให้เท่ากับ 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125, 0.00625, 0.00313, 0.00156, 
และ 0.00078 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าโปรตีนไปทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชตามวิธี
ในข้อ 3.5.7 โดยวัดความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางของการเจริญของสายใยราก่อโรคพืชและค านวณ
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเปรียบเทียบกับชุดควบคุม จากนั้นสร้ างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งและความเข้มข้นของโปรตีน และค านวณความเข้มข้นของโปรตีนท่ีสามารถยับยั้ง
ราก่อโรคพืชได้ 50 เปอร์เซ็นต์จากสมการกราฟเส้นตรง พบว่าความเข้มข้นของโปรตีนท่ีผ่านการแยก
และท าบริสุทธิ์ตัวอย่างท่ี 38 ท่ีสามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้ 50 เปอร์เซ็นต์คือ 0.045 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร หรือ 45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางท่ี 4.8 และรูปท่ี 4.7 

ตารางที่ 4.8 แสดงความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางของราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ท่ีถูกยับยั้งโดยโปรตีน
ท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ตัวอย่างท่ี 38 ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

 

ตัวอย่าง 
ความเข้มข้นโปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

ความยาวเส้นผ่านศูนย์กลาง 
(เซนติเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 

โปรตีนท่ีผ่านการท า
บริสุทธิ์ตัวอย่างท่ี 

38 
  

0.1 1.95±0.07 61 
0.05 2.30±0.00 54 
0.025 3.50±0.00 30 
0.0125 4.00±0.00 20 
0.00625 4.50±0.00 10 
0.00313 4.70±0.00 6 
0.00156 4.85±0.07 3 
0.00078 5.00±0.00 0 
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รูปที่ 4.7 แสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. โดยโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์
ตัวอย่างท่ี 38 ท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

 
4.6 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งและปอ้งกันราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนที่แยกและท า
บริสุทธิ์ได้บนใบข้าวโพด 

 ในการทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ในช่วงล าดับส่วนท่ี  45-50 
(ตัวอย่างท่ี 38) ได้ปฏิบัติในสองแนวทาง แนวทางแรกทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช
ด้วยโปรตีนดังกล่าวซึ่งท าโดยท าให้ใบข้าวโพดเกิดรอยโรคท่ีบริเวณกึ่งกลางของใบโดยใช้เข็มปลอดเช้ือ 
จากนั้นใส่สารแขวนลอยของสปอร์ราลงบนบริเวณรอยโรค และบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา  24 
ช่ัวโมง จากนั้นจึงใส่โปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ท่ีมีความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากับ 0.1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรลงบนบริเวณท่ีเกิดรอยโรค ส่วนแนวทางท่ีสองทดสอบประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิด
โรคพืชด้วยโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ซึ่งปฏิบัติโดยใส่โปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ลงบนใบ
ข้าวโพดก่อนใส่สปอร์ของราก่อโรคพืช ท้ังสองแนวทางเมื่อใส่ส่วนประกอบต่างๆครบแล้วได้บ่มไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นวัดความยาวของรอยโรคท่ีเกิดขึ้นเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผล
ลบคือใส่เฉพาะน้ ากล่ันปลอดเช้ือ และชุดควบคุมผลบวกคือใส่เฉพาะสปอร์ราก่อโรคพืช  

ผลการทดลองดังแสดงในตารางท่ี 4.9 และรูปท่ี 4.8 พบว่าโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้
ของตัวอย่างท่ี 38 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งและป้องกันราก่อโรคพืช โดยเมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมผลบวกพบว่าสปอร์ราก่อโรคพืชท าให้ใบข้าวโพดเกิดรอยโรคท่ีมีความยาวเท่ากับ 1.23±0.25 
เซนติเมตร และชุดควบคุมผลลบท่ีมีความยาวของรอยโรคเท่ากับ 0.10±0.00 ในขณะท่ีโปรตีนท่ีแยก
และท าบริสุทธิ์ได้ ช่วยลดการเกิดรอยโรคจากสปอร์ราก่อโรคพืช โดยพบว่ามีความยาวของรอยโรค
เท่ากับ 0.27±0.06 เซนติเมตร   ดังนั้นโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์นี้มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เกิดรอยโรคจากราก่อโรคพืช โดยความยาวของรอยโรคลดลง 0.96 เซนติเมตร ซึ่งเทียบเท่ากับลดลง
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ความเข้มข้นโปรตีนของโปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ตัวอย่าง
ท่ี 28 (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
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ถึง 78%   นอกจากนี้พบว่าโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้มีประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิดโรค
พืชได้ดียิ่ง โดยจากผลการทดลองพบว่าความยาวของรอยโรคในการทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีน
ท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้มีค่าเท่ากับ 0.13 เซนติเมตร ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับชุดควบคุมผลลบ   ดังนั้นจึง
สามารถสรุปได้ว่าโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้มีประสิทธิภาพในการป้องกันราก่อโรคพืช โดยความ
ยาวของรอยโรคลดลง 1.1 เซนติเมตร ซึ่งเทียบเท่ากับลดลงได้มากกว่า 89% 

ตารางที่ 4.9 แสดงความยาวของรอยโรคบริเวณใบของข้าวโพดหลังจากการทดสอบประสิทธิภาพใน
การยับยั้งและป้องกันการเกิดโรค หลังบ่มเป็นเวลา 5 วัน 

 

รายละเอียดการจัดการ ความยาวของรอยโรค (เซนติเมตร) 
ชุดควบคุมผลลบ (น้ ากล่ันปลอดเช้ือ) 0.10±0.00 

ชุดควบคุมผลบวก (สปอร์ราก่อโรคพืช) 1.23±0.25 
ประสิทธิภาพในการยับยั้งด้วยโปรตีนตัวอย่างท่ี 38 0.27±0.06 

ประสิทธิภาพในการป้องกันด้วยโปรตีนตัวอย่างท่ี 38 0.13±0.06 
 

       

รูปที่ 4.8 แสดงอาการของใบข้าวโพดหลังจากการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง (c) และป้องกัน 
(d) การเจริญของราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ด้วยโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ของตัวอย่างท่ี 38 
เป็นเวลา 5 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบคือใส่น้ ากล่ันปลอดเช้ือ (a) และชุดควบคุม
ผลบวกคือใส่สปอร์ของราก่อโรคพืช (b) 

 เมื่อตรวจสอบลักษณะของรอยโรคท่ีเกิดจากราก่อโรคพืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริ
โอ ดังแสดงในรูปท่ี 4.9 พบว่าในชุดควบคุมผลลบคือใส่เฉพาะน้ ากล่ันปลอดเช้ือไม่พบการเจริญของ
สายใยราก่อโรคพืช ดังแสดงในรูปท่ี 4.9 (a) ซึ่งแตกต่างจากในชุดควบคุมผลบวกท่ีใส่เฉพาะสปอร์รา

(a) (b) (c) (d) 
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ก่อโรคพืช ซึ่งพบการเจริญของสายใยราก่อโรคพืชบริเวณท่ีใบของข้าวโพดเกิดรอยโรค ดังแสดงในรูป
ท่ี 4.9 (b) และในชุดการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนท่ีแยกและท า
บริสุทธิ์ได้ พบว่าบริเวณท่ีเกิดรอยโรคนั้นใบของข้าวโพดซีดลงและพบสายใยของสปอร์เล็กน้อย ดัง
แสดงในรูปท่ี 4.9 (c) ซึ่งแตกต่างจากชุดการทดสอบประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิดโรคพืช ท่ี
พบว่าบริเวณขอบของรอยโรคไม่พบอาการใบซีดและการเจริญของสายใยราก่อโรคพืช ดังแสดงในรูป
ท่ี 4.9 (d)  

   

   

รูปที่ 4.9 แสดงอาการของใบข้าวโพดภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ หลังจากการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้ง (c) และป้องกัน (d) การเจริญของราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ด้วยโปรตีน
ท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ตัวอย่างท่ี 38 เป็นเวลา 5 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบคือใส่น้ า
กล่ันปลอดเช้ือ (a) และชุดควบคุมผลบวกคือใส่สปอร์ของราก่อโรคพืช (b) 

 หลังจากนั้นจึงตรวจสอบลักษณะของสปอร์และสายใยราก่อโรคพืชจากใบข้าวโพดบริเวณท่ี
เกิดรอยโรคเพื่อยืนยันว่าอาการท่ีพบในใบข้าวโพดเกิดจากราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ซึ่งปฏิบัติโดย
ตัดช้ินส่วนของใบข้าวโพดบริเวณท่ีเกิดรอยโรค จากนั้นหยดสีย้อมรา (lactophenol cotton blue) 
2-3 หยด และปิดทับด้วย cover slip จากนั้นตรวจดูลักษณะของสปอร์และสายใยราก่อโรคพืชภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.10 ซึ่งพบว่าใน
ชุดควบคุมผลบวกท่ีใส่เฉพาะสปอร์ราก่อโรคพืช พบว่าสปอร์ราก่อโรคพืชอยู่บนใบข้าวโพด และเกิด

(a) (b) 

(c) (d) 
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การงอกของสปอร์เจริญเป็นเส้นใยมากมายดังแสดงในรูปท่ี  4.10 (a) ส่วนในชุดการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช พบสปอร์ราก่อโรคพืชบนเนื้อเยื่อพืช แต่ไม่พบการงอกของ
สปอร์ โดยพบเพียงการบวมของสปอร์ดังแสดงในรูปท่ี 4.10 (b) นอกจากนี้พบว่าในชุดการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิดโรคพืชนั้น สปอร์ราก่อโรคพืชมีจ านวนน้อยมากดังแสดงในรูปท่ี 
4.10 (c)  

    

    

รูปที่ 4.10 แสดงลักษณะของสปอร์และสายใยราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ในเนื้อเยื่อของใบข้าวโพด
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง ท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า หลังจากการทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยับย้ัง (b) และป้องกัน (c) การเจริญของราก่อโรคพืชด้วยโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ตัวอย่างท่ี 38 
เป็นเวลา 5 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลบวกคือใส่สปอร์ของราก่อโรคพืช (a)

(a) (b) 

(c) 



บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้พบว่าแบคทีเรีย B. subtilis N3 ท่ีคัดแยกได้จากดิน สามารถยับยั้งราก่อโรคพืช 
Bipolaris sp. ท่ีก่อโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพด (Balint-Kurti และคณะ, 2007) ได้ ท้ังนี้สารท่ีมี
ฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชท่ีผลิตจาก B. subtilis ส่วนใหญ่เป็นสารประเภทโปรตีน (Liu และคณะ, 
2010; Liu และคณะ, 2007; Wong และคณะ, 2008; Zhang และคณะ, 2008) ดังนั้นขั้นตอนใน
การแยกและท าบริสุทธิ์โปรตีนจึงเลือกใช้วิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีมีความ
เข้มข้นในช่วง 40-80% และท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ด้วย DEAE ซึ่งพบว่า
โปรตีนในช่วงล าดับส่วนท่ี 45-50 (ตัวอย่างท่ี 38) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้ เมื่อน า
โปรตีนในช่วงล าดับส่วนนี้มาประมาณน้ าหนักโมเลกุลเบ้ืองต้นด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริ
ลาไมด์เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส พบว่ามีแถบโปรตีนเพียงหนึ่งแถบ และมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 34.61 
kDa ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยวิธี LC/MS/MS แบบ Q-ToF และเปรียบเทียบลายพิมพ์เพป
ไทด์กับฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI พบว่าโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชนี้ มีความใกล้เคียง
กับลายพิมพ์เพปไทด์ของโปรตีนแฟลกเจลลินท่ีผลิตจาก B. amyloliquefaciens subsp. 
plantarum (gi|549699392) โดยความเข้มข้นของโปรตีนท่ีมีผลท าให้เกิดการยับยั้งราก่อโรคพืชได้ 
50 เปอร์เซ็นต์มีค่าเท่ากับ 0.045 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ยังพบว่าโปรตีนท่ีผ่านการแยกและ
ท าบริสุทธิ์นี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของสายใยและการงอกของสปอร์ราก่อโรคพืช โดยส่งผลให้
สายใยบวมและโป่งพอง ท้ังในจานเล้ียงเช้ือและบนใบข้าวโพด  

 สารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชท่ีนิยมใช้ในการควบคุมโรคพืชด้วยวิธีทางชีวภาพ 
สามารถผลิตได้จากแบคทีเรียหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรีย B. subtilis เนื่องจากได้รับการ
ยอมรับว่ามีความปลอดภัย เป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อม และสารท่ีผลิตจากแบคทีเรียนี้มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
ราก่อโรคพืชในช่วงกว้าง (Collins และ Jacobsen, 2003; Santoyo และคณะ, 2012)  นอกจากนี้
จากรายงานในงานวิจัยต่างๆพบว่าสารที่ผลิตจาก B. subtilis สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้หลายชนิด 
(Liu และคณะ, 2007; Nagórska และคณะ, 2007; Zhou และคณะ, 2011) และสารท่ีมีฤทธิ์ในการ
ยับย้ังราก่อโรคพืชท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis นี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้จริงในระดับการค้าได้ 
(Cawoy และคณะ, 2011) โดยโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชท่ีผลิตจาก B. subtilis พบว่า
มีหลายชนิดเช่น Bacisubin (Liu และคณะ, 2007), Chitinase (Liu และคณะ, 2011), Protease 
(Luo และคณะ, 2013), และ β-1,3-glucanase (Leelasuphakul และคณะ, 2006)  

 ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ, pH และอุณหภูมิท่ีใช้ในการเล้ียงเช้ือ เป็นปัจจัยส าคัญท่ีมีผลต่อ
ประสิทธิภาพในการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชของแบคทีเรีย (Slininger และ Shea-
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Wilbur, 1995) โดยปัจจัยหลักท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช
ท่ีผลิตจาก B. subtilis N3 คือ ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ (ทิพย์ศิรา ทองพิลา, 2554) ในงานวิจัยนี้
เลือกใช้อาหารเล้ียงเช้ือ TSB ในการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช 
เนื่องจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TSB เป็นอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีมีแหล่งอาหารอุดมสมบูรณ์และ
แบคทีเรียสามารถน าไปใช้ในกระบวนการท่ีเกี่ยวข้องกับเมแทบอลิซึมต่างๆภายในเซลล์ได้ง่าย 
เนื่องจากเป็นอาหารท่ีประกอบด้วย โปรตีนเคซีน (casein) และกากถั่วเหลือง (soybean meal) ท่ี
ถูกย่อยให้เป็นโมเลกุลเล็กๆจากการท างานของเอนไซม์ ซึ่งเป็นแหล่งของกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นต่อการ
เจริญของแบคทีเรีย  นอกจากนี้ยังมีกลูโคสเป็นแหล่งของคาร์บอน และโซเดียมคลอไรด์ช่วยรักษา
ความสมดุลของแรงดันออสโมติก (Carissimi และคณะ, 2009; Kumar และคณะ, 2009; 
Vijayakumari และคณะ, 2013) ดังนั้นจึงส่งผลให้แบคทีเรียสามารถเจริญและผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ในการ
ยับย้ังราก่อโรคพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

 ส าหรับข้ันตอนในการแยกและท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช (ตารางท่ี 
4.3 และตารางท่ี 4.5) พบว่าโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้มีความบริสุทธิ์เพิ่มมากขึ้น เมื่อผ่าน
ขั้นตอนในการแยกและท าบริสุทธิ์โปรตีนในแต่ละขั้นตอนจากน้ าเล้ียงเช้ือ B. subtilis N3, การ
ตกตะกอนโปรตีนในน้ าเล้ียงเช้ือด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วงความเข้มข้น 0-80% แอมโมเนียม
ซัลเฟต  และการท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีแอนไอออนเอกซ์เชนจ์ DEAE   โดยเมื่อพิจารณาถึงค่า
แอกทิวิตีจ าเพาะ (AU ต่อมิลลิกรัมของโปรตีน) พบว่าโปรตีนท่ีแยกและท าบริสุทธิ์ได้ในแต่ละขั้นตอนมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืชเพิ่มมากขึ้น  นอกจากนี้โปรตีนท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีแอน
ไอออนเอกซ์เชนจ์ด้วย DEAE (รูปท่ี 4.3) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช โดยพบว่าถูกชะ
ออกจากคอลัมน์ด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ผลการทดลองนี้แสดงให้ทราบว่าโปรตีนท่ี
มีฤทธิ์ในการยับยั้งราโรคพืชนี้เป็นโปรตีนท่ีมีประจุลบ เนื่องจากวิธีการท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีแอน
ไอออนเอกซ์เชนจ์ด้วย DEAE นั้น สารตัวกลางท าหน้าท่ีแลกเปล่ียนประจุลบกับโปรตีนภายในคอลัมน์ 
ดังนั้นโปรตีนท่ีมีประจุลบจะสามารถจับกับสารตัวกลางได้ (Pharmacia LKB Biotechnology, 1991; 
Ren และคณะ, 2013; Zhao และคณะ, 2013b)  

 การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนจากความเหมือนของลายพิมพ์ของเพปไทด์พบว่าแบคทีเรีย    
B. subtilis N3 สามารถผลิตโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้หลายชนิด (ตารางท่ี 4.7) ซึ่ง
โปรตีนเหล่านี้ได้มีการรายงานมาบ้างแล้วว่าสามารถผลิตได้โดยแบคทีเรียในสกุล Bacillus และ
สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้ ได้แก่ แอลฟา-อะไมเลส พรีเคอร์เซอร์ (Zhang และคณะ, 2009), เซรีน 
โปรตีเอส (Selitrennikoff, 2001; Zhang และคณะ, 2012), ไดไฮโดรลิโพเอไมด์ ดีไฮโดรจีเนส 
(Zhang และคณะ, 2009), และแฟลกเจลลิน (Ren และคณะ, 2013; Zhao และคณะ, 2013a; 
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Zhao และคณะ, 2013b) ท้ังนี้กลไกในการยับยั้งราก่อโรคพืชจากโปรตีนเหล่านี้บางชนิดมีรายงาน
แล้ว แต่บางชนิด โดยเฉพาะแฟลกเจลลินนั้นยังไม่มีรายงานแน่ชัด 

 ส าหรับแถบของโปรตีนหลักท่ีมีบทบาทในการยับยั้งราก่อโรคพืชซึ่งพบในงานวิจัยนี้มีกลุ่มของ
โปรตีนท่ีท าหน้าท่ีเกี่ยวข้องกับการสลายพันธะเพปไทด์และโครงสร้างของโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบ
ของผนังเซลล์ของราก่อโรคพืช ซึ่งสุดท้ายส่งผลให้เกิดการแตกของเซลล์ (Selitrennikoff, 2001; 
Zhang และคณะ, 2012) โดยเอนไซม์ท่ีพบ ได้แก่ เอนไซม์ในกลุ่มของ แอลฟา-อะไมเลส พรี
เคอร์เซอร์ (Zhang และคณะ, 2009), เซรีน โปรตีเอส (Johnson และคณะ, 2008; Toyokawa และ
คณะ, 2010; Uyar และคณะ, 2011), และ คาร์บอกซีเพปทิเดส  (Ishikawa และคณะ, 2001) ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียในสกุล Bacillus เอนไซม์แอลฟา-อะไมเลส (1,4-แอลฟา-ดี-กลูแคน กลูคาโนไฮโดรเลส) 
ท าหน้าท่ีในการสลายพันธะ α-1-4 ของสายพอลิเพปไทด์ (Haq และคณะ, 2006) และพบว่ามีฤทธิ์ใน
การยับยั้งรา Magnaporthe grisea P131 ซึ่งก่อโรคใบไหม้ในข้าว (Zhang และคณะ, 2009)   
เอนไซม์เซรีน โปรตีเอส เป็นหนึ่งในโปรตีนท่ีย่อยสลายพันธะเพปไทด์ท่ีมีส่วนเกี่ยวข้องในกระบวนการ
ทางสรีรวิทยาของส่ิงมีชีวิตมากมาย (Perona และ Craik, 1995) และรวมท้ังยังสามารถยับยั้งราก่อ
โรคพืชได้หลายชนิดเช่น Monilinia spp., Botrytis cinerea และ Penicillium expansum 
(Zhang และคณะ, 2012) 

 ส าหรับโปรตีนซึ่งมีโมทิฟของพูเททีพ ดับเบิลยูดี รีพีท นั้น โดยปกติแล้วพบได้ท่ัวไปใน
ส่ิงมีชีวิตพวกยูแคริโอต และมีบทบาทส าคัญในการควบคุมกระบวนการต่างๆระดับเซลล์ เช่น การ
ถอดรหัส, การส่งผ่านสัญญาณ และการเพิ่มจ านวน (Sompornpailin และคณะ, 2002) อย่างไรก็
ตามยังไม่มีรายงานการควบคุมราโรคพืชโดยโปรตีนท่ีมีโมทิฟนี้โดยตรง  แต่มีรายงานว่าโปรตีนซึ่งมี   
พูเททีพ ดับเบิลยูดี รีพีทจาก B. amyloliquefaciens subsp. plantarum สายพันธุ์ YAU B9601-
Y2 สามารถกระตุ้นให้พืชสร้างโปรตีนชนิด mersacidin ท่ีท าหน้าท่ีในการยับยั้งการเจริญของเช้ือก่อ
โรคได้ (Hao และคณะ, 2012)  

 โปรตีนไดไฮโดรลิโพเอไมด์ ดีไฮโดรจีเนสท่ีผลิตจากแบคทีเรียในสกุล Bacillus ท่ีมีฤทธิ์ในการ
ยับย้ังราก่อโรคพืชนั้น ยังไม่มีรายงานใดท่ียืนยันว่าโปรตีนไดไฮโดรลิโพเอไมด์ ดีไฮโดรจีเนสนี้ท าหน้าท่ี
และเกี่ยวข้องกับการยับยั้งราก่อโรคพืช แต่มีรายงานว่าโปรตีนชนิดนี้มีบทบาทเกี่ยวข้องกับระบบเม
แทบอลึซึมต่างๆของเซลล์ในกระบวนการไกลโคลิซิส (Mande และคณะ, 1996)  ดังนั้นอาจเป็นไปได้
ว่าโปรตีนอาจมีผลทางอ้อมต่อการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคผ่านกระบวนการดังกล่าว 

 แบคทีเรีย B. subtilis ในแต่ละสายพันธุ์สามารถผลิตโปรตีนแฟลกเจลลินท่ีมีล าดับเพปไทด์ท่ี
แตกต่างกัน (Simon และคณะ, 1977) โดยโปรตีนแฟลกเจลลิน มีหน้าท่ีส าคัญในการสร้าง        
แฟลกเจลลาท่ีใช้ในการเคล่ือนท่ีเพื่อตอบสนองต่อส่ิงเร้าของแบคทีเรีย  (Gómez-Gómez และ 
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Boller, 2002) โดยองค์ประกอบของแฟลกเจลลาของแบคทีเรียนั้นประกอบด้วย 3 ส่วนคือ 
filament, hook, และ basal body ซึ่งโปรตีนแฟลกเจลลิน นี้ท าหน้าท่ีในการสร้างฟิลาเมนต์ให้เรียง
ต่อกันเป็นสายยาว (Depamphilis และ Adler, 1971)  จากงานวิจัยนี้พบว่าโปรตีนแฟลกเจลลิน ท่ี
ผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis N3 มีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช Bipolaris sp. ได้  นอกจากนี้ยังมี
รายงานว่าสามารถยับยั้งราก่อโรคพืชสายพันธุ์อื่นๆ เช่น Monilinia fructicola, F. oxysporum, 
Rhizoctonia capsicum, Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus niger, Pythium 
irregulare, และ B. cinerea (Ren และคณะ, 2013; Zhao และคณะ, 2013a; Zhao และคณะ, 
2013b)  ดังนั้นประสิทธิภาพของโปรตีนแฟลกเจลลิน ในการยับยั้งราก่อโรคพืชนั้นจึงจัดว่ามีฤทธิ์ใน
การยับยั้งราได้ในช่วงกว้าง (broad antifungal spectrum)  

 กลไกในการยับยั้งราก่อโรคพืชของโปรตีนแฟลกเจลลิน ยังไม่มีรายงานท่ีแน่ชัด (Ren และ
คณะ, 2013; Zhao และคณะ, 2013a; Zhao และคณะ, 2013b) แต่ในงานวิจัยท่ีผ่านมาและใน
งานวิจัยนี้พบว่าโปรตีนแฟลกเจลลิน มีผลต่อการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช (รูปท่ี 4.5, ตารางท่ี 
4.6, และ รูปท่ี 4.6) โดยโปรตีนมีผลท าให้การเจริญของสายใยราก่อโรคพืชมีการเจริญผิดปกติ 
ลักษณะของสายใยมีอาการบวมและโป่งพอง และยับย้ังการงอกของสปอร์  อย่างไรก็ตามในแง่ท่ีมีผล
ต่อพืชนั้นมีการรายงานไว้ว่าโปรตีนแฟลกเจลลิน ท่ีผลิตจากแบคทีเรียมีบทบาทส าคัญในการกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกันของพืช (plant innate immunity) (Gómez-Gómez และ Boller, 2002) ซึ่งเป็น
กลไกท่ีช่วยให้พืชสามารถต้านทานต่อการรุกรานของเช้ือก่อโรคได้ โดยกลไกท่ีเกิดขึ้นพบว่าโปรตีน 
แฟลกเจลลิน ท าหน้าท่ีคล้าย elicitor ซึ่งคือโมเลกุลท่ีเข้าจับกับรีเซปเตอร์ (receptor) ของพืช เพื่อ
บ่งช้ีต่อพืชว่าเกิดการรุกรานของเช้ือก่อโรคขึ้น (Gómez-Gómez และ Boller, 2002) โดยรีเซปเตอร์
ของพืช Arabidopsis thaliana ท่ีจับกับโปรตีนแฟลกเจลลิน คือ leucine-rich repeat receptor 
kinase flagellin-sensitive 2 (FLS2) (Chinchilla และคณะ, 2007) จากนั้นจึงเกิดการกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกันของพืช โดยกระตุ้นให้มีการสร้าง oxidative burst เพื่อยับยั้งการเจริญของเซลล์พืช
บริเวณท่ีเกิดการรุกราน เพื่อยับยั้งการแพร่กระจายของเช้ือก่อโรคไปยังส่วนอื่น  และมีการสะสม    
แคลโลส (callose) เพิ่มมากขึ้นท่ีบริเวณผนังเซลล์ของพืช เพื่อชะลอการรุกรานจากเช้ือก่อโรค 
นอกจากนี้มีการกระตุ้นให้เกิดการสร้างสารเอธิลีน (ethylene) ซึ่งท าหน้าท่ีไปกระตุ้นการแสดงออก
จากยีน PR1 และ PR5 ท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิต PR protein (pathogenesis-related protein) ท่ีมี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค (Gómez-Gómez และ Boller, 2002; Selitrennikoff, 
2001) 

กลไกในการยับยั้งราก่อโรคพืชของโปรตีนแฟลกเจลลิน นั้นยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด แต่อาจ
สันนิษฐานได้ว่าโปรตีนแฟลกเจลลิน ท่ีผลิตจากแบคทีเรียนี้อาจจะเกิดอันตรกิริยากับรีเซปเตอร์บาง
ชนิดท่ีอยู่บนผนังเซลล์และ/หรือสปอร์ของราท่ีมีลักษณะคล้ายกับ leucine-rich repeat receptor 
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kinase flagellin-sensitive 2 (FLS2) ของพืช หรืออาจเป็นไปได้ว่าบางส่วนของแฟลกเจลลิน อาจท า
อันตรกิริยากับรีเซปเตอร์อื่นบนผนังเซลล์และ/หรือสปอร์ของราแล้วส่งผลต่อการยับยั้งการเจริญของ
ราได้  ดังนั้นจึงเป็นงานวิจัยท่ีหน้าสนใจท่ีจะศึกษากลไกของโปรตีนแฟลกเจลลิน ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
ราก่อโรคพืชนี้ต่อไป 

ผลการทดลองจากงานวิจัยนี้ให้หลักฐานว่าแบคทีเรีย B. subtilis N3  หรือน้ าเล้ียงเช้ือของ
แบคทีเรีย หรือโปรตีนคล้ายแฟลกเจลลิน ท่ีท าบริสุทธิ์ได้ล้วนมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของรา 
Bipolaris sp. ท่ีก่อโรคในใบข้าวโพดท้ังในจานเล้ียงเช้ือและบนใบข้าวโพด ดังนั้นจึงมีศักยภาพท่ี
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมปัญหาโรคใบไหม้แผลเล็กในข้าวโพดท่ีมีสาเหตุจากรา 
Bipolaris sp. ได้ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือในงานวิจัย 

 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Nutrient Agar (NA) 

 
 ผงสกัดจากเนื้อ (beef extract)   3 กรัม 
 แบคโตเปบโทน (Bacto peptone)  5 กรัม 
 ละลายสารท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร และผสมให้เข้ากัน จากนั้น
ปรับ pH ให้เท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 1000 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมผง
วุ้น 15 กรัม ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 
 
 อาหารส าเร็จรูป Potato Dextrose Broth (PDB)   24 กรัม 
 Himedia, India  
 ละลายอาหารส าเร็จรูป PDB ในน้ ากล่ันปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้น
ปรับ pH ให้เท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 1000 มิลลิลิตร เติมผงวุ้น 15 กรัม 
ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 
  

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  Nutrient Broth (NB) 
  
 ผงสกัดจากเนื้อ (beef extract)   3 กรัม 
 แบคโตเปบโทน (Bacto peptone)  5 กรัม 
 ละลายสารท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร และผสมให้เข้ากัน จากนั้น
ปรับ pH ให้เท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 1000 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 
 
 อาหารส าเร็จรูป Tryptic Soy Broth (TSB)   30  กรัม 
 Dickinson and company, France 
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 ละลายอาหารส าเร็จรูป TSB ในน้ ากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ pH ให้
เท่ากับ 7.5 และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 1000 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ
ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

5. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Potato Dextrose Broth (PDB) 
 
 อาหารส าเร็จรูป Potato Dextrose Broth (PDB)   24 กรัม 
 Himedia, India  
 ละลายสารท้ังหมดในน้ ากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร และผสมให้เข้ากัน จากนั้น
ปรับ pH ให้เท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 1000 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไป
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. กลีเซอรอล 15 % 
 
 กลีเซอรอล 87 %      17.24  มิลลิลิตร  
 น้ ากล่ัน        82.76  มิลลิลิตร  
 ผสมกลีเซอรอลและน้ ากล่ันให้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. สารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ pH 7.5  
 
 Trisma base (C4H11NO3)    121.14 กรัม 
 ละลาย Trisma base ในน้ ากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร และปรับค่า pH ของ
สารละลายให้เท่ากับ 7.5 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดท้าย
ให้เท่ากับ 1000 มิลลิลิตร น าสารละลายไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และเก็บรักษาไว้ ท่ี
อุณหภูมิห้อง ก่อนน าไปใช้ต้องน าสารละลายมาเจือจางให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
50 มิลลิโมลาร์ด้วยน้ ากล่ันปลอดเช้ือ 
 

3. การเตรียมถุงไดแอไลซ์ 

 ตัดถุงไดแอไลซ์ ท่ีมีขนาด cutoff ท่ี 3500 MW ความยาวประมาณ 10-12 
เซนติเมตร โดยความยาวของถุงไดแอไลซ์นั้นขึ้นกับปริมาตรของโปรตีนท่ีใช้ในการทดลอง 
จากนั้นน าถุงไดแอไลซ์ไปต้มให้เดือดท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสในสารละลาย 1% EDTA 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 4) เป็นเวลา 10 นาที และล้าง EDTA ออกจากถุงไดแอไลซ์ด้วยน้ า
กล่ันปลอดประจุประมาณ 4-5 ครั้ง หรือจนกว่าจะหมดกล่ินของ EDTA ถุงไดแอไลซ์ท่ีผ่าน
การต้มแล้วจึงจะสามารถน าไปใช้ในขั้นตอนการไดแอไลซิสได้ 

 

4. สารละลาย ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) ความเข้มข้น 1% 
 
 เอทาลีนไดเอมีนเตตระแอซิติกแอซิด (EDTA)  2 กรัม 
 น้ ากล่ัน       200  มิลลิลิตร 
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5. กลีเซอรอล 30% ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5  
  
 กลีเซอรอล 87 %      345  มิลลิลิตร  
 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5   655 มิลลิลิตร 
 ผสมกลีเซอรอลและ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 ให้เข้ากัน และเก็บ
รักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

6. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ในสารละลายบัฟเฟอร์ 50 มิลลิโม
ลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 
 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     46.8 กรัม 
 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5   800 มิลลิลิตร 
 

7. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์  
 
 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)    20 กรัม 
 น้ ากล่ัน       500 มิลลิลิตร 
 

8. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ pH 8.8 
 
 Trisma base (C4H11NO3)    72.6 กรัม 
 ละลาย Trisma base ในน้ ากล่ันปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร และปรับค่า 
pH ของสารละลายให้เท่ากับ 8.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั้นจึงปรับปริมาตร
สุดท้ายให้เท่ากับ 400 มิลลิลิตร น าสารละลายไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นเก็บรักษาไว้ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

9. สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10% 
 
 โซเดียมโดเดซิสซัลเฟต (SDS) (ปฏิบัติในตู้ดูดควัน)  15 กรัม 
 น้ ากล่ันปลอดประจุ     150 มิลลิลิตร 
 

10. สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 10% 
 
 แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต     0.1 กรัม 
 น้ ากล่ันปลอดประจุ     1 มิลลิลิตร 
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11. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 6.8 
 
 Trisma base (C4H11NO3)    24 กรัม 
 ละลาย Trisma base ในน้ ากล่ันปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร และปรับค่า 
pH ของสารละลายให้เท่ากับ 6.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั้นจึงปรับปริมาตร
สุดท้ายให้เท่ากับ 400 มิลลิลิตร น าสารละลายไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นเก็บรักษาไว้ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

12. สารละลาย 10x รันนิ่งบัฟเฟอร์ (running buffer)  
 
 Trisma base (C4H11NO3)    30.2 กรัม 
 ไกลซีน (Glycine)     144 กรัม 
 โซเดียมโดเดซิสซัลเฟต (SDS)    10 กรัม 
 ผสมสารแต่ละชนิดให้เข้ากันในน้ ากล่ันปลอดประจุปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บ
รักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง ก่อนน าสารละลายไปใช้ต้องเจือจางให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 
1x ด้วยน้ ากล่ันปลอดประจุ 
 

13. 2x denaturing buffer  
 
 สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 6.8 5 มิลลิลิตร 
 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10%   8 มิลลิลิตร 
 กลีเซอรอล 87%      4 มิลลิลิตร 
 บรอมฟีนอลบลู      0.02 กรัม 

 ผสมสารละลายทุกชนิดเข้าด้วยกัน และแบ่งสารละลายใส่หลอดไมโครฟิวจ์หลอดละ 
950 ไมโครลิตร จากนั้นเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใช้เติม ทู-เมอร์
แคบโตเอธานอล ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
 
 

14. 4x SDS-PAGE sample buffer 
 
 สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 6.8 5 มิลลิลิตร 
 DTT (DL-Dithiothreitol)     1.851 กรัม 
 โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต     0.4 กรัม 
 บรอมฟีนอลบลู      0.05 กรัม 
 กลีเซอรอล 87%      12 มิลลิลิตร 
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 น้ ากล่ันปลอดประจุ     12 มิลลิลิตร 
 

15. สีย้อมคูแมสซีบลู (Coomassie blue staining solution)  
 
 สีคูแมสซีบริลเลียนท์บลูจี-250    1 กรัม 
 50% เมธานอล (methanol)     500  มิลลิลิตร 
 10% กรดอะซีติกเข้มข้น (glacial CH3CHOOH)  100 มิลลิลิตร 
 น้ ากล่ันปลอดประจุ     400 มิลลิลิตร 
 

16. สารละลายส าหรับล้างสี (destaining solution)  
  
 40% เมธานอล (methanol)     400  มิลลิลิตร 
 10% กรดอะซีติกเข้มข้น (glacial CH3CHOOH)  100 มิลลิลิตร 
 น้ ากล่ันปลอดประจุ     500 มิลลิลิตร 
 

17. fix solution  
 
 เมธานอล (methanol)      100  มิลลิลิตร 
 กรดอะซีติกเข้มข้น (glacial CH3CHOOH)   100 มิลลิลิตร 
 กลีเซอรอล 87%      50 มิลลิลิตร 
 น้ ากล่ันปลอดประจุ     750 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

1. กราฟมาตรฐานของโปรตีนมาตรฐานโบไวน์เซรัมอัลบูมินที่ความเข้มข้น 0-10 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตรส าหรับการวิเคราะห์ความเข้มข้นของโปรตีน 

 

2. กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างลอการึทึมของน้ าหนักโมเลกุลกับระยะทางการเคลื่อนที่
ของโปรตีนมาตรฐานที่เคลื่อนที่บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล 
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3. กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโปรตีนจากโปรตีนที่ผ่านการแยกและ
ท าบริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนที่ 45-50 (ตัวอย่างที่ 38) และเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ
ของสายใยราก่อโรคพืช Bipolaris sp.  
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ภาคผนวก ง 

1. ผลการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนที่ผลิตจาก B. subtilis N3 ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืช 
Bipolaris sp. ด้วยเคร่ือง Liquid Chromatography Quadrupole Time-of-flight 
Tandem Mass Spectrometry (LC/MS/MS แบบ Q-ToF)  
 

1.1 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนที่  28-32 (ตัวอย่างที่ 28.1) กับโปรตีนในฐานข้อมูล
มาตรฐาน NCBI 
 

1. gi|549696214  alpha-amylase precursor [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3] 
2. gi|3298505  alpha-amylase precursor [Bacillus subtilis] 
3. gi|451348337  alpha-amylase [Bacillus amyloliquefaciens IT-45] 
4. gi|494883205  alpha-amylase [Bacillus sp. 5B6] 
5. gi|154687528  phosphoglyceromutase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. FZB42] 
6. gi|386756890  alpha-amylase [Bacillus sp. JS] 
7. gi|305673005  alpha-amylase [Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23] 
8. gi|52081959  phosphoglyceromutase [Bacillus licheniformis DSM 13 = ATCC 14580] 

  
 1.2 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนที่ 28-32 (ตัวอย่างที่ 28.1) กับโปรตีน alpha-amylase precursor 
(gi|549696214) 

Protein View: gi|549696214 
alpha-amylase precursor [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3] 
Database:   NCBInr 
Score:    1341 
Nominal mass (Mr):  72359 
Calculated pI:   5.62 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|549780655 from Bacillus amyloliquefaciens 
gi|549060176 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|549696214 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   S28.1.mgf 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfHtT.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfHtT.dat#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfHtT.dat#Hit3
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfHtT.dat#Hit4
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfHtT.dat#Hit5
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfHtT.dat#Hit6
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfHtT.dat#Hit7
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfHtT.dat#Hit8
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Enzyme:   Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 40% 
Matched peptides shown in bold. 

1   MFKKRFKTSL LPLFAGFLLL FHLVLSGPAA ANAETAHKSN EVTDSSVKNG 

51  TILHAWNWSF NTLTENMKEI RDAGYAAIQT SPINQVKEGN QGDKSMSNWY 

101 WLYQPTSYQI GNRYLGTEQE FKDMCAAAEK YGVKVIVDAV VNHTTSDYGA 

151 ISDEIKRIPN WTHGNTQIKN WSDRWDITQN ALLGLYDWNT QNTEVQAYLK 

201 GFLERALNDG ADGFRYDAAK HIELPDDGNY GSQFWPNIAN TSAEFQYGEI 

251 LQDSASRDTA YANYMNVTAS NYGHSIRSAL KNRNLSVSNI SHYASDVSAD 

301 KLVTWVESHD TYANDDEEST WMSDDDIRLG WAVIGSRSGS TPLFFSRPEG 

351 GGNGVRFPGK SQIGDRGSAL FKDQAITAVN QFHNEMAGQP EELTNPNGNN 

401 QIFMNQRGSK GVVLANAGSS SVTINTSTKL PDGRYDNRAG AGSFQVANGK 

451 LTGTINARSA AVLYPDDIGN APHVFLENYQ TEAVHSFNDQ LTVTLRANAK 

501 TTKAVYQINN GQETAFKDGD RLTIGKEDPI GTTYNVKLTG TNGEGASRTQ 

551 EYTFVKKDPS QTNIIGYQNP DHWGNVNAYI YKHDGGGAIE LTGSWPGKAM 

601 TKNADGIYTL TLPANADTAN AKVIFNNGSA QVPGQNHPGF DYVQNGLYNN 

651 SGLNGYLPH 

Unformatted sequence string: 659 residues (for pasting into other applications). 

 

 1.3 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนที่ 28-32 (ตัวอย่างที่ 28.2) กับโปรตีนในฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI 
 

1. gi|384267502  

putative WD repeat-containing protein [Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum YAU B9601-Y2] 

2. gi|384264562  

phosphoserine aminotransferase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU 
B9601-Y2] 

3. gi|522023162  hypothetical protein [Lewinella cohaerens] 
 

 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140324/FTnulbsaO.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140324/FTnulbsaO.dat#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140324/FTnulbsaO.dat#Hit3
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 1.4 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนที่ 28-32 (ตัวอย่างที่ 28.2) กับโปรตีน putative WD repeat-
containing protein (gi|384267502) และ phosphoserine aminotransferase 
(gi|384264562) 

Protein View: gi|384267502 
putative WD repeat-containing protein [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU 
B9601-Y2] 
Database:   NCBInr 
Score:    659 
Nominal mass (Mr):  48315 
Calculated pI:   9.16 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|504232204 from Bacillus amyloliquefaciens 
gi|380500855 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|384267502 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   S28.2.mgf 
Enzyme:   Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 31% 
Matched peptides shown in bold. 
 
1   MKKKTASLRM KTLAAGAAVA AALSVGAVSD LPGAKWLHPA AAQAAETVFK 

51  QNHAASGFLA GRYDAQAMSP TMFNWSRESR FTSTADGALK WEKNVPANPQ 

101 NGAGAAVDGD GTVFIQSKDG KLTAYHPDGT VKWVTENLGT TYTLTPVLGT 

151 NGVIYLPSHD KKLYFIDKET GNILTSVPLS GAPSSDAAIG SDGTLYVSTL 

201 DNYIYAIKPT SPSTWTQKWK FKTNGVVGSA PVLASNGTLY TATYNNIFYA 

251 INSGTGQVKW SKTTSNGFKG YPVIDRDGTV YAGNQDGNLY AYTSTGAVKW 

301 TFPLNGFSSS SLAIDHNGNV YIGSGSGELF SISKTGNMNW SFYTDGPVRT 

351 APLIDADGNV YFGSDDKNVY AVDADGNEKW RYQTDSNVIS SPVLAEDGTL 

401 YVGTYTKLLA FGAKNNKKES ASSARILFLF RGLNKYAFFM RKFFKAVHTV 

451 I 

Unformatted sequence string: 451 residues (for pasting into other applications). 
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Protein View: gi|384264562 
phosphoserine aminotransferase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2] 
Database:   NCBInr 
Score:    444 
Nominal mass (Mr):  39549 
Calculated pI:   5.96 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|504230230 from Bacillus amyloliquefaciens 
gi|380497915 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 
gi|542006217 from Bacillus amyloliquefaciens EGD-AQ14 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|384264562 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   S28.2.mgf 
Enzyme:   Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 27% 
Matched peptides shown in bold. 

1   MERTTNFNAG PAALPLDVLQ KAQKEFVNFN DTGMSVMELS HRSTEYDAVH 

51  QKAKSLLKEL MDIPDDYDIL FLQGGASLQF SMLPMNFLTP EKTAHFIVTG 

101 AWSEKALAEA KLFGNTSVTA TSADSNHNHI PEADLSGIKD GAYLHITSNN 

151 TIFGTQWKEF PNSPIPLVAD MSSDILSRKI DVKTFDVIYG GAQKNLGPSG 

201 VTVVIMKKSW LENENANVPK ILKYSTHTKA DSLYNTPPTF AIYMLSLVLE 

251 WLAENGGVEA AERRNQEKAD VLYGTIDASG GFYAGHAAKD SRSHMNVTFT 

301 LRDSSLTKKF VEEAKAAKMI GLGGHRSVGG CRASIYNAVS LADCEKLAQF 

351 MRKFQQENE 

Unformatted sequence string: 359 residues (for pasting into other applications). 

 1.5 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนที่ 40-44 (ตัวอย่างที่ 37.1) กับโปรตีนในฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI 
 
1. gi|494888363  nitrate reductase [Bacillus sp. 5B6] 

2. gi|452857429  

extracellular serine protease [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum 
UCMB5036] 

3. gi|568179157  nitrate reductase [Bacillus amyloliquefaciens LFB112] 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEwe.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEwe.dat#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEwe.dat#Hit3
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4. gi|308175531  extracellular serine protease [Bacillus amyloliquefaciens DSM 7] 
5. gi|515504277  peptidase S8 [Bacillus siamensis] 

6. gi|305676356  

respiratory nitrate reductase subunit alpha [Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. 
W23] 

7. gi|386760473  peptidase S8 and S53 subtilisin kexin sedolisin [Bacillus sp. JS] 
8. gi|305676435  extracellular serine protease [Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23] 

  
 1.6 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนที่  40-44 (ตัวอย่างที่  37.1) กับโปรตีน  nitrate reductase 
(gi|494888363) และโปรตีน extracellular serine protease (gi|452857429)   
 
Protein View: gi|494888363 
nitrate reductase [Bacillus sp. 5B6] 
Database:   NCBInr 
Score:    497 
Nominal mass (Mr):  139284 
Calculated pI:   6.11 
Taxonomy:   Bacillus sp. 5B6 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|385151132 from Bacillus sp. 5B6 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|494888363 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   37.1.mgf 
Enzyme: Trypsin:  cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 10% 
Matched peptides shown in bold. 

1    MKKKKMSPLL RRLNYFSPIE HHSNNHSQTT SEDRDWENVY RNRWQYDKVV 

51   RSTHGVNCTG SCSWNIYVKN GIVTWEGQNL NYPSTGPDMP DFEPRGCPRG 

101  ASFSWYIYSP LRVKYPYVRG VLINLWREAL QAHQNPLDAW KSIVENPEKA 

151  KSYKQARGKG GFVRAEWPEV LKLISASLLY TVMKYGPDRN VGFSPIPAMS 

201  MISHASGSRF MSLIGGPMLS FYDWYADLPP ASPQIWGDQT DVPESSDWYN 

251  SGYIITWGSN VPLTRTPDAH FLAEARYKGA KVISISPDFA ESSKFADDWL 

301  SIRQGTDGAL AMAMGHVILQ EFYVNQETER FIEYAKQYTD FPFFVTLSKE 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEwe.dat#Hit4
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEwe.dat#Hit5
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEwe.dat#Hit6
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEwe.dat#Hit7
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEwe.dat#Hit8
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351  NGVYTAGRFL HAKDIGRQTK NDHWKPAVWN EQTNEFAIPQ GTMGSRWDGQ 

401  QKWNLHMIDE DTGEQIKPRL SVLGIEDEIG MVRIPYFSND GNKVLERNLP 

451  IKKLDLNGEE TYVTTVFDLI LANYGVNRGI GGQSAASYDD PRPFTPAWQE 

501  QITGIKREAV IQIAREFAQN AIDTDGRSMI IVGAGINHWF NSDTIYRAVL 

551  NLVLLVGAQG VNGGGWAHYV GQEKLRPAEG WQTIATAKDW EGVPKLQNGT 

601  SFFYFATDQW RYEDQPISDL ASPIATSSRY KHHADYNVLA ARLGWLPSYP 

651  TFNQNGIDLY KEAEKAGAAT PEDVGAYVAS RLQEKKLKFA IEDPDNEVNF 

701  PRNLFVWRAN LISSSGKGHE YFLKHLLGTT NGLMNDDSDS IRPEEIKWRE 

751  QAPEGKLDLL INLDFRMAGT ALYSDIVLPA ATWYEKHDLS STDMHPFIHP 

801  FAPAISAPWE SKSDWDIFKA LSKAVSDLAE EVDMEPVKEV VATPLLHDTM 

851  QELAQPFGKI NDWSKGECEA IPGKTMPNIH VVERDYKHIF HKMTALGPHT 

901  ALKPSGTKGM SWSIADEYES LKQRLGETDS NSVAKGCPNI SEAKQAAEAI 

951  LTLSSTSNGK VAVKAWESLE NITNLKLKDL AEEREEECFT FEQITAQPKT 

1001 VITSPAFTGS EKGGRRYSPF TTNVEKLIPW RTLTGRQSYY VDHELMMEFG 

1051 ETMATFKPIL QHRPFLSKRP DQEGKEIVLN YLTPHNKWSV HSMYFDSLPM 

1101 LTLFRGGPTV WMNKDDAADT DIKDNDWIEC FNRNGVVVAR AVLSHRIPKG 

1151 MAFMHHAQDR HINVPGTKLT NNRGGTHNSP TRIHVKPTQM IGGYAQLSYG 

1201 FNYYGPTGNQ RDLNVVIRKL KEVDWLED 

Unformatted sequence string: 1228 residues (for pasting into other applications). 
 
Protein View: gi|452857429 
extracellular serine protease [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5036] 
Database:   NCBInr 
Score:    497 
Nominal mass (Mr):  85868 
Calculated pI:   6.40 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5036 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|505231380 from Bacillus amyloliquefaciens 
gi|452081689 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5036 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|452857429 against nr. 
 
Search parameters 
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MS data file:   37.1.mgf 
Enzyme: Trypsin:  cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 14% 
Matched peptides shown in bold. 

1   MKKGIIRYLL PAFVLSFTLS TSSQAAPASK PQTPDLEKAE VFGDIDMTTS 

51  KQTTVIVELK EKSLAEAKEL GKAQTKSQLK SERAKVKKKA LKTIKHGKIN 

101 REYEQVFSGF SMKLPANEIP KLLSDQDVKA VYPNVTYHTD QLKDKDITLS 

151 KDAVSPQMDD SAPYIGANDA WKLGYTGKGV KVAIIDTGVE YKHPDLKKNF 

201 GQYKGYDFVD NDYDPEETPS GDPRGASTDH GTHVAGTVAA NGTIKGVAPD 

251 ATLLAYRVLG PGGSGTTENV IAGIERAVQD GADVMNLSLG NSVNNPDWAT 

301 STALDWAMSE GVTAVTSNGN SGPNNWTVGS PGTSREAISV GATQLPLNEY 

351 AVSFGSYSSA KVMGYNKEDD IKALNKKETE LIEAGIGEQK DFEGKDLMGK 

401 VAVVKRGSIA FVDKADNAKK AGAIGMVVYN NAPGEIEANV PGMSVPTIKL 

451 SSEDGEKLVS QLKAGGTKAT FNLSVAKSLT EQMADFSSRG PVMDTWMIKP 

501 DVSAPGVNIV STIPTHDPAD PYGYGSKQGT SMASPHVAGA AAVIKQAKPK 

551 WSPEQIKAAL MNTAETLTDA DGDVYPHNAQ GAGSIRIMKA IKADSLVAPG 

601 SYSYGTFMKD KGNETKKETF TIENQSSIRK SYQLEYSFNG TGITASGTDR 

651 VVIPAHQTGK FNAKVKVNAK KVKAGTYEGT VTVREGGKTV AKVPTLLIVK 

701 EPDYPRVTSI DVQDGTTQGT YQIETYLPAG AEELAFLVYD SNLDFVGQAG 

751 IYKKQDKGYQ YFDWNGKVNG DNALPAGEYY MLAYAANKGK SSQVLTEKPF 

801 IIE 

Unformatted sequence string: 803 residues (for pasting into other applications). 
 
 1.7 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ในช่วงล าดับส่วนที่ 40-44 (ตัวอย่างที่ 37.2) กับโปรตีนในฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI 
 

1. gi|154685878  

dihydrolipoamide dehydrogenase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum 
str. FZB42] 

2. gi|308173427  

dihydrolipoamide dehydrogenase E3 subunit of both pyruvate dehydrogenase 
and 2-oxoglutarate dehydrogenase complexes [Bacillus amyloliquefaciens DSM 
7] 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit2


 101 

3. gi|375363628  

leucyl aminopeptidase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU 
B946] 

4. gi|493688262  dihydrolipoamide dehydrogenase [Bacillus sonorensis] 

5. gi|452856816  

leucyl aminopeptidase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum 
UCMB5036] 

6. gi|311067977  dihydrolipoamide dehydrogenase [Bacillus atrophaeus 1942] 
7. gi|157692139  dihydrolipoamide dehydrogenase [Bacillus pumilus SAFR-032] 

8. gi|294498116  

pyruvate dehydrogenase complex E3 component, dihydrolipoamide 
dehydrogenase [Bacillus megaterium QM B1551] 

9. gi|569810017  

dihydrolipoamide dehydrogenase of pyruvate dehydrogenase complex [Bacillus 
hemicellulosilyticus JCM 9152] 

10. gi|545132929  dihydrolipoamide dehydrogenase [Bacillus amyloliquefaciens] 

  
 1.8 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ ในช่วงล าดับส่วนที่  40-44 (ตัวอย่างที่  37.2) กับโปรตีน  dihydrolipoamide 
dehydrogenase (gi|154685878) 
 
Protein View: gi|154685878 
dihydrolipoamide dehydrogenase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. FZB42] 
Database:   NCBInr 
Score:    1263 
Nominal mass (Mr):  49862 
Calculated pI:   4.95 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. FZB42 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|384265012 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 
gi|387897997 from Bacillus amyloliquefaciens Y2 
gi|429505015 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum AS43.3 
gi|530569207 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5033 
gi|530614172 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5113 
gi|549698252 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 
gi|556557225 from Bacillus amyloliquefaciens CC178 
gi|494651719 from Bacillus 
gi|154351729 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. FZB42 
gi|380498365 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 
gi|385149081 from Bacillus sp. 5B6 
gi|387172107 from Bacillus amyloliquefaciens Y2 
gi|393805371 from Bacillus sp. 916 
gi|429486605 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum AS43.3 
gi|530333367 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5033 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit3
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit4
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit5
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit6
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit7
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit8
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit9
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfEnS.dat#Hit10
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gi|530337226 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum UCMB5113 
gi|542013096 from Bacillus amyloliquefaciens EGD-AQ14 
gi|549062214 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 
gi|556019154 from Bacillus amyloliquefaciens CC178 
gi|589092251 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum TrigoCor1448 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|154685878 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   37.2.mgf 
Enzyme: Trypsin:  cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 44% 
Matched peptides shown in bold. 

1   MVVGDFPIET DTLVIGAGPG GYVAAIRAAQ LGQKVTVVEK ATLGGVCLNV 

51  GCIPSKALIN AGHRYENAKH SDDMGITAEN VTVDFTKVQE WKASVVNKLT 

101 GGVAGLLKGN KVDVIKGEAY FVDSNSVRVM DENSAQTYTF KNAIIATGSR 

151 PIELPNFKYS ERVLNSTGAL ALKEIPKKLV VIGGGYIGTE LGTAYANFGT 

201 ELVILEGGDE ILPGFEKQMS SLVTRRLKKK GNVEIHTSAM AKGVEERPDG 

251 VTVTFEVKGE EKTVDADYVL ITVGRRPNTD ELGLEQVGIE MTDRGVIKTD 

301 KQCRTNVPNI YAIGDIIDGP PLAHKASYEG KIAAEAISGE PAEIDYLGIP 

351 AVVFSEPELA SVGYTEAQAK EEGIEVVAAK FPFAANGRAL SLNETDGFMK 

401 LITRKEDGLV IGAQIAGASA SDMISELSLA IEGGMTAEDI AMTIHAHPTL 

451 GEITMEAAEV AIGSPIHIVK 

Unformatted sequence string: 470 residues (for pasting into other applications). 
 
 1.9 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ในช่วง
ล าดับส่วนที่ 40-44 (ตัวอย่างที่ 37.3) กับโปรตีนในฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI 
 

1. gi|384265809  

carboxypeptidase Taq [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU 
B9601-Y2] 

2. gi|375363628  

leucyl aminopeptidase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU 
B946] 

3. gi|452856816  

leucyl aminopeptidase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum 
UCMB5036] 

4. gi|384266016  

dihydrolipoamide dehydrogenase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum YAU B9601-Y2] 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYSE.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYSE.dat#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYSE.dat#Hit3
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYSE.dat#Hit4
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5. gi|384267571  levansucrase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2] 
6. gi|14278884  flagellin [Bacillus subtilis] 
7. gi|498017568  aminopeptidase A [Bacillus mojavensis] 

  
 1.10 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
ในช่วงล าดับส่วนที่ 40-44 (ตัวอย่างที่ 37.3) กับโปรตีน carboxypeptidase Taq (gi|384265809) และ
โปรตีน leucyl aminopeptidase (gi|375363628) 
 
Protein View: gi|384265809 
carboxypeptidase Taq [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2] 
Database:   NCBInr 
Score:    1062 
Nominal mass (Mr):  57986 
Calculated pI:   4.87 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|387898817 from Bacillus amyloliquefaciens Y2 
gi|504231122 from Bacillus amyloliquefaciens 
gi|380499162 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2 
gi|387172927 from Bacillus amyloliquefaciens Y2 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|384265809 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   37.3.mgf 
Enzyme:   Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carboxymethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 46% 
Matched peptides shown in bold. 
 

1   MDLHTYEKEF FDLLKRVSHY VEAIALMHWD LRTGAPKKGS DDRAESIGQL 

51  SADVFQIQTS DRMKELIDIL LAHAEELPED TVKAAELAKK DYDHNKKIPE 

101 DEYKEYVILT SKAETAWEDA KAASDFSMFA PYLEKLINFN KRFISYWGYE 

151 DHPYNALLDI FEPGVTVKVL DQLFSELKEA IIPLIKKVTE SGNKPDTSFI 

201 TKTFPKEQQR DLSLYFLKEF GYDFDGGRLD ETVHPFATTI NRGDVRVTTR 

251 YDENDFRTAI FGTIHECGHA IYEQNIDEAL SGTNLSDGAS MGIHESQSLF 

301 YENFIARNQH FWTAYYEKMV EASPDQFQDV KREDFVRAVN EAKPTFIRIE 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYSE.dat#Hit5
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYSE.dat#Hit6
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYSE.dat#Hit7
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351 ADELTYPLHI IIRYEIEKAI FSNEVTVEEL PALWNQKYHD YLGITPPSDA 

401 KGILQDVHWA GGDFGYFPSY ALGYMYAAQL KHTMLDDLPE FDQLIERGDF 

451 EPIKQWLTEK VHQHGRRKMP LDIIKDATGE ELNVQYLIEY LVGKYSNLYL 

Unformatted sequence string: 500 residues (for pasting into other applications). 
 
Protein View: gi|375363628 
leucyl aminopeptidase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU B946] 
Database:   NCBInr 
Score:    774 
Nominal mass (Mr):  53641 
Calculated pI:   4.88 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU B946 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|451345666 from Bacillus amyloliquefaciens IT-45 
gi|568178620 from Bacillus amyloliquefaciens LFB112 
gi|489243798 from Bacillus amyloliquefaciens 
gi|371569622 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU B946 
gi|407076378 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum M27 
gi|449849424 from Bacillus amyloliquefaciens IT-45 
gi|544267319 from Bacillus amyloliquefaciens UASWS BA1 
gi|566057731 from Bacillus amyloliquefaciens LFB112 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|375363628 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   37.3.mgf 
Enzyme: Trypsin:  cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carboxymethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 38% 
Matched peptides shown in bold. 

1   MFYASDQLRH PETLVIGLFQ KSTLNGFTKE LDDKLDGHLT QLLKDGDVSA 

51  KRNRVSKVYP PAATGMKRIY FIGLGREADY SFEDTKECFA RVFQQIHQDK 

101 KQEVSVLLDT FVSGEVPAAD AAHALSESCL LAVYEVQDYK HKSNEPDQEL 

151 KSVCAVTEED LREVQAGLNV GAAYGQGTNS ARTLVNMPGN MLTATDLASY 

201 AAELAAKYDF ECEILEKDEM EELGMGGLLA VNKGSSEPPK MIVLKYQGKD 

251 QWEDVIGLVG KGITFDTGGY SIKPKTGIVG MKSDMGGAAS VLGAMEIIGE 

301 LRPEQNVLAV IPSTDNMISS DAMKPDDVIV SLSGKTIEIL NTDAEGRLVL 
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351 ADGITYAKQH GASVLVDVAT LTGGVIVALG NEMTGAMTNH AAFYEQVAES 

401 AKESGEPIWQ LPITEKDKKR VRNSQMADLN NSPGREGHAI MAGAFLGEFA 

451 ENTPWVHLDI AGTATANKAT CFGPAGATGV MARTLAVLTE RFTPER 

Unformatted sequence string: 496 residues (for pasting into other applications). 
 
 1.11 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
ในช่วงล าดับส่วนที่ 40-44 (ตัวอย่างที่ 37.4) กับโปรตีนในฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI 
 

1. gi|549699392  Flagellin A [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum   NAU-B3] 
2. gi|14278884  flagellin [Bacillus subtilis] 

3. gi|384265008  

macrolactin synthesis [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-
Y2] 

4. gi|384266251  

phage major capsid protein, HK97 family [Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum YAU B9601-Y2] 

5. gi|375362520  

phage major capsid protein, HK97 family [Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum CAU B946] 

6. gi|375362549  

gamma-glutamyltransferase [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum CAU 
B946] 

7. gi|154688122  RocF [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. FZB42] 

 1.12 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
ในช่วงล าดับส่วนที่ 40-44 (ตัวอย่างที่ 37.4) กับโปรตีน Flagellin A (gi|549699392) 
 
Protein View: gi|549699392 
Flagellin A [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3] 
Database:   NCBInr 
Score:    1383 
Nominal mass (Mr):  35431 
Calculated pI:   4.95 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|549783040 from Bacillus amyloliquefaciens 
gi|549063354 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|549699392 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   S37.4.mgf 
Enzyme:   Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYES.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYES.dat#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYES.dat#Hit3
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYES.dat#Hit4
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYES.dat#Hit5
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYES.dat#Hit6
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfYES.dat#Hit7
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Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 71% 
Matched peptides shown in bold. 

1   MRINHNIAAL NTSRQLNAGS NSAAKNMEKL SSGLRINRAG DDAAGLAISE 

51  KMRSQIRGLD MASKNAQDGI SLIQTSEGAL NETHSILQRM SELATQAAND 

101 TNTDSDRSEL QKEMDQLSSE VTRISTDTEF NTKKLLDGTA KDLTFQIGAN 

151 EGQTMTLSIN KMDSESLKVG TTYTAQADGT LKSGDGNSTA TWADEEVTDG 

201 KVTKEAGYYD DKGALVGSEK LEEGEKLSKG IDISSSAKAA SSALTTIKTA 

251 IDTVSSERAK LGAVQNRLEH TINNLGTSSE NLTSAESRIR DVDMASEMME 

301 YTKNNILTQA SQAMLAQANQ QPQQVLQLLK G 

Unformatted sequence string: 331 residues (for pasting into other applications). 
 
 1.13 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
ในช่วงล าดับส่วนที่ 45-50 (ตัวอย่างที่ 38) กับโปรตีนในฐานข้อมูลมาตรฐาน NCBI 
 

1. gi|549699392  Flagellin A [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3] 
2. gi|14278884  flagellin [Bacillus subtilis] 
3. gi|154685874  MlnI [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. FZB42] 

4. gi|375362520  

phage major capsid protein, HK97 family [Bacillus amyloliquefaciens subsp. 
plantarum CAU B946] 

5. gi|495688415  Flagellin (Fragment) [Desulfotomaculum hydrothermale] 
6. gi|169826738  flagellin [Lysinibacillus sphaericus C3-41] 

  
 1.14 ผลการเปรียบเทียบรูปแบบลายพิมพ์ (finger print) ของโปรตีนที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
ในช่วงล าดับส่วนที่ 45-50 (ตัวอย่างที่ 38) กับโปรตีน Flagellin A (gi|549699392) 
 
Protein View: gi|549699392 
Flagellin A [Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3] 
Database:   NCBInr 
Score:    984 
Nominal mass (Mr):  35431 
Calculated pI:   4.95 
Taxonomy:   Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 
This protein sequence matches the following other entries: 
gi|549783040 from Bacillus amyloliquefaciens 

http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfETh.dat#Hit1
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfETh.dat#Hit2
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfETh.dat#Hit3
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfETh.dat#Hit4
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfETh.dat#Hit5
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20140321/FTnulfETh.dat#Hit6
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gi|549063354 from Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum NAU-B3 
Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|549699392 against nr. 
 
Search parameters 
MS data file:   S38.1.mgf 
Enzyme:   Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P. 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Protein sequence coverage: 52% 
Matched peptides shown in bold. 
 

1   MRINHNIAAL NTSRQLNAGS NSAAKNMEKL SSGLRINRAG DDAAGLAISE 

51  KMRSQIRGLD MASKNAQDGI SLIQTSEGAL NETHSILQRM SELATQAAND 

101 TNTDSDRSEL QKEMDQLSSE VTRISTDTEF NTKKLLDGTA KDLTFQIGAN 

151 EGQTMTLSIN KMDSESLKVG TTYTAQADGT LKSGDGNSTA TWADEEVTDG 

201 KVTKEAGYYD DKGALVGSEK LEEGEKLSKG IDISSSAKAA SSALTTIKTA 

251 IDTVSSERAK LGAVQNRLEH TINNLGTSSE NLTSAESRIR DVDMASEMME 

301 YTKNNILTQA SQAMLAQANQ QPQQVLQLLK G 

Unformatted sequence string: 331 residues (for pasting into other applications).
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
 

นางสาวสุดารัตน์ นุชวงษ์ เกิดเมื่อวันท่ี 30 พฤษภาคม พ.ศ. 2530 ท่ีจังหวัดจันทบุรี ส าเร็จ
การศึกษาในระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหิดล เมื่อปีการศึกษา 2553 และได้เข้าศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชา
จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปี
การศึกษา 2554  ในระหว่างการศึกษาได้เข้าร่วมเสนอผลงานบางส่วนในงานประชุมวิชาการ The 
25th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology and International 
Conference (TSB 2013) “Agro-Industrial Biotechnology for Global Sustainable 
Prosperity” ณ The Emerald Hotel, Bangkok ระหว่างวันท่ี 16-19 ตุลาคม 2556 ในหัวข้อ 
Antifungal activity from Bacillus subtilis N3 against phytopathogen Bipolaris sp. โดย
ได้รับรางวัล Best paper award and Complimentary award in poster competition 
นอกจากนี้งานวิจัยบางส่วนยังจะน าไปเสนอผลงานในงานประชุมวิชาการ The 10th International 
Mycological Congress, Bangkok,Thailand ซึ่งจะจัดขึ้นที่ศูนย์ประชุมแห่งชาติสิริกิต์ิ ระหว่างวันท่ี 
13-18 สิงหาคม 2557 ในหัวข้อ Antifungal protein from Bacillus subtilis N3 against 
phytopathogen Bipolaris sp. 
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