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Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่คัดแยกไดจากตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามัน
ปโตรเลียมสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนหรือแนพธาลีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน   เพื่อ
ศึกษาวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของสายพันธุ CU-A1 ไดใชทรานสโปซอนเพื่อเหนี่ยวนําใหเกิด
การกลายพันธุของสายพันธุนี้โดยคอนจูเกชัน กับ Eschericia coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพ
ลาสมิด pSUP2021  เมื่อใชเซลลผูใหและเซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในชวงตนของระยะทวีคูณมา
ผสมกันในอัตราสวน 1 : 1   บมที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมงและคัดแยกทรานสคอนจู
แกนตบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัมตอลิตรและสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   จะไดประสิทธิภาพของการ ทรานสโพสิชันสูงที่สุดเทากับ 4.75 X 10-5 
ตอจํานวนเซลลผูรับ    เมื่อตรวจสอบดวยวิธีเซาเธอรนไฮบริไดเซชันพบวาทรานสโปซอน Tn5 มีการ
แทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium    จากทรานสคอนจูแกนตทั้งหมด 15,370 สาย
พันธุพบสายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายหรือไมเจริญในอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน
จํานวน 21 สายพันธุ    การศึกษาการเจริญของสายพันธุกลายตางๆ ในอะซีแนพธิลีน แนพธาลีนและ
สารมัธยันตและผลการวิเคราะหโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (TLC) พบวา Rhizobium ยอย
สลายอะซีแนพธิลีนเปนอะซีแนพโธควิโนน กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกและกรดเจนทิสิกตาม
ลําดับ   และยอยสลายแนพธาลีนเปนกรดเจนทิสิก    นอกจากนี้ยังประสบความสําเร็จในการสราง 
Rhizobium สายพันธุ CU-GFP2 ซึ่งมียีน gfp เปนเครื่องหมายโดยใชภาวะในการคอนจูเกชัน
ที่เหมาะสม    สายพันธุ CU-GFP2 มีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในอัตราเดียวกับ
สายพันธุ CU-A1 พรอมทั้งแสดงการเรืองแสงสีเขียว 
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Rhizobium sp. CU-A1, isolated from petroleum-contaminated soil in Thailand, is able to 

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

บทนํา 
 
 
อะซีแนพธิลีน 
 

อะซีแนพธิลีน เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่ง   จัดอยูในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbons หรือ PAHs)    อะซีแนพธิลีนมีโครงสราง
โมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีน 2 วง และไซโคลเพนทีน 1 วงเชื่อมตอกันเปนกลุม    พบอะซีแนพธิ
ลีนและสาร PAHs ชนิดอื่นๆ เปนสวนประกอบในน้ํามันดิบ ผลิตภัณฑจากน้ํามันปโตรเลียม     
ถานหิน น้ํามันดําจากถานหิน (coal tar) และครีโอโสท (creosote) (Wilson และ Jones, 1993)       
อะซีแนพธิลีนและสาร PAHs ชนิดอื่นๆ ปนเปอนเขาสูสิ่งแวดลอมจากการใชประโยชนจาก
ผลิตภัณฑปโตรเลียมและถานหิน การรั่วไหลระหวางการขนสงและจัดเก็บและการกําจัดกากของ
เสียจากกระบวนการอุตสาหกรรมดังกลาว    เนื่องจากสาร PAHs เปนสารอันตรายรายแรงซึ่ง
กอใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) การเปลี่ยนแปลงของยีน (mutagen) และเกิดทารกในครรภที่มี
รูปรางผิดปกติ (teratogen)    องคการอนามัยโลกจึงกําหนดใหอะซีแนพธิลีนและสาร PAHs 
ทั้งหมด 16 ชนิด เปนสารพิษที่ควรใหความสําคัญในอันดับตนๆ ในอันที่จะปองกันการปนเปอน
ของสารดังกลาวในสิ่งแวดลอม (WHO, 1983, อางถึงโดย Willson และ Jones, 1993)    ประเทศ
ไทยมีการกําหนดพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 โดยจัดประเภทของสาร PAHs เปนวตัถุ
อันตรายประเภทที่ 7 คือวัตถุที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (พระราชบัญญัติวัตถุ
อันตราย, 2535) 

แมวาการบําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยอะซีแนพธิลีนและสาร PAHs ชนิดอ่ืนๆ 
สามารถทําไดหลายวิธีเชน การเผาที่อุณหภูมิสูง (incineration) การฝงกลบ (landfill) และการ
บําบัดทางเคมีเปนตน (Cookson, 1995)   แตการบําบัดโดยการยอยสลายทางชีวภาพ 
(bioremediation) ซึ่งเปนวิธีการนําส่ิงมีชีวิตรวมถึงจุลินทรียมาใชประโยชนในการยอยสลาย
สารพิษอันตรายในสิ่งแวดลอม ไดเปรียบกวาวิธีบําบัดดวยวิธีอ่ืนๆ    เนื่องจากจุลินทรียจะยอย
สลายสาร PAHs บางชนิดอยางสมบูรณ (mineralization) ไดผลิตภัณฑเปนคารบอนไดออกไซด 
น้ําและพลังงาน  หรือสาร PAHs บางชนิดอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวน (partially 
transformed) ซึ่งมีความเปนพิษลดลงหรือหมดความเปนพิษ    กระบวนการทั้งสองนี้อาจเกิดโดย
จุลินทรียชนิดเดียวหรือโดยกลุมจุลินทรีย (Cerniglia, 1992)    กระบวนการบําบัดอาจใชวิธีกระตุน
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จุลินทรียทองถิ่นในแหลงปนเปอนนั้นใหยอยสลายสาร PAHs (biostimulation)   หรือวิธีเติมจุลิน 
ทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ลงไปในแหลงปนเปอน (bioaugmentation)     
ซึ่งวิธีการนี้มีความจําเปนตองทราบถึงลักษณะทางสรีรวิทยา กายภาพและชีวภาพ รวมถึงวิถีการ
ยอยสลายสาร PAHs ของจุลินทรียชนิดนั้นซี่งเปนปจจัยสําคัญอันหนึ่งเพื่อใหการบําบัดสาร PAHs 
เปนไปอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด  
 
การยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 
 การยอยสลายอะซีแนพธิลีนมีการศึกษากันมาเปนเวลานาน    มีรายงานวาแบคทีเรียและ
ราไวทรอท    สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดดังสรุปชนิดของจุลินทรียไวในตารางที่ 1.1    โดย
เกือบทั้งหมดเปนการยอยสลายแบบเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุล (transformation)    พบเพียง
แบคทีเรียเทานั้นที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได (Cerniglia, 
1992)    ถึงแมวาสิ่งมีชีวิตทั้งสองกลุมอาศัยกิจกรรมของเอนไซมที่แตกตางกันในการยอยสลาย   
อะซีแนพธิลีน แตไดผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการยอยสลายเหมือนกัน 
 
ตารางที่ 1.1  จุลินทรียที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

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

 
Chapman, 1979 
Schocken และ Gibson, 1984 
Komatsu และคณะ, 1993 
Grifoll และคณะ, 1995 
Selifonov และคณะ, 1996 
 
 
 
Johannes และคณะ, 1998 
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย 
แบคทีเรียจะยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยการเติมออกซิเจนบนวงไซโคลเพนทีนของอะ

ซีแนพธิลีน    ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดไฮโดรไดออล (cis-acenaphthene-1,2-
dihydrodiol) โดยอาศัยกิจกรรมของไดออกซีจีเนส    จากนั้นผลิตภัณฑนี้จะถูกออกซิไดสเปน 1,2-
ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน (1,2-dihydroxyacenaphthylene) และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน 
(1-hydroxy-2-ketoacenaphthene) ซึ่งเปน tautomer     ผลิตภัณฑจะถูกออกซิไดสหรือรีดิวซ
ดวยดีไฮโดรจีเนสและรีดักเทสจนกลายเปน อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน (acenaphtho-1,2-quinone)  
ซึ่งผลิตภัณฑนี้จะแตกตัวไดเองทําใหวงไซโคลเพนเทนแตกออกไดผลิตภัณฑสุดทายเปนกรด 1,8-
แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalenedicarboxylic acid) (Selifonov และคณะ, 1996) 
ดังแสดงในรูปที่ 1.1 

Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา Pseudomonas cepacia สายพันธุ F297  ซึ่งคัด
แยกไดจากแหลงดินที่ปนเปอนครีโอโสท    สามารถออกซิไดสอะซีแนพธิลีนเปนสารมัธยันตและ
ผลิตภัณฑสุดทายตางๆ ไดแก  อะซีแนพธีน-1-โอน (acenaphthene-1-one)  อะซีแนพโธ-1,2-ควิ
โ นน   กรด  1,8-แนพธาลี น ไดคา ร บอกซิ ลิ ก   และ1,8-แนพธาลิ ก แอน ไฮ ไดรด  (1,8-
naphthalicanhydride)  

Komatsu และคณะ (1993) คัดแยกแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 จาก
แหลงดินบริเวณที่ทิ้งของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม    สามารถยอยสลายอะซีแนพธลีินเปนแหลง
พลังงานและคารบอน และพบกรด 1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก เปนสารมัธยันต  
 
เอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย 

ยังไมมีรายงานถึงเอนไซมที่เกี่ยวของโดยตรงในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธลีิน    อยางไรก็
ตามไดออกซีจีเนสของแบคทีเรียในกลุมที่สามารถยอยสลายสาร PAHs เปน 1,2-ไดไฮโดรไดออล 
สามารถออกซิไดสวงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนไดผลิตภัณฑเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออ
ลเชน  แนพธาลีนไดออกซีจีเนสจาก Pseudomonas putida สายพันธุ G7 เปนตน    ดีไฮโดรจีเนส
และรีดักเทสไมทราบชนิดของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 สามารถออกซิไดส 
ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลเปนอะซีแนพโธควิโนน     นอกจากนี้ยังพบวาอะซีแนพโธควิโนน
สามารถแตกตัวเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ไดเองโดยไมตองอาศัยกิจกรรมของ
เอนไซม (Selifonov และคณะ, 1996)  
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยราไวทรอท 
เอนไซมยอยสลายลิกนินของราไวทรอทเปนเอนไซมในกลุมเปอรออกซิเดส (peroxidase) 

ซึ่งไดแก ลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดส และแลคเคส    ราจะผลิตเอนไซมเหลานี้
เมื่อเขาสูระยะที่มีการเจริญเต็มที่หรือในภาวะที่จํากัดปริมาณคารบอน ไนโตรเจนหรือซัลเฟอร 
(Kotterman และคณะ,1994)    เอนไซมในกลุมนี้ไมมีความจําเพาะตอสารตั้งตนจึงสามารถยอย
สลายลิกนินซึ่งมีโครงสรางประกอบดวยวงอะโรมาติกที่ซับซอนได     จากสมบัติในขอนี้จึงมีผูสนใจ
ศึกษาการยอยสลายสาร PAHs ดวยเอนไซมในกลุมนี้อยางกวางขวางโดยเฉพาะสาร PAHs ที่มี
โมเลกุลใหญ (Hammel และคณะ,1986; Kotterman และคณะ 1994)    การศึกษาวิถีการยอย 
สลายอะซีแนพธิลีนดวยแลคเคสจากราไวทรอท Trametes versicolor พบวาอะซีแนพธิลีนจะถูก
ออกซิไดสเปน radical cation ซี่งไมเสถียรและเปลี่ยนรูปเปน ซิส-และ ทรานส-1,2-ไดไฮดรอกซีอะ
ซีแนพธีน และอะซีแนพธีน-1-โอน    จากนั้นผลิตภัณฑเหลานี้จะถูกออกซิไดสเปน 1,8-แนพธา
ลิกอัลดีไฮด (1,8-naphthalic aldehyde) และ tautomer ซึ่งสารตัวกลางทั้งสามตัวนี้จะถูกออกซิ
ไดสเปน 1,2-อะซีแนพธีนไดโอน (1,2-acenaphthenedione) และกรด 1,8-แนพธาลาลดีไฮดริก 
(1,8-naphthalaldehydic acid) ซึ่งสกัดไดในรูปกรดแนพธาลิกแอนไฮไดด ดังแสดงในรูปที่ 1.2 
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Hopskins และคณะ, 1962)  
วงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดสโดยไซโตโครม P450 ใหเปนอะซีแนพธิ

ลีนอีพอกไซด    และเติมไฮโดรเจนและหมูไฮดรอกซิลลงในโมเลกุลโดยกิจกรรมของอีพอกไซด
ไฮโดร  เลส    ไดผลิตภัณฑเปน ซิส- และ ทรานส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล    ซิส- และ ทรานส-อะ
ซีแนพธีน-1,2-ไดออลกลูคูโรเนท และกรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก    นอกจากนี้ยังพบอะ
ซีแนพธีน-1-โอน ในสวนสกัดที่เปนกรด 
 
การศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs  
 

ในปจจุบันการศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs และยีนที่เกี่ยวของในกระบวนการยอย
สลายสาร PAHs ไดมีการนําเทคนิคดานพันธุวิศวกรรมมาชวยในการศึกษาอยางกวางขวางเชน   
 
วิธีการสรางหองสมุด DNA 

Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ไดศึกษายีนในวิถีการยอยสลายฟแนนทรีนของ 
Burkholderia sp. โดยใชวิธีการสรางหองสมุด DNA และคัดเลือกโคลนที่มียีนไดออกซิจีเนส  ซึ่งได
ออกซิจีเนสของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสาร PAHs สวนใหญจะสามารถเปลี่ยนอินโดล 
(indole) เปนอินดิโก (indigo) ซึ่งมีสีฟาไดดวย 
 
การกอการกลายพันธุโดยทรานสโปซอน Tn5  
 Yen และ Gunsalus (1982) ศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดยกลายพันธุ 
Pseudomonas putida สายพันธุ G7    ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชัน    พบวาชุด
เอนไซมตางๆ ที่ประมวลรหัสโดยยีน nahABFCQED หรือเรียกวา upper pathway เกี่ยวของกับ
การยอยสลายแนพธาลีนเปนกรดซาลิไซลิกดังรูปที่ 1.3   
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การกอการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน 
การกอการกลายพันธุโดยทรานสโปซอนอาศัยหลักการที่วา   เมื่อทรานสโปซอนเขา         

สูเซลลผูรับที่ตองการกลายพันธุแลว    ทรานสโปซอนจะเคลื่อนที่แทรกสอดในตําแหนงตางๆ บนดี
เอ็นเอแบบสุมซ่ึงทําใหเกิดผลคือ   ทําใหยีนสูญเสียหนาที่ (insertion inactivation)    ถาทรานสโป
ซอนแทรกสอดในยีนใดจะทําใหยีนนั้นไมตอเนื่อง    ซึ่งปรากฏการณนี้ทําใหเกิดการหยุดการ
ถอดรหัสของยีนนั้นเนื่องจาก transcriptional terminator หรือรหัสหยุดของทรานสโปซอนทําให
หนาที่ของยีนนั้นเสียไป     หรือ โพลารมิวเทชัน (polar mutation) เนื่องจาก transcriptional 
terminator หรือรหัสหยุดของทรานสโปซอน    นอกจากมีผลตอยีนที่ถูกแทรกสอดแลวอาจมีผล
ยับยั้งการถอดรหัสของยีนที่ใชโปรโมเตอรรวมกันเชน ยีนในโอเปอรอนเดียวกัน    จึงทําใหเกิดสาย
พันธุกลายที่มีลักษณะตางๆ (Harwood, 1993) 

ทรานสโปซอนไมสามารถเคลื่อนที่ระหวางเซลลของแบคทีเรียไดเอง    จึงตองอาศัย  
พลาสมิดพาหะเพื่อเพิ่มจํานวนและนําทรานสโปซอนเขาสูเซลล   การนําพลาสมิดเขาสูเซลล
สามารถทําไดหลายวิธีเชน ทรานสฟอรเมชัน อิเล็กโทรพอเรชันและคอนจูเกชัน    สองวิธีแรกแมวา
จะมีประสิทธิภาพสูงแตมีขั้นตอนที่ยุงยากและราคาแพง    วิธีคอนจูเกชันเปนวิธีที่สะดวกและ
ประหยัดที่สุดแตตองอาศัยพลาสมิดที่มีประสิทธิภาพในการคอนจูเกชันสูงและไมสามารถเพิ่ม
จํานวนในเซลลผูรับ   
 
ประโยชนและขอดอยของทรานสโปซอน Tn5 

การกอการกลายพันธุดวยทรานสโปซอนเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพในการศึกษาแบคทีเรีย    
โดยเฉพาะแบคทีเรียที่มีขอมูลเพียงเล็กนอยเกี่ยวกับยีนหรือระบบของยีนที่ศึกษา    เนื่องจากเปน
การศึกษาภายในเซลลซึ่งสะดวกและประหยัดกวาการสรางหองสมุดดีเอ็นเอ    จึงมีการนําทรานส
โปซอนมาใชกลายพันธุแบคทีเรียอยางกวางขวาง    ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ (Dennis และ 
Zylstra, 1998)    ซึ่งในงานวิจัยนี้เลือกใชทรานสโปซอน Tn5 เนื่องจาก 

1. มีการใชทรานสโปซอน Tn5 เพื่อศึกษาระบบยีนในแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด
รวมถึง Rhizobium    โดยวิธีคอนจูเกชันซึ่งวิธีนี้มีประสิทธิภาพสูงประหยัดและขั้นตอนไมยุงยาก 
(Simon และคณะ, 1983) 

2. ทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย    ทําใหได
สายพันธุกลายที่หลากหลายและกอใหเกิดการกลายพันธุอยางถาวร (Hom และคณะ, 1984) 

3. โดยทั่วไปทรานสโปซอน Tn5 จะแทรกสอดบนดีเอ็นเอของแบคทีเรียผูรับเพียง 1 
ชุด    ทําใหสามารถติดตามตําแหนงของยีนที่สนใจและทราบถึงปฏิสัมพันธของยีนนั้นกับระบบยีน
ในวิถีเมตาบอลิสมตางๆ (Hom และคณะ, 1984) 
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4. สามารถวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ถูกแทรกสอด    โดยการโคลนลงบนเวคเตอร
และใชปลายของทรานสโปซอนเปนไพรเมอร (Parke, 1995) 

อยางไรก็ตามพลาสมิดที่สรางขึ้นเปนพาหะของทรานสโปซอนและการใชทรานสโปซอน 
Tn5 อาจมีขอจํากัดในบางกรณีเชน 

1. จุดเริ่มตนการสังเคราะหดีเอ็นเอของพลาสมิดพาหะบางชนิดเชน pSUP2021 
(Simon และคณะ, 1983) สรางจากพลาสมิดที่เพิ่มจํานวนไดในแบคทีเรียกลุม enteric   ดังนั้น
แบคทีเรียในกลุมนี้จึงไมสามารถใชพลาสมิดเหลานี้ในการกลายพันธุ  

2. ยีนที่สนใจศึกษาจะตองมียีนเพียงชุดเดียวที่แสดงออกถึงลักษณะฟโนไทปนั้นๆ 
ถาใชทรานสโปซอน Tn5 ในการกอใหเกิดการกลายพันธุในแบคทีเรียชนิดนี้    ยีนหนึ่งที่ถูกแทรก
สอดไปจะมีอีกยีนหนึ่งสามารถทําหนาที่ทดแทนเชน  Pseudomonas stutzeri สายพันธุ AN10 มี
ยีนที่ประมวลรหัสสําหรับซาลิไซเลทไฮดรอกซิเลสจํานวน 2 ชุด (Bosch และคณะ, 1999)    จึงไม
พบสายพันธุกลายที่บกพรองในการยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปนคะทีคอล 

3. ทรานสโปซอน Tn5 มีขนาด 5.7 กิโลเบสซึ่งทําใหชิ้นดีเอ็นเอ ณ ตําแหนงแทรก
สอดมีขนาดใหญขึ้นจึงยากแกการโคลนชิ้นดีเอ็นเอลงบนเวคเตอร    และทรานสโปซอน Tn5 ยังมี
ยีนดื้อตอสารปฏิชีวนะบลีโอมัยซินและสเตรปโตมัยซิน    ทําใหแบคทีเรียที่ดื้อตอสารปฏิชีวนะสอง
ชนิดนี้ไมสามารถกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 (Dennis และ Zylstra, 1998) 

4. ทรานสโปซอน Tn5 อาจมีการเคลื่อนที่จากดีเอ็นเอในตําแหนงที่แทรกสอดไปยังดี
เอ็นเอตําแหนงใหม (precious excision) ทําใหสายพันธุกลายไมเสถียร (Dennis และ Zylstra, 
1998)    Meade และคณะ (1982) และ Hom และคณะ (1984) รายงานวา Rhizobium 
japonicum R. meliloti เกิด precious excision ดวยความถี่ 10-8-10-9 ตอรุน 

5. ทรานสโปซอน Tn5 สามารถแทรกสอดบนดีเอ็นเอของแบคทีเรียไดเพียง 1 ชุด
เนื่องจากยีนที่ประมวลรหัสสําหรับทรานสโปเสสและโปรตีนยับยั้ง    จะขัดขวางการทรานสโปสิชัน
ของทรานสโปซอน Tn5 ชุดใหม    ถาตองการศึกษาปฏิสัมพันธของยีนสองยีนขึ้นไปของระบบ     
เมตาบอลิสมจะตองเปลี่ยนไปใชทรานสโปซอนชนิดอื่น    ทําใหเกิดความยุงยากในการสรางดีเอ็น
เอติดตามหลายชนิด (DE Lorenzo และคณะ, 1990) 
 
พลาสมิดพาหะและ E. coli สําหรับการกอกลายพันธุโดยทรานสโปซอน Tn5 

Simon และคณะ (1983) ไดสรางพลาสมิด pSUP2021 ขนาดประมาณ 11 กิโลเบส (รูปที่ 
1.6)    เพื่อเปนเวคเตอรพาหะนําทรานสโปซอน Tn5 เขาสูเซลลผูรับโดยวิธีคอนจูเกชัน    พลาสมิด
นี้ประกอบดวย origin of transfer (oriT) จากพลาสมิด RP4 ซึ่งเปนสวนที่ DNA-nicking protein 
(สรางโดยยีน mob) จดจําไดอยางจําเพาะ    มีจุดเริ่มการสังเคราะหดีเอ็นเอ (oriV) ของ พลาสมิด 
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pBR325    ซึ่งเปนพลาสมิดที่เพิ่มจํานวน (replicate) ไดในแบคทีเรียกลุม Enteric bacteria 
เทานั้น    เมื่อเซลลผูรับที่ไมอยูในกลุมนี้ไดรับพลาสมิด pSUP2021 ทรานสโปซอน Tn5 จะแยกตัว
ออกจากพลาสมิดแลวเขาแทรกสอดบนดีเอนเอของเซลลผูรับและพลาสมิดจะถูกทําลายไป    สวน
แบคทีเรียผูใหคือ Eschericia coli สายพันธุ S17-1    ไดมีการดัดแปลงพันธุโดยแทรกสอดยีน tra 
สําหรับสราง sex pilus ของพลาสมิด RP4 เขาในโครโมโซม    Simon และคณะไดทดลองนํา
พลาสมิด pSUP2021และ E. coli สายพันธุใหมที่สรางขึ้นมาใชกลายพันธุเชื้อ Rhizobium 
meliloti โดยวิธีคอนจูเกชันปรากฏวา Tn5 มีการแทรกสอดแบบสุมและประสิทธิภาพของทรานสโพ
สิชันประมาณ 10-4 ตอเซลลผูรับ 

 
 
 
 
รูปที่ 1.6  พลาสมิด pSUP2021 (Simon และคณะ, 1983) 

 
 
ภายหลังมีการใชพลาสมิด pSUP2021 ในการกอการกลายพันธุโดยทรานสโปซอน Tn5 

ในแบคทีเรียตางๆ ดังตัวอยางในตารางที่ 1.2 
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ตารางที่ 1.2  การกอการกลายพันธุโดยใชพลาสมิด pSUP2021 ที่มีทรานสโปซอน Tn5 
ในแบคทีเรียตางๆ 
 

แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

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

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

 
 
พลาสมิดพาหะและ E. coli สําหรับการกอกลายพันธุโดย ini-Tn5 
 mini-Tn5 เปนทรานสโปซอนที่สรางขึ้นโดย DE Lorenzo และคณะ (1990)    สวนที่
เคลื่อนที่ที่จะแทรกสอดบนดีเอ็นเอเปาหมายประกอบดวยปลาย inverted repeats ของ IS50 และ
ยีนดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    สวนที่เปนยีน tnp (ทรานสโปเสส) จะถูกแยกออกมาอยูบน
เวคเตอร จึงเปนผลให mini-Tn5 มีขนาดเล็กลงมาก    เซลลที่รับ mini-Tn5 จึงไมมีทรานสโปเสส
และโปรตีนยับยั้งทําใหสามารถรับ mini-Tn5 ไดหลายชุด    นอกจากนี ้DE Lorenzo และคณะไดใส 
multiple cloning site เพิ่มลงไป สําหรับโคลนยีนที่ตองการลงบนโครโมโซมของแบคทีเรียอยาง
ถาวร ตัวอยางเวคเตอรพาหะคือ pUT/mini-Tn5 Km (รูปที่ 1.7) มี oriT ของพลาสมิด RP4 และมี
จุดเริ่มการสังเคราะหดีเอ็นเอของฟาจ R6K ซึ่งตองการโปรตีน π ในการจําลองดีเอ็นเอ    ดังนั้น
เซลลผูใหจึงจําเปนตองมี λpir lysogen พลาสมิดชนิดนี้จึงเพิ่มจํานวนไดเชน E. coli สายพันธุ 
S17-1 λpir (Herrero และคณะ, 1990) เปนตน 
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รูปที่ 1.7  พลาสมิด pUT/mini-Tn5 Km  neo คือยีนนีโอมัยซินฟอสโฟทรานเฟอเรส  I end 
และ O end คือปลายดานในและปลายดานนอกของทรานสโปซอน Tn5 ความยาว 19 คู
เบส  ter คือจุดหยุดการถอดรหัส  tnp คือยีนทรานสโปเสส  bla คือยีนดื้อตอสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน  mobRP4 คือ oriT และยีนที่เกี่ยวของในการสงพลาสมิดในกระบวนการคอน
จูเกชัน  oriR6K คือจุดเริ่มการสังเคราะหดีเอ็นเอ (Artiguenave และคณะ, 1997) 
 
 
ประสิทธิภาพของทรานสโพสิชัน (transposition efficiency) 

 
ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันของทรานสโพซอน Tn5 เมื่อใชวิธีคอนจูเก

ชันไดแก  
1)  พลาสมิดที่ใชเปนพาหะ    พลาสมิดพาหะที่ดีจะตองมีประสิทธิภาพในการคอนจูเกชัน

สูงแตไมสามารถเพิ่มจํานวนในเซลลผูรับ (Hom และคณะ, 1984)    ทรานสโพสิชันประกอบดวย 2 
ขั้นตอนคือพลาสมิดเขาสูเซลลและการเคลื่อนที่ของทรานสโปซอน Tn5   Beringer และคณะ 
(1978) รายงานวาพลาสมิด RP4 ถายทอดจาก E. coli สู Rhizobium ดวยความถี่ 10-2 ตอเซลล
ผูรับ    ในขณะที่ความถี่ในการเคลื่อนที่ของทรานสโปซอน Tn5 ประมาณ 10-5-10-6ตอเซลลผูรับ    
ดังนั้นประสิทธิภาพของทรานโพสิชันจะต่ํากวาความถี่ในการคอนจูเกชันเสมอ  

2)  สายพันธุของ Rhizobium    Simon และคณะ (1983) ทดลองทําการคอนจูเกชัน E. 
coli ที่มีพสาสมิด pSUP1011 (ทรานสโปซอน Tn5) กับ R. meliloti และ R. japonicum    โดยใช
ภาวะเดียวกันพบวาประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันเทากับ 5 x 10-5 และ 4.2 x 10-6 ตอเซลลผูรับ
ตามลําดับ 
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3)  อายุของเซลลที่ใชในการคอนจูเกชัน    Yen และ Gunsalus (1982) ใชเซลลผูใหและ
เซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในชวงตนของระยะทวีคูณ    Simon และคณะ (1983) ใชเซลลผูใหและ
เซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในระยะทวีคูณ   ในขณะที่ Parke (1993) และ Dehio และ Meyer 
(1997) ใชเซลลผูใหและเซลลผูรับที่มีการเจริญเต็มที่ (stationary phase) ในการคอนจูเกชัน 

4)  ระยะเวลาที่ใชในการคอนจูเกชันซึ่งแตกตางกันไปตามสายพันธุของ Rhizobium เชน 
Selvaraj และ Iyer (1983) ใชเวลาในการคอนจูเกต E. coli สายพันธุ WA803 ที่มีพลาสมิด GS9 
กับ R. meliloti สายพันธุ JJ1  GS1002 และ GS1003    โดยใชเวลา 4  12 และ 16 ชั่วโมง
ตามลําดับ    จึงมีคาประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันสูงสุดเทากับ 4 x 10-3  4 x 10-4 และ 1 x 10-4 
ตอเซลลผูรับตามลําดับ    ในขณะที่ Hom และคณะ (1984) ใชเวลาในการคอนจูเกต E. coli สาย
พันธุ SM-10 ที่มีพลาสมิด pSUP1011 กับ R. japonicum ซึ่งเปนสายพันธุเจริญชาเปนเวลา 4 วัน    
จึงมีคาประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันสูงสุดเทากับ 4.2 x 10-6 ตอเซลลผูรับ 

5)  อัตราสวนของเซลลผูใหตอเซลลผูรับ    มีการใชอัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับที่
หลากหลายในการคอนจูเกชันเพื่อใหไดทรานสคอนจูแกนตจํานวนมากเชน Yen และ Gunsalus 
(1982) และ Selvaraj และ Iyer (1983) ใชอัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับเทากับ 1 : 1    Hom 
และคณะ (1984) ใชอัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับเทากับ  5 : 1    Simon และคณะ (1983) ใช
อัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับเทากับ  1 : 5    Kunte และ Galinski (1995) ใชอัตราสวนเซลล
ผูใหตอเซลลผูรับเทากับ 1: 6.4 และ 1: 8.2 เปนตน 
 
การกอการกลายพันธุ Rhizobium โดยทรานสโปซอน Tn5  

ไดมีการใชทรานสโปซอน Tn5 ในการกอการกลายพันธุ Rhizobium เพื่อประโยชนตางๆ 
กันเชน    การศึกษาแหลงซัลเฟอรของ Rhizobium eliti (Tate และคณะ, 1997)     การใชทรานส
โปซอน Tn5 เพื่อเปนเครื่องหมายสําหรับติดตามการอยูรอดของ Rhizobium leguminosarum bv. 
viciae ในแหลงเกษตรกรรม (Cullen และคณะ, 1998) เปนตน 

นอกจากนี้ยังมีการนําทรานสโปซอน Tn5 มาใชประโยชนในการศึกษาหนาที่ของยีนที่
เกี่ยวของในกระบวนการเมตาบอลิสมตางๆ ของ Rhizobium หลากหลายสายพันธุตัวอยางใน    
ตารางที่ 1.3  
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ตารางที่ 1.3  การใชทรานสโปซอน Tn5 ในการศึกษาหนาที่ของยีนที่เกี่ยวของใน
กระบวนการเมตาบอลิสมตางๆ ของ  Rhizobium  
 

สายพันธุของ Rhizobium เอกสารอางอิง 

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

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

 
 
การติดฉลาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  

 
ในการนําจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ไปใชในกระบวนการ

บําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนสารดังกลาว    จําเปนตองมีการศึกษาถึงวิถีและสารมัธยันตที่เกิดจาก
การยอยสลายโดยจุลินทรียนั้นกอน    นอกจากนี้กรบบการติดตามเชื้อที่มีประสิทธิภาพจะชวย
อํานวยความสะดวกในการติดตามเชื้อจุลินทรียในระบบนิเวศนจําลอง    ในปจจุบันนี้มีวิธีการ
ติดตามจุลินทรียไดหลายวิธีเชน    การใช rRNA (Jansson และ Prosser, 1997)    การใช 
luciferase (Unge และคณะ, 1999)  และการใชโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescent 
protein) (Errampalli และคณะ, 1998)    เพื่อเปนตัวติดตาม 
 
Green fluorescent pretein (GFP)  

GFP เปนโปรตีนที่เรืองแสงไดดวยตัวเอง    พบในแมงกระพรุน Aequorea victoria โปรตีน
ชนิดนี้ประกอบดวยกรดอะมิโน 238 หนวย เรียงตัวเปนรูปทรงกระบอก (β-can)   ประกอบดวย
สายพอลิเพพไทดแบบบีตา 11 สายเรียงตัวแบบ antiparallel เปนรูปทรงกระบอก (สีเขียว)    
ภายในทรงกระบอกประกอบดวยสายพอลิเพพไทดแบบเกลียวอัลฟา (สีน้ําเงิน)    มีโครโมฟอร (สี
แดง)บรรจุอยูตรงกลางและมีปลายเปนเพพไทดสายเกลียว (สีฟา) (Carson, 1987) ดังรูปที่ 1.8 
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รูปที่ 1.8  โครงสรางของ green fluorescent protein (Carson, 1987) 
 
 
กลไกในการเรืองแสงของ GFP (Cody และคณะ, 1993) 

การเรืองแสงของโปรตีน GFP ตองการปจจัย 3 ประการคือ ออกซิเจน แคลเซียมไอออน และ
พลังงานแสงซึ่งโปรตีน GFP ดูดกลืนแสงไดมากที่สุดที่ความยาวคลื่น 395 นาโนเมตร    ภายใน
โครโมฟอรประกอบดวยโครงสรางอะโปโปรตีนน้ําหนักมวล 21.4 กิโลดัลตัน    เรียกวา aequorin 
ซึ่งประกอบดวยออกซิเจนและ coelentrazine (รูปหาเหลี่ยมสีมวงแดง)    เมื่อแสงความยาวคลื่น 
395 นาโนเมตรและ Ca2+ กระตุน aequorin จะออกซิไดส coelentrazine เปน coelenteramide 
(รูปหาเหลี่ยมสีเหลือง) ซึ่งเปนภาวะกระตุน    เมื่อ coelenteramide ปลดปลอยพลังงานแสงสฟีาที่
มีความยาวคลื่น 470 นาโนเมตรออกมาจะกลับสูรูป coelentrazine ซึ่งเปนภาวะปกติ (รูปหา
เหลี่ยมสีทราย)   พลังงานแสงจะถูกถายทอดมายัง GFP และเรืองแสงสีเขียวที่มีความยาวคลื่น 
508 นาโนเมตร     
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รูปที่ 1.9  กลไกในการเรืองแสงของ GFP (Cody และคณะ, 1993) 
 
 
ประโยชนของ GFP  

การเรืองแสงของ GPF ไมตองอาศัยพลังงานจากเซลลดังนั้นจึงเรืองแสงไดนานและตลอด
อายุของเซลล (Chalfie และคณะ, 1994)    ในขณะที่ยีนเรืองแสงอื่นๆ เชน luciferase (lux) 
ตองการพลังงานในการเรืองแสง   ซึ่งความเขมของแสงจะขึ้นกับระดับพลังงานของเซลล (Carson, 
1987)    นอกจากนี้ยีน gfp สามารถแสดงออกไดในสิ่งมีชีวิตทั้งยูคารีโอตและโปรคารีโอต   จึงมี
การนํายีน gfp มาใชประโยชนตางๆ มากมายเชน   ใชติดตามการแสดงออกของยีนในออกาเนล 
(Ludin และคณะ, 1996)    ใชในการติดตามจํานวนแบคทีเรียในกระบวนการยอยสลายทาง
ชีวภาพ (Errampalli และคณะ, 1998; Unge และคณะ, 1999)    หรือติดตามการอยูรอดในระบบ
นิเวศวิทยาและปฏิสัมพันธระหวางแบคทีเรียสกุล Rhizobiaceae กับพืช (Xi และคณะ, 1999) 
เปนตน 
 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ศรัลยา แพงไตร, 2543) ซึ่งคัดแยกไดจากแหลงดินที่
ปนเปอนน้ํามันเครื่องในเขตกรุงเทพมหานคร สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีนเปน
แหลงคารบอนและพลังงาน และสามารถยอยสลาย ฟแนนทรีน ฟลูออรีน และอะซีแนพธีน     
รวมกับอะซีแนพธิลีน 

จนถึงปจจุบันนี้   ยังไมมีรายงานเกี่ยวกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดย 
Rhizobium โดยเฉพาะอยางยิ่งอะซีแนพธิลีน    ประกอบกับสมบัติในการเจริญและยอยสลายสาร 
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PAHs ไดหลายชนิดของ Rhizobium sp. CU-A1    จึงนาสนใจที่จะศึกษาวิถีการยอยสลายอะซแีน
พธิลีนของสายพันธุ CU-A1 

แตเนื่องจาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    ไมสามารถเปลี่ยนสีอินโดลเปนอินดิโก
ซึ่งมีสีฟา และไมสามารถออกซิไดสคะทีคอลซึ่งพบเปนสารมัธยันตชนิดหนึ่งในวิถีการยอยสลาย
แนพธาลีนใหเปน 2-ไฮดรอกซีมูโคนิค เซมิอัลดีไฮดซึ่งมีสีเหลือง จึงทําใหไมสามารถคนหายีนที่
เกี่ยวของในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยใชวิธีสรางหองสมุด DNA    การกอกลายพันธุดวย 
ทรานสโปซอน Tn5 จึงนาจะเปนวิธีที่เหมาะสมเพื่อใชในการหายีนดังกลาว 

ดังนั้นวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้คือ ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยใชวิธีคอนจูเกชันเพื่อใหไดทรานส
คอนจูแกนตจํานวนมาก    จากนั้นคัดเลือกสายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะ
ซีแนพธิลีนและเปรียบเทียบสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium 
สายพันธุกลายกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    และนําภาวะการคอนจูเกชันที่เหมาะสม
มาสราง Rhizobium ที่มียีน gfp เปนเครื่องหมาย โดยใชพลาสมิด pUT mini-Tn5::gusA-gfp21 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 
ทราบภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโป

ซอน Tn5 โดยใชวิธีคอนจูเกชัน เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาวิถีการยอยสลายสารอะ
ซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย สายพันธุกลายที่ไดสามารถนําไปศึกษาในระดับยีน และเพื่อสราง 
Rhizobium ที่มียีน gfp เปนเครื่องหมายเพื่อใชประโยชนในการติดตามการอยูรอดของ 
Rhizobium ในระบบการยอยสลายสาร PAHs จําลอง 
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บทที่ 2 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 
2.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1.  เครื่องนึง่อบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan. 
2. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 
3. เครื่องเขยาชนดิควบคุมอุณหภูม ิ(controlled environment incubator shaker) รุน G-27 ของ

บริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
4. เครื่องชั่ง รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
7. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูม ิ(refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan. 
9. ตูเขี่ยเชื้อ รุน BVT-124 ของบริษัท International Scientific Supply, USA. 
10. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
11. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch & 

Lomb, USA. 
12. เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต รุน FOTO/PREP I ของบริษัท  Fotodyne, USA. 
13. หลอดแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร  (ultraviolet lamp) รุน 

UVGL-15 ของบริษัท UVP, USA. 
14. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai, Japan. 
15. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 

chromatography, HPLC)  
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- ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-3A ของบริษทั Shimadzu, 
Japan. 

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

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

16. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
17. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70 Oซ ของบริษัท Forma Scientific, 

USA. 
18. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 Oซ ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan. 
19. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ( agarose gel electrophoresis)  

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

20. กลองจุลทรรศน (light microscope) รุนCHK ของบริษัท Olympus, Japan. 
21. เครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) รุน RK100 ของบริษัท Bandelin Sonorex, 

Germany. 
22. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10 P20 P100 P200 P1000 และ P5000 ของบริษัท 

Gilson, France. 
23. แผนอลูมิเนยีมทีแอลซ ี( TLC aluminium sheet) เคลือบดวยซิลิกาเจล 60 F254 ของบริษัท E. 

Merck, Germany. 
24. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC-

25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
25. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาดความกวางร ู0.20 ไมโครเมตร รุน DISMIC-13JP ของ

บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
26. แผนกรองไนโตรเซลลูโลส ขนาดความกวางรู 0.45 และ 0.22 ไมโครเมตร ของบริษัท 

Millipore, USA. 
27. แผนกรองชนดิ FH ขนาดความกวางร ู0.20 ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, 

Japan. 
28. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
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29. ทีแอลซีแชมเบอร (TLC chamber) ของบริษัท Desaga Heidelberg, Germany. 
30. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene,USA. 
31. ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA. 
32. กระดาษโครมาโตกราฟ (chromatography paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
 
 
2.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
1. แนพธาลีน (naphthalene) ของบริษัท Sigma, USA. 
2. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene) ของบริษทั Kanto Chemical, Japan. 
3. อะซีแนพโธควโินน (acenaphthoquinone) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
4. กรดแนพธาลนี 1,8-ไดคารบอกซีลิก ( naphthalene 1,8-dicarboxylic acid) ของบริษัท 

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

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

acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
7. กรดพธาลกิ (phthalic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
8. คาทีคอล (catechol) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
9. อินโดล (indole) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
10. กรดซินนามิก (cinnamic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
11. กรดเบนโซอิก (benzoic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
12. กรดซาลิไซลิก (salicylic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
13. กรดซักซินิก (succinic acid) ของบริษัท May & Baker, England. 
14. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
15. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
16. วุนผง Bacto agar ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
17. วุนผง Noble agar ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
18. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
19. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 
20. แอมโมเนยีมไนเตรท (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 
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21. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4 • 12H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, 
France. 

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

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

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

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

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

48. Lambda DNA/HindIII marker ของบริษทั Promega, USA. 
49. ชุดสกัดพสาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
50. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit ของบริษัท Bio101, USA. 
51. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG high prime DNA labeling and detection 

starter kit I ของบริษัท Boehringer Mannheim, Germany. 
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2.3  แบคทีเรียและพลาสมิด 
 
 แบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการทดลองดังรายชื่อในตารางที ่2.1 
 
ตารางที ่2.1  แบคทีเรียและพลาสมิด 
 

แบคทีเรีย ฟโนไทป/จีโนไทป เอกสารอางอิง 

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

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

Herrero และคณะ, 1990 

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

Herrero และคณะ, 1990 

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

พลาสมิด ฟโนไทป/จีโนไทป อางอิง 

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

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

2.4.1  เล้ียง Escherichia coli ทุกสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก3)    ใน
กรณีที่ตองเติมสารปฏิชีวนะ (ภาคผนวก ข5)     ใชความเขมขนดังตอไปนี้   กานามัยซิน (Km) 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   คลอแรมฟนิคอล (Cm) 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   แอมพิซิลลิน (Am) 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสเตรปโตมัยซิน (Sm) 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เมื่อทําเปน
อาหารแข็งเติมวุน (bacto agar 1.5%)    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง    เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง    
บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ 
 

2.4.2  เลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยอาหาร CFMM (ภาคผนวก ก1)    โดย
วางผลึกอะซีแนพธิลีนบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อผนึกดวยเทปกาวใหสนิท    บมที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเติมสารละลายอะซีแนพธิลีนในไดเมธิลซัลฟอกไซดใหไดความ
เขมขนสุดทาย 0.6 กรัมตอลิตร (ภาคผนวก ข1)    และเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 3-4 วัน 

 
2.4.3  เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยง E. coli ทุกสายพันธุและ Rhizobium sp. สายพันธุ 

CU-A1    โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 2.4.1 และ 2.4.2 ตามลําดับ    นํามาผสมกับ
กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข4)    ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอล 3:7 บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อ
แชแข็ง    เก็บที่อุณหภูมิ –20 Oซ เปนเวลา 6 เดือนหรือ –70 Oซ เปนเวลา 12 เดือน 

 
2.5  เตรียมหัวเชื้อ Escherichia coli ทุกสายพันธุและ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 

2.5.1  เตรียมหัวเชื้อ E. coli ทุกสายพันธุไดโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็ง LB    เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB   ที่เติมสารปฏิชีวนะตามสายพันธุและชนิดของพ
ลาสมิด    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ     เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 
16-18 ชั่วโมง 
 

2.5.2  เตรียมหัวเชื้อ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 
หรือ LB ไดโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM    ถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
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เหลว CFMM ที่เติมกรดซักซินิกความเขมขนสุดทาย 0.5 กรัมตอลิตรหรืออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ    เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 18-24 ชั่วโมง 
 
2.6  ศึกษาสมบัติที่จําเปนของเชื้อ Escherichia coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด 
pSUS2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน 
Tn5 
 

2.6.1  ทดสอบสมบัติในการตานสารปฏิชีวนะของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด 
pSUS2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    เตรียมหัวเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
ตามขอ 2.5    ใชหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตรปลูกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ แอมพิซิลลิน คลอแรมเฟนิคอล กานามัยซิน พอลิมิกซิน สเตรปโตมัย
ซินหรือเตตราซัยคลิน    ความเขมขน 0, 5, 10, 20, 25, 50 หรือ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    บม
เชื้อตามวิธีในขอ 2.4    เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง     สังเกตการเจริญเทียบกับหลอดควบคุม 

 
2.6.2  ทดสอบการใชสารประกอบอะโรมาติกในการเจริญเตรียมหัวเชื้อ E. coli สายพันธุ 

S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUS2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM หรือ LB ตามขอ 2.5    ใชหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตรปลูกลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร    ที่เติมสารประกอบอะโรมาติกไดแก กรดโปรโตคาทีคูอิก กรดเจนทิสิก กรด
ซาลิไซลิก กรดซินนามิก กรดพธาลิก 3-เมธิลคะทีคอลหรือคะทีคอล (ภาคผนวก ข2)    ใหมีความ
เขมขนสุดทายหลอดละ 0.5 กรัมตอลิตร    บมเชื้อตามวิธีในขอ 2.4 เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกต
การเจริญเทียบกับหลอดควบคุม 

 
2.6.3  ศึกษารูปแบบการเจริญของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUS2021 

และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเหลว 2YT (ภาคผนวก ก5)    เตรียมหัวเชื้อ E. 
coli และ Rhizobium ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ตามขอ 2.5    เติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว 2YT 
จนไดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เทากับ 0.1 สําหรับ E. coli จะ
เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน   บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ และ Rhizobium บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที    ติดตามรูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียโดยวัด
คา OD600 และเก็บตัวอยางทุก 30 นาที    เพื่อนับจํานวนเซลลดวยวิธี viable plate count โดยนํา
เชื้อมาเจือจางดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85% (ภาคผนวก ข3)    ใหมีความเขมขนที่
เหมาะสมจากนั้นนํามาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB    โดย E. coli จะเติมสารปฏิชีวนะกานา



 29

มัยซิน บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง     สวน Rhizobium บมเชื้อที่อุณหภูมิ    30 O

ซ เปนเวลา 3 วัน 
 
2.7  หาภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโป
ซอน Tn5 โดยคอนจูเกชันกับ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUS2021 
 

เล้ียง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด 
pSUP2021 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ตามวิธีขอ 2.5    เติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว 2YT จนได
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เทากับ 0.1    สําหรับ E. coli จะเติม
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ    และ Rhizobium บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที    จนการเจริญถึงชวงตนของระยะทวีคูณ (early 
exponential phase) โดยอางอิงตามคา OD600 ที่วัดไดจากขอ 2.6.3    ปนแยกเซลลแบคทีเรียดวย
เครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    ลางเซลล
แบคทีเรียสองครั้งดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85%    แขวนลอยเซลลดวยสารละลาย
เดิมใหไดคา OD600 เทากับ 1.0     จากนั้นนําเซลลของ E. coli ซึ่งเปนเซลลผูใหและ Rhizobium 
ซึ่งเปนเซลลผูรับมาผสมใหเขากัน ในอัตราสวน  1:1  1:2 หรือ 2:1    ปนเก็บเซลลแบคทีเรียดวย
เครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    ดูดสวนน้ําใส
ออกดวยไมโครปเปตใหเหลือสวนน้ําใสประมาณ 20 ไมโครลิตรเพื่อแขวนลอยเซลล    จากนั้น      
ปเปตลงบนเยื่อกรองไนโตรเซลลูโลสขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร (ภาคผนวก ข28)    ซึ่งวางอยู
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ตามวิธีคอนจูเกชันของ Selvaraj และ Iyer (1983)    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 Oซ แปรผันเวลาบมเปน 6  12  18 และ 24 ชั่วโมง    เพื่อหาอัตราสวนและระยะเวลาคอนจูเก
ชันที่ใหประสิทธิภาพของทรานสโพสิชัน (transposition efficiency) สูงสุดตอเซลลผูให    เมื่อบม
เซลลครบระยะเวลาที่กําหนด    ใชปากคีบปลอดเชื้อคีบเยื่อกรองที่บมเชื้อไวมาบรรจุลงในหลอดไม
โครฟวจ    ชะเซลลออกจากเยื่อกรองดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85% ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร     จะไดเซลลแขวนลอยเขมขนนํามาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM สองชนิดไดแก 

 
 ก. ใชเซลลแขวนลอยเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลิตร    เกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่มี
สารปฏิชีวนะกานามัยซิน รวมกับสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมตามขอ 2.6.1     หรือมีแหลงคารบอนที่
เหมาะสมตามขอ 2.6.2    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 4 วัน    เพื่อคัดแยก Rhizobium 
ทรานสคอนจูแกนท 
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 ข. เจือจางเซลลจนไดความเขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 
0.85%     แลวนํามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่เติมแหลงคารบอนที่เหมาะสมตามขอ 2.6.2 
หรือสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมตามขอ 2.6.1    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 4 วัน    เพื่อนับ
จํานวน Rhizobium ทั้งหมดที่ใชในการคอนจูเกชัน 
 

คํานวณคาประสิทธิภาพของการทรานสโพสจากอัตราสวนจํานวน Rhizobium ทรานส
คอนจูแกนท ตอจํานวน Rhizobium ทั้งหมดที่ใชในการคอนจูเกชัน 
 
2.8  คัดแยก Rhizobium สายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 
 เก็บโคโลนีเดี่ยวของทรานสคอนจูแกนทที่ขึ้นบนอาหารแข็งขอ 2.7 ก. มาขีดบนอาหาร
ดังตอไปนี้ 
 

ก.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ซึ่งเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินรวมกับสารปฏิชีวนะที่
เหมาะสมตามขอ 2.6.1    หรือมีแหลงคารบอนที่เหมาะสมตามขอ 2.6.2 เพื่อเปน master plate  

 
ข.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ซึ่งเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินและวางผลึกอะซีแนพธิลี

นบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ    ผนึกรอบจานอาหารใหสนิทดวยเทปกาว 
 
บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ    สังเกตการเจริญของเชื้อบนจานอาหารขอ ข.    และแยกโคโลนี

ที่ไมเจริญหรือมีลักษณะการเจริญตางไปจากสายพันธุเดิม    โดยนําโคโลนีบน master plate (ขอ 
ก.)    ที่มีหมายเลขตรงกับโคโลนีที่ไมเจริญหรือมีลักษณะการเจริญตางไปจากสายพันธุเดิมบน
จานอาหารขอ ข.    มาทําใหบริสุทธิ์โดยเขี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ซึ่งเตรียมไดแบบ
เดียวกันกับขอ 2.7 ข.    เล้ียงและเก็บรักษา Rhizobium สายพันธุกลายที่คัดแยกไดโดยใชอาหาร
ชนิดเดียวกันและใชวิธีเลี้ยงและเก็บรักษาดังที่ไดอธิบายในขอ 2.4 
 
2.9  ตรวจยืนยันการแทรกสอดแบบสุมของทรานสโปซอน Tn5 บนโครโมโซมของ 
Rhizobium สายพันธุกลายโดยวิธีเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน (southern hybridization) 
 

2.9.1  สกัดดีเอ็นเอของ Rhizobium  
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สกัดโครโมโซมของ Rhizobium ทรานสคอนจูแกนท (โคลนที่ดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัย
ซินแตสามารถยอยสลายสารอะซีแนพธิลีนไดตามปกติ)   Rhizobium สายพันธุกลายและ 
Rhizobium sp.สายพันธุ CU-A1 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1989)    โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ    บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 
รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง    โดย Rhizobium สายพันธุกลายและทรานสคอนจูแกนทจะ
เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    ใชเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร
บรรจุในหลอดไมโครฟวจปนแยกเซลลออกดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง    แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข18) ปริมาตร 
567 ไมโครลิตร    เติมสารละลาย SDS เขมขน 10 % (ภาคผนวก ข10) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
กลับหลอดเบาๆ จนเห็นสารเริ่มหนืดและใสขึ้น    เติมสารละลายโปรตีเนสเคเขมขน 20 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด    นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง กลับหลอดเบาๆ ทุก 10 นาที    แลวเติมสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 
5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด    จากนั้นเติมสารละลาย 
CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข19) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด     นําไป
บมที่อุณหภูมิ 65 Oซ เปนเวลา 10 นาที    จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข20) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร เขยาจนสารละลายมีสีเหลืองขุน    นําไป
ปนเหวี่ยงใหแยกชั้นดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 
นาที    ถายสวนน้ําใสชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจอันใหม    เติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข21) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร เขยาจนสารละลายมีสีขาวขุน    นําไปปน
เหวี่ยงใหแยกชั้นดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 
นาที    ถายสวนน้ําใสชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจอันใหม    เติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทา
ของสวนน้ําใสที่ได ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอด    ในขั้นนี้อาจเห็นตะกอนสีขาว นําไปปน
เหวี่ยงใหตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 
5 นาที    นําตะกอนที่ไดมาลางดวยสารละลายเอธานอล 70 % ที่เย็นจัด 2 คร้ัง     ระเหยเอธานอล
ใหแหงที่อุณหภูมิหอง    แขวนลอยตะกอนที่ไดดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร    เติม
สารละลาย RNase เขมขน10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร    เพื่อกําจัดอารเอ็นเอ 
เก็บที่อุณหภูมิ 4  Oซ 
 

2.9.2  สกัดพลาสมิด pSUP2021  
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สกัดพลาสมิด pSUP2021 ปริมาณนอยดวยชุดแยกพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep 
Kit (Qaigen, Germany) (ภาคผนวก ข7) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต    โดยเลี้ยง E. coli สาย
พันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่มีสารปฏิชีวนะ
กานามัยซิน    บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-
18 ชั่วโมง    ปนเก็บเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดไมโครฟวจ    ดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร P1 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร    จากนั้นเติมสารละลาย P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับ
หลอด จนเห็นสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในเวลาไมเกิน 5 นาที    จากนั้นเติมสารละลาย 
N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจนเกิดตะกอนขาว    นําไปปนเหวี่ยงใหตกตะกอนดวย
เครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที    แยกสวนน้ําใส
ใสลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ
นาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสกนคอลัมนทิ้ง    เติมสารละลาย PB ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสกนคอลัมนทิ้ง     เติมสารละลาย PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร นําไป
ปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที    เทสวนน้ําใสกน
คอลัมนทิ้งกอนปนเหวี่ยงที่ความเร็วเดิมซํ้าอีกครั้ง    ยายคลอลัมนชั้นในที่มีแผนกรองจับพลาสมิด
มาสวมกับหลอดไมโครฟวจ    เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ลงบน
แผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที    นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาที จะไดสารละลายพลาสมิด เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
2.9.3  วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
โดยนําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 

260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280)    คํานวณคา A260 ตอ A280 ถาอัตราสวนที่ไดมีคานอย
กวา 1.8    แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง    ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 
 
 คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 
  ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor 
 

2.9.4  ตัดดีเอ็นเอแบบสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม  
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ตัดดีเอ็นเอแบบสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ (Promega, USA) โดยใชสวนผสม

ปฏิกิริยาดังตอไปนี้ 
ดีเอ็นเอ   0.5-10 ไมโครกรัม 
10X บัฟเฟอร  1/10 ของปริมาตรทั้งหมด 
เรหทริกชันเอนไซม 3-5 ยูนิตตอไมโครกรัมของดีเอ็นเอ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ เติมจนถึงปริมาตรที่ตองการ 
 
ผสมใหเขากัน บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง 

 
2.9.5  แยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  
 
เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.0 % ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข26)    เทลงใน

แบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยู    ระวังอยาใหมีฟองอากาศ    ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 20 
นาที    วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ใหทวมเหนืออะกาโรสเจล 2-3 
ม ิลลิเมตร    ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (ภาคผนวก ข25) หยอดลงในชองวิ่ง    โดยชอง
วิ่งแรกและชองวิ่งสุดทายจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานคือ ดีเอ็นเอของไวรัสแลมดาที่ตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซม HindIII (λDNA/HindIII marker) ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 3 ไมโครลิตร    
จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักยดังนี้    ชุดทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสรุน 
Mupid-2 ใชความตางศักย 100 โวลตและชุดทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสรุน Mini sub-cell 
GT ใชความตางศักย 75 โวลต    จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลู เคลื่อนที่มาเกือบถึง
ขอบอะกาโรสเจลอีกดาน    ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข27) เปนเวลา 10 นาที    ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 
 

2.9.6  เตรียมชิ้นสวนของทรานสโปซอนTn5 
 
ตัดพลาสมิด pSUP2021 ที่สกัดไดในขอ 2.9.2 ประมาณ 10 ไมโครกรัม ดวยเรสทริกชัน

เอนไซม HindIII ตามวิธีในขอ 2.9.4    จากนั้นนําไปทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส    ยอมอะกา
โรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE เปนเวลา 10 นาที    ตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ดวยแสงอัลตราไวโอเลต    ตัดอะกาโรสเจลตรงตําแหนงชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 3.4 กิโลเบสซึ่งเปน
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ชิ้นสวนของทรานสโปซอน Tn5 ออกจากอะกาโรสเจลใหมีขนาดเล็กที่สุด    ชั่งน้ําหนักชิ้นอะกาโรส
เจลใสไวในหลอดไมโครฟวจ  

 
แยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II 

Kit (ภาคผนวก ข8) (Bio-101, USA) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้    เติมสารละลายโซเดียม
ไอโอไดดปริมาตร 3 เทาของชิ้นอะกาโรสเจล    บมที่อุณหภูมิ 45-55 Oซ จนอะกาโรสเจลละลาย
หมด    เติมสารละลาย glass milk ปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงไป บมที่อุณหภูมิหอง 5 นาที โดย
เขยาทุก 1 นาทีให glass milk กระจาย    นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้ําทิ้ง    ลางตะกอนดวยสารละลาย new wash 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 3 คร้ัง    จากนั้นนําไประเหยเอธานอลออกดวยเครื่องระเหยแหงแบบ     
สูญญากาศ    เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตรเพื่อแขวนลอยชิ้นดีเอ็นเอ    ปน
ตกตะกอน glass milk ดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที    ดูด
สวนน้ําใสซึ่งมีชิ้นสวนของทรานสโปซอนTn5 ละลายอยูเก็บในหลอดไมโครฟวจอันใหม   เก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ –20 Oซ 
 

2.9.7  ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ดวย DIG-Oxygenin โดยวิธี random 
labeling 

 
ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5    โดยใชชุดติดฉลากและติดตามตําแหนง    

ดีเอ็นเอ DIG high prime DNA labeling and detection starter kit I (Boehringer Mannheim, 
Germany) (ภาคผนวก ข15) ตามวิธีของผูผลิต    ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 2.9.6 
ปริมาตร 16 ไมโครลิตร    ใสหลอดไมโครฟวจนํามาตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาทีแลวแชในน้ํา
ผสมน้ําแข็งทันที    เติมสารละลาย DIG-High Prime (หลอดหมายเลข 1) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 
ผสมเบาๆ ใหเขากัน    บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง    หยุดปฏิกิริยาโดยแชใน
น้ําอุน 65 Oซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเก็บรักษาที่อุณหภูมิ –20 Oซ 
 
 ประมาณปริมาณดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 โดยเจือจางดีเอ็นเอปริมาตร 1 
ไมโครลิตร ใน DNA dilution buffer (หลอดหมายเลข 3) ปริมาตร 39 ไมโครลิตร    แลวเจือจาง
ตอไปตามตารางที่ 2.2 
 
 



 35

ตารางที่ 2.2  วิธีเจือจางสารละลายดีเอ็นเอสําหรับหาปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากแลว 
 

ครั้งที่เจือจาง ปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ
ตอ DNA dilution buffer 

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

 
 นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางแลวในหลอด A ถึง D มาอยางละ 1 ไมโครลิตร   หยดลง
บน DIG quantification teststrip (หลอดหมายเลข 7) ทิ้งใหแหง 2 นาที    แลวนําไปจุมใน
สารละลายตอไปนี้ดังขั้นตอนในตารางที่ 2.3 ควบคูกับดีเอ็นเอมาตรฐาน DIG control teststrip 
(หลอดหมายเลข 8) 
 
ตารางที 2.3  ขั้นตอนการทดลองสําหรับหาปริมาณดีเอ็นเอติดตาม 
 

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

 
 บมแถบทดสอบดีเอ็นเอในหลอดที่ 5 ในที่มืดจนเกิดจุดสีมวงน้ําเงินแตไมควรบมเกิน 30 
นาที    เมื่อจุดสีบนแถบทดสอบดีเอ็นเอเกิดขึ้นจนชัดเจนทุกจุดแลวใหนําแถบทดสอบดีเอ็นเอมา
ลางดวยน้ํากลั่น    ซับใหแหงดวยกระดาษกรอง    เทียบสีที่ไดกับแถบทดสอบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
โดยปริมาณดีเอ็นเอบนแถบดีเอ็นเอมาตรฐานมีคาโดยประมาณดังนี้ 300,  100,  30,  10 และ  3 
พิโคกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ 

2.9.8  เตรียมอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium สําหรับไฮบริไดเซชัน 
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โดยใชดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่สกัดไดจากขอ 2.9.1 ปริมาณ 10 ไมโครกรัม    มาตัด

ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI ตามวิธีในขอ 2.9.4    ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสดวยชุด
ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสรุน Mini sub-cell GT ตามวิธีในขอ 2.9.5    โดยชองวิ่งแรกและ
ชองวิ่งสุดทายเปนดีเอ็นเอมาตรฐาน (λDNA/HindIII marker)    ชองวิ่งที่ 2 และชองวิ่งรองสุดทาย
เปนพลาสมิด pSUP2021 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนเซม HindIII    ชองวิ่งที่ 4 เปนดีเอ็นเอของ 
Rhizobium สายพันธุ CU-A1    ชองวิ่งที่เหลือเปนดีเอ็นเอของสายพันธุกลายและทรานสคอนจู
แกนทตามลําดับ    ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE    ตรวจดู
แถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตและถายรูปชิ้นอะกาโรสเจล 

 
นําชิ้นอะกาโรสเจลมาดีเนเจอรสายดีเอ็นเอโดยแชในกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล 

เขยาเบาๆ เปนเวลา 10 นาที    ลางดวยน้ําปลอดประจุ    แลวแชใน denaturation buffer 
(ภาคผนวก ข11) เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที ทํา 2 คร้ัง    ลางดวยน้ําปลอดประจุ    จากนั้นแช
ใน neutralization buffer (ภาคผนวก ข12) เปนเวลา 15 นาที เขยาเบาๆ ทํา 2 คร้ัง    ลางดวยน้ํา
ปลอดประจุ    จะไดอะกาโรสเจลที่พรอมสําหรับไฮบริไดเซชัน 
 

2.9.9  ยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน (Southern-Transfer) 
 

วัดขนาดของชิ้นอะกาโรสเจลที่เตรียมไดจากขอ 2.9.8 กําหนดความกวางเทากับคา A 
และความยาวของอะกาโรสเจลเทากับคา B    จากนั้นตัดไนลอนเมมเบรนขนาด AXB 4 แผน 
กระดาษกรองขนาด AX3B 1 แผน   และขนาด AX2B 3 แผน    ทําการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรส
เจลไปยังไนลอนเมมเบรนดังแสดงในรูปที่ 2.1    โดยวางกระดาษกรองขนาด AX3B ที่ชุม
สารละลาย 20XSSC (ภาคผนวก ข9) พาดบนแผนกระจกที่วางขวางอยูบนกลองพลาสติกซึ่งบรรจุ
สารละลาย 20XSSC ใหปลายกระดาษกรองทั้งสองดานแชในสารละลาย    วางกระดาษกรอง
ขนาด AXB ซอนลงไปในแนวเดียวกัน    จากนั้นวางแผนอะกาโรสเจลที่เตรียมไดจากขอ 2.9.8 ลง
ไปโดยคว่ําหนาลง    วางไนลอนเมมเบรนที่ชุมดวย 20XSSC ซอนบนชิ้นอะกาโรสเจล    ระวังอยา
ใหมีฟองอากาศ    วางกระดาษกรองขนาด AXB ทับลงไปอีก 3 ชั้น    จากนั้นวางกระดาษทิชชู
ขนาด AXB หนาประมาณ 4-5 นิ้วลงไป เสร็จแลวกดทับดวยน้ําหนักประมาณ 0.5 กิโลกรัม  
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รูปที่ 2.1  แผนภาพแสดงวิธียายดีเอ็นเอโดยหลักการ capillary transfer จากอะกาโรสเจล
ไปยังแผนไนลอนเมมเบรน  
 

ควรระวังไมใหกระดาษทิชชูสัมผัสกับอะกาโรสเจลหรือกระดาษกรองที่รองใตแผนอะกา
โรสเจล    และเติมสารละลาย 20XSSC ใหทวมปลายกระดาษกรองทั้งสองดานเสมอ    ตั้งไวเปน
เวลา 16-18 ชั่วโมง   จากนั้นนําไนลอนเมมเบรนออกมาตัดมุมดานซายบน (มุมติดกับชองวิ่ง
สุดทาย) เพื่อเปนเครื่องหมาย    แลวแชไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอติดอยูในสารละลาย 2XSSC 
เปนเวลา 15 นาที    ซับใหแหงสนิทดวยกระดาษกรองขนาด AX2B    จากนั้นตรึงดีเอ็นเอใหติด
แนนกับเมมเบรนดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตรเปนเวลา 3 นาที    เก็บ
รักษาไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอติดอยูในถุงพลาสติก    โดยหอดวยกระดาษกรองขนาด AX2B ไว
ในที่แหงและเย็น 
 

2.9.10  ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ดีเอ็นเอของ Rhizobium  
 
ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอมาใสใน

ถุงพลาสติกสําหรับไฮบริไดเซชันและผนึกดานขางใหสนิทดวยความรอนดังรูปที่ 2.2    เติม 
hybridization buffer (ภาคผนวก ข15) ที่มีอุณหภูมิ 68 Oซ ปริมาตร 20 มิลลิลิตรลงไป (สําหรับ
ไนลอนเมมเบรนขนาดไมเกิน 100 ตร.ซม.)    ไลฟองอากาศออกใหหมด    แลวผนึกปดใหสนิท 
นําไปบมในอางน้ําอุณหภูมิ 68 Oซ เขยาเบาๆ เปนเวลา 3-4 ชั่วโมง 

 
 
 

สารละลาย 20XSSC 

กระดาษกรอง 
อะกาโรสเจล 

กระดาษทิชชู 

 น้ําหนัก 

แผนกระจก 

ไนลอนเมมเบรน 
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รูปที่ 2.2  ลักษณะการผนึกถุงพลาสติกสําหรับทําไฮบริไดเซชัน 
 

เตรียมสารละลายดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 สําหรับไฮบริไดเซชัน    โดยเติมดี
เอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ในสารละลาย hybridization buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ใหมี
ความเขมขน 5-25 นาโนกรัมตอสารละลาย hybridization buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร)    ที่บรรจุ
ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว    นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที    ทิ้งใหเย็นลงจนไดอุณหภูมิ 
68 Oซ 

 
ยายไนลอนเมมเบรนที่ผานการพรีไฮบริไดเซชันแลวใสลงในถุงพลาสติกสําหรับไฮบริไดซ

ใบใหมและผนึกดานขางใหสนิทดวยความรอนดังรูปที่ 2.2    จากนั้นเติมสารละลายดีเอ็นเอ
ติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่เตรียมไวขางตนลงไป    ไลฟองอากาศออกใหหมดแลวผนึกปดให
สนิท 3 คร้ัง    นําไปบมในอางน้ําอุณหภูมิ 68 Oซ เขยาเบาๆ เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง (สารละลายดี
เอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ใชแลวนํากลับมาใชไดอีกโดยเก็บรักษาในหลอดพลาสติกฝา
เกลียวที่อุณหภูมิ –20 Oซ    เมื่อนํามาใชคร้ังตอไปใหเติมดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 เพิ่ม
อีก 2 ไมโครลิตร) 

 
 เมื่อไฮบริไดเซชันสมบูรณแลวนําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอติดตามทรานสโป
ซอน Tn5 ที่จับกับดีเอ็นเอหรือไนลอนเมมเบรนอยางไมจําเพาะดวยสารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
(ภาคผนวก ข15) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิหอง    โดยใสในกลองพลาสติกและเขยาเบาๆ 
เปนเวลา 15 นาที 2 คร้ัง    และลางอีก 2 คร้ังดวยสารละลาย 0.1XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก 
ข16) ที่มีอุณหภูมิ 68 Oซ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาเบาๆที่อุณหภูมิ 68 Oซ คร้ังละ 15 นาที 

 
2.9.11  ตรวจหาตําแหนงของทรานสโปซอน Tn 5 โดยวิธีทําใหเกิดสีดวยสาร NBT/BCIP 

 

 แนวผนึก 

   ถุงไฮบริไดซ 



 39

ตรวจหาตําแหนงของทรานสโปซอน Tn 5    โดยวิธีทําใหเกิดสีดวยสาร NBT/BCIP (ทุก
ขั้นตอนทําที่อุณหภูมิหอง)    โดยนําไนลอนเมมเบรนที่ไดในขอ 2.9.10 มาลางดวยบัฟเฟอร 1 
(ภาคผนวก ข15) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในกลองพลาสติกเขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที    จากนั้นแช
ในบัฟเฟอร 2 (ภาคผนวก ข16) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที    แลวแชใน
สารละลาย Anti-DIG-AP conjugate ซึ่งเตรียมไดโดยเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร ในบัฟเฟอร 2 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที    จากนั้นลาง 
Anti-DIG-AP conjugate ที่มากเกินไปออกดวยบัฟเฟอร 1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 2 คร้ังเขยา
เบาๆ คร้ังละ 15 นาที    และนําไปแชในบัฟเฟอร 3 (ภาคผนวก ข17) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยา
เบาๆ 5 นาที    จากนั้นนําไปใสถุงพลาสติกสําหรับไฮบริไดซที่ผนึกดานขางดังรูปที่ 2.2 เท
สารละลาย NBT/BCIP ซึ่งเตรียมไดโดยเจือจาง NBT/BCIP ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในบัฟเฟอร 
3 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร    ผนึกถุงใหสนิท    นําไปวางบมในที่มืดเปนเวลา 1-16 ชั่วโมง   จะเกิด
แถบสีมวงน้ําเงินซึ่งแสดงตําแหนงของทรานสโปซอน Tn 5    เมื่อเห็นแถบสีชัดเจนแลวลางไนลอน
เมมเบรนดวยน้ําปลอดประจุ 10 นาที    ซับใหแหงสนิทดวยกระดาษกรอง    เก็บรักษาใน
ถุงพลาสติก โดยหอดวยกระดาษกรองขนาด AX2B ไวในที่แหงและเย็น 
 
2.10  เปรียบเทียบรูปแบบการเจริญและสารมัธยันตที่สะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อของสายพันธุ
กลายที่คัดแยกไดกับสายพันธุเดิม เมื่อเลี้ยงดวยอะซีแนพธิลีน แนพธาลีน และอนุพันธ
ของอะซีแนพธิลีน 
 

เตรียมหัวเชื้อของ Rhizobium สายพันธุกลายโดยเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแหลง
คารบอนที่ไดจากขอ 2.6.2 และเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เขยาบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง    ปนแยกเซลลแบคทีเรียดวยเครื่อง
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    ลางเซลลแบคทีเรีย
สองครั้งดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85%   เติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใหไดคา OD600 เทากับ 0.1 และ 1.0    โดยมีสาร PAHs (ภาคผนวก ข1) 
เขมขนดังนี้เปนแหลงคารบอน    อะซีแนพธิลีน 0.6 กรัมตอลิตร    อะซีแนพโธควิโนน 0.5 กรัมตอ
ลิตร กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซีลิก 0.5 กรัมตอลิตรหรือแนพธาลีน 0.5 กรัมตอลิตร    แบง
การทดลองเปน 3 ชุด    ชุดที่ 1 หลอดที่ปลูกเชื้อดวยคา OD600 เทากับ 0.1 สําหรับศึกษารูปแบบ
การเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุกลายเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิม    โดยวิธี viable plate 
count บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB    เก็บตัวอยางทุก 2 วันเปนเวลา 8 วัน    ชุดที่ 2 หลอดที่ปลูก
เชื้อดวยคา OD600 เทากับ 1.0    และชุดที่ 3 ชุดควบคุมเปนหลอดที่ไมเติมเชื้อเพื่อติดตามการ  
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ออกซิไดสของสาร PAHs    ซึ่งเกิดจากปจจัยทางกายภาพ    ชุดที่ 2 และ 3 สําหรับสกัดวิเคราะห
สารมัธยันต   ผนึกปากหลอดทดลองทุกชุดใหสนิทดวยพาราฟลมเพื่อลดการระเหิดของสาร PAHs 
เลี้ยงเชื้อเปนเวลา 8 วัน    โดยบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที 

 
2.11  สกัดและวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน แนพธาลีน 
และอนุพันธของอะซีแนพธิลีน 
 

2.11.1  สกัดสารมัธยันตตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1992) ดังนี้  
 

นําอาหารเหลวมาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0-3.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน    จากนั้นเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อ    ผสมใหเขากันดวยเครื่องปน
ผสม ปนดวยความเร็วสูงเปนเวลา 2 นาที    ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น    แยกสวนเอธิลอะซีเตทเก็บไว    
จากนั้นสกัดซ้ําดวยเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อตามวิธีเดิมอีก 2 คร้ัง   รวมสวน
เอธิลอะซีเตททั้งหมดมาเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัดน้ําที่ปนมาดวย    จากนั้นแยก
สวนเอธิลอะซีเตทไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนสารมัธ
ยันตที่แหงสนิท     เติมเมธานอลปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงไปละลายผงสารมัธยันตในขวดลด
ปริมาตร    นํามากรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกวาง 0.2 ไมโครเมตร    ใสใน
หลอดแกวขนาดเล็ก เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 Oซ จนกวาจะนําไปวิเคราะหดวยวิธี TLC 

 
2.11.2  วิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน แนพธาลีน และ

อนุพันธของอะซีแนพธิลีนดวยวิธี Thin Layer Chromatography 
 
นําสารสกัดที่ละลายในเมธานอล ปริมาตร 3 ไมโครลิตรมาจุดบนแผน TLC ขนาดกวาง 

8x8 ซม.    โดยใชระบบตัวทําละลายเปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ใน
อัตราสวน 90:25:4 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร)    ตรวจหาสารมัธยันตภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร 
 
2.12  สราง E. coli สายพันธุ S17-1λpir ที่มีพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 ดวยวิธี
อีเลคโทรทรานสฟอรเมชัน 
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2.12.1  สกัดพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 จาก E. coli สายพันธุ CC118 λpir 
โดยวิธี alkaline lysis with SDS ของ Sambrook และคณะ (2001)    โดยเลี้ยง E. coli ในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ บน
เครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง    ปนเก็บเซลลดวยหลอด    
ไมโครฟวจหลอดละ 5 มิลลิลิตร โดยใชเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที    เติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข22) ที่เย็นปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
แขวนลอยเซลลใหกระจายแลวแชในอางน้ําแข็ง    ใสสารละลาย II (ภาคผนวก ข23) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดจนเห็นสารละลายเริ่มใสและหนืดขึ้น    จากนั้นเติม
สารละลาย III (ภาคผนวก ข24) ที่เย็นจัดปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับ
หลอด แชในอางน้ําแข็ง 3-5 นาที    นําไปปนตกตะกอนใชเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 15 นาที    ถายสวนน้ําใสใสหลอดใหม    ระวังอยาใหตะกอนสี
ขาวติดมา    เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ปริมาตร 1 เทาของสวนน้ํา
ใส    ผสมใหเขากันแลวนําไปปนใหแยกชั้นดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที    ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจใหม    เติมเอธานอล
เย็นจัดปริมาตร 2 เทาของสวนน้ําใส นําไปแชในตูเย็น –20 Oซ เปนเวลา 60 นาทีหรือ –70 Oซ เปน
เวลา 30 นาที    ตกตะกอนพลาสมิดโดยปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 Oซ 
เปนเวลา 15 นาที    ลางตะกอนดวยเอธานอลเขมขน 70% ที่เย็นจัด 2 คร้ังและระเหยเอธานอลให
แหง    ละลายพลาสมิดดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร    ทําพลาสมิดใหเขมขนขึ้น
โดยรวมพลาสมิดที่สกัดไดจากทั้งหมดเขาดวยกัน เติมบัฟเฟอร TE ใหไดปริมาตร 400 ไมโครลิตร    
เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
แลวนําไปปนใหแยกชั้นดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 15 นาที    ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจอันใหม    เติมสารละลายโซเดียมอะซิ
เตทเขมขน 3 โมลารปริมาตร 0.1 เทาของสวนน้ําใสผสมใหเขากัน    จากนั้นเติมเอธานอลเย็นจัด
ปริมาตร 2 เทาของสารละลายผสมใหเขากัน    นําไปแชในตูแชแข็ง –20 Oซ เปนเวลา 60 นาทีหรือ 
–70 Oซ เปนเวลา 30 นาที    ตกตะกอนพลาสมิดโดยปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 15 นาที    ลางตะกอนดวยเอธานอลเขมขน 70% ที่เย็นจัด 2 คร้ังและ
ระเหยเอธานอลใหแหง    ละลายพลาสมิดดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บรักษาที่ –
20 Oซ 
 

2.12.2  เตรียมคอมพีเทนตเซลลของ E. coli สายพันธุ S17-1 λpir โดยเลี้ยง E. coli สาย
พันธุ S17-1 λpir ตามวิธีการเตรียมหัวเชื้อในขอ 2.5.1    เติมหัวเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
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ปริมาตร 30 มิลลิลิตรใหไดคา OD600 เทากับ 0.1    เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที บมเชื้อที่อุณหภูมิ 28 Oซ จนการเจริญถึงชวงกลางของระยะทวีคูณ (mid log phase)    โดย
อางอิงตามคา OD600 ที่วัดไดจากขอ 2.6.3    ถายเซลลลงในหลอดเซนตริฟวจขนาด 50 มิลลิลิตร    
ปนแยกเซลลแบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปน
เวลา 10 นาที    ลางเซลลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง    แขวนลอยเซลลในสารละลายกลีเซอรอล
ปลอดเชื้อเขมขน 10 %    และปนตกตะกอนเซลลที่สภาวะเดิมอีกครั้งจากนั้นแขวนลอยเซลลดวย
สารละลายเดิมอีกครั้งใหมีเซลลเขมขนประมาณ 3x1010    เซลลตอมิลลิลิตรแบงเก็บในหลอด    
ไมโครฟวจหลอดละ 40 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ –70 Oซ ได 1 เดือน 
 
  2.12.3  ทรานสฟอรมพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 สู E. coli สายพันธุ S17-
1λpir โดยวิธีอิเลคโตรทรานสฟอรเมชัน    โดยเติมพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 ที่เตรียม
ไดจากขอ 2.12.1 ประมาณ 400 นาโนกรัม    ลงในเซลล E. coli สายพันธุ S17-1λpir เย็นจัด
ปริมาตร 40 ไมโครลิตรที่เตรียมไดจากขอ 2.12.2    ผสมเบาๆ แลวแชน้ําแข็งไว 1 นาที    จากนั้น
บรรจุเซลลลงใน electroporation cuvett ขนาดชองวางระหวางอีเลคโทรด 2 มม. ที่เย็นจัด แลวแช
น้ําแข็งไว 1 นาที    เช็ดดานนอกของ cuvett ใหแหง    นําไปทรานสฟอรมโดยวิธีอีเลคโทรพอเรชัน 
(electroporation) ดวยเครื่อง Gene Pulser Apparatus (BioRad, USA)    โดยใชความตาง
ศักยไฟฟา 2.5 กิโลโวลต   Capacitance 25 µF,   Field Strength 12.5 kV/cm,   Resistance 
200 Ω     จากนั้นเติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก6) ที่เย็นจัดปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงไป
ทันที     บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง    นําเซลลแขวนลอยที่ไดปริมาตร 100, 50 
และ 25 ไมโครลิตรมาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    บมเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง    คัดแยกโคโลนีที่เรืองแสงสีเขียวอมเหลืองมาแยกใหบริสุทธิ์
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดียวกัน เก็บรักษาเชื้อเชนเดียวกับวิธีในขอ 2.4 
 
2.13  สราง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-GFP ที่มียีนเครื่องหมายเรืองแสง (gfp-gene 
marker) บนโครโมโซม 

 
2.13.1  ติดยีนเครื่องหมายเรืองแสง (gfp-gene marker) บนโครโมโซมของ Rhizobium 

sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยวิธีคอนจูเกชันดังที่ไดบรรยายในขอ 2.7    โดยใช E. coli สายพนัธุ S17-
1 λpir ที่มีพลาสมิด pUT-mTn5 gusA-pgfp21 เปนเซลลผูใหและ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-
A1 เปนเซลลผูรับ   โดยใชอัตราสวนเซลลและระยะเวลาบมที่ใหประสิทธิภาพของการทรานสโพ
สสูงสุด    เมื่อบมเซลลครบระยะเวลาที่กําหนดใชปากคีบปลอดเชื้อคีบแผนเมมเบรนที่บมเชื้อไวมา
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บรรจุลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก    ชะเซลลออกจากเยื่อกรองดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอ
ไรดเขมขน 0.85% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะไดเซลลแขวนลอยเขมขน    ใชเซลลแขวนลอยเขมขน
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรเกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีแหลงคารบอนที่เหมาะสมตามขอ 2.6.2 
และมีสารปฏิชีวนะกานามัยซิน บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 4 วัน    จากนั้นคัดแยกโคโลนี 
ทรานสคอนจูแกนทที่เรืองแสงสีเขียวอมเหลืองภายใตหลอดกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตใหบริสุทธิ์
โดยเขี่ยบนอาหารแข็งสูตรเดียวกัน    เลี้ยงและเก็บรักษาทรานสคอนจูแกนทที่คัดแยกไดตามวิธีใน
ขอ 2.4 ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดียวกันกับอาหารที่ใชในการคัดแยก 

 
  2.13.2  ตรวจสอบการยอยสลายสารอะซีแนพธิลีนและการเจริญของ Rhizobium sp.สาย
พันธุ CU-GFP เทียบกับสายพันธุ CU-A1    โดยเตรียมหัวเชื้อสายพันธุ CU-A1 และทรานสคอนจู
แกนทสายพันธุ CU-GFP ในอาหารเหลว CFMM สูตรเดียวกันกับอาหารที่ใชในการคัดแยกทรานส
คอนจูแกนท    สําหรับสายพันธุ CU-A1 ไมเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24   
ชั่วโมง    ปนแยกเซลลออกดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 2 นาที    ลางเซลลแบคทีเรียสองครั้งดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด 0.85%    เติมหัว
เชื้อลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 0.6 กรัมตอลิตร   ใน
หลอดทดลองขนาด 22 มิลลิลิตร ใหไดคา OD600 เทากับ 0.1    ผนึกปากหลอดทดลองใหสนิทดวย
พาราฟลมเพื่อลดการระเหิดของอะซีแนพธิลีน    บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 Oซ บนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที    เก็บตัวอยางทุกวันเปนเวลา 7 วัน    โดยที่แตละเวลาจะมีชุดควบคุม 
2 ชุดคือ ชุดควบคุมการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน    
โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว CFMM ที่ไมเติมอะซีแนพธิลีน    และชุดควบคุมการลดลงของอะ
ซีแนพธิลีนเนื่องจากการระเหิด    ทุกชุดการทดลองจะทํา 2 ซ้ํา    ตรวจสอบการเพิ่มจํานวนของ
เชื้อโดยใชวิธี viable plate count ดังที่กลาวไวขางตน    และวัดปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลืออยู
ดวยวิธี HPLC    โดยการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1992)    
เชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 2.11.1 
 
2.14  วิเคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลือโดยวิธี High Performance Liquid 
Chromatography 

 
ระบบของ HPLC ที่ใชประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้   เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟ รุน LC-

3A (Shimadzu, Japan)    ที่ใชคอลัมน Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 4.6x150 มิลลิเมตร   
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ตั้งอุณหภูมิคอลัมนที่ 40 Oซ    ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร    
สารละลายตัวพาเปนสารละลายเมธานอล 80% (ภาคผนวก ข6)    และใชอัตราการไหลเทากับ 1 
มิลลิลิตรตอนาที    ฉีดสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะห 20 ไมโครลิตรดวยกระบอกฉีดยาขนาดเล็ก
รุน MS-10    นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดในแตละตัวอยางไปเปรียบเทียบหาเปอรเซนตที่ลดลงของอะ
ซีแนพธิลีนเทียบกับชุดควบคุม 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
 
3.1  ศึกษาสมบัติที่จําเปนของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 และ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1   ในการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจู
เกชัน 
 
 การกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชันจะประกอบดวยเซลลผูให  
พลาสมิดและและเซลลผูรับซ่ึงในการทดลองนี้คือ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด 
pSUP2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ตามลําดับ   พลาสมิด pSUP2021 ทําหนาที่
เปนเวคเตอรพาหะนํา ทรานสโปซอน Tn5 เขาสูเซลลของ Rhizobium ดวยกระบวนการคอนจู-    
เกชัน   เมื่อพลาสมิด pSUP2021 เขาสูเซลลของ Rhizobium แลว ทรานสโปซอน Tn5 จะแยกตัว
ออกจากพลาสมิดแลวแทรกสอด ณ ตําแหนงใดๆ บนดีเอ็นเอของ Rhizobium แบบสุม (Simon 
และคณะ, 1983)   สวนพลาสมิด pSUP2021 มีจุดกําเนิดของการสังเคราะหดีเอ็นเอที่ไมสามารถ
เพิ่มจํานวนใน Rhizobium จะถูกกําจัดไปในที่สุด   ดังนั้น Rhizobium ที่จะทําการกลายพันธุ
ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชันจะตองมีสมบัติที่จําเปน 3 ประการคือ   1) สามารถ
คอนจูเกตกับ E. coli   2) ไมดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งเปนเครื่องหมายของทรานสโปซอน 
Tn5 และ   3) ทรานสโปซอน Tn5 สามารถแทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium 
 

3.1.1  สารปฏิชีวนะและอาหารที่เหมาะสมสําหรับคัดแยกทรานสคอนจูแกนต 
 

ในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอน
จูเกชัน    Rhizobium จะตองไมดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งเปนเครื่องหมายหนึ่งของทรานส
โปซอน Tn5 และควรดื้อตอสารปฏิชีวนะใดๆ ที่สามารถทําลาย E. coli เพื่อคัดเลือกทรานสคอนจู
แกนตออกจาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และ E. coli สายพันธุ S17-1  

การทดลองนี้จึงทดสอบสมบัติดังกลางขางตนโดยเลี้ยงเชื้อทั้งสองในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
LB ที่เติมสารปฏิชีวนะชนิดตางๆ เปนเวลา 18 ชั่วโมงแลวสังเกตการเจริญ    จากการทดสอบการ
ดื้อตอสารปฏิชีวนะของเชื้อทั้งสองที่ความเขมขนตางๆ ไดผลดังแสดงในตารางที่ 3.1 และ 3.2 
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ตารางที่ 3.1  การตานสารปฏิชีวนะของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว LB 
 

ความเขมขน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
สารปฏิชีวนะ 

0 5 10 20 25 50 100 

แอมพิซิลลิน + - - - - - - 
คลอแรมฟนิคอล + + - - - - - 
กานามัยซิน + + +/- - - - ND 

พอลิมิกซิน + - - - - ND ND 

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

 
 
ตารางที่ 3.2  การตานสารปฏิชีวนะของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
 

ความเขมขน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
สารปฏิชีวนะ 

0 5 10 20 25 50 100 

แอมพิซิลลิน + ND ND ND + + + 
คลอแรมฟนิคอล + ND ND ND + + + 
กานามัยซิน + ND ND ND + + + 
พอลิมิกซิน + - - - - ND ND 

สเตรปโตมัยซิน + + + + + ND ND 

เตตราซัยคลิน + - - - - ND ND 

 
หมายเหตุ    +   หมายถึงเจริญเทากับหลอดควบคุม          -   หมายถึงไมเจริญ                                           
                   ND  หมายถึงไมไดทําการทดลอง                 -/+ หมายถึงเจริญไดเล็กนอย 
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ผลการทดลองจากตารางที่ 3.1 ปรากฏวา Rhizobium ดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
จนถึงความเขมขนเพียง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   ดังนั้นสามารถใชทรานสโปซอน Tn5 ในการ 
กลายพันธุ Rhizobium โดยใชยีนดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินเปนเครื่องหมายในการคัดเลือก 
ทรานสคอนจูแกนต    แตจากผลการทดลองในตารางที่ 3.1 และ 3.2 แสดงใหเห็นวา Rhizobium 
ไมดื้อตอสารปฏิชีวนะชนิดใดที่สามารถทําลาย E. coli ได   ทําใหไมสามารถคัดเลือกทรานสคอนจู
แกนตบนอาหารแข็ง LB   จึงทําการทดลองใชอาหารคัดเลือกชนิดอื่นที่ Rhizobium สามารถเจริญ
ไดแต E. coli ไมสามารถเจริญได  

สําหรับการคัดแยกทรานสคอนจูแกนตออกจาก E. coli ไดทําการทดลองเลี้ยง E. coli บน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมกรดซักซินิกและสารปฏิชีวนะกานามัยซิน  พบวา E. coli 
สามารถเจริญไดเล็กนอยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิดนี้  จึงคัดเลือกสารประกอบอะโรมาติกชนิด
อ่ืนๆ ซึ่งเปนสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายสาร PAHs หรือเคยมีรายงานวา Rhizobium 
สามารถใชเปนแหลงคารบอนไดแทนกรดซักซินิก 

ผลการทดลองดังตารางที่ 3.3 แสดงใหเห็นวา Rhizobium เจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนเปน  กรดโปรโตคาทีคูอิก  กรดเจนทิสิกและกรดซาลิไซลิก   
โดยเฉพาะในกรดโปรโตคาทีคูอิกจะสังเกตไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อใสสีมวงน้ําเงินจางลงจนไมมีสี
ควบคูกับเชื้อมีการเจริญจนอาหารเหลวเปนสีขาวขุนดังรูปที่ 3.1   สวน E. coli ไมสามารถเจริญใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีสารประกอบอะโรมาติกชนิดใดได  
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ตารางที่ 3.3  ความสามารถในการใชสารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ เปนแหลง
คารบอน ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และ E. coli   เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM 
 

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

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

 
หมายเหตุ  + หมายถึงเจริญ              - หมายถึงไมเจริญ 
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                            1              2            3               4             5              6 
 

 
 
 
รูปที่ 3.1  ลักษณะการเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติมสารประกอบอะโรมาติกชนิดตางๆ 
 
 
   หลอดที่ 1 กรดโปรโตคาทีคูอิก ชุดควบคุม 
   หลอดที่ 2 กรดโปรโตคาทีคูอิก มีแบคทีเรีย 
   หลอดที่ 3 กรดซาลิไซลิก ชุดควบคุม 
   หลอดที่ 4 กรดซาลิไซลิก มีแบคทีเรีย 
   หลอดที่ 5 กรดเจนทิสิก ชุดควบคุม 
   หลอดที่ 6 กรดเจนทิสิก มีแบคทีเรีย 
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Hartnett และคณะ (1990) รายงานวา Acinetobacter calcoaceticus สายพันธุกลายซึ่ง
สะสมกรดคารบอกซีมูโคนิกจากการยอยสลายกรดโปรโตคาทิคูอิก   ไมสามารถเจริญไดในอาหาร
ที่มีกรดซักซินิกเขมขน 10 มิลลิโมลารรวมกับกรดโปรโตคาทิคูอิกเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร   ในขณะ
ที่สายพันธุปกติเจริญได   Paker และคณะ (2000) รายงานวา กรดโปรโตคาทีคูอิกและกรดคาร
บอกซีมูโคนิกซึ่งเปนสารมัธยันตตัวหนึ่งในกระบวนการยอยสลายกรดโปรโตคาทีคูอิกเปนพิษตอ
แบคทีเรีย  

จึงทําการทดลองหาความเขมขนของกรดโปรโตคาทีคูอิกที่สามารถยับยั้งการเจริญของ   
E. coli แตไมเปนอันตรายตอ Rhizobium   โดยวัดการเจริญของ E. coli ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
LB ที่เติมกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขนตางๆ    จากผลการทดลองในรูปที่ 3.2 กรดโปรโตคาที  
คูอิกเขมขน 0.8 กรัมตอลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli ลงครึ่งหนึ่ง    

 

รูปที่ 3.2  ผลของกรดโปรโตคาทีคูอิก ตอการเจริญของ E. coli สายพันธุ S17-1 ในอาหาร
เหลว LB 
 

สวน Rhizobium เจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความ
เขมขนสูงถึง 1.5 กรัมตอลิตร ดังแสดงผลในตารางที่ 3.4 
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ตารางที่ 3.4  การเจริญของ Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเหลว CFMM ที่เติม
กรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขนตางๆ 

 

กรดโปรโตคาทีคูอิก (กรัม/ลิตร) การเจริญ 

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

              
 -  หมายถึงไมเจริญ     + หมายถึงความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงเกิดจากการเจริญ 
 
จากการทดลองใชอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่ทําใหแข็งดวย Noble Agar ซึ่งมีความบรสุิทธิ์

สูงกวา Bacto agar   พบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัมตอ
ลิตร ไมพบการเจริญของ E. coli ในขณะที่ Rhizobium เจริญได 

ดังนั้นในการคัดแยก Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตจึงใชอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ทีท่าํให
แข็งดวย Nobel Agar มีกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอนและเติมสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
 

3.1.2  รูปแบบการเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1และ E. coli สายพันธุ 
S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 ในอาหารเหลว 2YT 
 
 การคอนจูเกตจะใชเซลลผูใหและเซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในชวงตนของระยะทวีคูณ 
(early log phase)   จึงทําการทดลองหาคา OD600 ที่สัมพันธกับการเพิ่มจํานวนเซลลของเชื้อทั้ง
สองเพื่อใชเปนคาอางอิงในการทดลองขั้นตอไป   จากการเลี้ยงเชื้อทั้งสองในอาหารเหลว 2YT 
พบวามีรูปแบบการเจริญดังแสดงในรูปที่ 3.3 และ 3.4  Rhizobium เจริญจนถึงชวงตนของระยะ
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ทวีคูณมีคา OD600 ประมาณ 0.45-0.6 และ log CFU ตอมิลลิลิตร = 8.8 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
บนเครื่องเขยาที่อัตราเร็ว 200 รอบตอนาทีประมาณ 4 ชั่วโมง   สวนการเจริญจนถึงชวงตนของ
ระยะทวีคูณของ E. coli จะใชเวลาเลี้ยงเชื้อส้ันกวา Rhizobium คือมีคา OD600 ประมาณ 0.47 
และ log CFU ตอมิลลิลิตร = 8.36 ใชเวลาบมประมาณ 2 ชั่วโมง 30 นาทีที่อุณหภูมิ 37 Oซ บน
เครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที 
 

รูปที่ 3.3  รูปแบบการเพิ่มจํานวนของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลว 2YT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

เวลา (ช่ัวโมง)

OD
60

0

8

8.5

9

9.5

10

log
 CF

U ต
อม
ล.

OD600 log CFU ตอมล.OD600 



 53

 
รูปที่ 3.4  รูปแบบการเพิ่มจํานวนของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT 
 
 
3.2  อัตราสวนและระยะเวลาคอนจูเกชันที่เหมาะสมของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มี 
พลาสมิด pSUP2021 กับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  
 
 จากรายงานของ Simon และคณะ (1983) เมื่อทําการคอนจูเกชัน E. coli สายพนัธุ SM10 
ที่มีพลาสมิด pSUP2021 กับ Rhizobium meliloti ในอัตราสวน 1 : 5   แลวคัดเลือกทรานสคอนจู
แกนตบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB และเติมสารปฏิชีวนะนีโอมัยซิน พบวาประสิทธิภาพของทรานส
โพสิชันมีคาประมาณ 10-5 ตอเซลลผูรับ   แสดงวาถาตองการทรานสคอนจูแกนต 1 ตัวตองใช     
E. coli จํานวน 2 x 104 เซลลผสมกับ Rhizobium 105 เซลล   ดังนั้นอาหารแข็งสําหรับคัดเลือก 
ทรานสคอนจูแกนตควรสามารถคัดแยกทรานสคอนจูแกนต 100 โคโลนีตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ   
ออกจากเซลลผูใหและเซลลผูรับรวมจํานวน 108 เซลลได   เมื่อใชเซลลผสมของ E. coli และ 
Rhizobium เกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่ทําใหแข็งดวย Noble agar ที่เติมกรดโปรโตคาทีคูอิก 
1.0 กรัมตอลิตร ปรากฏวา Rhizobium เจริญไดและไมเห็นโคโลนีของ E. coli 

จากการทดลองในเบื้องตนเมื่อนําเซลลผสมของ E. coli และ  Rhizobium ที่ผสมกันใน
อัตราสวน 1 : 5 และใชระยะเวลาบม 5 ชั่วโมงตามการทดลองของ Simon และคณะ (1983)   
พบวาประสิทธิภาพของทรานโพสิชันมีคานอยมากคือประมาณ 10-8-10-9   จึงทําการทดลองแปร
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ผันระยะเวลาคอนจูเกชันและอัตราสวนระหวางเซลลผูใหและเซลลผูรับเพื่อหาสภาวะที่ใหจํานวน 
ทรานสคอนจูแกนตมากที่สุดซึ่งแสดงดวยประสิทธิภาพของทรานโพสิชัน   ไดผลดังตารางที่ 3.5 
และ 3.6 พบวาระยะเวลาบมที่ใหประสิทธิภาพของทรานโพสิชันสูงคือชวง 18-24 ชั่วโมงทุก
อัตราสวน   และจากการแปรอัตราสวนระหวางเซลลผูใหและเซลลผูรับพบวาอัตราสวน 1:1 ให
ประสิทธิภาพของ ทรานโพสิชันสูงสุดคือ 4.75 x10-5 เมื่อใชระยะเวลาบม 24 ชั่วโมง ดังตารางที่ 
3.6   ดังนั้นการคอนจูเกชันครั้งตอไปจะใชเซลลในอัตราสวน 1:1 และใชระยะเวลาในการบม 24 
ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 30 Oซ   และสังเกตุไดวาการทดลองครั้งแรก (ตารางที่ 3.5) ซึ่งแขวนลอยเซลล
ผสมดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอเซลลผสม 1 จุดบนเยื่อกรอง
ไนโตรเซลลูโลส    ในเซลลผสมทุกอัตราสวนจะมีประสิทธิภาพของทรานโพสิชันต่ํากวาการทดลอง
ในตารางที่ 3.6   ทั้งนี้เนื่องจากการทดลองในตารางที่ 3.6 ลดปริมาตรสารละลายเกลือโซเดียม
คลอไรดเหลือ 15 ไมโครลิตรซึ่งจะไดเซลลแขวนลอยที่ขนกวาการทดลองครั้งแรกซึ่งเปนการเพิ่ม
โอกาสใหเซลลผูใหและผูรับมีโอกาสใกลกันมากขึ้นจึงทําใหประสิทธิภาพของทรานโพสิชันสูงขึ้นใน
ทุกอัตราสวน 
 
ตารางที่ 3.5  ประสิทธิภาพของทรานโพสิชันเมื่อใชอัตราสวนเซลลและระยะเวลาตางๆ 
ในการคอนจูเกตของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 กับ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 เมื่อแขวนลอยเซลลผสมดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดปริมาตร 
20 ไมโครลิตร 
 

อัตราสวน เวลาคอนจูเกชัน (ช่ัวโมง) 

E. coli : Rhizobium 
ครั้งที ่

6 12 18 24 

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

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

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

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

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

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

 
หมายเหตุ   -  หมายถึงไมไดทําการทดลอง 
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ตารางที่ 3.6  ประสิทธิภาพของทรานโพสิชันเมื่อใชอัตราสวนเซลลและระยะเวลาตางๆ 
ในการคอนจูเกตของ E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 กับ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 เมื่อแขวนลอยเซลลผสมดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดปริมาตร 
15 ไมโครลิตร 
 

อัตราสวน เวลาคอนจูเกชัน (ช่ัวโมง) 

E. coli : Rhizobium 
ครั้งที ่

6 12 18 24 

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

 
หมายเหตุ   -  หมายถึงไมไดทําการทดลอง 
 
 
3.3 ตรวจยืนยันการแทรกสอดแบบสุมของทรานสโปซอน Tn5 บนโครโมโซมของ 
Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตโดยวิธีเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน (southern hybridization) 
 

มีการนําทรานสโปซอน Tn5 มาใชศึกษาพันธุศาสตรของแบคทีเรียหลายชนิดรวมทั้ง
แบคทีเรียในกลุมไรโซเบียม (Beringer และคณะ, 1978; Simon และคณะ, 1983; Sevaraj และ 
Iyer, 1983)    อยางไรก็ตาม Meade และคณะ (1982) และ Forrai และคณะ (1983) รายงานวา 
ทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดแบบจําเพาะบนดีเอ็นเอของ Rhizobium   นอกจากนี้ Kunte 
และ Galinski (1995) พบวาทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดอยางจําเพาะบนดีเอ็นเอของเชื้อ 
Halomonas elongata   จึงทดสอบการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 บนดีเอ็นเอของ 
Rhizobium ดวยวิธีเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน   โดยตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium ทรานสคอนจูแกนต
ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI   เนื่องจากเอนไซมชนิดนี้สามารถตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium ไดดี
และเอนไซมชนิดนี้ไมมีตําแหนงตัดจําเพาะบนทรานสโปซอน Tn5   จากนั้นทําไฮบริไดเซชันกับ
ชิ้นสวน HindIII ของทรานสโปซอน Tn5 ขนาด 4.3 กิโลเบสที่ติดฉลากดวยสาร digoxygenin 
(DIG-11-dUTP) (Boehringer Mannheim, Germany)   ไดผลดังแสดงในรูปที่ 3.5 ซึ่งปรากฏ
สัญญาณแสดงตําแหนงแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 บนชิ้นดีเอ็นเอขนาดตางๆ ของ 
Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตที่ตัดอยางสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI   ในขณะที่ดีเอ็น
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เอของ Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ไมปรากฏสัญญาณของทรานสโปซอน Tn5   แสดงใหเห็น
วาทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium   และ Rhizobium ทรานส
คอนจูแกนตสามารถตานตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินเนื่องจากไดรับทรานสโปซอน Tn5 
 

                         
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.5  ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม 
EcoRI  ข.) สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดซเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน 
Tn5 
 
ชองวิ่งที่ 1) และชองวิ่งที่ 15) lambda HindIII marker   
ชองวิ่งที่ 2) และชองวิ่งที่ 14) พลาสมิด pSUP2021 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII (ผลบวกควบคุม) 
ชองวิ่งที่ 3) ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp.สายพันธุ CU-A1 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI (ผลลบควบคุม) 
ชองวิ่งที่ 5) ดีเอ็นเอของ E. coli สายพันธุ S-17-1 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI (ผลลบควบคุม) 
ชองวิ่งที่ 4 และ 6) - 13) ดีเอ็นเอของ Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI  
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3.4  การคัดแยก Rhizobium สายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการใชสารอะซีแนพธิลีน 
แนพธาลีนและอนุพันธของอะซีแนพธิลีนในการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  
 

จากการทดลองในเบื้องตนพบวา Rhizobium สามารถเจริญไดเล็กนอยบนอาหารแข็ง 
CFMM ที่เตรียมจาก Noble Agar หรือ Bacto agar   ทําใหไมสามารถคัดแยกสายพันธุกลายที่ไม
สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนซึ่งสายพันธุกลายในกลุมนี้จะไมสามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็ง CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนวางบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ   จึงเปลี่ยนมาใชอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM ที่ทําใหแข็งดวย   อะกาโรสเจล 7.0 กรัมตอลิตรและเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน   ทรานส
คอนจูแกนตที่นํามาคัดเลือกจะเปนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมกรดโปรโต
คาทีคูอิกและสารปฏิชีวนะกานามัยซินไดภายใน 4 วัน   จากนั้นเก็บโคโลนีเดี่ยวมาจุดบนอาหาร
เล้ียงเชื้อแข็ง CFMM ดังกลาวขางตน จํานวน 150 โคโลนีตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อคัดแยกสาย
พันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนซึ่งไมสามารถเจริญบนอาหารคัดเลือก
เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 7 วัน    ดังแสดงในรูปที่ 3.6 

 
 

 
 

 
รูปที่ 3.6  Rhizobium สายพันธุกลาย (วงกลม)   ไมสามารเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
CFMM ที่เติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินและใหอะซีแนพธิลีนในรูปไอระเหิด 
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จากทรานสคอนจูแกนตทั้งหมด 15,370 โคลน   สามารถคัดแยก Rhizobium สายพันธุ
กลายที่ไมสามารถเจริญไดในอะซีแนพธิลีนหรือเปลี่ยนสีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแตกตางไปจากสาย
พันธุ CU-A1 ไดทั้งหมด 21 สายพันธุไดแก  A8  A18  A35  A49  A53  B1  B5  D1  D2  E11  
E32  G12  G39  G62  G101  G531  H1  H2  J1  J2  และ  K283   เมื่อนํา Rhizobium สาย
พันธุกลายที่ไดมาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกและเติมสารปฏิชีวนะ
คลอแรมฟนิคอลซึ่งเปนเครื่องหมายอีกชนิดบนพลาสมิด pSUP2021   ปรากฏวาไมพบการเจริญ
แสดงวา Rhizobium สายพันธุกลายทุกตัวเกิดจากการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 เขาดี
เอ็นเอของ Rhizobium  

จากรายงานของศรัลยา แพงไตร (2543) ซึ่งคัดแยกและศึกษา Rhizobium สายพันธุ CU-
A1 พบวาสามารถเจริญไดในอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน   Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา
เชื้อ Pseudomonas cepacia สายพันธุ F297 สามารถออกซิไดสอะซีแนพธิลีนเปน  อะซีแนพโธ 
ควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก   Komatsu และคณะ (1993) รายงานวา 
Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 ซึ่งเจริญในอะซีแนพธิลีน มีกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก
เปนสารมัธยันต   จึงไดทําการทดสอบการเจริญของ Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ในอะซีแนพ
โธควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก   ปรากฏวา Rhizobium สายพันธุ CU-A1 
เจริญไดในสารมัธยันตทั้งสองชนิด    จึงไดทําการศึกษาการเจริญของ Rhizobium สายพันธุกลาย
ที่คัดแยกไดบางสายพันธุโดยการนับจํานวนแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เติมสาร PAHs 
และอนุพันธของสาร PAHs เปรียบเทียบกับสายพันธุ CU-A1   จากผลการทดลองพบวา 
Rhizobium สายพันธุกลายหลายสายพันธุนอกจากไมสามารถเพิ่มจํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนแลว   ยังมีความบกพรองในการยอยสลายหรือไม
สามารถเจริญไดในแนพธาลีน  อะซีแนพโธควิโนนหรือกรดแนพธาลีน–1,8-ไดคารบอกซีลิก   เมื่อ
เปรียบเทียบกับสายพันธุ CU-A1 ซึ่งจําแนกสายพันธุกลายไดเปน 4 กลุมดังตารางที่ 3.7    และมี
รูปแบบการเจริญดังแสดงในรูปที่ 3.7 ก.-ง. 
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ตารางที่ 3.7  ความบกพรองของ Rhizobium สายพันธุกลายในการเจริญในอาหารเหลว 
CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ 
 

การเจริญในแหลงคารบอนชนิดตางๆ 
กลุมที่ สายพันธุของ

Rhizobium อะซีแนพธิลีน 
อะซีแนพโธ 
ควิโนน 

แนพธาลีน- 1,8-ได
คารบอกซีลิก 

แนพธาลีน 

 CU-A1 + + + + 

1 
G12  G39  G101  
G531 K283 - + + + 

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

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

 
หมายเหตุ  + หมายถึงเจริญมีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึน              - หมายถึงไมเจริญ 
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รูปที่ 3.7 ก.  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 1 ไดแก  G12  G39  
G101  G531 และ K283   ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ 
เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
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1,8-แนพธาลนีไดคารบอกซีลกิ แนพธาลนี
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รูปที่ 3.7 ข.  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 2 ไดแก  H1 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ   เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-A1 
 
 
 
 

อะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนน

1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซีลิก แนพธาลีน
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รูปที่ 3.7 ค.  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 3 ไดแก  B1  B5 และ 
E11 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ   เปรียบเทียบกับ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
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อะซแีนพธิลีน อะซแีนพโธควิโนน

1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซลิีก แนพธาลีน
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รูปที่ 3.7 ง.  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 4 ไดแก   A35  A53  
E32 และ G62  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ   
เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
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1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซีลิก แนพธาลีน
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รูปที่ 3.7 ง.(ตอ)  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุกลายกลุมที่ 4 ไดแก  D1  D2 
และ J1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ   เปรียบเทียบกับ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 
 นอกจากจํานวนแบคทีเรียที่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเล้ียงเชื้อครบ 8 วันแลว   ยังไดสังเกตสี
ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงซึ่งอาจแสดงถึงสารมัธยันตที่สะสมในอาหารเลี้ยงเชื้ออีกดวย 
พบวา Rhizobium สายพันธุกลายบางสายพันธุเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีแหลง
คารบอนชนิดตางๆ   แตกตางไปจากรูปแบบการเปลี่ยนสีอาหารเหลวของ Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-A1 ดังแสดงในรูปที่ 3.8 ถึง 3.11 
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 1           2              3               4                 5                   6                7 
 

 
 
 
รูปที่ 3.8  สีของอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีน   หลังการเลี้ยง Rhizobium สาย
พันธุกลายเปนเวลา 8 วันเปรียบเทียบกับ สายพันธุ CU-A1 
 
  หลอดที่ 1  ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
  หลอดที่ 2  สายพันธุ CU-A1 
  หลอดที่ 3  สายพันธุกลาย G12 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 4  สายพันธุกลาย B1 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 5  สายพันธุกลาย A35 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 6  สายพันธุกลาย E32 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 7  สายพันธุกลาย J1 (เปล่ียนสีอาหารเปนสีเทาอมเขียว) 
 
 

เมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายดวยอะซีแนพธิลีนสายพันธุกลายทั้งหมดไมสามารถเจริญไดในอะ
ซีแนพธิลีนและไมพบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวดังตัวอยางที่แสดงในหลอดที่ 3-6   แตสายพันธุ
กลาย J1 เปลี่ยนสีอาหารเหลวเปนสีเทาอมเขียวดังแสดงในหลอดที่ 7 
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             1                2               3              4               5                6 
 

 
 
 
รูปที่ 3.9  สีของอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพโธควิโนน หลังการเลี้ยง Rhizobium สาย
พันธุกลายเปนเวลา 8 วันเปรียบเทียบกับ สายพันธุ CU-A1 
 
  หลอดที่ 1  ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
  หลอดที่ 2  สายพันธุ CU-A1 
  หลอดที่ 3  สายพันธุกลาย B5 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 4  สายพันธุกลาย G39 (เจริญแตไมเปล่ียนสีของอาหาร) 
  หลอดที่ 5  สายพันธุกลาย K283 (เจริญแตไมเปล่ียนสีของอาหาร) 
  หลอดที่ 6  สายพันธุกลาย G531(เจริญ) 
 
 

เมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายดวยอะซีแนพโธควิโนน สายพันธุกลายในกลุมที่ 2 และ 3 ซึ่งไดแก 
H1 B1 B5 และ E11 ไมสามารถเจริญไดและอาหารเหลวไมการเปลี่ยนแปลงดังตัวอยางที่แสดงใน
หลอดที่ 3   สายพันธุกลายที่สามารถเจริญไดในอะซีแนพโธควิโนนคือกลุมที่ 1 และ 4 ซึ่งเปลี่ยนสี
อาหารเหลวเชนเดียวกับสายพันธุ CU-A1 ดังตัวอยางที่แสดงในหลอดที่ 6   ในขณะที่สายพันธุ
กลาย G39 และ K283 ซึ่งอยูในกลุมที่1   แมวาจะเจริญไดในอะซีแนพโธควิโนนแตไมสามารถ
เปลี่ยนสีอาหารเหลวดังแสดงในหลอดที่ 4 และ 5 ตามลําดับ 
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                          1               2              3              4               5              6 
 

 
 
 
รูปที่ 3.10  สีของอาหารเหลว CFMM ที่มีแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก หลังการเลี้ยง 
Rhizobium สายพันธุกลายเปนเวลา 8 วันเปรียบเทียบกับ สายพันธุ CU-A1 
 
  หลอดที่ 1  ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
  หลอดที่ 2  สายพันธุ CU-A1 
  หลอดที่ 3  สายพันธุกลาย B5 (ไมเจริญ) 
  หลอดที่ 4  สายพันธุกลาย G39 (เจริญ) 
  หลอดที่ 5  สายพันธุกลาย G62 (เจริญ) 
  หลอดที่ 6  สายพันธุกลาย A35 (เจริญ) 
 
 

เมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายในกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก สายพันธุกลายในกลุมที่ 3 
ไดแก B1  B5 และ E11 ไมสามารถเจริญไดและไมพบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวดังแสดง
ตัวอยางในหลอดที่ 3   สวนสายพันธุกลายในกลุมที่ 1  2 และ 4 สามารถเจริญไดและเปลี่ยนสีของ
อาหารเหลวดังแสดงตัวอยางในหลอดที่ 4 และ 5 
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  1   2      3        4           5            6             7 
 

 
 
 
รูปที่ 3.11  ลักษณะอาหารเหลว CFMM ที่มีแนพธาลีน หลังการเลี้ยง Rhizobium สายพันธุ
กลายเปนเวลา 8 วันเปรียบเทียบกับ สายพันธุ CU-A1 
 
  หลอดที่ 1  ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
  หลอดที่ 2  สายพันธุ CU-A1 
  หลอดที่ 3  สายพันธุกลาย B5 (เจริญ) 
  หลอดที่ 4  สายพันธุกลาย  E11 (เจริญ) 
  หลอดที่ 5  สายพันธุกลาย G101 (เจริญ) 
  หลอดที่ 6  สายพันธุกลาย G12 (เจริญ) 
  หลอดที่ 7  สายพันธุกลาย J1 (ไมเจริญ) 
 
 

เมื่อเล้ียงสายพันธุกลายในแนพธาลีนสายพันธุกลายในกลุมที่ 4 ซึ่งไดแก A35  A53  D1  
D2  E32  G62 และ J1 ไมสามารถเจริญไดและไมมีการเปลี่ยนแปลงของอาหารเหลวดังแสดง
ตัวอยางในหลอดที่ 7     สวนสายพันธุในกลุมที่ 1  2 และ 3 เจริญไดในแนพธาลีนดังแสดงตัวอยาง
ในหลอดที่ 5 ซึ่งมีการเจริญของเซลลจนเห็นเปนสีขาวขุนเชนเดียวกับสายพันธุ CU-A1    ยกเวน
สายพันธุกลาย B5  E11  G12 และ G39     ถึงแมจะพบการเจริญในแนพธาลีนแตสายพันธุกลาย
ทั้ง 4 สายพันธุ     เปลี่ยนสีอาหารเหลวเปนสีสมอมน้ําตาลดังแสดงตัวอยางในหลอดที่ 3  4 และ 6 
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3.5  ตรวจสอบสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายสาร PAHs และอนุพันธของสาร PAHs 
โดย Rhizobium สายพันธุกลายเปรียบเทียบกับสายพันธุ CU-A1  
 
 จากผลการทดลองในขอ 3.4 แมวาจะจําแนกกลุมของสายพันธุกลายเปน 4 กลุม   ยัง
พบวา Rhizobium สายพันธุกลายแตละสายพันธุในกลุมยังมีรูปแบบการเจริญและเปลีย่นสอีาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM แตกตางกัน   จึงศึกษารูปแบบของสารมัธยันตที่สะสมในสายพันธุกลายแต
ละสายพันธุโดยการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยเอธิลอะซีเตท ตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1995)   เมื่อ
นําสารมัธยันตที่สกัดไดมาแยกจากกันดวยวิธี TLC ที่มีตัวชะประกอบดวย โทลูอีน ไดออกเซนและ
กรดอะซีติกเขมขน   และตรวจสอบสารมัธยันตภายใตแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 215-250 
นาโนเมตร   พบวา Rhizobium สายพันธุกลายมีรูปแบบการสะสมสารมัธยันตแตกตางกันและมี
สารมัธยันตหลายชนิดที่ไมพบการสะสมโดย Rhizobium สายพันธุ CU-A1   ดังแสดงในรูปที่ 3.12 
ถึง 3.15  

จากโครมาโตแกรมพบสารมัธยันตชนิดหนึ่งซึ่งไมพบการสะสมโดยสายพันธุ CU-A1 
สารมัธยันตชนิดนี้เรืองแสงสีฟาภายใตแสงอัลตราไวโอเลต   ลักษณะการเคลื่อนที่เปนหาง 
(tailing) บนแผน TLC และเรืองแสงใหความเขมแสงสูงกวาสารมัธยันตอ่ืนๆ ดังแสดงในรูปที่ 3.12 
- 3.15  แสดงวาสายพันธุกลายเหลานี้สะสมสารมัธยันตชนิดนี้ในปริมาณมากและจะพบการสะสม
ของสารมัธยันตลักษณะนี้เมื่อเล้ียงสายพันธุกลาย A35  A53  E32 และ G62 ในอะซีแนพธิลีน อะ
ซีแนพโธควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก  จึงใหชื่อวาสารมัธยันต a    และเมื่อเลี้ยง
สายพันธุกลาย B5  E11 และ E32 ในแนพธาลีน     จึงใหชื่อวาสารมัธยันต b ดังตําแหนงลูกศรชี้
ในรูป 
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ในระบบ TLC สารตัวชะประกอบดวยโทลูอีน ไดออกเซนและกรดอะซีติกเขมขน   ซึ่งสาร
ตัวชะนี้มีคา dielectric constant ต่ําประกอบกับแผน TLC มี adsorptivity สูง   ทําใหสารที่มีขั้ว
ถูกชะไดไมดีจึงเคลื่อนที่ไปบนแผน TLC ไดนอย   และลักษณะเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลต
เปนลักษณะจําเพาะหนึ่งของสารประกอบอะโรมาติก   สารมัธยันต a และ b มีคา Rf ต่ําและ
เคลื่อนที่ไดนอยบนแผน TLC    ดังแสดงในรูปที่ 3.16 

 

 
 
รูปที่ 3.16  สารมัธยันต a ซ่ึงสะสมจากการยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก 
 

1. กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก 
2. Rhizobium สายพันธุ CU-A1 
3. Rhizobium สายพันธุกลาย A35 
4. Rhizobium สายพันธุกลาย A53 
5. Rhizobium สายพันธุกลาย D1 

 
Monticello และคณะ (1985) รายงานสารมัธยันตบางชนิดซึ่งอาจเกิดขึ้นจากการยอย

สลายแนพธาลีน  โดยการตรวจสอบลักษณะการเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตของสาร       
มัธยันตเปรียบเทียบกับไอโซเมอรของสารมัธยันตเชน   กรดออโท-ไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดซาลิไซ
ลิก) เรืองแสงสีฟาออน   กรดเมตา-ไฮดรอกซีเบนโซอิก เรืองแสงสีฟาออน   กรดพารา-ไฮดรอกซี
เบนโซอิก เรืองแสงสีฟาออน  และกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก) เรืองแสงสีฟา  
กรด 3,4-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดโปรโตคาทีคูอิก) เรืองแสงสีมวง 
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วิธี TLC เปนวิธีตรวจสอบชนิดของสารเบื้องตนวิธีหนึ่งที่อาศัยคา Rf ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของสารใน
การพิสูจนชนิดของสารที่ตองการศึกษาโดยการเปรียบเทียบกับสารตัวอยาง   จึงทําการทดลองเปรียบเทียบ
สารมัธยันต a และ b กับกรดซาลิไซลิก กรดเจนทิสิก และกรดโปรโตคาทีคูอิก ดวยวิธี TLC   อยางไรก็ตามสาร
บางชนิดอาจมีคา Rf เทากันในตัวชะบางระบบจึงใชสารตัวชะ 2 ระบบเพื่อเปรียบเทียบคือ  ระบบที่ 1. 
ประกอบดวย โทลูอีน ไดออกเซนและกรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 90:24:4 (ปริมาตรตอปริมาตร)   และ
ระบบที่ 2. ประกอบดวย โทลูอีน เมธานอลและกรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 10:2:1 (ปริมาตรตอปริมาตร)   
โดยตัวชะในระบบที่ 2 มีสภาพขั้วสูงกวาตัวชะในระบบที่ 1   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.17 และตารางที่ 
3.8 ซึ่งแสดงวาสารมัธยันต a และ b เรืองแสงสีฟาภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเหมือนกรดเจนทิสิกและมีคา Rf 
เทากับ 0.21 และ 0.31 ในตัวชะระบบที่ 1 และ2 เทากับกรดเจนทิสิก   แมวากรดเจนทิสิกและกรดโปรโตคาทีคู
อิกซึ่งเปนไอโซเมอรกันจะมีคา Rf ใกลเคียงกันมากแตลักษณะการเรืองแสงของสารทั้งสองชนิดตางกัน 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
รูปที่ 3.17  โครมาโตแกรมของการวิเคราะห TLC ของสารมัธยันต a ที่สะสมในสายพันธุกลาย A53 
และสารมัธยันต b ที่สะสมในสายพันธุกลาย E11    เปรียบเทียบกับกรดเจน ทิสิก (1)   กรดซาลิไซลิก 
(2)  และกรดโปรโตคาทีคูอิก (3)   ในระบบตัวชะ  ก.) ตัวชะระบบที่ 1   ข.) ตัวชะระบบที่ 2 
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ตารางที่ 3.8  คา Rf และลักษณะการเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตของสารมัธยันต 
a และ b เปรียบเทียบกับสารตัวอยาง 
 

Rf 
สาร 

ตัวชะระบบที่ 1 ตัวชะระบบที่ 2 
การเรืองแสง 

กรดเจนทิสิก 
กรดซาลิไซลิก 
กรดโปรโตคาทีคูอิก 
สารมัธยันต a 
สารมัธยันต b 

0.2 
0.48 
0.18 
0.21 
0.21 

0.31 
0.52 
0.32 
0.31 
0.31 

ฟา 
มวง 
มวง 
ฟา 
ฟา 

 
 

Fuenmayor และคณะ (1998) รายงานวาเชื้อ Pseudomonas sp. สายพันธุ U2 ยอย
สลายแนพธาลีนเปนกรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิกตามลําดับ   และ Rhizobium สามารถเจริญ
ไดในแหลงคารบอนสามชนิดดังกลาว   จึงทดสอบการเจริญของ Rhizobium สายพันธุกลายใน
กรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิก   พบวาสายพันธุกลาย A35  A53  E32 และ G62 ซึ่งสะสมกรด
เจนทิสิกเมื่อเลี้ยงในอะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซีลิก   ไม
สามารถเจริญไดในกรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิก   ในขณะที่สายพันธุกลายกลุมที่ 1  2 และ 3 
เจริญไดในแหลงคารบอนทั้งสามชนิด   ดังแสดงผลในตารางที่ 3.9 
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ตารางที่ 3.9  การเจริญของ Rhizobium ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแนพธาลีน 
กรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิกเปนแหลงคารบอน 
 

การเจริญในแหลงคารบอน 
กลุมที่ สายพันธุของ 

Rhizobium  แนพธาลีน กรดซาลิไซลิก กรดเจนทิสิก 

 CU-A1 + + + 

1 G12  G39  G101  G531  K283 + + + 

2 H1 + + + 

3 B1  B5  E11 + + + 

A35  A53   E32  G62 - - - 
4 

D2  J1 - - + 

 
หมายเหตุ  + หมายถึงเจริญ              - หมายถึงไมเจริญ 
 
 เมื่อนําสายพันธุกลาย A53 และ E32 ซึ่งไมสามารถเจริญในกรดซาลิไซลิกและกรดเจน    
ทิสิกมาเลี้ยงดวยกรดซาลิไซลิก   แลวสกัดสารมัธยันตดวยเอธิลอะซีเตท   จากนั้นนํามาแยกจาก
กันดวยวิธี TLC และตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต   พบสารมัธยันตที่มีคา Rf เทากับกรดเจน 
ทิสิกและเรืองแสงสีฟาออนภายใตแสงอัลตราไวโอเลตเหมือนกรดเจนทิสิก   ดังแสดงในรูปที่ 3.18 
 
 จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวา Rhizobium อาจยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน
เปนกรดเจนทิสิก (กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก) 
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3.5  สราง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มียีน gfp เปนเครื่องหมาย 
 

กอนที่จะมีการนําแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ไปใชใน
กระบวนการบําบัดทางชีวภาพ    ตองมีการศึกษาถึงสภาพสิ่งแวดลอมของระบบที่ใชบําบัดทั้ง
ทางดานกายภาพและชีวภาพเพื่อปรับปรุงระบบบําบัดใหเอ้ือตอการยอยสลายสาร PAHs และการ
อยูรอดในระบบบําบัดของแบคทีเรียที่เติมลงไปโดยทําการศึกษาในระบบนิเวศวิทยาจําลอง 
(microcosms)   ดังนั้นเครื่องหมายที่ใชในการติดตามเพื่อจําแนกแบคทีเรียที่เติมลงไปในระบบ
บําบัดออกจากแบคทีเรียประจําถิ่นจึงเปนสิ่งจําเปน (Prosser, 1994)    การทดลองนี้จึงสราง 
Rhizobium ที่มียีน gfp ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ green fluorescent protein โดยนํายีน gfp รีคอม
บิแนนทที่อยูใน miniTn5 แทรกสอดบนดีเอ็นเอของ Rhizobium โดยวิธีคอนจูเกชัน   เพื่อใชเปน
เครื่องหมายติดตามแบคทีเรียชนิดนี้ 

จากการคอนจูเกต E. coli สายพันธุ S17-1 λpir ที่มีพลาสมิด pUT-mTn5::gusA-
pgfp21 ซึ่งเปนเซลลผูใหกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 เปนเซลลผูรับ    โดยใชอัตราสวน
เซลล  1:1  และระยะเวลาบมที่ใหประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันสูงสุด 24 ชั่วโมง    ดวยวธิคีอนจู
เกชันดังที่ไดบรรยายในขอ 2.7   พบ 9 โคโลนีที่สามารถเจริญและเรืองแสงสีเขียวอมเหลืองบน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกและเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    จากนั้นนํา 
1 โคโลนีมาทดสอบการเจริญและการเรืองแสงไดเมื่อเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB และอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีอะซีแนพธาลีนหรือแนพธาลีนเปนแหลงคารบอน   พบวาโคโลนีนี้สามารถ
เรืองแสงและยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อเทียบกับสายพันธุ CU-A1    ดัง
แสดงในรูปที่ 3.19 และมีรูปแบบการเจริญและการยอยสลายอะซีแนพธิลีนดังแสดงในรูปที่ 3.20    
จากนั้นทดสอบความเสถียรของยีนเครื่องหมายโดยถายเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB จํานวน 9 
รุน   เมื่อนําเชื้อในแตละรุนมาเจือจางจนไดความเขมขนที่เหมาะสมและเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็ง LB   พบวาทุกโคโลนีเรืองแสงและเชื้อในรุนสุดทายยังสามารถเจริญและยอยสลาย    อะ
ซีแนพธิลีนไดเปนปกติจึงใหชื่อวา Rhizobium sp. สายพันธุ CU-GFP2 
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ก.    
 
 

ข.  
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.19  ลักษณะการเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตของ  ก.)  Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-GFP2 เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บนอาหารแข็ง LB ข.)  
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-GFP2 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีสารปฏิชีวนะกานา
มัยซินและใหอะซีแนพธิลีนในรูปไอระเหิด 
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รูปที่ 3.20  การเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-GFP2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีน เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
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บทที่ 4 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 

วัตถุประสงคของงานวิจัยคือ  สราง Rhizobium สายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5    จึงทําการทดลองกลายพันธุ 
Rhizobium สายพันธุ CU-A1 โดยทําการคอนจูเกชันกับ E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด 
pSUP2021   ใหไดทรานสคอนจูแกนตจํานวนมากเพื่อคัดเลือกสายพันธุกลายที่มีความบกพรอง
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน    จากนั้นเปรียบเทียบสารมัธยันตที่สะสมโดยสายพันธุกลายตางๆ 
กับสายพันธุ CU-A1    และสราง Rhizobium ที่มี green fluorescent protein เปนเครื่องหมาย
โดยใชวิธีคอนจูเกชัน 

 
การกอกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชัน 
 

ปจจัยสําคัญในการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชันเพื่อใหไดทรานส
คอนจูแกนตจํานวนมาก    ประกอบดวยหลายปจจัยไดแก 1)  ความไวรับของ Rhizobium ตอสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินซึ่งเปนเครื่องหมายของทรานสโปซอน Tn5    2)  พลาสมิดพาหะของทรานส
โปซอน Tn5    3)  อายุของเซลลที่ใชในการคอนจูเกชัน    4)  ระยะเวลาที่ใชในการคอนจูเกชัน  
และ 5)  อัตราสวนระหวางเซลลผูใหและเซลลผูรับ 

 
จากการทดสอบความไวรับตอสารปฏิชีวนะกานามัยซิน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-

A1 ไวตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินที่ความเขมขนมากกวา 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    ซึ่งคลาย
กับที่ Cole และ Elkan (1979) รายงานวา Rhizobium japonicum จํานวน 24 สายพันธุจาก 48 
สายพันธุดื้อตอสารปฏิชีวนะนีโอมัยซินซึ่งออกฤทธิ์คลายกับกานามัยซินที่มีความเขมขนต่ําไมเกิน 
12 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 ซึ่งมีทรานสโป
ซอน Tn5 มีความสามารถดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินถึง 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร     ดังนั้น
ในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 จึงสามารถใชสารปฏิชีวนะกานามัยซินในการ
คัดแยกทรานสคอนจูแกนตออกจากสายพันธุ CU-A1    เมื่อทดสอบการดื้อตอสารปฏิชีวนะกานา
มัยซินของ Rhizobium ทรานสคอนจูแกนตที่คัดแยกไดพบวาสามารถดื้อตอสารปฏิชีวนะไดสูงถึง 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว LB 
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มีการสรางพลาสมิดหลายชนิดเพื่อเปนพาหะในการกลายพันธุ Rhizobium ดวยทรานสโป
ซอน Tn5 (Beringer และคณะ, 1978; Selvaraj และ Iyer, 1983; Simon และคณะ, 1983; 
Simon, 1984)    ในการทดลองนี้เลือกใชพลาสมิด pSUP2021 สรางโดย Simon และคณะ 
(1983) ซึ่งมีขนาดเล็กประมาณ 11 กิโลเบสและมีประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันสูงใน 
Rhizobium spp. (Simon และคณะ, 1983; Hom และคณะ, 1984)  

โดยปกติเมื่อมีการนําพลาสมิดที่สรางขึ้นมาใชในการกลายพันธุแบคทีเรียมักใชภาวะ
เดียวกันกับที่ผูสรางพลาสมิดไดอธิบายไว (Lagares และคณะ, 1992; Foght และ Westlake, 
1996)   จึงทดลองใชภาวะในการคอนจูเกชันที่รายงานไวโดย Simon และคณะ (1983) ซึ่งเปน
ผูสราง  พลาสมิด pSUP2021 กลาวคือ  ใชเซลลผูใหและเซลลผูรับที่มีการเจริญอยูในระยะทวีคูณ 
(log phase) มาผสมกันในอัตราสวนเซลลผูใหตอเซลลผูรับเทากับ 1 : 5 และทําการคอนจูเกชัน
เปนเวลา 5 ชั่วโมง มาใชในการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    พบวา
ประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันคือประมาณ 10-8-10-9 ซึ่งต่ํากวาที่ไดรายงานไวโดย Simon และ
คณะ (1983) คือ 10-4    จึงตองทําการทดลองหาภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ Rhizobium 
sp. สายพันธุ CU-A1 

 
จากการทดลองหาอายุเซลลที่เหมาะสมในการคอนจูเกชัน  ไดทดลองใชเซลลผูใหคือ E. 

coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 และเซลลผูรับคือ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-
A1 ในอัตราสวน  1 : 1  และใชเวลาในการคอนจูเกชัน 16 ชั่วโมง     ซึ่งเปนเวลาคอนจูเกชันที่นาน
ที่สุดสําหรับ Rhizobium กลุมที่มีการเจริญเร็ว (Selvaraj และ Iyer, 1983)    โดยการแปรอายุ
เซลลที่ใชเปน 3 ชวงคือ    เซลลที่เจริญเต็มที่ (stationary phase) (Parke, 1993)    เซลลที่เจริญ
อยูในระยะทวีคูณ (log phase) (Simon และคณะ, 1983)    และเซลลที่เจริญอยูในชวงตนของ
ระยะทวีคูณ (early log phase) (Yen และ Gunsalus, 1982)    ในการคอนจูเกชันพบวาได
ประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันประมาณ  1.5 x 10-7 – 1.2  x 10-6      5 x 10-6  และ  6.4 x 10-6 
ตอเซลลผูรับตามลําดับ    ดังนั้นจึงเลือกใชเซลลที่มีการเจริญอยูในชวงตนของระยะทวีคูณ
เนื่องจากใชระยะเวลาเลี้ยงเซลลส้ันกวาและประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันดีกวา 

 
จากการทดลองแปรระยะเวลาในการคอนจูเกชันพบวาระยะเวลาในการคอนจูเกชันที่ดี

ที่สุดคือ 24 ชั่วโมง ซึ่งจะใหทรานสคอนจูแกนตมากที่สุด    แตไมควรใชระยะเวลาคอนจูเกชันนาน
มากกวานี้เพราะ Hom และคณะ (1984) รายงานวาเมื่อใชระยะเวลาในการคอนจูเกชันนานขึ้นจะ
ไดจํานวนทรานสคอนจูแกนตเพิ่มข้ึน    แตการคอนจูเกชันนานเกินไปแบคทีเรียอาจมีการแบงตัว
เพิ่มจํานวน 
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Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ไมดื้อตอสารปฏิชีวนะชนิดใดที่ทําลาย E. coli สายพันธุ 
S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 ดังนั้นไมสามารถแปรจํานวนเซลลผูใหหรือเซลลผูรับไดมากนัก 
เนื่องจากการใชเซลลที่มากเกินไปเชน อัตราสวน  1 : 5  หรือ  5 : 1  ตามวิธีการเดิมของ Simon 
และคณะ (1983)    จะมีโคโลนีขนาดเล็กของ E. coli เจริญบนผิวอาหารแข็งซึ่งรบกวนการ
คัดเลือกทรานสคอนจูแกนต    การใชอัตราสวน E. coli ตอ Rhizobium เทากับ 1 : 1 ใหจํานวน 
ทรานสคอนจูแกนตสูงกวาหรือใกลเคียงอัตราสวน 1 : 2 หรือ 2 : 1 และมีโคโลนีขนาดเล็กของ E. 
coli    รบกวนนอยกวา 
 
การคัดเลือก Rhizobium ทรานสคอนจูแกนต 
 

จากการทดสอบการดื้อตอสารปฏิชีวนะชนิดตางๆ พบวา Rhizobium สายพันธุ CU-A1 
ไมดื้อตอสารปฏิชีวนะชนิดใดที่ทําลาย E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 จึงตอง
หาวิธีการคัดเลือกอื่นเพื่อคัดเลือกทรานสคอนจูแกนต  

ไดทดลองเลี้ยง E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 และ Rhizobium สาย
พันธุ CU-A1 ในสารประกอบอะโรมาติกตางๆ ที่เปนสารมัธยันตจากการยอยสลายสาร PAHs เชน    
ซาลิไซลิกและคะทีคอล (Yen และ Gunsalus, 1982)    กรดเจนทิสิก (Fuenmayor และคณะ, 
1998)    กรดพธาลิกและกรดโปรโตคาทีคูอิก (Kiyohara และ Nagao, 1978) และ กรดเบนโซอิก 
(Annweiler และคณะ, 2000)     พบวา Rhizobium สายพันธุ CU-A1 สามารถเจริญไดในกรดโปร
โตคาทีคูอิก  กรดซาลิไซลิก และ กรดเจนทิสิก    ตรงกับที่ Muthukumar และคณะ (1982) 
รายงานวาแบคทีเรียในกลุมไรโซเบียม สามารถเจริญในสารประกอบอะโรมาติกซึ่งหลั่งจากรากพืช 
(roots exude substances) เชน กรดโปรโตคาทีคูอิก กรดซาลิไซลิก กรดเจนทิสิก และ คะทีคอล    
สวน E. coli สายพันธุ S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 ไมสามารถเจริญไดในสารประกอบอะโร
มาติกใดๆ   ดังนั้นในการคัดเลือกทรานสคอนจูแกนตจึงใชกรดโปรโตคาทีคูอิกเชนเดียวกับที่ 
Muthukumar และคณะ (1982) ไดเคยรายงานไว    เนื่องจาก Rhizobium สามารถใชกรดโปรโต
คาทีคูอิกเปนแหลงคารบอนในการเจริญและมีการเปลี่ยนสีอาหารที่ชัดเจนเมื่อมีการเจริญอีกดวย    
โดยจะผสมกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัมตอลิตร ลงในอาหารแข็ง CFMM ที่ทําใหแข็งดวย Noble 
agar (1.5 กรัมตอลิตร) และเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาวะที่เหมาะสมในการคอนจูเกชัน 
 
จากการทดลองพบวาภาวะที่เหมาะสมในการคอนจูเกชันคือ ใชเซลล E. coli สายพันธุ 

S17-1 ซึ่งมีพลาสมิด pSUP2021 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มีการเจริญอยูในชวง
ตนของระยะทวีคูณอยางละ 10 9 เซลลผสมกันในอัตราสวน 1 : 1    จากนั้นแขวนลอยเซลลดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % ปริมาตร 15 ไมโครลิตรมาหยดบนเยื่อกรองที่วางอยูบน
อาหารแข็ง LB บมที่อุณหภูมิ 30 O ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง    จะไดประสิทธิภาพของทรานสโพสิชัน
สูงสุดเทากับ 4.75 x 10-5 ตอเซลลผูรับ    ซึ่งนอยกวาประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันที่ Simon 
และคณะ (1983) ไดรายงานไวคือ 10-4 ตอเซลลผูรับ (Rhizobium meliloti)  

นอกจากพลาสมิด pSUP2021 แลวยังทดลองใชพลาสมิด pSUP1011 (Simon และคณะ, 
1983)   และพลาสมิด pSUP5011 (Simon, 1984) ซึ่งเปนพลาสมิดพาหะของทรานสโปซอน Tn5 
เชนกัน   โดยใชภาวะที่เหมาะสมดังกลาวขางตนพบวาไดประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันใกลเคยีง
กับพลาสมิด pSUP2021 (ไมแสดงขอมูล) 

 
การแทรกสอดในตําแหนงจําเพาะ (hot spot) 

 
เนื่องจากไดเคยมีรายงานการเกิดการแทรกสอดในตําแหนงจําเพาะ (hot spot) ของ 

ทรานสโปซอน Tn5 บนดีเอ็นเอของ Halomonas elongata (Kunte และ Galinski, 1995) หรือ 
Rhizobium meliloti (Meade และคณะ, 1982; Forrai และคณะ, 1983)    กลไกการเกิดการแทรก
สอดในตําแหนงจําเพาะยังไมทราบแนชัด    อาจข้ึนกับแบคทีเรียซึ่งเปนผูรับและพลาสมิดพาหะ    
เนื่องจากมีเอนไซมและโปรตีนหลายชนิดในเซลลผูรับเขามาเกี่ยวของในกระบวนการทรานสโพสิ
ชันเชน DnaA (Yin และ Reznikoff, 1987)   dam-methylation (Yin และคณะ, 1988)   โปรตีน 
Fis (Weinreich และ Reznikoff, 1992) และ Integration host factor (Makris และคณะ, 1990) 
เปนตน   จึงทดลองสุมเลือกทรานสคอนจูแกนตจากการคอนจูเกชันในแตละครั้งมาติดตาม
ตําแหนงการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ดวยวิธีเซาเธอรนไฮบริไดเซชันกับชิ้นสวนทรานสโป
ซอน Tn5    พบวาทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium สาย
พันธุ CU-A1 และเกิดสายพันธุกลายที่หลากหลาย    เชนเดียวกับการกลายพันธุ Rhizobium 
meliloti ซึ่งทําโดยใชทรานสโปซอน Tn5 (Simon และคณะ, 1983) 

 
โดยสรุปการกลายพันธุ Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5    โดยใช 

E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 ในการคอนจูเกชันกับ Rhizobium สายพันธุ 
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CU-A1 ดวยภาวะที่เหมาะสมดังกลาวขางตนเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสมเนื่องจาก      
1)  ไมพบการคงอยูของพลาสมิด pSUP2021 ใน Rhizobium    เนื่องจากไมพบทรานสคอนจู
แกนตที่ดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินและคลอแรมฟนิคอลบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโต       
คาทีคูอิก   2)  ทรานสคอนจูแกนตที่ดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินมีความถี่ประมาณ 4.75 x 10-5 
ซึ่งสูงกวาความถี่ในการดื้อตอสารปฏิชีวนะกานามัยซินไดเองของ Rhizobium (Hom และคณะ, 
1984)   3)  ทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดแบบสุมบนดีเอ็นเอของ Rhizobium ทรานสคอนจู
แกนตซึ่งสามารถตรวจสอบไดโดยวิธีเซาเธอรนไฮบริไดเซชัน  
 
การติดฉลาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 โดยใชโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green 
fluorescent protein) 
 

การสราง Rhizobium ที่มียีนเรืองแสงสีเขียว (gfp) เปนเครื่องหมาย    โดยใชภาวะที่
เหมาะสมในการคอนจูเกชันดังกลาวขางตนในการคอนจูเกต E. coli สายพันธุ S17-1 λpir ที่มี 
พลาสมิด pUT/mini-Tn5::gusA-pgfp21 กับ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1    พบ 
Rhizobium-gfp ทรานสคอนจูแกนตที่เรืองแสงชัดเจนภายใตแสงอัลตราไวโอเลต    และสามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน (ไมแสดงขอมูล) ไดเปนปกติ    จึงใหชื่อวา CU-GFP2   
จากนั้นไดทดสอบความเสถียรของยีน gfp ในสายพันธุกลาย CU-GFP2    โดยเลี้ยงสายพันธุ CU-
GFP2 ในอาหารเหลว LB ที่ไมเติมสารปฏิชีวนะกานามัยซินจํานวน 9 รุน และตรวจสอบการเรือง
แสงพบวาทุกโคโลนีในแตละรุนเรืองแสงภายใตแสงอัลตราไวโอเลต    แสดงวายีน gfp มีความ
เสถียรใน Rhizobium ซึ่งตางจาก Bloemberg และคณะ (1997) รายงานวายีน gfp ที่แทรกสอด
บนพลาสมิดของ Pseudomonas spp. สูญหายไปภายใน 9 วันหลังจากปลูกลงในระบบ
นิเวศวิทยาจําลองเนื่องจากการสูญเสียพลาสมิด       Barry (1986) ไดเคยรายงานวาการแทรก
สอดยีนแปลกปลอมลงบนโครโมโซมของแบคทีเรียมีความเสถียรที่สุด    ดังนั้นควรตรวจสอบ
ตําแหนงแทรกสอดของ mini-Tn5::gusA-pgfp21 ในสายพันธุ  CU-GFP2 กอนนําสายพันธุ  CU-
GFP2 ไปใชงาน 

 
Rhizobium สายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

 
จากการตรวจสอบฟโนไทปของ Rhizobium สายพันธุกลายโดยพิจารณาจากความ      

บกพรองในการยอยสลายหรือไมเจริญในอะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนน กรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิก และแนพธาลีน    สามารถแบงสายพันธุกลายเปน 4 กลุมใหญ 
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สายพันธุกลายกลุมที่1 ไดแก G12  G39  G101  G531  และ K283 ซึ่งมีความบกพรอง
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน    แตเจริญในอะซีแนพโธควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคาร
บอกซิลิก    แสดงวาทรานสโปซอน Tn5 อาจแทรกสอดในยีนใดยีนหนึ่งซึ่งประมวลรหัสสําหรับได
ออกซีจีเนสซึ่งออกซิไดสอะซีแนพธิลีนเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล  หรือไดออลดีไฮโดรจีเน
สซ่ึงออกซิไดส ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลเปนอะซีแนพโธควิโนน ดังรูปที่ 4.1 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.1  ตําแหนงการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ที่เปนไปไดในสายพันธุกลาย
กลุมที่ 1 
 
 

Acenaphthylene 

Acenaphthene-1,2-diol 

Acenaphthoquinone 

Acenaphthylene dioxygenase 

Diol dehydrogenase or 
Nonspecific dehydrogenase 

Tn5 

Tn5 
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 ดังนั้นเมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายกลุมนี้ดวยอะซีแนพธิลีนจึงไมควรพบการสะสมสาร      
มัธยันตชนิดใดๆ  หรือพบการสะสมซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออ    แตจากผลโครมาโตแกรม TLC 
พบวาเมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายในกลุมนี้ดวยอะซีแนพธิลีนยังคงสะสมสารมัธยันตหลายชนิดที่มีคา 
Rf และลักษณะการเรืองแสงเหมือนสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพโธควิโนนและ
กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก    และสวนใหญมีการเพิ่มจํานวนเซลลไดเมื่อบมเชื้อเปนเวลา 
4 วัน (รูปที่ 3.7 ก.)    ซึ่งลักษณะนี้อาจอธิบายไดใน 3 กรณีคือ 

กรณีที่ 1)  Rhizobium สายพันธุ CU-A1 มียีนซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซีจีเนสเพยีง 
1 ชุด   แตทรานสโปซอน Tn5 อาจแทรกสอดในยีนซึ่งประมวลรหัสสําหรับ ferredoxin reductase 
หรือ ferredoxin ทําใหเอนไซมมีการทํางานชาลง   Haigler และ Gibson (1990) รายงานวา 
ferredoxin ของแนพธาลีน-1,2-ไดออกซีจีเนส จําเปนตอการทํางานของเอนไซม   ในขณะที่ 
ferredoxin reductase อาจมีเอนไซมที่คลายคลึงทําหนาที่ทดแทนได    Kiyohara และคณะ 
(1994) รายงานวาเมื่อโคลนยีน pahAbAcAd ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ ferredoxin (pahAb) และ 
ไดออกซีจีเนสซึ่งประกอบดวย α- subunit (pahAc) และ β-subunit(pahAd)    ลงบนพลาสมิด
และตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซมใน E. coli พบวาสามารถออกซิไดสแนพธาลีนเปน
แนพธาลีน-1,2-ไดไฮโดรไดออลแตปฏิกิริยาดําเนินไปไดชา   ในขณะที่ Laurie และ Lloyd-Jones 
(1999) รายงานวาฟแนนทรีน-3,4-ไดออกซีจีเนสของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007  ซึ่ง
ประกอบดวยยีน phnAcAd ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ α-subunit และ β-subunit ของไดออกซีจีเนส   
สามารถออกซิไดสแนพธาลีน ฟแนนทรีนและแอนทราซีนเปนสารประกอบไดไฮโดรไดออล   โดย
อาศัย ferredoxin reductase และ ferredoxin จากแหลงอื่นในเซลล    

กรณีที่ 2)  Rhizobium สายพันธุ CU-A1 มียีนซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซีจีเนส (α-
subunit และ β-subunit) หลายชุด    Romine และคณะ (1999) รายงานวา Sphingomonas 
aromaticivoran สายพันธุ F199   ซึ่งสามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ไดหลายชนิด   มียีน
ซึ่งมีลําดับเบสคลายคลึงกับยีนที่ประมวลรหัสสําหรับ α-subunit และ β-subunit ถึงชนิดละ 6 ชุด
คือ bphA1a-f ประมวลรหัสสําหรับ α-subunit   และ bphA2a-f ประมวลรหัสสําหรับ β-subunit   
ในขณะที่มียีน bphA3 ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ ferredoxin reductase และยีน bphA4 ซึ่งประมวล
รหัสสําหรับ ferredoxin เพียงชนิดละ 1 ชุด    

กรณีที่ 3)  สายพันธุกลายในกลุมที่ 1 อาจถูกทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดในยีนที่
ประมวลรหัสสําหรับ ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลดีไฮโดรจีเนส   แตแบคทีเรียมีเอนไซมดีไฮโดรจีเน
สซึ่งไมทราบชนิดสามารถออกซิไดสซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล  Schocken และ Gibson (1984) 
รายงานวา Beijerinckia sp. สายพันธุกลายที่มีความบกพรองของไดออลดีไฮโดรจีเนสจะสะสม
ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล เมื่อเลี้ยงดวยอะซีแนพธิลีน    แต Selifonov และคณะ (1996) 
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รายงานวา Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 ซึ่งไมสามารถออกซไดสอะซีแนพธิลีน
เปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล    มีดีไฮโดรจีเนสและรีดักเทสไมทราบชนิดสามารถเปลี่ยน ซิส-  
อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลเปนอะซีแนพโธควิโนน 

Rhizobium สายพันธุ CU-A1 อาจมียีนซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซีจีเนส มากกวา 1 
ชุด    เพราะจากผลการทดลองสายพันธุกลายกลุมที่ 1 ไมเจริญในอะซีแนพธิลีนแตเจริญไดเปน
ปกติในแนพธาลีน    ซึ่งแนพธาลีนไดออกซีจีเนสอาจจะยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดอยางชาๆ   จึงมี
การเพิ่มจํานวนเซลลหลังจากเลี้ยงสายพันธุกลายเปนเวลา 4 วันดังแสดงในรูปที่ 4.7 ก   ซึ่งคลาย
กับที่ Selifonov และคณะ (1996) รายงานไววาแนพธาลีนไดออกซีจีเนสสามารถออกซิไดสอะ
ซีแนพธิลีนเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล    

 
สายพันธุกลายกลุมที่ 2 ไดแก H1 มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน และ  

อะซีแนพโธควิโนน    แตเจริญไดเปนปกติในกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก แสดงวาทรานส
โปซอน Tn5 อาจแทรกสอดในยีนที่ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมที่ยอยสลายอะซีแนพโธควิโนนเปน
กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ดังรูปที่ 4.2 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.2  ตําแหนงการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ที่เปนไปไดในสายพันธุกลาย
กลุมที่ 2 
 
 

   Selifonov และคณะ (1996) รายงานวา อะซีแนพโธควิโนนเกิดการแตกตัวเปนกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกไดเองโดยไมตองอาศัยกิจกรรมของเอนไซม    แสดงวาขั้นตอนนี้
แมเกิดไดเองแตอาจตองการเอนไซมเรงปฏิกิริยาใหดําเนินไปอยางรวดเร็ว   ซึ่งคลายกับรายงาน
ของ Eaton และ Chapman (1992) ซึ่งศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนและพบวาสายพันธุรี

Tn5 

Acenaphthylene Acenaphthoquinone Naphthalene-1,8-
dicarboxylic acid 
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คอมบิแนนตที่ไมมี   2-hydroxychromene-2-carboxylate isomerase (HCCA isomerase)   ซึ่ง
เรงปฏิกิริยาเปลี่ยน HCCA เปน ทรานส-ออโท-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูเวท (trans-o-
hydroxybenzylidenepyruvate, tHBPA)    จะสะสม ซิส-ออโท-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูเวท (cis-
o-hydroxybenzylidenepyruvate, tHBPA)  และ HCCA    และเจริญไดเล็กนอยในแนพธาลีน    
แตอัตราการเปลี่ยนอะซีแนพโธควิโนนเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก อาจเกิดชากวาการ
ไอโซเมอไรเซชันของ HCCA เปน tHBPA      ดังนั้นสายพันธุกลาย H1 จึงไมเจริญในอะซแีนพโธควิ
โนน  

 
สายพันธุกลายในกลุมที่ 2 และ 3 มีความบกพรองในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

กลาวคือสายพันธุกลายในกลุมที่ 2 ไดแก H1 ไมสามารถเจริญไดในอะซีแนพธิลีน และอะซีแนพ
โธควิโนน   และสายพันธุกลายในกลุมที่ 3 ไดแก  B1  B5 และ E11 ไมสามารถเจริญใน ในอะ
ซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก   แตทั้งสายพันธุกลายใน
กลุมที่ 2 และ 3 เจริญไดในแนพธาลีน กรดซาลิไซลิกและกรดเจนทิสิก   จึงนาจะเปนไปไดวา 
Rhizobium สายพันธุ CU-A1 มีเอนไซมเฉพาะในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแยกตางหากจาก
เอนไซมในวิถีการยอยสลายแนพธาลีน   ซึ่งคลายกับ Allen และคณะ (1997) รายงานวา 
Rhodococcus sp. สายพันธุ NCIMB12038  ยอยสลายแนพธาลีนและ 1-แนพธอลดวยเอนไซม
ตางวิถีกันกลาวคือ   เอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายแนพธาลีนตองการสารชักนําการ
แสดงออกของยีน (inducible) แตเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลาย 1-แนพธอลถูกสังเคราะห
ตลอดเวลา (constitutive)   และแบคทีเรียชนิดนี้ยอยสลายแนพธาลีนและ 1-แนพธอลเปนกรดซา
ลิไซลิกและกรดเจนทิสิกเหมือนกัน 

 
สายพันธุกลายในกลุมที่ 4 แสดงใหเห็นถึงความซับซอนในการควบคุมการยอยสลายและ

กระบวนการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกของ Rhizobium สายพันธุ CU-A1  กลาวคือสาย
พันธุกลาย D2 และ J1 ไมเจริญในกรดซาลิไซลิกแตเจริญในกรดเจนทิสิก   แสดงวาทรานสโปซอน 
Tn5 อาจแทรกสอดในยีนที่ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปนกรดเจนทิสิก   
ถา Rhizobium สายพันธุ CU-A1 ยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนกรดเจนทิสิกเชนเดียวกับการยอย
สลายแนพธาลีนเปนกรดเจนทิสิกแลว   เมื่อเลี้ยงสายพันธุกลาย D2 และ J1 ดวยอะซีแนพธิลีน
หรือแนพธาลีน สายพันธุกลายทั้งสองจะตองสะสมกรดซาลิไซลิก    แตจากผลการทดลองปรากฏ
วาเมื่อเลี้ยงสายพันธุกลายทั้งสองดวยอะซีแนพธิลีน อะซีแนพโธควิโนนหรือกรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิก และตรวจสอบดวยวิธี TLC   ไมพบสารมัธยันตชนิดใดที่มีลักษณะการเรืองแสงหรอืมี



 89

คา Rf ใกลเคียงกับกรดซาลิไซลิก   นอกจากนี้สายพันธุกลายทั้งสองไมสามารถเจริญหรือยอย
สลายแนพธาลีน     

จากรูปที่ 4.7 ซึ่งแสดงจํานวนเซลลของสายพันธุกลายที่เล้ียงดวยอะซีแนพธิลีน  พบวา
จํานวนเซลลของสายพันธุกลายสวนใหญจะลดลงเมื่อเทียบกับสายพันธุ CU-A1 ซึ่งสามารถเพิ่ม
จํานวนในอะซีแนพธิลีนโดยไมมีระยะพัก    แตสายพันธุกลาย J1 มีจํานวนเซลลคอนขางคงที่เมื่อ
เล้ียงดวยอะซีแนพธิลีนเปนเวลา 8 วัน    แสดงวาสายพันธุกลาย J1 นาจะสามารถยอยสลายอะ
ซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานไดบางสวน    และสารมัธยันตสีเทาอมเขียวที่สะสมโดย
สายพันธุกลาย J1 มีความเปนพิษตํ่าหรือไมเปนพิษตอเซลล     จึงไมพบการลดจํานวนเซลลของ
สายพันธุกลาย J1 ในอะซีแนพธิลีนเมื่อเทียบกับสายพันธุกลายอื่น ๆ    พจนีย จันทมาลี (2543) 
และ Sikkema และคณะ (1995) รายงานวาสาร PAHs และสารมัธยันตจากการยอยสลายสาร 
PAHs บางชนิด มีความเปนพิษตอเซลล    เมื่อแบคทีเรียไมสามารถยอยสลายสาร PAHs หรือยอย
สลายสาร PAHs ไดไมดี    สายพันธุกลาย J1 จะสะสมสารมัธยันตสีเทาอมเขียวเมื่อเลี้ยงดวยอะ
ซีแนพธิลีนแตไมสะสมสารมัธยันตชนิดนี้เมื่อเลี้ยงดวยอะซีแนพโธควิโนนหรือกรดแนพธาลีน-1,8-
ไดคารบอกซิลิก   แสดงวาสารที่มีสีเทาอมเขียวอาจเกิดจากการออโตออกซิเดชันของสารมัธยันต
บางชนิด กอนที่สารมัธยันตชนิดนี้จะถูก Rhizobium ยอยสลายเปนอะซีแนพโธควิโนน 

สายพันธุกลาย A35  A53  E32 และ G62 สะสมสารมัธยันต a ซี่งเรืองแสงภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตเปนสีฟาและมีคา Rf เทากับกรดเจนทิสิก    จากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน อะ
ซีแนพโธควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก     

 
โดยสรุปพบวาการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium สายพันธุ CU-A1 สามารถ

ยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนอะซีแนพโธควิโนน กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และสารมัธ
ยันต a ซึ่งมีลักษณะการเรืองแสงและคา Rf เหมือนกับกรดเจนทิสิกตามลําดับ    คลายกับที่ได
รายงานไวใน Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) (Selifonov และคณะ, 
1996) ดังรูปที่ 4.3 
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รูปที่ 4.3  การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (เสนประ) 
เทียบกับ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) (Selifonov และคณะ, 
1996) (เสนทึบ) 
 
 
 ดังนั้นในงานวิจัยครั้งนี้สามารถหาภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1    โดยใชทรานสโปซอน Tn5 ซึ่งไดสายพันธุกลายตางๆ ที่สะสมสารมัธยันตจาก

Acenaphthylene 

Acenaphthoquinone 

Naphthalene-1,8-dicarboxylic acid 

Intermediate a (Gentisic acid ?) 
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่ตางกัน   เมื่อนําสารมัธยันตที่สะสมในสายพันธุกลายตางๆ ไป
วิเคราะหดวยวิธีทางเคมีจะทําใหสามารถอธิบายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ Rhizobium 
sp. สายพันธุ CU-A1 ได    นอกจากนี้ยังสามารถสราง Rhizobium sp. สายพันธุกลาย CU-GFP2 
โดยใชภาวะที่เหมาะสมในการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน    สายพันธุกลาย CU-GFP2 ซึ่งมี
ความสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดตามปกติ    และยังมียีน gfp ซึ่งเปนรหัสของ green 
fluorescent protein   จึงสงผลใหมีการเรืองแสงสีเขียวขึ้นอยางชัดเจน    จึงเปนประโยชนในการ
ติดตามสายพันธุกลาย CU-GFP2 ในการทดลองบําบัดในระดับหองปฏิบัติการ 
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บทที่  5 
 

ขอเสนอแนะในการวิจัย 
 

 
1. การเก็บรักษา Rhizobium สายพันธุกลายในอาหารเหลว CFMM ที่เติมกรดโปรโตคา      
ทีคูอิกและสารปฏิชีวนะกานามัยซิน    ควรใชเซลลที่มีการเจริญเต็มที่และอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสี
จากสีมวงอมน้ําเงินเปนสีขาวขุน    เนื่องจากกรดโปรโตคาทีคูอิกและคารบอกซีมูโคเนตซึ่งเปน
สารมัธยันตจากการยอยสลายมีความเปนพิษจะทําใหเซลลตาย 
2. อาหาร CFMM ที่เติมกรดโปรโตคาทีคูอิกควรเปนอาหารที่เตรียมใหมๆ    เนื่องจากกรด
โปรโตคาทีคูอิกอาจเกิดออโตออกซิเดชัน   ซึ่งแบคทีเรียไมสามารถใชเปนแหลงคารบอนได 
(D’Argenio และคณะ, 1999) 
3. การผสมเซลลเพื่อคอนจูเกชัน    ควรลาง E. coli ดวยสารละลายเกลือ 0.85 % สองครั้งที่
อุณหภูมิหองเพื่อกําจัดสารปฏิชีวนะที่อาจเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ   จากนั้นจึงนํา Rhizobium 
ที่เตรียมไวมาผสมใหเขากัน    ทุกขั้นตอนตองทําอยางรวดเร็วที่อุณหภูมิหองและหามนําเซลลที่จะ
คอนจูเกชันแชในตูเย็นหรือปนเก็บเซลลที่อุณหภูมิต่ํา    จะทําใหประสิทธิภาพของทรานสโพสิชัน
ลดลงอยางมาก 
4. E. coli สายพันธุ S17-1 และ S17-1 λpir  มียีน tra จากพลาสมิด RP4 ซึ่งสราง sex pilus 
ที่มีลักษณะสั้นและแข็ง    การคอนจูเกชันจึงควรใหเซลลอยูชิดกันใหมากที่สุดเพื่อเพิ่มโอกาสการ
ถายทอดพลาสมิด     ดังนั้นควรใชอาหารแข็ง LB ที่มีผิวหนาอาหารแหง    อาหารแข็งที่เทใหมๆ 
จะมีความชื้นสูงและมีหยดน้ําบนผิวอาหาร   เมื่อหยดเซลลผสมลงไปจะทําใหเซลลเกิดการเจริญ
ซึ่งเปนผลใหประสิทธิภาพของทรานสโพสิชันลดลงและไดทรานสคอนจูแกนตจํานวนนอย   การ
หยดเซลลผสมควรใหแผไปบนแผนเยื่อกรองเพื่อใหเซลลไดรับออกซิเจนทั่วถึง 
5. กรดเจนทิสิกซึ่งพบสะสมโดยสายพันธุกลายเมื่อเลี้ยงดวยอะซีแนพธิลีนหรือแนพธาลีน    
อาจมาจากสารมัธยันตคนละชนิด    กลาวคืออาจเกิดจากการยอยสลาย 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิก 
Poh และ Bayly (1980)  หรือจากการยอยสลายกรดซาลิไซลิก (Yen และ Sedar, 1988)    ดังนั้น
ควรตรวจสอบรูปแบบการสะสมของสารมัธยันตโดยสายพันธุกลายที่มีความบกพรองในการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนเปรียบเทียบกับ 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิก 
6. สายพันธุกลายในแตละกลุมที่แสดงฟโนไทปเหมือนๆ กัน    อาจเกิดจากการแทรกสอด
ของ ทรานสโปซอน Tn5 บนดีเอ็นเอในตําแหนงที่ตางกันดังอธิบายไวในบทที่ 5     การตรวจสอบ
ตําแหนงแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn 5 และการวิเคราะหลําดับเบสขางเคียงตําแหนงแทรก
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สอดของทรานสโปซอน Tn 5     จะชวยใหทราบถึงยีนที่เกี่ยวของรวมถึงปฏิสัมพันธของยีนนั้นใน
วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน 
7. ผลการตรวจสอบการสะสมสารมัธยันตของสายพันธุกลายชนิดตางๆ ดวยวิธี TLC จะพบ
การสะสมสารมัธยันตหลายชนิด    ทําใหจําแนกไดยากวาสารมัธยันตชนิดใดเปนสารมัธยันตชนิด
สุดทายและทําใหการสกัดสารมัธยันตที่ตองการศึกษาใหบริสุทธิ์มีขั้นตอนมากขึ้น    แบคทีเรียตอง
ใชพลังงานในการยอยสลายสาร PAHs   ดังนั้นอาจหาแหลงคารบอนอื่นเชน กรดซักซินิก 
(Hartnett และคณะ, 1990)    มาเปนแหลงพลังงานทดแทนใหแกสายพันธุกลาย 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 

1.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Carbon Free Mineral salt Medium (CFMM) 
   

แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3)  3.0 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4 • 12H2O)  5.5 กรัม 
โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.8 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4 • 7H2O)   0.01 กรัม 
เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3  • 6H2O)    0.005 กรัม 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2  • 2H2O)   0.005 กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดแรกในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที สวนสารละลายสามชนิดหลังทําใหปลอด
เชื้อโดยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร แลว
จึงเติมลงไปในอาหารที่นึ่งฆาเชื้อแลว 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง (CFMM agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเหลว CFMM แตละลายวุนเพิ่มลงไปในสารสามอยาง
แรกกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ วุนที่ใชในการเตรียมอาหารมี 3 ชนิดคือ 

โนเบลอะกา 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร ใชเตรียมอาหารสําหรับการทดลองขอ 3.7 ก. 
อะกาโรสเจล 7.0 กรัมตออาหาร 1 ลิตร ใชเตรียมอาหารสําหรับการทดลองขอ 3.8 ข. 
แบคโตอะกา 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร ใชเตรียมอาหารสําหรับการทดลองทั่วไป 

 
3.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 
  ทริปโตน (tryptone)                  10.0 กรัม 
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  ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)     5.0 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด (NaCl)      5.0 กรัม 
 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
4.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 
ลิตร เพิ่มลงไป    จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ 
เปนเวลา 20 นาที 

 
5.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 
  ทริปโตน (tryptone)      16.0 กรัม 
  ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)     10.0 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด (NaCl)        5.0 กรัม 
 
 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
6.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SOC (SOC medium) 
 
  ทริปโตน (tryptone)      20 กรัม 
  สารสกัดจากยีสต (yeast extract)    5 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด       0.5 กรัม 
  MgSO4               20  มิลลิโมลาร 
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 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดาง
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
 
1.  สารละลาย PAHs และอนุพันธของสาร PAHs ในไดเมธิลซัลฟอกไซด (DMSO) 
 

 อะซีแนพธิลีน       0.6 กรัม 
 อะซีแนพโธควิโนน      0.5 กรัม 
 กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซีลิก    0.5 กรัม 
 แนพธาลีน       0.5 กรัม 

 
 ละลายสารแตชนิดในไดเมธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 18 มิลลิลิตร ผสมดวยเครื่องปนผสม
จนสารละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 
0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดฝาเกลียวสีชาที่อุณหภูมิ –20 Oซ เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว 
 
2.  สารละลายสารประกอบอะโรมาติกในเอธานอล 
 
 ชั่งสารตอไปนี้ กรด 3,4-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก  กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก  กรด    
พธาลิก  คาทีคอล  3-เมธิลคาทีคอล  กรดซินนามิก  กรดเบนโซอิกและกรดซาลิไซลิก ชนิดละ 1.0 
กรัม ละลายสารแตละชนิดในเอธานอลปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมดวยเครื่องปนผสมจนสารละลาย
หมด ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 
ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดฝาเกลียวสีชาที่อุณหภูมิ –20 Oซ  
 
 สําหรับเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหอง
แลวหรือเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่ผานการฆาเชื้อแลวและเย็นลงที่อุณหภูมิ 50  Oซ  
 
3.  สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85% 
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 ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
4.  กลีเซอรอล 
 
 นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปน
เวลา 20 นาที ไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชื้อซํ้าอีก 1 คร้ัง 
 
5. สารปฏิชีวนะ 
 
 

สารปฏิชวีนะ สารละลายเขมขน 

กานามัยซิน 50 มก./น้ํา 1 มิลลิลิตร 

แอมพิซิลลิน 100 มก./น้ํา 1 มิลลิลิตร 

สเตรปโตมัยซิน 25 มก./น้ํา 1 มิลลิลิตร 

พอลิมิกซิน 50 มก./น้ํา 1 มิลลิลิตร 

คลอแรมเฟนิคอล 50 มก./เมธานอล 1 มิลลิลิตร 

เตตราซัยคลิน 50 มก./ 50% เอธานอล 1 มิลลิลิตร 

 
 
กานามัยซิน แอมพิซิลลิน สเตรปโตมัยซินและพอลิมิกซินทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง

ผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร สวนคลอแรมเฟนิคอล
และเตตราซัยคลินทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 
0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดฝาเกลียวสีชาที่อุณหภูมิ –20 Oซ เมื่อนํามาใชแลวเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 Oซ ไดนาน 1เดือน 
 
6.  สารละลายเมธานอลเขมขน 80 % ในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
 กรองเมธานอลผานเยื่อกรองชนิด FH ขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร กําจัดอากาศออกดวย
เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมธานอลปริมาตร 80 มิลลิลิตรกับน้ํากรองที่กําจัด
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อากาศแลวปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําไปกําจัดอากาศดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงอีกครั้งจนไม
เห็นฟองอากาศ 
 
7.  ชุดสกัดพสาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit  
 
 ประกอบดวย 
  Buffer P1 
  Buffer P2 
  Buffer N3 
  Buffer PB 
  Buffer PE 
  RNase A  
  Collection tube 
  QIAprep Spin column 
  
 กอนใชชุดสกดัพสาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer P1 และ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงใน Buffer PE 
 
8.  ชุดสกัดดีเอนเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit  
  
 ประกอบดวย 
  NaI solution 
  Glassmilk 
  NEW Wash 

 
ทําการสกัดพลาสมิดตามวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 
9.  สารละลาย 20XSSC 
 
  โซเดียมคลอไรด                   3.0   โมลาร 
  โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)                 0.3   โมลาร 
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ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดางเปน 7.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน
ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
10.  สารละลาย 10%SDS 
  

ชั่ง sodium lauryl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ     
60  Oซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
11.  Denaturation buffer 
 
  โซเดียมไฮดรอกไซด                  0.5   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด                   1.5   โมลาร 

 
ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตรจนหมดแลวจึงละลาย

ผลึกโซเดียมไฮดรอกไซด เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
12.  Neutralization buffer 
 
  Trismabase                   0.5   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด                   3.0   โมลาร 
 

ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดางเปน 7.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 
นาที 
 
13.  สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
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 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 80 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน จากนั้นเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนได
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
14.  สารละลาย 0.1XSSC/0.1%SDS 
 
 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 80 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน จากนั้นเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนได
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
15.  ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอนเอ DIG High Prime DNA labeling and 
detection starter kit I 
 
 ประกอบดวย 
  หลอดหมายเลข 1.  Dig-High Prime 
  หลอดหมายเลข 2.  Unlabeled control DNA, 20 µg/ml, linearized with Bam 
HI 
  หลอดหมายเลข 3.  DNA dilution buffer 
  หลอดหมายเลข 4.  Anti-Digoxyginin-AP Conjugate 
  หลอดหมายเลข 5.  NBT/BCIP concentrated stock solution 
  ขวดหมายเลข 6.     Blocking solution, 10X conc. 
  หลอดหมายเลข 7.  DIG Quantification Teststrips 
  หลอดหมายเลข 5.  DIG Control Teststrips 
 
 และสารละลายที่ใชในการทดลองดังนี้ 
 
Standard hybridization buffer 
 
  20XSSC     50  มิลลิลิตร 

10Xblocking solution    20  มิลลิลิตร 
  N-laurylsarcosine    0.1%   (น้ําหนักตอปริมาตร) 
  SDS      0.02% (น้ําหนักตอปริมาตร) 



 112

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันตามลําดับ จากนั้นเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 
200 มิลลิลิตร ควรผสมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
Buffer 1  Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก                   0.1   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด                 0.15   โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน
กรด-ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 
นาที 
 
Buffer 2  Blocking solution  
 
 ละลาย 10Xblocking solution กับบัฟเฟอร 1 ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
Buffer 3  Detection buffer 
 

 Tris-HCl                   0.1   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด                   0.1   โมลาร 
  แมกนีเซียมคลอไรด                0.05   โมลาร 
  

ผสมสารสองอยางแรกในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 9.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาทีเมื่อเย็นลงแลว
จึงเติมแมกนีเซียมคลอไรด 
 
16.  สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร 
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 Trizma base (C4H11NO3)               121.14   กรัม 
  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน                 42   มิลลิลิตร 
 
 ละลาย Trizma base ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรดไฮโดร
คลอริก คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก
เขมขนเติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
17.  สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร 
 
 EDTA (C10H14N2O8Na2 • 2H2O)                  186.1   กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด                        20   กรัม 
 
 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอก
ไซด คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุใหเปน
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปน
เวลา 20 นาที 
 
18.  บัฟเฟอร TE 
 
 Tris-HCl            10.0   มิลลิโมลาร 
 EDTA               0.1   มิลลิโมลาร 
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCl PH 8.0 เขมขน 1.0 โมลาร pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับ
สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุใหเปน
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปน
เวลา 20 นาที 
 
19.  CTAB/NaCl solution 
 
 โซเดียมคลอไรด                     0.7  โมลาร 
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 CTAB                       10     กรัม 
ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 60 Oซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นเติม

โซเดียมคลอไรด เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ
ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
 20.  สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 เตรียมสารละลายฟนอลอิ่มตัวในบัฟเฟอร Tris-HCl โดยละลายฟนอลในอางน้ําอุณหภูมิ 
68 Oซ จากนั้นเติมผง hydroxyquinoline ใหไดความเขมขน 0.1 % (น้ําหนักตอน้ําหนัก) เติม
สารละลาย Tris-HCl เปน 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทา คนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 
นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก เติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร 
ปริมาตร 1 เทา คนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก ทําขั้นนี้
ซ้ําหลายๆ คร้ังดวยสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร จนคาความเปนกรด-ดาง
ของฟนอลมากกวา 7.8 สุดทายเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร ที่ผสม β-
mercaptoethanol เขมขน 0.2 % ปริมาตร 0.1 เทาของฟนอลที่เตรียมได เก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4  Oซ 
 
 ผสมฟนอลที่เตรียมไดกับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 25:24:1 
(ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4  Oซ 
 
21.  สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 24:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เก็บ
ที่อุณหภูมิ 4  Oซ 
 
22.  Solution I  
 
  กลูโคส            50   มิลลิโมลาร 
  Tris-HCl (pH 8.0)          25   มิลลิโมลาร 
  EDTA (pH 8.0)           10   มิลลิโมลาร 
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 ละลายสวนผสมทั้งหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ
ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
23.  Solution II 
 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 10 นอรมัล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับน้ํา
ปลอดประจุปริมาตร 880 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลาย SDS เขมขน 10% ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร สารละลายนี้ตองเตรียมใหมทุกครั้งที่สกัดพลาสมิด 
 
24.  Solution III 
 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 30 มิลลิลิตรกับกรดอะ
ซีติกเขมขนปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 Oซ เปนเวลา 20 นาที 
 
25.  Loading dye 
 
  Bromphenolblue     0.025 % 
  Sucrose      40 % 
 
 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 
 
26.  บัฟเฟอร 50XTAE 
 
  Tris-HCl                   202   กรัม 
  สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร           100    มิลลิลิตร 
  กรดอะซีติกเขมขน             57.1   มิลลิลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้ําปลอดประจุ
ใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร   นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ      
121  Oซ เปนเวลา 20 นาที 
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27.  สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบฟัเฟอร TAE 
 
 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะปดสนิทในทีม่ืด 
 
28.  เยื่อกรองไนโตรเซลลูโลส 
 
 ใชปากคีบเรียงเยื่อกรองบนจานอาหารเลี้ยงเชื้ออยาใหซอนกัน หยดน้ํากลั่นบนเยื่อกรอง
จนชุม ปดฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ หอดวยกระดาษนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที     และทิ้งใหแหงที่อุณหภูมิหองหรืออบที่อุณหภูมิ 
50 Oซ 18 ชั่วโมง 
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ประวัติผูเขียน 
 

 
นางสาวธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน เกิดเมื่อวันที่ 22 ตุลาคม พ.ศ. 2519 ที่จังหวัดจันทบุรี 

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2540 และเขารับการศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2541 
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