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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันน้ํามันปโตรเลียมมีสวนสําคัญตอการดํารงชีวิต เชน ใชในทางการเกษตร 
อุตสาหกรรม การขนสงและคมนาคม ซึ่งทําใหมีโอกาสเกิดการปนเปอนของน้ํามันปโตรเลียมที่มี
สวนประกอบสารอินทรียหลายชนิดที่มีอันตรายตอส่ิงมีชีวิตสูในส่ิงแวดลอม  สารอันตรายที่สําคัญ
คือสารในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) 
ซึ่งเปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของอะตอมคารบอนและไฮโดรเจนประกอบกันเปนวง
แหวนอะโรมาติกตั้งแต 2 วงข้ึนไป  ถูกพบปนเปอนในส่ิงแวดลอม เชน ในดิน น้ํา อากาศ และตะกอน
ปาชายเลน เปนตน และกอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตโดยอาจชักนําใหเกิดมะเร็งและ
กอใหเกิดการกลายพันธุในส่ิงมีชีวิต (Talley, 2006)  ซึ่ง The United State Environment 
Protection Agency (U.S. EPA) จัดใหสารเหลานี้อยูในกลุมของสารกอมลพิษที่ตองกําจัดออกจาก
ส่ิงแวดลอมอยางเรงดวน 

การบําบัดการปนเปอนสารพิษในส่ิงแวดลอมดวยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation) ซึ่งเปน
การอาศัยกิจกรรมของจุลินทรียเพื่อยอยสลายหรือลดปริมาณสารพิษในส่ิงแวดลอมเปนวิธีที่ไดรับ
ความสนใจเนื่องจากมีตนทุนต่ําและไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม (Talley, 2006, Haritash และ 
kaushik, 2009) 

กระบวนการยอยสลาย PAHs ดวยวิธีทางชีวภาพโดยแบคทีเรียในสภาวะที่มีอากาศ เร่ิมตน
จากการเติมหมูออกซิเจนแกวงอะโรมาติกซึ่งเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซมไดออกซิจีเนส (dioxygenase) 
จากนั้นผานการเปล่ียนรูปอีกหลายข้ันตอนจนไดสารตั้งตนที่คลายแคทีคอล ซึ่งจะถูกยอยสลายดวย
เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงอะโรมาติกแบบ เม
ตา เปนสวนใหญ หรือยอยสลายดวยอินตราไดออลไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) ผาน
ทางวิถีการแตกวงอะโรมาติกแบบ ออโธ  เพื่อเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป (Habe และ 
Omori, 2003)  

การศึกษาแบคทีเรียยอยสลาย PAHs ในอดีตใชวิธีการคัดแยกเชื้อจากธรรมชาติ เชน จาก
แหลงที่มีการปนเปอนของ PAHs โดยการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ  ซึ่งทําใหการศึกษายีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ถูกจํากัดเนื่องจากสามารถศึกษาในแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดใน
หองปฏิบัติการเทานั้น  มีรายงานสรุปการศึกษายีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอย
สลาย PAHs ในแบคทีเรีย เชน Peng และคณะ (2008) รายงานสรุปการศึกษายีนประมวลรหัส
เอนไซมไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียหลายชนิด เชน ยีน nah ของ P. putida สายพันธุ G7 ยีน ndo 
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ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816 ยีน dox ของ Pseudomonas สายพันธุ C18 ยีน pah ของ  P. 
aeruginosa สายพันธุ PaK1 ยีน phn ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 ยีน arh ของ 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 และยีน nid ของ  Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-
1 เปนตน และมีรายงานการศึกษายีนประมวลรหัสเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสที่สําคัญ
หลายชนิด ซึ่งพบวาแบงกลุมเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสไดเปนสองกลุม กลุมแรก
สามารถใชแคทีคอล และ 2,3 ไดไฮดรอกซีไบฟนิลเปนสับสเตรท เชน XylE ใน Pseudomonas 
putida สายพันธุ mt2 BphC1 จาก Sphingomonas xenophaga สายพันธุ BN6 และในกลุมที่สอง
สามารถใชโปรโทแคทิชูเอทเปนสับสเตรท เชน LigAB จาก Pseudomonas paucimobilis สายพันธุ 
SYK6 และ PCD 4,5 จาก Pseudomonas sp. สายพันธุ K82 เปนตน  อยางไรก็ตามในปจจุบัน
พบวาจุลินทรียที่อาศัยอยูในดินกวารอยละ 99 ตามธรรมชาติไมสามารถถูกเพาะเล้ียงไดในสภาวะที่
ใชในหองปฏิบัติการหรือเพาะเล้ียงไดยาก จึงเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหยังขาดขอมูลยีนและเอนไซมที่
สําคัญอีกมาก ดังนั้นจึงมีเทคนิคใหมทางชีวโมเลกุลในการศึกษายีนจากแบคทีเรียในส่ิงแวดลอม
โดยตรงหลายวิธี เชน การคัดแยกยีนจากเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอมโดยตรงโดยใชเทคนิคปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรส  หรือการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอม  ซึ่งวิธีการเหลานี้
ทําใหสามารถคนพบยีนและเอนไซมที่มีประโยชนจากส่ิงแวดลอมโดยไมตองคัดแยกเชื้อกอน 
(Daniel และคณะ, 2004) 

การสรางหองสมุดดีเอ็นเอดวยดีเอ็นเอจากเมตาจีโนม (Metagenomic library) เปนการใชดี
เอ็นเอจากจุลินทรียในส่ิงแวดลอมโดยไมผานการเพาะเล้ียงมาศึกษาโดยตรง เร่ิมจากการสกัดดีเอ็น
เอจากส่ิงแวดลอมโดยตรงเชน สกัดดีเอ็นเอจากดิน หรือดินตะกอนปาชายเลน ที่พบการยอยสลาย 
PAHs เปนตน จากนั้นทําไดหลายวิธีเชน การใชเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในการคัดกรอง
เบื้องตน  โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากขอมูลที่ไดจากการศึกษาที่ผานมา เชนที่จําเพาะกับยีนได
ออกซิจีเนส และเม่ือพบผลิตภัณฑยีนไดออกซิจีเนสจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ ใชดีเอ็นเอ
แมแบบจากเมตาจีโนมดินแลวจึงนํามาสรางหองสมุดยีนไดออกซิจีเนส  และวิเคราะหหาลําดับนิวคลี
โอไทดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล  หรือการสรางหองสมุดดีเอ็นเอโดยการตัดเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอที่
สกัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เหมาะสมแลวนําชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดโคลนเขายังดีเอ็นเอพาหะที่
เหมาะสมที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกันกับจีโนมิกดีเอ็นเอ จากนั้น ทรานสฟอรมรีคอม
บิแนนทดีเอ็นเอทั้งหมดที่ไดเขายังเซลลเจาบาน แลวคัดกรองโคลนที่ตองการจากหองสมุดดีเอ็นเอ  
และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล (Handelsman และคณะ, 2004)     

นอกจากนี้เทคนิค PCR-DGGE เปนอีกเทคนิคหนึ่งทางชีวโมเลกุลที่ถูกนํามาใชวิเคราะห
โครงสรางประชาคมแบคทีเรียในส่ิงแวดลอม (Rosado และคณะ, 1997) ในการตรวจหาแบคทีเรีย
นิยมเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA นําผลิตภัณฑที่ไดมาวิเคราะหความหลากหลายของ
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จุลินทรียดวยวิธี DGGE (Torsvik และคณะ, 2002) และเพื่อตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสราง
ประชาคมจุลินทรีย ซึ่งเทคนิคเหลานี้สามารถใชในการตรวจติดตามจุลินทรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียง
หรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการได  

จากรายงานที่คาดวาจุลินทรียที่อาศัยอยูในดินกวารอยละ 99 ตามธรรมชาติไมสามารถถูก
เพาะเล้ียงไดในสภาวะที่ใชในหองปฏิบัติการหรือเพาะเล้ียงไดยาก  วิธีทางชีวโมเลกุลเหลานี้ชวยลด
ขอจํากัดของการศึกษาแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมได  ดังนั้นดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุลจะทําใหสามารถ
คนพบยีนและเอนไซมชนิดใหมที่มีประโยชนจากส่ิงแวดลอมโดยไมตองคัดแยกเชื้อกอน และสามารถ
ใชเปนขอมูลที่สําคัญในการแกปญหาการปนเปอน PAHs ในส่ิงแวดลอมได เชน การไดขอมูลยีนใหม
สามารถชวยในการออกแบบไพรเมอรเพื่อตรวจติดตามจุลินทรียเพื่อใชในการแกปญหาการปนเปอน 
PAHs ในส่ิงแวดลอมและการไดขอมูลเกี่ยวกับยีนใหมทําใหทราบถึงความหลากหลายของยีนตอ
ชนิดของ PAHs มากข้ึน  

 
วัตถุประสงค 

เพื่อคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนจากเมตา
จีโนมดิน 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

สามารถคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนจาก
เมตาจีโนมดินได  
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บทท่ี 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
2.1 สารประกอบ พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน   

ปจจุบันมนุษยใชสารเคมี น้ํามันและปโตรเลียมเขามามีสวนสําคัญในการดํารงชีวิต เชน 
ใชในทาง การเกษตร อุตสาหกรรม การขนสงและคมนาคมตางๆ ซึ่งการใชสารเคมีเหลานี้สงผลให
มีการปนเปอนเกิดข้ึนในส่ิงแวดลอม โดยของเสียประเภทนี้มีสวนประกอบสารอินทรียในกลุมพอลิ
ไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน  (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) ซึ่งสามารถพบ
ไดทุกแหลงในส่ิงแวดลอม เชน ในดิน น้ํา อากาศ ตะกอนปาชายเลน เปนตน (Soclo และคณะ, 
2001)  สารประกอบ PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของอะตอมคารบอนและ
ไฮโดรเจนประกอบกันเปนวงแหวนอะโรมาติก เรียงตัวเชื่อมตอกันเปนเสนตรง มุมงอ หรือเปนกลุม 
ตั้งแตสองวงข้ึนไป เชน แนพธาลีน อะซีแนพธีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีนและไพรีน ไดแสดง
โครงสรางโมเลกุลและสมบัติของสารประกอบ PAHs ทั้ง 16 ชนิด ในรูปที่ 2.1 สามารถแบง
สารประกอบ PAHs ออกเปน 2 กลุมใหญ คือ สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา (Low 
molecular weight PAHs, LMW PAHs) ซึ่งประกอบไปดวยวงอะโรมาติก 2 ถึง 3 วง และ
สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง (High molecular weight PAHs, HMW PAHs) ซึ่ง
ประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 4 วงข้ึนไป 

สารในกลุม PAHs พบไดในส่ิงแวดลอมจากกระบวนการผลิตในภาคอุตสาหกรรม น้ํามัน 
ถานหิน กระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของเชื้อเพลิงฟอสซิล กากตะกอนปโตรเลียม ยางลาด
ถนน น้ํายาชักเงาไม น้ํายาปองกันเชื้อราในไมและสามารถดูดซับกับอนุภาคของของแข็งไดทําใหมี
ความทนทานตอการยอยสลายมากข้ึน (Samanta และคณะ, 2002)  เปนสารกอมลพิษที่สําคัญ  
เนื่องจากกอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตอาจชักนําใหเกิดมะเร็งและกอใหเกิดการกลายพันธุ
ในส่ิงมีชีวิต (Talley, 2006) ซึ่ง The United State Environment Protection Agency (U.S. EPA) 
จัดใหสารเหลานี้อยูในกลุมของสารกอมลพิษที่ตองกําจัดออกจากส่ิงแวดลอมอยางเรงดวน   
ATSDR (1996) รายงานตัวอยางความเปนพิษของสารประกอบ PAHs จากการศึกษามนุษยที่
หายใจเอาสารประกอบ PAHs เขาไปเปนเวลานานสามารถกอใหเกิดการเปนมะเร็งได  Samanta  
และคณะ (2002) รายงานวาแนพธาลีนสามารถจับกับโมเลกุลของเนื้อเยื่อไต ตับและปอด ซึ่ง
กอใหเกิดความเปนพิษและยับยั้งการทํางานของไมโตคอนเดรียและรายงานถึงฟแนนทรีนเปนสารที่
ทําใหเกิดภูมิแพที่ไมรุนแรงและสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุในแบคทีเรียและเปนสารที่
ชักนําให sister chromatid เกิดการเปล่ียนแปลงอยางออนได 
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รูปที่ 2.1 โครงสรางสารประกอบ PAHs  16 ชนิด (U.S. EPA, 1990) 
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อะซีแนพธีน (Acenaphthene) 
เปนสารประกอบอินทรียในกลุมสารประกอบ PAHs โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงอะ

โรมาติกสองวงเชื่อมตอกับวงไซโคลเพนเทนหนึ่งวง ดังแสดงในรูปที่ 2.2 และมีสมบัติดังแสดงใน
ตารางที่ 2.1 

 
 

รูปที ่2.2 โครงสรางโมเลกุลของอะซีแนพธีน  
 

ตารางที่ 2.1 สมบัติทางเคมีและกายภาพของของอะซีแนพธีน 
สมบัต ิ ลักษณะ 

สูตรโมเลกุล C12H10 
น้ําหนักโมเลกุล 154.22 
ชื่อสามัญ อะซีแนฟโน (acenafeno) 
ความถวงจําเพาะ 1.189 
อุณหภูมิหลอมเหลว 95 ๐ซ 
อุณหภูมิกลายเปนไอ 279 ๐ซ 
ความหนาแนน 1.024 กรัมตอลูกบาศกเมตร (ที่ 25๐ซ) 
ความดันไอ 3 มิลลิเมตรปรอท (ที่ 25๐ซ) 
การละลายน้ํา ไมละลาย 
ที่มา : กรมควบคุมมลพิษ, 2546 
 

ฟแนนทรีน (Phenanthrene) 
เปนสารประกอบอินทรียในกลุม PAHs โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีนสามวง

เชื่อมตอกันเปนมุมงอ ดังแสดงในรูปที่ 2.3 และมีสมบัติดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
 

 
 

รูปที ่2.3 โครงสรางโมเลกุลของฟแนนทรีน 
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ตารางที่ 2.2 สมบัติทางเคมีและกายภาพของของฟแนนทรีน 
สมบัต ิ ลักษณะ 

สูตรโมเลกุล C14H10 
น้ําหนักโมเลกุล 178.23 
ชื่อสามัญ ฟแนนเทรน (Phenanthren) ฟแนนทริน (Phenantrin) 
ความถวงจําเพาะ 1.025 
อุณหภูมิหลอมเหลว 100 ๐ซ 
อุณหภูมิกลายเปนไอ 339 ๐ซ 
ความหนาแนน 1.179 กรัมตอลูกบาศกเมตร (ที่ 25 ๐ซ) 
ความดันไอ 1 มิลลิเมตรปรอท (ที่ 118.3 ๐ซ) 
การละลายน้ํา ละลายไดนอย (นอยกวา 1 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ 26 ๐ซ) 
ที่มา : กรมควบคุมมลพิษ, 2546 

 
2.2  การบําบัดการปนเปอนสารประกอบ PAHs ในสิ่งแวดลอมโดยวิธีทางชีวภาพ 

การบําบัดการปนเปอนสารพิษในส่ิงแวดลอมดวยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation) เปน
การอาศัยกิจกรรมของจุลินทรียเพื่อยอยสลายหรือลดปริมาณสารพิษในส่ิงแวดลอม ซึ่งสารพิษจะ
ถูกจุลินทรียยอยสลายโดยนําไปสรางพลังงานเพื่อใชในการเจริญ ซึ่งกระบวนการที่เกิดข้ึนนี้อาจ
เกิดโดยจุลินทรียเพียงชนิดเดียวหรือโดยกลุมจุลินทรีย วิธีนี้เปนวิธีที่ไดรับความสนใจเนื่องจากมี
ตนทุนต่ําและไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม (Talley, 2006) วิธีทางชีวภาพ ประกอบดวยสองวิธี
หลัก (Suthersan, 1999)  

2.2.1  วิธีแรกคือ Biostimulation เปนการเติมสารอาหาร เชน ฟอสฟอรัสไนโตรเจน การ
ใหออกซิเจน การเติมสารลดแรงตึงผิว เพื่อชวยเพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอนลงในบริเวณที่
ปนเปอนสารพิษชวยใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายข้ึน (Haigh, 1996) โดยวิธีนี้ชวยกระตุน
ใหจุลินทรียประจําถิ่นเจริญเพื่อเพิ่มความสามารถและประสิทธิภาพในการยอยสลาย  

Yu และคณะ (2005) เปรียบเทียบการยอยสลายสารประกอบ PAHs  (ฟลูออรีน ฟแนน 
ทรีนและไพรีน) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร ในตัวอยางตะกอนดินปาชายเลนโดยดําเนินการ
ทดลองตางกันคือการทดลองชุดแรกเปนการบําบัดโดยธรรมชาติ ชุดที่สองเติมสารอาหารลงไป 
สวนชุดการทดลองที่สามเติมกลุมจุลินทรียที่แยกมาจากตะกอนดินปาชายเลนลงไป จากการ
ทดลองพบวาการบําบัดโดยธรรมชาติ (natural attenuation) ภายในสัปดาหที่ 4 ฟลูออรีนและฟ
แนนทรีนถูกยอยสลายไปมากกวา 99 เปอรเซ็นต สวนไพรีนถูกยอยไปเพียง 30 เปอรเซ็นต ของ
ความเขมขนเร่ิมตนเทานั้น ในขณะที่การทดลองที่เติมสารอาหารลงไป พบวาสารประกอบ PAHs 
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ทั้ง 3 ชนิดถูกยอยสลายไปมากกวา 99 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวาการเติมสารอาหารชวยสงเสริม
การยอยสลายไพรีนในขณะที่การเติมกลุมจุลินทรียที่สามารถยอยสารประกอบ PAHs ที่แยกมา
จากตะกอนดินปาชายเลนนั้นพบวาผลที่ไดไมแตกตางจากการบําบัดโดยจุลินทรียที่มีอยูตาม
ธรรมชาต ิ(natural attenuation)   

2.2.2  วิธีที่สองคือ Bioaugmentation เปนการเติมจุลินทรียที่มีความสามารถในการ
เปล่ียนแปลงโครงสราง (biotransformation) หรือสามารถยอยสลายสารพิษ (biodegradation) 
หรือเติมจุลินทรียที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุโดยใชเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรมลงในบริเวณที่มี
การปนเปอนของสารพิษเพื่อสงเสริมใหเกิดการยอยสลายสารปนเปอนในส่ิงแวดลอมเพื่อกระตุน
ใหเกิดกระบวนการยอยสลาย (Watanabe, 2001)  

Coppotelli และคณะ (2006) ศึกษาผลของการเติมเชื้อ Sphingomonas paucimobilis 
สายพันธุ 20006FA ในดินที่ปนเปอนฟแนนทรีน ความเขมขนสุดทาย 200 ppm พบวาในดินที่เติม
เชื้อมีการลดลงของฟแนนทรีนมากกวาดินที่ไมเติมเชื้อ โดยที่ เติมเชื้อ  Sphingomonas 
paucimobilis สายพันธุ 20006FA สามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดถึง 98เปอรเซ็นต ของความ
เขมขนเร่ิมตน ภายในระยะเวลา 60 วัน 
 
2.3  กระบวนการยอยสลายสารประกอบ PAHs ดวยวิธีทางชีวภาพโดยแบคทีเรีย 

กระบวนการยอยสลาย PAHs ดวยวิธีทางชีวภาพโดยแบคทีเรีย เร่ิมตนจากการเรง
ปฏิกิริยาดวยระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส (multicomponent dioxygenase) โดยการเติมหมู
ออกซิเจนแกวงอะโรมาติก เอนไซมไดออกซิจีเนสประกอบดวยสามสวนประกอบคือเฟอรรีดอกซิน 
(ferredoxin) เฟอรรีดอกซินรีดักเทส (ferredoxin reductase) และเทอรมินัลไดออกซิจีเนส 
(terminal dioxygenase) ซึ่งประกอบดวยสองหนวยยอยคือหนวยยอยแอลฟาและหนวยยอยบีตา 
โดยเฟอรรีดอกซินรีดักเทสและเฟอรรีดอกซินทําหนาที่สงผานอิเลคตรอนจาก NADH สงไปยัง
เทอรมินัลไดออกซิจีเนสซึ่งเปนสวนที่จับกับสับสเตรทและเกิดการเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนรูปไดเปน
ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) จากนั้นเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนรูปตอโดยซิส-ไดไฮโดรได
ออลดีไฮโดรจีเนส (cis-dihydrodiol dehydrogenase) และผานการเปล่ียนรูปอีกหลายข้ันตอน 
จนไดสารตั้งตนที่คลายแคทีคอล (catechol)  ซึ่งจะถูกยอยสลายดวยเอกซตราไดออลไดออกซิ
จีเนส (extradiol dioxygenase) ผานวิถีการแตกวงอะโรมาติกแบบ เมตา ในแบคทีเรียสวนใหญ 
หรือยอยสลายดวยอินตราไดออลไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) ผานวิถีการแตกวงอะโร
มาติกแบบ ออโธ เขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป (Habe และ Omori, 2003) ดังแสดงใน
รูป 2.4 
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รูปที่ 2.4  วิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs ทั่วไปโดยจุลินทรียแบบใชออกซิเจน (Cerniglia, 
1992, Haritash และ Kaushik, 2009) 
 
2.4  ยีนและเอนไซมท่ีเกียวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs  

ยีนไดออกซิจีเนสสามารถแบงออกเปนสองกลุมคือกลุมแรกยีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมลบ  กลุมที่สองยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย
สารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมบวก (Cebron และคณะ, 2008)  ซึ่งทั้งสองกลุมมีความ
แตกตางในการเรียงตัวของยีนทําใหสามารถแบงออกเปนสองกลุมไดดังแสงในรูปที่ 2.5 
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รูปที่ 2.5  phylogenetic tree ของหนวยยอยแอลฟาขอลเทอรมินัลออกซิจีเนสของริงไฮดรอกซิ
เลททิงไดออกซิจีเนส ในแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวก (Cebron และคณะ, 2008) 

2.4.1  ยีนท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมลบ 
รายงานการศึกษา Pseudomonas sp. สายพันธุอ่ืนที่มีความสามารถในการยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา เชน แนพธาลีนและฟแนนทรีน พบยีนที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีการเรียงตัวคลายกับยีน nah ของ P. putida สายพันธุ G7 
มากกวา 90เปอรเซ็นต (Simon และคณะ, 1993) จึงเรียกยีนกลุมนี้วายีนกลุมคลาย nah (nah-
like) ตัวอยางยีนในกลุมนี้ไดแก ยีน ndo ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816 (Kurkela และคณะ
, 1988) ยีน dox ของ Pseudomonas สายพันธุ C18 (Denome และคณะ, 1993) ยีน pah ของ P. 
aeruginosa สายพันธุ PaK1 (Takizawa และคณะ, 1999) ยีน pah ของ P. putida สายพันธุ 
OUS82 (Kiyohara และคณะ, 1994) ยีน nah ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816-4 (Simon 
และคณะ, 1993) ยีน nah ของ P. stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999) และยีน 
phn ของ Burkholderia sp.สายพันธุ RP007 (Laurie และคณะ, 1999) เปนตน ตัวอยางการเรียง
ตัวของยีนกลุมคลาย nah ในวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีน ดังแสดงในรูปที่ 2.6 
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รูปที่  2.6  การเ รียงของยีนกลุมคลาย nah ในวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนของ 
Pseudomonas สายพันธุตางๆ (Peng และคณะ, 2008) 
 

นอกจากแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas แลว ยังพบวามีแบคทีเรียในสกุลอ่ืนที่สามารถ
ยอยสลายสารประกอบ PAHs แตพบวาการเรียงตัวและลําดับเบสของยีนมีความแตกตางไปจาก
ยีนในกลุมคลาย nah ดังแสดงในรูป 2.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.7  กลุมยีนที่มีการเรียงตัวแตกตางจากกลุมคลาย nah (Peng และคณะ, 2008) 
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Goyal และ Zylstra (1996) รายงานเกี่ยวกับยีน nah ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนน  
ทรีนและแนพธาลีนใน Comamonas testeroni พบวายีน nah จากสายพันธุ GZ42 มีความ
แตกตางจากยีน nah ของ P. putida สายพันธุ G7 ดังแสดงในรูป 2.7   

Laurie และ Lloyd (1999) ศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพธา
ลีนใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 พบยีน phnR และ phnS ซึ่งประมวลรหัสโปรตีน
ควบคุม และพบยีนประมวลรหัสแอลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (phnF) ไฮดราเทส-แอลโดเลส (phnE) ได
ออกซิจีเนส (phnC) ไอโซเมอเรส (phnD) ISP หนวยยอยแอลฟา และบีตา (phnAcAd) และได
ไฮโดรไดออลดีไฮโดรจี เนส (phnB) ซึ่งมีการเ รียงตัวเปน phnFECDAcAdB ตางจาก 
nahAaAbAcAdBFCQED ของสายพันธุ G7 ดังแสดงในรูป 2.7   

Zhou และคณะ (2001) รายงานวา Ralstonia sp. สายพันธุ U2 ซึ่งสามารถยอยสลาย
แนพธาลีนได มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนผานไปทางกรดเจนทิสิก โดยพบยีน
ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nagAa) เฟอรรีดอกซิน (nagAb) ISP หนวยยอยแอลฟา และ
หนวยยอยบีตา (nagAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (nagB) และ แอลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส 
(nagF) ซึ่งมีการจัดเรียงตัวเหมือนกับยีน nah ในพลาสมิด NAH7 แตระหวางยีน nagAa และ 
nagAb มียีน nagGH ซึ่งประมวลรหัสหนวยยอยของซาลิไซเลต 5-ไฮดรอกซิเลสแทรกอยู โดยมี
การเรียงตัวของยีนดังนี้ nagAaGHAbAcAdBFCQED และพบ nagJIKLMN ซึ่งประมวลรหัสยีนที่
ยอยสลายกรดเจนทิสิกที่ตําแหนง downstream ของยีน nagD ดังแสดงในรูป 2.7   

Singleton และคณะ (2009) ศึกษาลักษณะการยอยสลายฟแนนทรีนจาก Acidovorax 
sp. สายพันธุ NA3 โดยสามารถใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ทํา southern 
hybridization โดยใชยีน nahAc ของ Pseudomonas putida สายพันธุ G7 เปนตัวติดตาม พบวา
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 bp มีความใกลเคียงกับยีน phnC ของ Alcaligenes faecalis สาย
พันธุ AFK2 นอกจากนี้ยังมียีน phnAcd ที่ประมวลรหัสริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส ขนาด
ใหญและขนาดเล็ก ยีน phnB ประมวลรหัสไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (dihydrodiol 
dehydrogenase) และยีน phnC ประมวลรหัส 3,4-ไดไฮดรอกซีฟแนนทรีนไดออกซิจีเนส (3,4-
dihydroxyphenanthrene dioxygenase)   

Klankeo และคณะ (2009)  ศึกษาจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีนจาก
ตัวอยางดินโดยสรางระบบนิเวศจําลองดินที่มีการเติมไพรีนลงไปในระบบ  แบคทีเรียใหม 2 สาย
พันธุถูกแยกไดจากระบบนิเวศจําลองดิน คือ สายพันธุ  KOTLB และ RN402 พบวามี
ความสามารถในการใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน KOTLB และ RN402 สามารถ
ยอยไพรีน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ได 99 เปอรเซ็นต ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวภายในเวลา 16 วัน 
นอกจากไพรีนยังพบวาทั้ง 2 สายพันธุสามารถยอยฟแนนทรีน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ได 99 
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เปอรเซ็นต ภายในเวลา 8 วัน ยอยฟลูออแรนทรีน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ได 55 เปอรเซ็นต ภายใน
เวลา 24 วัน เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ไปวิเคราะหแบบแผนภูมิพบวาสายพันธุ 
KOTLB และ RN402 คือ Diaphorobacter sp. และ Pseudoxanthomonas sp. ตามลําดับ จาก
การศึกษาที่ผานมาพบวาทั้ง 2 กลุมนี้ไมมีความเกี่ยวของกับการยอยสลายไพรีน จากการเพิ่ม
จํานวนชิ้นดีเอ็นเอแบบปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ nidA พบการ
แสดงออกของยีนไดออกซิจีเนสทั้ง 2 สายพันธุ พบผลิตภัณฑยีน nidA มีความเหมือนกับโปรตีน 
NidA 99-100 เปอรเซ็นต  ซึ่งเปนยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยของเทอรมินัลออกซิจีเนส สําหรับ
การยอยสลายไพรีนของ Mycobacterium spp. นอกจากนี้ผลของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแสดง
ใหเห็นวายีน nidA มีตําแหนงอยูบน megaplasmid ซึ่งในรายงานนี้จึงเปนรายงานแรกที่แสดงการ
ยอยสลายไพรีนจากแบคทีเรียแกรมลบที่พบยีน nidA 

นอกจากนี้แบคทีเรียหลายสายพันธุในสกุล Sphingomonas พบการเรียงตัวและลําดับ
เบสของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายมีความแตกตางไปจากแบคทีเรียในสกุลที่กลาวในขางตน 
และพบวามีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs ไดเชนกัน  

Romine และคณะ (1999) รายงานเกี่ยวกับ Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ 
F199 (หลังจากนั้นไดถูกเปล่ียนเปน Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 
(Takeuchi และคณะ, 2001)) โดยพบวามียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs  
ไดแก แนพธาลีน และฟแนนทรีน รวมถึงไบฟนิล บนพลาสมิดขนาด 184 กิโลเบส มียีนที่ประมวล
รหัสเทอรมินัลไดออกซิจีเนสทั้ง 6 ชุด ไดแก ยีนbphA1[a-e] bphA2[a-e] และ bphA1fA2f 
เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกหลายชนิด ไดแก ไบฟนิล แนพธาลีน เมตา-ไซ
ลีน และพารา-ครีซอล ซึ่งยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีน ไดแก ยีน nahE nahD และ 
nahF โดยมีการกระจายตัวอยูหางกันและถูกคั่นดวยยีนในวิถีการยอยสลายสารอ่ืน แตเม่ือ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนทั้งสามกับลําดับกรดอะมิโนของยีนกลุมคลาย nah พบวายีน
ดังกลาวมีเปอรเซ็นตความเหมือนคอนขางต่ํา และยังพบยีนและการเรียงตัวของยีนลักษณะ
ดังกลาวใน Sphingobium yanoikuyae สายพันธุ B1 (ยีน bphA1[a-e] และ bphA2[a-e]) และ 
Sphingobium sp. สายพันธุ P2 (ยีน ahdA1[a-e] และ ahdA2[a-e]) (Pinyakong และคณะ, 
2003) 

Pinyakong และคณะ (2004) ไดศึกษา Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 เปนสายพันธุที่
ยอยสลายอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนไดแตไมสามารถยอยสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนได 
พบวาแบคทีเรียสายพันธุนี้มียีน arhA1 และ arhA2 ที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของ
เทอรมินัลออกซิจีเนส ตามลําดับ โดยมีลําดับของกรดอะมิโนเหมือนกับโปรตีน PhnAc และ 
PhnAd ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีน ใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 56
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เปอรเซ็นต และ 45เปอรเซ็นต ตามลําดับ ตอมาในงานวิจัยของ Kouzuma และคณะ (2006) 
รายงานวา พบยีนเฟอรรีดอกซิน (arhA3) เฟอรรีดอกซิน รีดักเทส(arhA4) และยีนควบคุม (arhR) 
ของวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน ซึ่งอยูหางออกไปทาง upstream ของยีนที่ประมวลรหัสอะซี    
แนพธีนไดออกซิจีเนส 
   

2.4.2  ยีนท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมบวก 
 การศึกษายีนในแบคทีเรียแกรมบวกซึ่งพบวาการเรียงตัวและลําดับเบสของยีนมีความ
แตกตางไปจากแบคทีเรียในกลุมแกรมลบที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs  

Larkin และคณะ (1999) และ Kulakov และคณะ (2005) รายงานถึงยีนที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายแนพธาลีนของแบคทีเรียแกรมบวกพบวา Rhodococcus sp. สายพันธุ 
NCIMB12038 มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนทางดาน เมตา กระจายอยูบน พลาส
มิด p2SL1 โดยพบยีน narAa narAb และ narB ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของ
แนพธาลีนไดออกซิจีเนส และ ซิล-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ พบวายีนทั้ง
สามมีการถอดรหัสรวมกันเพื่อตอบสนองตอแนพธาลีนเทานั้น  เม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน
ของยีน narAa และ narAb กับฐานขอมูล EMBL และ GenBank พบวายีน narAa และ narAb มี
ความเหมือนกับยีนประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของริงไฮดรอกซิเลทิงไดออกซิจีเนส 
(ring-hydroxylating dioxygenase) ของ Pseudomonas sp. เพียง 31 เปอรเซ็นต และ 39 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ และไมพบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทส 
นอกจากนี้ยังพบยีน narR1 และ narR2 ประมวลรหัสโปรตีนที่ควบคุมการทํางานของยีนกลุมนี้
ดวย การจัดตัวของยีนดังแสดงในรูป 2.8 

Saito และคณะ (2000) รายงานวา Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 มียีน phd ซึ่ง
ประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท (phthalate) โดย 
phd ประกอบดวยยีนสองกลุมกลุมแรกประกอบดวย phdEFABGHCD ประมวลรหัสเอนไซมที่ทํา
หนาที่ ในการยอยสลายฟแนนทรีนไปเปน  1-ไฮดรอกซี -2-แนพธาโนเอต (1-hydroxy-2-
naphthoate) และ phdIJK ประมวลรหัสยีนที่ทําหนาในการยอยสลาย 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโน
เอต ไปเปนพธาเลต การเรียงตัวของยีนดังแสดงในรูป 2.8 
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รูปที่ 2.8  การเรียงตัวของกลุมยีนในแบคทีเรียแกรมบวก (Saito และคณะ, 2000; Larkin และ
คณะ, 1999; Kulakov และคณะ, 2000) 
 

Khan และคณะ (2001) ศึกษา Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 โดยใช
เทคนิคทางโปรตีน (Proteomic) ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถยอยสลายไพรีน ฟลูออแรนทรีน ฟแนน 
ทรีน แอนทราซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน โดยเล้ียง Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 ใน
อาหารที่มีไพรีน หรือฟแนนทรีนหรือไดเบนโซไทโอพีน พบวา Mycobacterium vanbaalenii สาย
พันธุ PYR-1 มียีน nidA ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของไดออกซิจีเนสในสวน ISP ยีน nidB 
ประมวลรหัสหนวยยอยบีตาของไดออกซิจีเนสในสวน ISP และยีน nidD ประมวลรหัสอัลดีไฮดดี
ไฮโดรจีเนส และพบอีกวาลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัวของยีนแตกตางจากยีนในกลุม
คลาย nah โดยมีการเรียงตัวเปน nidDBA และลําดับนิวคลีโอไทดมีความแตกตางจาก nah-like 
มากกวา 60 เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูป 2.9 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.9  การเรียงตัวของยีนทีเกี่ยวของในการยอยสลายไพรีนของ Mycobacterium vanbaalenii 
สายพันธุ PYR-1 (Kim และคณะ, 2007) 

 
 
 

15 



30 
 

2.5  โครงสรางของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส 
รายงานแรกในการศึกษาระบบการทํางานของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสกลาวถึงได

ออกซิจีเนสของ Pseudomonas putida ที่สามารถเรงปฏิกิริยาออกซิไดสเบนซีนไปเปน ซิส-1,2-
ไดไฮดรอกซีไซโคลเฮกซะ-3,5-ไดอีน (cis-1,2-dihydroxy-cyclohexa-3,5-diene) จึงเ ร่ิมมี
การศึกษาไดออกซิจีเนสจากจุ ลินทรียชนิดอ่ืน ซึ่ งไดออกซิจีเนสจัดเปน non-heme iron 
dioxygenase ซึ่งสามารถออกซิไดสสารประกอบอะโรมาติกไดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-
dihydrodiol) 

อะโรมาติกไฮโดรคารบอนไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสที่สําคัญในการยอยสลาย
สารประกอบ PAHs ซึ่งถูกจัดอยูในกลุมอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส (aromatic 
ring-hydroxylating dioxygenase) (Butler และ Mason, 1997) โดยที่สมาชิกในกลุมนี้มีหนึ่งหรือ
สองโปรตีนที่ทําหนาที่ขนสงอิเล็กตรอนคือ iron-sulfur flavoprotein หรือ flavoprotein และ iron-
sulfur ferredoxin ซึ่งจะสงผานอิเล็กตรอนไปยังเทอรมินัลออกซิจีเนสกอนหนาออกซิจีเนส ดัง
แสดงในรูปที่ 2.10  และสวนที่มีความสําคัญในกลุมอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเน
สคือสวนของหนวยยอยแอลฟาซึ่งเปนบริเวณอนุรักษประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก Rieske 
โดเมนและริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสโดเมน  ดังแสดงในรูปที่ 2.11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.10  การจัดเรียงของระบบการทํางานรวมกันของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส (Butler 
และ Mason, 1997) 
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รูปที่ 2.11  การจดัเรียงของกลุมอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสคือสวนของหนวยยอย
แอลฟาซึ่งเปนบริเวณอนุรักษประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก Rieske โดเมนและริงไฮดรอกซิ
เลททิงไดออกซิจีเนสโดเมน  (Bordenave และคณะ, 2008 )  
 

Kauppi และคณะ (1998) รายงานถึงโครงสรางของแนพธาลีน 1,2-ไดออกซิจีเนส (NDO) 
ตอมาใชเปนตนแบบในการศึกษาระบบเอนไซมที่อยูในกลุมนี้  โครงสรางของ NDO มีลักษณะเปน 
33 hexamer โดยการทํางานของหนวยยอยแอลฟาจะควบคุมความจําเพาะของเอนไซมตอสับ
เสตรท  ซึ่งในแตละหนวยยอยแอลฟาประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก Rieske โดเมน และ 
catalytic โดเมน ในสวนของ Rieske โดเมน มี [2Fe-2S] โดย Fe3+ อะตอมแรกจะเกิดพันธะ
ซัลไฟดกับกรดอะมิโน Cys-81 และ Cys-101 ในขณะที่ Fe3+ อีกอะตอมจะเกิดพันธะซัลไฟดกับ
กรดอะมิโน His-83 และ His-104 ดังแสดงในรูปที่ 2.12 และในสวน catalytic โดเมน มี Fe3+ ที่
บริเวณเรงปฏิกิริยาจะเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน His-208 His-213 Asp-326 และโมเลกุล
ของน้ํา ดังแสดงในรูปที่ 2.13  สําหรับการทํางานของหนวยยอยบีตาไมเกี่ยวของกับการเรง
ปฏิกิริยาหรือความจําเพาะตอสับเสตรท  และเม่ือทําใหหนวยยอยแอลฟาบริสุทธิ์ไมพบแอคติวิตี 
และสามารถพบแอคติวิตีไดเม่ือรวมหนวยยอยแอลฟาเขาหนวยยอยบีตา (Jiang และคณะ, 1999) 
ซึ่งหนาที่หลักของหนวยยอยบีตาที่มีรายงานคือเปนโครงสรางของโปรตีน  
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รูปที่ 2.12  Rieske iron-sulfur center ซึ่งเชื่อมตอกับบริเวณอนุรักษ Cysteines และ Histidines 
(Parales, 2003) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.13  การเชื่อมตอระหวางอะตอมเหล็กกับ His-208 His-213 Asp-326 และโมเลกุลน้ํา
(Parales, 2003) 
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2.5.1  การจัดจําแนกกลุมไดออกซิจีเนส 
ในป 2008 Kweon และคณะ  ไดจัดจําแนกกลุมไดออกซิจีเนสโดยใชขอมูลของลําดับ

กรดอะมิโนที่บริเวณเรงปฏิกิริยาของหนวยยอยแอลฟาและชนิดของสารตั้งตนโดยจําแนกได 5 
กลุม ดังแสดงในตารางที่ 2.3 และรูปที่ 2.12 

Group I แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 2 สวน 
คือ FNRC-type รีดักเทส และ ออกซิจีเนสซึ่งอาจจะเปนเฮเทอโรโอลิโกเมอร (ชนิด Iαβ) หรือโฮโม
โอลิโกเมอร (ชนิด Iα) ซึ่งเอนไซมกลุมนี้จะสามารถเรงปฏิกิริยาไดทั้งโมโนออกซิจีเนสและไดออกซิ
จีเนส 

Group II แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 2 สวน 
คือ FNRN-type รีดักเทส และ ออกซิจีเนส ซึ่งแสดงเปนเอนไซมเบนโซเอต 1,2 ไดออกซิจีเนส เปน
เอนไซมที่ใชออกซิไดสอะโรมาติกแอซิด (oxidize aromatic acids) เปนสารตั้งตน  

Group III แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 3 สวน 
คือ FNRN-type รีดักเทส, ออกซิจีเนสและ [2Fe-2S]-type เฟอรรีดอกซิน เปนเอนไซมแนพธาลีน 
คารบาโซล 1,9a ไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียแกรมลบที่ใชในการยอยสลาย
แนพธาลีน ฟแนนทรีน ไนโตรเบนซีน และไนโตรโทลูอีน รวมถึง PAH dioxygenase ดวย 

Group IV แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 3 สวน 
คือ GP-type รีดักเทส, ออกซิจีเนสและ [2Fe-2S]-type เฟอรรีดอกซิน เปนเอนไซมโทลูอีนและไบ
ฟนิลไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกที่ใชในการยอยสลาย 
โทลูอีน เบนซีน ไอโซโพรพิลเบนซีน คลอโรเบนซีน และไบฟนิล 

Group V แสดงสวนประกอบของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสซึ่งประกอบดวย 3 สวน 
คือ GP-type รีดักเทส, ออกซิจีเนสและ [3Fe-4S]-type เฟอรรีดอกซิน เปนเอนไซมฟแนนทรีน
และพธาเลทไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมบวกสวนมากอยูในกลุมของ 
Actinobacteria ใชในการยอยสลายฟแนนทรีน แนพธาลีน แอนทราซีน ไพรีน และพธาเลท  
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ตารางที่ 2.3  เอนไซมไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (Kweon และคณะ, 2008) 
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รูปที่ 2.14  phylogenetic tree ของหนวยยอยแอลฟาขอลเทอรมินัลออกซิจีเนสของริงไฮดรอกซิ
เลททิงไดออกซิจีเนส CarAa ของ  P. resinovorans สายพันธุ CA10 เปน outgroup และตัวเลขที่
สาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจาทั้งหมด 1,000 คร้ัง ดวย bootstrap (Kweon และคณะ, 2008) 
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2.5.2  เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส 
เม่ือไดสารมัธยันตรเปนแคทีคอล โดยแคทีคอลจะยอยสลายผานวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ 

เมตา โดยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส  ซึ่งเอนไซมเอกซตราไดออล
ไดออกซิจีเนสสามารถแบงออกเปนสองกลุม กลุมแรกสามารถใชแคทีคอลและ 2,3 ไดไฮดรอกซีไบ
ฟนิลเปนสับสเตรท ตัวอยางแบคทีเรียที่พบยีนที่ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสจาก
การศึกษาจากของ Nakai และคณะ (1983) พบยีน xylE ใน Pseudomonas putida สายพันธุ 
mt2 ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับแคททีคอล Kabisch และ Fortnagel 
(1990) พบยีน mpcl จาก Alcaligenes eutrophus สายพันธุ JMP222 ประมวลรหัสเอกซตราได
ออลไดออกซิจี เนสสําหรับแคททีคอล Keck และคณะ (2002) พบยีน bphC1 จาก 
Sphingomonas xenophaga สายพันธุ BN6 ที่ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซจิีเนสสําหรับ 
2,3 ไดไฮดรอกซีไบฟนิล Mukerjeedhar และคณะ (2005) พบยีน bphA1A2 จาก Bacillus sp. 
สายพันธุ JF8 ที่ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับ 2,3 ไดไฮดรอกซีไบฟนิล ใน
กลุมที่สองสามารถใชโปรโทแคทิชูเอทเปนสับสเตรท จากการศึกษาของ Noda และคณะ (1990) 
พบยีน ligA และ ligB จาก Pseudomonas paucimobilis สายพันธุ SYK6 ประมวลรหัสเอกซตรา
ไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับโปรโทแคทิชูเอท Yun และคณะ (2004) พบยีน PCD 4,5 จาก 
Pseudomonas sp. สายพันธุ K82 ที่ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับโปรโท
แคทิชูเอท Habe และคณะ (2005) พบยีน pcaD จาก Terrabacter sp. สายพันธุ DBF63 ที่
ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสสําหรับโปรโทแคทิชูเอท  
 
2.6  วิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยแบคทีเรีย 

2.6.1  วิถีการยอยสลายแนพธาลีน 
 แนพธาลีนเปนสารประกอบ PAHs มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีนสองวงเชื่อมกันซึ่ง
เปนโครงสรางที่งายที่สุดในกลุมของสารประกอบ PAHs  ดวยเหตุนี้จึงใชแนพธาลีนเปนตนแบบใน
การศึกษาวิถีการยอยสลายและคาดวายีนที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs จาก
แนพธาลีนจะชวยอธิบายการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนอ่ืนได (Habe 
และ Omori, 2003)   

วิถีการยอยสลายแนพธาลีนประกอบดวยการเรงปฏิกิริยาดวยการเติมออกซิเจนสอง
อะตอมยังวงเบนซีนของแนพธาลีน (A-I) เปล่ียนรูปเปน ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล (A-II) 
ดวยกิจกรรมของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส (A1) จากนั้นเปล่ียนรูปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน 
(1,2-dihydroxynaphthalene) (A-III) ดวยกิจกรรมของซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส 
(cis-naphthalene dihydrodiol dehydrogenase)  (A2) จากนั้น1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน 
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เปล่ียนรูปเปนกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-hydroxychromene-2-carboxylic 
acid) (A-IV) ดวยกิจ กรรมของ  1,2-ได ไฮดรอก ซีแนพธาลีนไดออก ซิจี เ นส (1,2-
dihydroxynaphthalene dioxygenase) (A3) จากกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิกถูกออก
ซิไดสเปน ทรานส-ออโธ-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูวิก (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvic acid) 
(A-V) โดย 2-ไฮดรอกซี-2H-โครมีน-2-คารบอกซิเลตไอโซเมอเรส (2-hydroxy-2H-chromene-2-
carboxylate isomerase) (A4) แลวเปล่ียนเปนซาลิไซแอลดีไฮด (salicyaldehyde) (A-VI) และ
เปนกรดซาลิไซลิก (A-VII) โดยการเรงปฏิกิริยาของทรานส-ออโธ-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูเวต
ไฮดราเทส-แอลโดเลส (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvate hydratase-aldolase) (A5) และ
ซาลิไซลัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (salicylaldehyde dehydrogenase) (A6) ตามลําดับ ซึ่งเรียกวาวิถี
การยอยสลายสวนบน (upper pathway) ดังแสดงในรูปที่ 2.13 

 

 
 

รูปที ่2.15  วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย  Pseudomonads sp. (Davies และ 
Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982, Habe และ Omori, 2003)  
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2.6.2  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน 
อะซีแนพธีนเปนสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนกวาแนพธาลีนโดยประกอบดวย

วงอะโรมาติกสองวงเชื่อมตอกับวงไซโคลเพนเทนหนึ่งวง แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายอะซี       
แนพธีน เชน สกุล A. eutrophus และ A. paradoxus  พบวามีการเติมออกซิเจนหนึ่งอะตอมลง
บนวงไซโคลเพนเทนของอะซีแนพธีนไดผลิตภัณฑเปนอะซีแนพธีนอล (1-acenaphthenol) (1)  
จากการทํางานของโมโนออกซิจีเนส และเกิดกระบวนการไฮดรอกซีเลชันไดผลิตภัณฑเปนอะ
ซีแนพธีโนน (1-acenaphthenone) (2) จากนั้นถูกออกซิไดสดวยไดออลดีไฮโดรจีเนสไปเปน 1-ไฮ 
ดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน (1-hydroxy-2-ketoacenaphthene) (3)  และอะซีแนพธีนไดออล ซึ่ง
เปนเทาโทเมอรและถูกออกซิไดซหรือรีดิวสและแตกตัวไดเอง จนทําใหวงไซโคลเพนเทนแตกออก
จนเปน กรด1,8-แนพธาไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalene dicarboxylic acid) (6) และกรด 3-
ไฮดรอกซีเจนซีน-1,2-ไดคารบอกซิลิก (1,2-naphthalic anhydride) (7) และเปล่ียนตอไปเปนกรด
ซาลิไซลิก ดังแสดงในรูปที่ 2.14 
 

 

 
 

รูปที่ 2.16  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน (Selifonov และคณะ, 1998) 
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ตารางที่ 2.4  แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน 
แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Beijerinckia sp. 
(Sphingobium yanoikuyae strain B1) 

Schocken และ Gibson 1984 
(Khan และคณะ 1996) 

Beijerinckia sp. B8/36 
(mutant strain of Beijerinckia sp.) 

Schocken และ Gibson 1984 
 

Alcaligenes eutrophus Selifonov และคณะ 1993 
Alcaligenes paradoxus Selifonov และคณะ 1993 
Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 Komatsu และคณะ 1993 
Pseudomonas sp. สายพันธุ A2279 Selifonov และคณะ 1998 
Sphingomonas sp. Hormisch และคณะ 2000 
Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ B0695 Shi และคณะ 2001 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 Pinyakong และคณะ 2004 
Sphingomonas sp. สายพันธุ CHY-1 Demaneche และคณะ 2004 
Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 Saiphet และคณะ 2006 
Uncultured microorganism Lozada และคณะ 2008 

 
 
2.6.3  วิถีการยอยสลายฟแนนทรีน 
ฟแนนทรีนเปนสารประกอบ PAHs อีกชนิดหนึ่งที่มักใชเปนตนแบบในการศึกษาวิถีการ

ยอยสลายสารประกอบ PAHs และคาดวายีนที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs 
จากฟแนนทรีนจะชวยอธิบายการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนอ่ืนได 
(Habe และ Omori, 2003)   

แบคทีเรียสกุล Pseudomonas  พบวาเร่ิมการแตกโมเลกุลของฟแนนทรีน (B-I) บริเวณ
ระหวางคารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4 โดยอาศัยกิจกรรมของไดออกซิจีเนสไดสารมัธยันตร ซิส-3,4-
ฟแนนทรีนไดไฮโดรไดออล (cis-3,4-dihydroxy-3,4-dihydrophenanthrene) (B-II) และหลังจาก
นั้นก็จะถูกยอยสลายตอไปจนไดสารมัธยันตรเปน กรด 1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธอิก (1-hydroxy-2-
naphthoic acid) (B-VII) ดังแสดงในรูปที่ 2.15 
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รูปที ่2.17  วิถีการยอยสลายฟแนนทรีนโดยแบคทีเรีย (Evan และคณะ, 1965; Kiyohara และ
คณะ, 1976, Habe และ Omori, 2003) 

 
สารมัธยันตร กรด 1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธอิก (1-hydroxy-2-naphthoic acid) (I) สามารถ

ถูกยอยสลายโดยผานวิถีการยอยสลายที่แตกตางกันสองวิถี วิถีแรก (A) คือการยอยสลายโดยใช
กระบวนการยอยสลายเดียวกับการยอยสลายแนพธาลีน โดยไดผลิตภัณฑเปนกรดซาลิไซลิก    
(A-VI) (Evan และคณะ, 1965)  วิถีที่สอง (B) คือวิถีการยอยสลายที่ถูกยอยสลายไปเปนกรดออโธ
พธาลิก (-phthalic acid) (B-IV) และเปล่ียนตอไปเปนกรดโปรโตคาชูอิก (protocatechuic 
acid) (B-V) (Kiyohara และคณะ, 1976) ดังแสดงในรูปที่ 2.16 
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รูปที ่2.18  วิถีการยอยสลายฟแนนทรีนโดยแบคทีเรีย (Kiyohara และคณะ, 1976, Habe และ 
Omori, 2003) 
 

นอกจากนี้ Jerina และคณะ (1976) ไดรายงานวา ในการยอยสลายฟแนนทรีนโดย 
Bejerinkia sp. สายพันธุ B-836 (หลังจากนั้นไดถูกเปล่ียนเปน Sphingobium yanoikuyae 
(Takeuchi และคณะ, 2001))  แตกโมเลกุลฟแนนทรีนระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 และ 2 ได
ผลิตภัณฑเปน  ซิส-1,2-ไดไฮดรอกซี -1,2-ไดไฮโดรฟแนนทรีน  (cis-1,2-dihydroxy-1,2-
dihydropyrene) รวมทั้งในงานวิจัยของ Moody และคณะ (2001) ไดรายงานวา Mycobacterium 
vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 แตกโมเลกุลของฟแนนทรีนตรงคารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4 และ
พบวายังสามารถแตกโมเลกุลคารบอนตําแหนงที่ 9 และ 10 ไดอีกดวย  โดยพบผลิตภัณฑคือ ซิส-
9,10-ฟแนนทรีนไดไฮโดรไดออล (cis-9,10-phenanthrene dihydrodiol) และ ทรานส-9,10-ฟ    
แนนทรีนไดไฮโดรไดออล (trans-9,10-phenanthrene dihydrodiol) 
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ตารางที่ 2.5  แบคทีเรียที่สามารถยอยฟแนนทรีนได 
สายพันธุแบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Pseudomonas putida Evans และคณะ, 1965 
Aeromonas sp. Kiyohara และคณะ, 1976 
Streptomyces griseus Trower และ Gilbert, 1988 
Alcaligenes denitrificans Weissenfels และคณะ, 1992 
Pseudomonas fluoresens สายพันธุ 5R Menn และคณะ, 1993 
Burkholderia capacia สายพันธุ F297 Grifoll และคณะ, 1995 
Acidiphilium sp. Stapleton และคณะ, 1998 
Cycloclasticus sp. Geiselbrecht และคณะ, 1998 
Pseudomonas aeruginosa Romero และคณะ, 1998 
Rhodomonas sp. Foght และ Westlake, 1988 
Sphingomonas sp. สายพันธุ P2  Supaka และคณะ, 2001 
Mycobacterium sp. Stingley และคณะ, 2004 
Rhodococcus opacus  Guo และคณะ, 2005 
Rhodococcus ruber  Guo และคณะ, 2005 
Mycobacterium gilvum Zhou และคณะ, 2006 
Mycobacterium psychrotolerans Zhou และคณะ, 2006 
Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR 1 Zhou และคณะ, 2006 
Mycobacterium fortuitum  Zhou และคณะ, 2006 
Mycobacterium farcinogenes  Zhou และคณะ, 2006 
Rhodococcus ruber สายพันธุ OUCZ91B  Zhou และคณะ, 2006 
Terrabacter sp. สายพันธุ YK10 Zhou และคณะ, 2006 
Terrabacter sp. Zhou และคณะ, 2006 
Uncultured microorganism Chadhain และคณะ, 2006 
Acidovorax sp. สายพันธุ NA3 Singleton และคณะ, 2009 
Pseudomonas stutzeri สายพันธุ ZP2 Zhao และคณะ, 2009 
Sphingomonas sp. สายพันธุ LH128 Schuler และคณะ, 2009 
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เม่ือไดสารมัธยันตรเปนกรดซาลิไซลิกหรือกรดโปรโตคาชูอิก จากนั้นจุลินทรียจะเปล่ียน
กรดซาลิไซลิก (I) ไปเปนแคทีคอล (A-II) โดยซาลิไซเลตไฮดรอกซิเลส (salicylate hydroxylase) 
(A1) โดยแคทีคอลจะยอยสลายผานวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา (A2) หรือ ออโธ (A10) 
จนกระทั่งไดผลิตภัณฑเปน ซัคซินิลโคเอ (succinyl Co A) (O-VIII) หรืออะซิติลโคเอ (acetyl Co 
A) (M-X) (Yen และ Gunsalus, 1982) นอกจากนี้จุลินทรียบางชนิดสามารถยอยสลายกรดซาลิไซ
ลิกโดยไมผานแคทีคอล เร่ิมจากเปล่ียนกรดซาลิไซลิกไปเปนกรดเจนทิสิก (gentisic acid) (B2) 
เชน Rhodococcus sp. สายพันธุ NCIMB12038 (Allen และคณะ, 1997) และ Ralstonia sp. 
สายพันธุ U2 (Zhou และคณะ, 2001) โดยกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดสไปเปนมาเรอิลไพรูเวต 
(maleylpyruvate) (B-III) ดวยกิจกรรมของเจนทิเสต-1,2-ไดออกซิจีเนส (gentisate-1,2-
dioxygenase) (B2) และไดผลิตภัณฑสุดทายเพื่อเขาวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิก ไดแก ไพรูเวต 
(pyruvate) (B-V) และ ฟูมาเรต (fumarate) (B-VI) เรียกวิถีการยอยสลายตั้งแตกรดซาลิไซลิกจน
ไดผลิตภัณฑที่เขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกวาวิถีการยอยสลายสวนลาง (lower pathway)  
ดังแสดงในรูปที่ 2.17 

 
 
รูปที่ 2.19  วิถีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยจุลินทรียตางๆ Pseudomonas sp. (Davies 
และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982), Ralstonia sp. สายพนัธุ U2 (Zhou และคณะ, 
2001) 
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2.7  ดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากสิ่งแวดลอม    
  การศึกษาแบคทีเรียยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนในอดีตใชวิธีการคัด

แยกเชื้อจากธรรมชาติหรือจากแหลงที่มีการปนเปอนของพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน
โดยการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ (Culture-dependent method) ทําใหการศึกษายีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนถูกจํากัดเนื่องจากสามารถศึกษา
ในแบคทีเรียที่เพาะเล้ียงไดเทานั้น ในปจจุบันพบวาจุลินทรียที่อาศัยอยูในดินกวารอยละ 99 ตาม
ธรรมชาติไมสามารถถูกเพาะเล้ียงไดในสภาวะที่ใชในหองปฏิบัติการจึงเปนสาเหตุทําใหยังขาด
ขอมูลยีนและเอนไซมที่สําคัญอีกมาก ดังนั้นจึงมีการศึกษายีนจากแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมโดยนํา
ดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอม (Culture-independent method)  ซึ่งดีเอ็นเอเมตาจีโนมจาก
ส่ิงแวดลอม คือการนําดีเอ็นเอจากจุลินทรียในส่ิงแวดลอมโดยไมผานการเพาะเล้ียงมาศึกษา
โดยตรง ซึ่งชวยใหสามารถคนพบยีนและเอนไซมที่มีประโยชนจากส่ิงแวดลอมโดยไมตองคัดแยก
เชื้อกอนโดย (Daniel และคณะ, 2004) 
 
2.8  การตรวจติดตามจุลินทรียท่ีไมผานการเพาะเลี้ยงเช้ือในหองปฏิบัติการ  
(Culture-independent method) 

2.8.1  การติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมจุลินทรีย 
เทคนิคการเพาะเล้ียงเชื้อในหองปฎิบัติการไมสามารถตรวจหาจุลินทรียที่มีอยูในดินได

ครอบคลุมทุกชนิด ในปจจุบันจึงมีการนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาตรวจหาจุลินทรียที่ไมสามารถ
เพาะเล้ียงไดในหองปฎิบัติการ วิธี PCR- Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
เปนหนึ่งในเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่ถูกนํามาใชในการวิเคราะหประชาคมจุลินทรียในส่ิงแวดลอม 
(Rosado และคณะ, 1997) โดยในการตรวจหาแบคทีเรียนิยมการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S 
rDNA และนําผลิตภัณฑที่ไดมาวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียดวยวิธี DGGE (Torsvik 
และคณะ, 2002) ซึ่งเปนเทคนิคที่ใชแยกดีเอ็นเอสายคูซึ่งมีความยาวเทากันแตมีลําดับเบสตางกัน
โดยใชเกรเดียนทของความเขมขนของสารเคมี เชน ยูเรียและฟอรมาไมดทําลายพันธะไฮโดรเจน
ระหวางดีเอ็นเอสายคู (Felske และ Akkermans, 1998; Muyzer และคณะ, 1993) ความแตกตาง
ของลําดับเบสสงผลใหการสลายพันธะไฮโดรเจนเกิดข้ึนไมพรอมกันในขณะที่ดีเอ็นเอเคล่ือนที่อยู
ภายในเจล ทําใหสามารถแยกแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากันแตมีลําดับเบสตางกันออกจากกันได 
โดยเม่ือดีเอ็นเอสายคูถูกทําลายพันธะไปบางสวนจะหยุดการเคล่ือนที่เนื่องจาก GC clamp ซึ่งเปน
สวนที่มีเบส GC อยูมาก เม่ือสายดีเอ็นเอหยุดเคล่ือนที่จึงเห็นเปนแถบดีเอ็นเออยูภายในเจล โดย
ความหลากหลายของจุลินทรียสามารถสังเกตไดจากจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน (Myer และคณะ
, 1985)  
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 Agnelli และคณะ (2004) ติดตามการเปล่ียนแปลงประชาคมแบคทีเรียและราประจําถิ่น
ในดินที่ปนเปอน PAHs โดยในแบคทีเรียเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA และราเพิ่มจํานวน
ดีเอ็นเอบริเวณ 18S rDNA และนํามาวิเคราะหโดยเทคนิค DGGE จากรูปแบบ DGGE พบวา
ความหลากลายของประชาคมแบคทีเรียมีมากกวารา 
 Michale Cunliffe และคณะ (2006) ติดตามประชาคมของกลุมแบคทีเรียในดินปนเปอน
ฟแนนทรีนที่เติมเชื้อ Sphingobium yanoikuyae สายพันธุ B1 ในอาหาร 4 แบบ โดยใชเทคนิค 
RT-PCR DGGE ติดตามการเปล่ียนแปลงของ 16S rDNA และนํามาวิเคราะหโดยเทคนิค RNA 
DGGE พบวาลักษณะรูปแบบของ DGGE ของ Sphingobium yanoikuyae สายพันธุ B1
เหมือนกันในอาหาร 4 แบบ และยังพบความเปล่ียนแปลงประชาคมของแบคทีเรียประจําถิ่นโดย
พบรูปแบบแถบดีเอ็นเอเพิ่มข้ึน 3 แถบเม่ือเปรียบเทียบกับดินที่ไมเติมเชื้อ Sphingobium 
yanoikuyae สายพันธุ B1 

Lafortune และคณะ (2009) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในกลุมของจุลินทรียที่
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีมวลโมเลกุลสูงในระบบชีวภาพโดยใชของเหลว 2 ชนิด
รวมกัน คือ น้ํามันซิลิโคนและน้ํา เปนอาหารเล้ียงเชื้อ ในรายงานนี้ศึกษาลักษณะความหลากหลาย
ของแบคทีเรียจากกลุมจุลินทรียโดยวิธีการเพาะเล้ียงและไมเพาะเล้ียงจุลินทรียรวมกัน การตรวจ
ติดตามการเปล่ียนแปลงของประชากรจุลินทรียเม่ือมีการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคารบอนคือ ไพรีนที่ความเขมขน 141 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถยอยได 0.26 มิลลิกรัม
ตอลิตรตอวันโดยในเวลา 17 วันการยอยสลายคิดเปน 23 เปอรเซ็นต ไครซีนที่ความเขมขน 44 
มิลลิกรัมตอลิตรสามารถยอยไดหมดภายใน 25 วัน โดยเฉล่ีย 0.47 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน จากนั้น
ใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจากสวนของ 16S rDNA รวมกับ DGGE โดยใชไพรเมอร 314f และ 
534r พบวาไมมีการเปล่ียนแปลงรูปแบบประชากรในระหวางการยอยสลายไพรีนและไครซีน  
แบคทีเรีย 11 สายพันธุถูกแยกออกมาจากกลุมของจุลินทรีย  ซึ่งสนใจเพียงกลุมของ IAFILS9 
เนื่องจากมีความสัมพันธกับกลุมของ Novosphingobium pentaromativorans ที่มีความสามารถ
ในการใชไพรีนและไครซีนเปนแหลงคารบอน  จากการทํา 16s rDNA จากหองสมุดดีเอ็นเอพบวา
สามารถจําแนกแบคทีเรียที่ไมสามารถเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการได 86 โคลน เม่ือคัดกรองพบวา 
20 โคลนมีความแตกตางกัน  มีเพียง 3 สายพันธุที่มีการแสดงออก พบวา 85 เปอรเซ็นต ของโคลน
มีความเกี่ยวของกับแอลฟาและเบตาโพรทิโอแบคทีเรีย ดังนั้น 3 ยีนที่ตรวจพบจากกลุมของ
จุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุในกลุมของ IAFILS9 มีความเกี่ยวของกับการยอยสลายวงอะโรมาติกที่มี
มวลโมเลกุลสูง 
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2.9  การโคลน (Cloning) 
 เปนอีกหนึ่งเทคนิคทางชีวโมเลกุลคือการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอที่ตองการดวยเอนไซมตัด
จําเพาะที่เหมาะสมแลวนําชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดโคลนเขายังดีเอ็นเอพาหะที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดเดียวกันกับจีโนมิกดีเอ็นเอจากนั้นทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดทั้งหมดที่ได
เขายังเซลลเจาบานจากนั้นคัดกรองโคลนที่ตองการออกจากหองสมุดยีน (genomic library) โดย
การแสดงลักษณะฟโนไทปของเซลลเจาบานตามที่ตองการ เชน การติดตามโคลนที่มียีนไดออกซิจี    
เนสซึ่งเปนยีนสําคัญในการบงบอกความสามารถในการยอยสารประกอบอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน โดยติดตามการเปล่ียนสีของสารอินโดล (Ensley และคณะ,1983) เปนตน จากวิธี
นี้จะไดขอมูลทางพันธุกรรมที่ตองการเก็บอยูในรูป รีคอมบีแนนทพลาสมิดหรือคอสมิด (cosmid) 
ซึ่งข้ึนอยูกับขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ หรือเก็บไวในเซลลเจาบานได ดังนั้นจึงสามารถนําขอมูลทาง
พันธุกรรมนี้มาทําการศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทดหรือนํายีนไปทําการแสดงออก (expression) 
หรือตัดตอ ดัดแปลงยีนใหมีสมบัติตามตองการ มีขอเสียคือ การโคลนยีนบางยีนไมมีระบบการคัด
กรองโคลนที่เหมาะสม จึงไมสามารถทําการคัดเลือกโคลนที่ตองการออกจากโคลนทั้งหมดได 
 

2.9.1  การสรางหองสมุดดีเอ็นเอและหองสมุดยีน (PCR) จากดีเอ็นเอจากเมตาจี
โนม (Metagenomic library 

2.9.1.1  การสรางหองสมุดดีเอ็นเอ 
ดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอม คือการนําดีเอ็นเอจากจุลินทรียในส่ิงแวดลอมโดยไม

ผานการเพาะเล้ียงมาศึกษาโดยตรง เร่ิมจากการสกัดดีเอ็นเอจากส่ิงแวดลอมโดยตรงเชน สกัดดี
เอ็นเอจากดิน (ดีเอ็นเอเมตาจีโนมดิน) เปนตน ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
ที่เหมาะสมแลวนําชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดโคลนเขายังดีเอ็นเอพาหะที่เหมาะสมที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะชนิดเดียวกันกับจีโนมิกดีเอ็นเอ ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทดีเอ็นเอทั้งหมดที่ไดเขายังเซลล
เจาบาน จากนั้นคัดกรองโคลนที่ตองการจากหองสมุดดีเอ็นเอ วิธีนี้จะไดขอมูลทางพันธุกรรมที่
ตองการเก็บอยูในรูปรีคอมบีแนนท ดีเอ็นเอ ซึ่งข้ึนอยูกับขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอหรือเก็บไวใน
เซลลเจาบานได ดังนั้นจึงสามารถนําขอมูลทางพันธุกรรมนี้มาหาลําดับนิวคลีโอไทดหรือนํายีนไป
แสดงออกหรือตัดตอดัดแปลงยีนใหมีสมบัติตามตองการ (Handelsman และคณะ, 2004)  

2.9.1.1.1  การคัดกรอง (Screening)  
การสรางหองสมุดดีเอ็นเอข้ันตอนสําคัญในการคนหายีนข้ันตอนหนึ่งคือข้ันตอนการคัด

กรองโคลน การคัดกรองหองสมุดดีเอ็นเอมีวิธีในการคัดกรองหลักสองวิธี วิธีแรกคือการคัดกรอง
โดยการศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทด (Sequence-based screening) เพื่อเปรียบเทียบรอยละ
ความเหมือนกับฐานขอมูล วิธีที่สองคือการคัดกรองโดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของยีน
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สอดแทรก (Activity-based screening) ซึ่งการคัดกรองทั้งสองวิธีมีขอดีและขอเสียดังแสดงใน
ตารางที่ 2.6 

 
ตารางที่  2.6  ขอดีและขอเสียของการคัดกรองดวยวิธกีารคัดกรองโดยการหาลําดับนิวคลี

โอไทด (Sequence-based screening) และ การคัดกรองโดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของ
ยีนสอดแทรก (Activity-based screening) 

ขอด/ีขอเสีย คัดกรองโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
(Sequence-based screening) 

คัดกรองโดยใชการแสดงออกทาง 
ฟโนไทป 

(Activity-based screening) 
ขอด ี - มีวิธีในการคัดกรองที ่

หลากหลายกวาการคัดกรองโดยใชการ
แสดงออกทางฟโนไทป 

 

- ยีนที่ได มีความสามารถในการ
แสดงออกและมีความสามารถในการ
ทํางานได 

- สามารถตรวจสอบแอคติวิตีของ
เอนไซมได 

ขอเสีย - ยีนที่ไดอาจไมมีความสามารถ
ในการแสดงออกและมีความสามารถ
ในการทํางานได 

- ไมสามารถตรวจสอบแอคติวิตี
ของเอนไซมได 

- วิธีคัดกรองมีความจําเพาะตอ 
การแสดงออกของยีนซึ่งทําใหเกิดขอจํากัด
ในการคัดกรองโดยใชการแสดงออกทางฟ
โนไทป 

 
 

 
2.9.1.1.1.1  การคัดกรองโดยการศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทด (Sequence-based 

screening) 
Jiang และ Wu (2007) รายงานการคนพบเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมโดยใชวิธีสราง

หองสมุดดีเอ็นเอจากดินและคัดกรองโคลนที่ตองการโดยการสุมโคลนของดีเอ็นเอสอดแทรกไปหา
ลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อเปรียบเทียบรอยละความเหมือนกับฐานขอมูล ซึ่งทําใหพบยีนหรือเอนไซม
ชนิดใหม โดยตั้งชื่อยีนที่ผลิตเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมนี้วา (undec1A)  
 Chengjian และ Bo (2007) รายงานการคนพบเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหม (novel 
decarboxylase) โดยใชวิธีสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากดินและทําการคัดกรองโคลนที่ตองการ โดย
การสุมโคลนที่เจริญโดยนําชิ้นสวนดีเ อ็นเอสอดแทรกไปศึกษาหาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อ
เปรียบเทียบรอยละความเหมือนกับฐานขอมูลยีน ซึ่งทําใหพบยีนหรือเอนไซมชนิดใหม โดยตั้งชื่อ
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ยีนที่ผลิตเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมนี้วา undec1A เปนเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมที่
จัดอยูในกลุม homooligomeric flavin-containing cysteine decarboxylase (HFCD) family 
และเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 38 กิโลดาตัล ซึ่งเอนไซมดีคารบอกซิเลสชนิดใหมนี้สามารถ
เปล่ียน L-cysteine ไปเปน cysteamine ได 
 

2.9.1.1.1.2  การคัดกรองโดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของยีนสอดแทรก 
(Activity-based screening)  

Ensley และคณะ (1983) ไดใชการโคลนยีนในสวน upper pathway จากพลาสมิด NAH7 
ของ P. Putida สายพันธุ G7 และทําการแสดงออกของยีนใน E.coli สายพันธุ HB101 จากการ
ทดลองพบวาเม่ือเล้ียงเชื้อ E.coli สายพันธุลูกผสมในอาหารเล้ียงเชื้อแลวพบการสะสมของสาร
อินดิโกสีฟาน้ําเงินโดยบังเอิญ เม่ือหาสาเหตุของการปรากฏข้ึนของอินดิโกในอาหารเล้ียงเชื้อพบวา
อินดิโกเกิดข้ึนจากการทํางานรวมกันระหวางทริปโตเฟนเนสที่พบใน E.coli ทั่วไปและไดออกซิจี   
เนสจากสวนของพลาสมิด NAH7 ในการเปล่ียนทริปโตเฟนใหเปนอินโดลและอินดิโกตามลําดับ 
จากการทดลองยังไดทําการยืนยันการทํางานของไดออกซิจีเนสในการเปล่ียนอินโดลเปนอินดิโกใน
เชื้อสายพันธุดั้งเดิมตางๆ ที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs  และสายพันธุ
กลายที่เกิดการบกพรองของยีนที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนส มีสวนสัมพันธกับการปรากฏ
ข้ึนของอินดิโก จากขอสรุปดังกลาวจึงเปนประโยชนอยางยิ่งในการชักนําปฏิกิริยาดังกลาวมา
ประยุกตใชในการทดลองเพื่อหาเชื้อที่ยอยสลายสารประกอบ PAHs รวมทั้งใชในการทดสอบโคลน
ซึ่งมียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs จากการทดลองหายีนที่ประมวลรหัสได
ออกซิจีเนส ดวยการติดตามความสามารถของเชื้อในการเปล่ียนแปลงอินโดลไปเปนอินดิโก 

Jung และคณะ (2004) รายงานการคนพบเอนไซมเอสเทอไฮโดรไลซิงชนิดใหม (novel 
ester-hydrolyzing Enzyme) โดยใชวิธีสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากดินและคัดกรองโคลนที่ตองการ 
โดยใชการคัดกรองการแสดงออกของยีนสอดแทรกโดยการสังเกตุการเปล่ียนสีรอบโคโลนี โดยตั้ง
ชื่อยีนที่ผลิตเอนไซมเอสเทอไฮโดรไลซิ่งชนิดใหมนี้วา (Est25) ถอดรหัสโปรตีน 363 กรดอะมิโน
และเปนโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุล 38.3 กิโลดาตัล 

Lee และคณะ (2004) รายงานการคนพบเอนไซมลิโพไลติกชนิดใหม (novel lipolytic 
enzymes) โดยใชวิธีสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากดินและทําการคัดกรองโคลนที่ตองการ โดยการใช 
tributyrinhydrolysis ซึ่งเปนการคัดกรองโคลนโดยใชวิธีการคัดกรองการแสดงออกของยีน
สอดแทรก จากนั้นนําดีเอ็นเอสอดแทรกจากโคลนที่ผานการคัดกรองวามีกิจกรรมของเอนไซม       
ลิโพไลติกไปหาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อเปรียบเทียบรอยละความเหมือนกับฐานขอมูลยีน ซึ่งมีรอย
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ละความเหมือน 34-48 จากเอนไซมบนฐานขอมูลยีน ทําใหพบยีนหรือเอนไซมชนิดใหม ซึ่งมีสวน
อนุรักษอยูในกลุมของ (hormone sensitive lipase family)   
 Tirawongsaroj และคณะ (2007) รายงานการคนพบเอนไซมลิโพไลติกในสภาวะอุณหภูมิ
สูงชนิดใหม (novel thermophilic and thermostable lipolytic enzymes) ที่มีชวงอุณหภูมิในการ
ทํางาน 50-75 องสาเซลเซียส โดยใชวิธีสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากตะกอนดินบริเวณบอน้ําพุรอน 
(sediments) และคัดกรองโคลนที่ตองการ โดยการใช trioleoylglycerol หรือ tributyrinhydrolysis 
เปนสับสเตรทในการคัดเลือกโคลนที่มียีนสอดแทรกเอนไซมไลเปส (lipase) และเอสเทอเรส 
(esterase) ตามลําดับซึ่งเปนการคัดกรองโคลนโดยใชวิธีการคัดเลือกการแสดงออกของยีน
สอดแทรก จากนั้นนําดีเอ็นเอสอดแทรกจากโคลนที่ผานการคัดเกรองที่มีกิจกรรมของเอนไซม
เอนไซมไลเปส (lipase) และเอสเทอเรส (esterase) ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อเปรียบเทียบรอย
ละความเหมือนกับฐานขอมูลยีน ทําใหพบยีนหรือเอนไซมชนิดใหม และนํายีนไปทําการแสดงออก 
(expression) และทําใหเอนไซมบริสุทธิ์ ตรวจสอบการทํางานของเอนไซม (enzyme assays) 
ตรวจสอบความจําเพาะของสับสเตรทและ (enzyme characterizations) จากการทดลองเอนไซม
ชนิดใหมที่พบคือ novel patatin-like phospholipase (PLP) และ esterase (Est1) 

Suenaga และคณะ (2007) สรางเมตาจีโนมจากตะกอนบําบัดน้ําเสียเพื่อหายีนประมวล
รหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสที่สามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก และคัดกรองโคลน
ที่ตองการโดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของยีนสอดแทรกโดยมีสารแคทีคอลเปนสับสเตรทเม่ือ
ถูกเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส สามารถยอยแคทีคอลเปนสับสเตรท
เปนสีเหลืองเขมไดแกสาร 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนท เซมิแอลดีไฮด  
 

2.9.1.2  การสรางหองสมุดยีน (PCR) 
โดยการใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนเปาหมายที่เกี่ยวของ

กับยีนที่สนใจ ซึ่งอาจมีการออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะกับยีนเปาหมายมาเพิ่มจํานวนดี
เอ็นบริเวณยีนที่ประมวลรหัสโดยใชดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอมเปนดีเอ็นเอแมแบบจากนั้น
นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาโคลนเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดตอไป (Marcos และคณะ, 
2009)  ดังนั้นข้ันตอนสําคัญในการสรางหองสมุดยีน (PCR) คือข้ันตอนการออกแบบไพรเมอรใหมี
ความจําเพาะกับยีนเปาหมายเพื่อใหมีโอกาสในการคนพบยีนชนิดใหมไดดังแสดงตัวอยางใน
ตารางที่ 2.7 
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ตารางที่ 2.7  ไพรเมอรตรวจสอบยีนไดออกซิจีเนสและเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสเบื้องตน 
 

ชื่อไพรเมอร เปาหมาย อุณหภูมิ (oซ) 
Annealing 

ขนาดที่
คาดหวัง 

(bp) 
เอกสารอางอิง 

GPF 
GPR 

Alpha subunit 
Gram-positive RHD gene 54 292 Cebron และคณะ 2008 

GNF 
GNR 

Alpha subunit 
Gram-negative RHD gene 57 306 Cebron และคณะ 2008 

adoF1 
adoB1 

RHD gene 56 384 Taylor และคณะ 2009 

NMR331 f 
NMR1134r 

alpha subunit Gram-positive 
bacteria 53 803 Marcos และคณะ 2009 

NahAc1F 
NahAc3F 
NahAc2R 

nahAc  Alpha subunit 53 
950 
และ 
730 

Lafortune และคณะ 2008 

ndoBF 
ndoBR ndoB nah และ nagAc 54 642 Kurkela และคณะ 1988 

phnAcF 
phnAcR phnAc 57 462 Klankeo และคณะ 2009 

arhA1F 
arhA1R arhA1 56 518 Klankeo และคณะ 2009 

bphA1F 
bphA1R bphA1 53 424 Laurie และคณะ 1999 

BphCS1F 
BphCS2R bphC 56 840 Lafortune และคณะ 2008 

BP-f 
BP-r nahC  bphC และ nagC 55 467 Sipila และคณะ 2006 
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Taylor และคณะ (2002) ศึกษาการตรวจติดตามยีนที่เคยมีรายงานแลวและยีนใหมที่
ประมวลรหัสอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส ในดินและแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย
วงอะโรมาติกโฮโดรคารบอนได โดยออกแบบไพรเมอรคือ adoF1 และ adoF2 ซึ่งประมวลรหัสใน
กลุมที่ 2 และ 3 ของอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส พบวาสามารถใชไพรเมอรในการ
คัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายวงอะโรมาติกไฮโดรคารบอนได จากนั้นสราง
หองสมุดดีเอ็นเอจากดิน สกัดดีเอ็นเอและทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสพบวา 16 โคลน จาก 20 
โคลนมีความคลายกับยีนที่ประมวลรหัสอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส จากการ
เปรียบเทียบแบบแผนภูมิพบสามารถจัดกลุมยีนได 2 กลุมใหมโดยใหชื่อวากลุม S และ T ยีนใน
กลุม S มีความเหมือนของลําดับอะมิโนอยูระหวาง 56.2-77.5 เปอรเซ็นต เม่ือเปรียบเทียบกับตัว
อ่ืน สวนในกลุมที่ 2 ของอะโรมาตกิริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสพบวามีความใกลเคียงกับยีน
ประมวลรหัส biphenyl dioxygenase bhpA และ bhpA1 จาก Pseudomonas sp. สายพันธุ 
KKS102 และ Comamonas testosterone สายพันธุ B-356 ตามลําดับ พบยีนในกลุม T มีความ
หลากหลายมากกวาในกลุม S และมีความเหมือนภายในกลุมอยูระหวาง 74-100 เปอรเซ็นต  

Zhou และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายของยีนไดออกซิจีเนส ในแบคทีเรียที่
สามารถยอยสารประกอบ PAHs ได ซึ่งเปนแบคทีเรียที่แยกไดจากดินตะกอนปาชายเลน 
แบคทีเรียทั้งหมด 32 สายพันธุที่แยกไดอยูในกลุมของ Mycobacterium, Sphingomonas, 
Terrabacter, Sphingopyxis, Sphingobium และ Rhodococcus ไพรเมอรถูกออกแบบมาเพื่อ
เพิ่มจํานวนยีน nidA-like และ nahAc-like สําหรับ nidA-like ใชไพรเมอร Nid-for และ Nid-rev1  
Nid-rev2 เพื่อเพิ่มความจําเพาะและประสิทธิภาพในการเพิ่มจํานวน สวน nahAc-like ยีนใชไพร
เมอร Nah-for และ Nah-rev2 เม่ือใชไพรเมอร nidA-like พบวามี 3 กลุมที่พบวามีความสําคัญ คือ 
fadA1 ซึ่งเปนกลุมของ nidA3 จาก M. vanbaalenii PYR-1, nidA เปนกลุมของ nidA จาก PYR-1 
และ fadA2 เปนกลุมของ dioxygenase จาก Arthrobacter sp. FB24 สําหรับ nahAc-like ไพร
เมอร มีความคลายกับ phnA1a จาก Sphingomonas sp. CHY-1 ไพรเมอร ที่ถูกออกแบบมานั้น
มีความคลายกับ phnA1a 32-36 เปอรเซ็นต และมีความเหมือนกับ p-cumate dioxygenase 53-
93 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวายีน nidA-like และ nahAc-like สามารถพบใน
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs  

Lui และคณะ (2007) ศึกษาการตรวจติดตามปริมาณของยีน phnE  จากตัวอยางดิน
บริเวณที่มีการปนเปอนน้ํามันโดยวิธี competitive quantitative PCR โดยใชยีน phnE จาก 
Burkholderia cepacia สายพันธุ L68 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายฟนอล
และแยกไดจากดินบริเวณที่มีการปนเปอนน้ํามัน ซึ่งยีน phnE เปนยีนที่ประมวลรหัส catechol 2,3 
dioxugenase (C23O) ถูกนํามาใชเปนยีนเปาหมายในการตรวจติดตามและศึกษาปริมาณ phnE 
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จากดิน  วิธี competitive quantitative PCR เพิ่มจํานวนยีน phnE โดยใช ไพรเมอร  BC01 และ 
BC02 และใช ไพรเมอร DC01 และ DC02 จากการทดลองในตัวอยางดิน 3 ตัวอยาง คือ S1 S2 
และ S3 พบวาในตัวอยางดิน S1 และ S3 มีการตวจพบยีน phnE และมีความเขมขนของฟนอล
เทากับ 1.522 และ 2.078 มิลลิกรัมตอกรัม ตามลําดับ ในขณะที่ตัวอยางดิน S2 ไมพบยีน phnE 
เนื่องจากฟนอลมีความเขมขนคอนขางสูงคือ 3.181 มิลลิกรัมตอกรัม และจากการทดลองแสดงให
เห็นวายีน phnE จะตอบสนองตอสารตั้งตนที่ความเขมขนต่ํา 

Lozada และคณะ (2008)  ศึกษายีนที่มีเปาหมายประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของ
เทอรมินัลอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส จากตะกอนดิน Subantactic marine 
บริเวณ Patagonia โดยเพิ่มจํานวนโดยใชไพรเมอร 2 ชุดที่แตกตางกัน ซึ่งไพรเมอรถูกออกแบบมา
เพื่อใหจําเพาะตอยีน phnA1-like โดยมีขนาดคาดหวังของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสคือ 500 bp  
จากนั้นนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดนําไปโคลนและคัดกรองโดยใชวิธี RFLP คัดเลือกโคลน
แตละรูปแบบมาศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด พบ 8 ยีนที่มีความแตกตางกันและเม่ือนําลําดับอะมิโน
ของ 5 ยีนจากทั้งหมด 8 ยีนไปเปรียบเทียบลําดับอะมิโนพบวามีความเหมือนนอยกวา 70 
เปอรเซ็นต ซึ่งยีนเหลานี้จะมีสวนของ Rieske type [2Fe-2S] แสดงใหเห็นวายีนที่ไดมีสวนของยีน
ประมวลรหัสอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส และสําหรับ 3 ยีนที่เหลือพบวามีความ
ใกลเคียงกับ nahAc-like gene, phnAc-like gene ซึ่งพบใน Alcaligenes faecalis สายพันธุ 
AFK2 และ phnA1-like gene จากกลุมของ Cycloclasticus ซึ่งพบวาเปนผูยอยสลาย
สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนในทะเล 

Kumar และ Khanna (2009) ศึกษาความหลากหลายของ 16s rRNA และยีน 
dioxygenase ซึ่งตรวจพบในดินบริเวณที่มีการปนเปอนนํามันจากถานหินภายใตการบําบัดดวยวิธี
ทางชีวภาพ ในการทดลองนี้เก็บตัวอยางดินมาจากบริเวณที่มีการปนเปอนพบวามีสารประกอบ 
PAHs ปนเปอนอยู  122.5 มิลลิกรัมตอดิน 10 กรัม จากการวิเคราะหดวย Liquid-
chromatography พบวามีสารประกอบ PAHs อยู 7 กลุมคือ เบนโซ[จี,เอช,ไอ]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ
,เอช]แอนทราซนี  อินดิโน[1,2,3-ซี,ดี]ไพรีน ไพรีน อะซีแนพธิลีน เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน และ เบน
โซ[บี]ฟลูออแรนธีน สรางหองสมุดยีนโดยใชเทคนิค PCR และใชไพรเมอร 8F และ 1406R ในการ
เพิ่มจํานวน 16s rRNA  และใชไพรเมอร Rf1 และ Rr1 สําหรับเพิ่มจํานวน α-subunit และ Rf2-F 
และ Rf2-R เพิ่มจํานวน β-subunit จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากโคลนของ 16s 
rRNA พบวามีความใกลเคียงกับ Proteobacteria, Actinobacteria, Anaerolineae, Fimicutes 
และ Acidobacteria และพบวา β-subunit ของ dioxygenase มีบทบาทสําคัญในการทํางาน
รวมกันกับ α-subunit ซึ่งโครงสรางของ subunit ทั้งสองนี้อาจมีผลตอขนาดและรูปรางของบริเวณ
ที่เรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนในโมเลกุลของสารประกอบ PAHs นอกจากนี้ยังพบความ
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หลากหลายของยีนไดออกซิจีเนส ในบริเวณที่มีการปนเปอนในส่ิงแวดลอม การทํางานรวมกันของ 
Rieske ไพรเมอร และสังคมของแบคทีเรียชวยเพิ่มศักยภาพในการยอยสลายทางชีวภาพและยัง
พบยีนไดออกซิจีเนสใหมๆ ในส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอนได 

Marcos และคณะ (2009) ศึกษายีนที่ไดจากการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากตะกอนดิน 
Subantactic marine ที่สามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคารบอน โดยใชไพรเมอร 
ที่จําเพาะกับ หนวยยอยแอลฟาของอะโรมาติกไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมบวก  ไพรเมอรที่
ใชคือ NMR331f และ NMR1134r พบวาสามารถจัดกลุมยีนที่มีความเกี่ยวของกับไดออกซิจีเนสได 
14 กลุม ซึ่งมีความสัมพันธกับแบคทีเรียแกรมบวก 5 กลุม คือ Rhodococcus, Mycobacterium, 
Nocardiodes, Terrabacteria และ Bacillus  และพบวายีนมากกวา 12 ชนิดอยูในกลุมของ 
Rhodococcus และ Mycobacterium 

Sipila และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายของกลุมแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การยอยสลายทางชีวภาพในดินที่มีการปนเปอน 3 แหลงและออกแบบไพรเมอรใหมีความจําเพาะ
กับสวนบนของวิถีการยอยโดยยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสซึ่งไพรเมอรที่สรางข้ึนถูกนํามาใช
ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิ่มจํานวนยีนที่อยูบริเวณสวนบนของวิถี จากนั้นนําผลิตภัณฑที่
ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปโคลนและวิเคราะหรูปแบบโดยวิธี RFLP ซึ่งจําแนกไดโดยการ
ตัดผลิตภัณฑที่ไดดวย HhaI ได 26 หนวยที่แตกตางกัน พบวามีความใกลเคียงกับยีนของหนวย
ยอยแอลฟา เบตา และแกมมาโพรทิโอแบคทีเรีย เม่ือวิเคราะหแบบแผนภูมิสามารถจัดกลุมได 7 
กลุม พบวา 2 กลุมไมมีความใกลเคียงกับฐานขอมูลเลย คือกลุมที่ 6 และ 7 ซึ่งสามารถจําแนกได 
2 subfamilies กลุมที่ 6 จัดอยูในกลุมของแอลฟาโพรทิโอแบคทีเรีย และกลุมที่ 7 อยูในกลุมของ
แกมมาโพรทิโอแบคทีเรีย ดังนั้นจึงแสดงใหเห็นวาพบยีนใหมที่มีความสามารถในการยอยสลาย
ทางชีวภาพ 
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บทท่ี 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร บริษัท Nipro, Thailand 
2. เคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) รุน FS4000 บริษัท Decan Ultrasonics, 

England 
3. เคร่ืองเขยาชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุน G-27 

บริษัท New Brunswick Scientific, USA 
4. เคร่ืองชั่ง รุน P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
5. เคร่ืองปนผสม (vortex mixer) รุน Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 
6. เคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 บริษัท 

Kubota, Japan 
7. เคร่ืองปน เหว่ียงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน MIKRO20 บริษัท          

Hettich, Germany 
8. เคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุน Gel DOC 2000TM บริษัท      

Bio-Rad, USA 
9. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Bio-Rad, USA  
10. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 
11. เคร่ืองวัดคาความเปนกรด - ดาง (pH meter) รุน 240 บริษัท Corning, USA 
12. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดความกวางรู 0.2 ไมโครเมตร บริษัท Tokyo Roshi 

Kaisha, Japan 
13. ชุดเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography, GC) 

เคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ รุน 6890N บริษัท Agilent Technologies, USA 
คอลัมน (column) ชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร 

   ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบดวย เฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5% 
   หนา 0.25 ไมโครเมตร 

เคร่ืองตรวจวัด (detector) ชนิด Flame Ionization Detector (FID) 
เข็มฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) ขนาด 10 ไมโครลิตร 
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14. ชุดเคร่ืองมือ Minigel migration trough รุน i-mupid บริษัท COSMO BIO, Japan 
15. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70๐ซ รุน ULT1786 บริษัท Forma 

Scientific, USA 
16. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20๐ซ รุน MDF-U332 บริษัท Sanyo 

Electric, Japan 
17. ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รุน BE800 บริษัท Memmert, Germany 
18. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 
19. ตูอบแหง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
20. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร      

บริษัท Gilson, France 
21. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, 

Japan 
 

เคมีภัณฑ 
1. ชุดเอนไซม T4 DNA Ligase บริษัท Bio-Rad, USA 
2 Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) บริษัท Sigma, USA 
3 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 
4 กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Research Organics, Inc., USA 
5 ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
6 ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit บริษัท Qiagen, Germany 
7 แบคโตอะการ (bacto agar) บริษัท Difco, USA. 
8 ชุดเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI บริษัท Promega, USA 
9 ชุดเอนไซม Taq DNA polymerase บริษัท New England Biolabs, USA 
10 ฟแนนทรีน (phenanthrene) บริษัท Sigma, USA 
11 นอรมัลเฮกเซน (C6H14) บริษัท Merck, Germany 
12 ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 
13 อะซิโตน (acetone) บริษัท Merck, Germany  
14 Triton X-100 บริษัท Sigma, USA 
15 ฟนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany 
16 100 base pair DNA ladder บริษัท Bio-Rad, USA 
17 รูบิเดียมคลอไรด (RbCl) บริษัท Sigma, USA 
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18 สารปฏิชีวนะกานามัยซิน (kanamycin, Km) 
19 ชุดเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI บริษัท Fermentas, Canada 
20 อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan 
21 อะซีแนพธีน (acenaphthene) บริษัท Wako, Japan 
22 ชุดเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI บริษัท Fermentas, Canada 
23 ชุด Glass Powder for Recovery of DNA EASYTRAPTMVer.2 บริษัท TAKARA, Japan 
24 สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) บริษัท Fluka, Swietzerland 
25 เมทธานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 
26  กลูโคส (glucose) บริษัท Merck, Germany 
27 เอทิลีนไดเอมีนเททราอะซิติกแอซิก (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA),  

(C10H14N2O8Na2•2H2O) บริษัท Sigma, USA 
28 แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2•2H2O) บริษัท Merck, Germany 
29 แนพธาลีน (naphthalene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 
30 100 base pair DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK 
31 แมงกานีสคลอไรด (MnCl2) บริษัท Merck, Germany 
32 แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) บริษัท Merck, Germany 
33 แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4•7H2O) บริษัท Carlo ERBA, France 
34 กรดอะซีติกเขมขน 7 น้ํา (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 
35 แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) บริษัท Merck, Germany 
36 โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
37 โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 
38 ไดเมธิลฟอรมาไมด (dimethyl formamide, DMF) บริษัท BIOBASIC, INC. Japan 
39 โซเดียมอะซิเตต 3 น้ํา (CH3COONa•3H2O) บริษัท Merck, Germany 
40 โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS), (C12H25OSO3) บริษัท Nacalai 

Tesque, Japan 
41 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
42 โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK) บริษัท Merck, Germany 
43  ไพรีน (pyrene) บริษัท Sigma, USA 
44 ไอโซโปรพานอล (isopropanol) บริษัท Merck, Germany 
45 IPTG (Isopropyl thio- ß-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC, Canada 
46 Lambda HindIII บริษัท Bio-Rad, USA 
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47 โปรตีนเนสเค Proteinase K บริษัท US.Biological, USA 
48 ไรโบนิวคลีเอสเอ Rnase A บริษัท Promega, USA 
49 1 kilobase DNA ladder บริษัท Bio-Rad, USA 
50 สารเคมีที่ใชในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad, USA 

Formamide (Deionized) 
40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C) 
Urea 
Ammonium persulfate 
TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 
50xTAE 
Dye solution 
Ethidium bromide solution เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 
ไพรเมอรท่ีใชในการวิจัย 
 
ตารางที่ 3.1 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) เอกสารอางอิง 
M13F (-20) GTAAAACGACGGCCAGT Muyzer และคณะ 1993 

341F CCTACGGGAGGCAGCAG  Muyzer และคณะ 1993 
350F TACGGGAGGCAGCAG  Muyzer และคณะ 1993 
520R ACC GCGGCTGCTGGC Muyzer และคณะ 1993 
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ตารางที่ 3.2 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นบริเวณยีนที่ประมวลรหัส
หนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนส 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) * ขนาดคาดหวัง (bp) เอกสารอางอิง 
ndoBF 
ndoBR 

CACTCATGATAGCCTGATTCCTGCCCCCGGCG 
CCGTCCCACAACACACCCATGCCGCTGCCG 

642 Kurkela และ
คณะ 1988 

phnAcF 
phnAcR 

CCATTACGGTGATTTCGTGACC 
ACAAAATTCTCTGACGGCGC 

462 Laurie และ
คณะ 1999 

arhA1F 
arhA1R 

CGCCGACTGAAAATTTTGTT 
GTCGTCAGCTTCCCAGTAGC 

518 Klankeo และ
คณะ 2009 

bphA1F 
bphA1R 

TATTTGGGGGACTTCTGCTG 
TTGGGAGGATCGACGTATTC 

424 Klankeo และ
คณะ 2009 

GNF  
GNR 

GAG ATGCATACCACGTKGGTTGGA 
AGCTGTTGTTCGGGA AGAYWGTGCMGTT 

306 Cebron และ
คณะ 2008 

GPF  
GPR 

CGGCGCCGACAAYTTYGTNGG 
GGGGAACACGGTGCCRTGDATRAA 

292 Cebron และ
คณะ 2008 

NahAc1F 
NahAc3F 
NahAc2 

TTCATGGCGAYGAAGAACT 
GAAGCMGGHAATGCBAAA 
RGACMATGGCGTAGGTCCA 

950 (1F-2R) 
730 (3F-2R) 

Lafortune และ
คณะ 2008 

NMR331f 
NMR1134r 

TGCCCKTACCACGGYTGG 
CTCGGCGTCGTCCTGYTC 

803 Marcos และ
คณะ 2009 

adoF1 
adoB1 

GTGTTCCTGAACCAGTGCCGSCACCG 
TGGTACATGTCRCTGCARAACTGCTC 

394 Taylor และ
คณะ 2009 

หมายเหตุ * เปนโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
ตารางที่ 3.3 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นบริเวณยีนที่ประมวลรหัส
เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) * ขนาดคาดหวัง (bp) เอกสารอางอิง 
BphCS1F 
BphCS2R 

GTCACSGAACTCGGYTAY 
TCGCGGGTGTAGTATTCC 

840 Lafortune และ
คณะ 2008 

BP-f 
BP-r 

TCTAYCTVCGNATGGAYHDBTGGCA 
TGVTSNCGNBCRTTGCARTGCATGAA 

469 Sipila และ
คณะ 2006 

หมายเหตุ * เปนโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 3.1  แผนภาพแสดงข้ันตอนการดําเนินงานวิจัย 
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3.1  เก็บตัวอยางดิน  
เลือกเก็บตัวอยางดินจากแหลงดินอุดมสมบูรณในธรรมชาติโดยเก็บจากผิวดินลึกลงไป

ประมาณ 1.5 เซนติเมตร 10 เซนติเมตร ผ่ึงลมไวขามคืน แยกเศษหินออก แลวนํามารอนผาน
ตะแกรงขนาดรู 1.18 มิลลิเมตร (เบอร16) เก็บตัวอยางดินไวที่ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะทําการ
ทดลอง 

3.1.1 วิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดินและการปนเปอนของฟแนนทรีนและอะซี    
แนพธีน   

3.1.1.1  วิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 
นําตัวอยางดินสงตรวจที่กลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพดินและน้ํา กลุมวิจัย

เกษตรเคมี สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการเกษตร กรมวิชาการเกษตร โดยวิเคราะหคาความเปนกรด
ดาง (pH) สภาพการนําไฟฟา (Electrical Conductivity) สารอินทรีย (Organic Matter) ปริมาณ
ความชื้น (Moisture Content) ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุหรือไอออน (Cation 
Exchange Capacity) ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (Water Holding Capacity) อินทรียคารบอน 
(Organic carbon) ไนโตรเจน (Nitrogen) ฟอสฟอรัส (Phosphorus) โพแทสเซียม (Potassium) 
แคลเซียม (Calcium) แมกนีเซียม (Magnesium) และลักษณะเนื้อดิน (Texture) ตามวิธีที่แสดงไว
ในตารางที่ 3.4 

 
ตารางที่ 3.4  วิธีการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 

สมบัติของดิน วิธีการวิเคราะห 
ความเปนกรดดาง ดิน : น้ํา = 1 : 1 และวัดโดยอิเล็กโทรด 
สภาพการนําไฟฟา ดิน : นํา = 1 : 5 และวัดโดยอิเล็กโทรด 
สารอินทรีย Walkley-Black Method 
ปริมาณความชื้น Physical method 
ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจ ุ
หรือไอออน 

NH4
+ saturation and distillation 

ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (%) Comparison between wet weight and dried 
weight 

อินทรียคารบอน (%) Wet oxidation method 
ไนโตรเจน (%) % OM X 0.05 
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ตารางที่ 3.4  วิธีการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน (ตอ) 
สมบัติของดิน วิธีการวิเคราะห 

ฟอสฟอรัส Bray II 
โพแทสเซียม NH4

+ acetate 1 N pH 7.0 extraction 
แคลเซียม NH4

+ acetate 1 N pH 7.0 extraction 
แมกนีเซียม NH4

+ acetate 1 N pH 7.0 extraction 
ลักษณะเนื้อดิน Hydrometer method 

 
3.1.1.2  วิเคราะหปริมาณสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

ตรวจสอบการปนเปอนของฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนในตัวอยางดินโดยวิธีแกสโครมาโต 
กราฟ (Gas chromatography, GC) โดยใช n-hexane ในการสกัดดวยตัวทําละลายโดยเติม n-
hexane ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และ 15% TritonX-100 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ในตัวอยางดิน 2 
กรัม ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสารและนําไปเขยาบนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปแชเยือกแข็งที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เติม 
anhydrous Na2SO4 ที่ผานการอบขามคืนและทิ้งไวใหเย็นเพื่อกําจัดน้ําออกจากสวนของชั้น n-
hexane แลวนําสวนของ n-hexane กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 
ไมโครเมตร ตรวจสอบการปนเปอนสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนในตัวอยาง
ดินโดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ (Gas chromatography, GC) รุน 6890N (บริษัท Agilent 
Technologies, USA) คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร 
ภายในเคลือบดวยเฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร เคร่ืองตรวจวัด
ชนิด Flame Ionization Detector (FID)  

วิเคราะหภายใตสภาวะดังนี ้
 อุณหภูมิเร่ิมตน 80๐ซ 
 อุณหภูมิข้ันที่ 1 25๐ซ ตอนาท ี จนอุณหภูมิ 160๐ซ hold 3 นาที 
 อุณหภูมิข้ันที่ 2 3๐ซ ตอนาท ี จนอุณหภูมิ 220๐ซ hold 2 นาที 
 อุณหภูมิข้ันที่ 3 40๐ซ ตอนาท ี จนอุณหภูมิ 300๐ซ hold 7 นาที 

โดยใชฮีเลียมเปนแกสตัวพาไหลดวยอัตราเร็ว 1.7 มิลลิลิตรตอนาท ี
เปรียบเทียบความเขมขนกับกราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน  
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3.1.2  สรางระบบนิเวศจําลองดิน 
บรรจุดินจํานวน 6 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียวแบงเปนชุดควบคุมและชุดทดลอง นึ่งฆาเชื้อ

ชุดควบคุมที่ 121 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที 3 คร้ัง โดยระหวางการฆาเชื้อแตละคร้ัง ตั้งทิ้งไว 1 
วัน จึงฆาเชื้อคร้ังตอไป ชุดการทดลองมาเติมฟแนนทรีนหรือ/และอะซีแนพธีนในอะซิโตน 
(ภาคผนวก ข) ใหมีความเขมขนสุดทายในดินเปน 300 ppm ตั้งทิ้งไว 1 คืนใหอะซิโตนระเหย ปรับ
ความชื้นใหเปน 60% ของความจุสูงสุดในการอุมน้ําดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อ
ทุก 7 วัน เพื่อรักษาความชื้นโดยพิจารณาจากน้ําหนักที่หายไปเม่ือเทียบกับน้ําหนักเร่ิมตน เก็บ
ตัวอยางดินทุก 2 สัปดาห นาน 6–8 สัปดาห โดยเก็บตัวอยางดินชุดละ 3 ขวด ในแตละขวดชั่ง
ตัวอยางดินเพื่อนํามาวิเคราะหดังนี้  

ก. 2 กรัม สําหรับวิเคราะหปริมาณสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนที่
เหลือโดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.1.1.2 

ข. 4 กรัม สําหรับสกัดดีเอ็นเอเพื่อสรางหองสมุดดีเอ็นเอ ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1 
 

3.2  ติดตามการเปลี่ยนแปลงโครงสรางประชาคมจุลินทรียโดยวิธ ี Denaturing Gradient 
Gel Electrophoresis (DGGE) 

3.2.1  สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดิน 
วิธีสกัดดีเอ็นเอดัดแปลงมาจาก Zhou และคณะ (1996) โดยชั่งดิน 4 กรัม ใสในหลอดเซน

ติฟวจ 15 มิลลิลิตร เติม lysis buffer 7 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสาร 
เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
นําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมินําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ทําการ
เยือกแข็ง-ละลาย (freeze-thaw) 3 คร้ัง โดยเยือกแข็งที่ -80 องศาเซลเซียส นาน 5-10 นาที และ
ละลายที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 3-5 นาที เติม 20% SDS (ภาคผนวก ข) 1.5 มิลลิลิตร นําไปบม
ที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 120 นาที โดยผสมใหเขากันทุก 20 นาที นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว
รอบ 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เก็บสวนน้ําใสลงในหลอดเซนติฟวจ 15 มิลลิลิตร สกัดดวย
คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) (ภาคผนวก ข)  เทากับปริมาตรของสวนน้ําใส ผสมให
เขากันอยางชาๆ นาน 2-3 นาที ปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 7,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เก็บ
สวนน้ําใสซึ่งมีดีเอ็นเอลงในหลอดเซนติฟวจ 30 มิลลิลิตร เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.6 เทา
ของปริมาตรสวนน้ําใส ผสมใหเขากันอยางชาๆ นาน 1 ชั่วโมง ปนเหว่ียงที่อุณหภูมิหองดวย
ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที เทสวนน้ําใสทิ้งลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% 
เอธานอล (ภาคผนวก ข) ระเหยเอธานอลออกจากตะกอนดีเอ็นเอใหแหงละลายตะกอนดีเอ็นเอใน 
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บัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) 150 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
(Harnpichanchai และคณะ, 2007)  

3.2.1.1 แยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาแยกดวยวีธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกาโรส     

เจลเขมขน 0.9% (ภาคผนวก ข) ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา (ภาคผนวก ข) เทลง
ในแมพิมพที่มีหวีเสียบอยู เม่ืออะกาโรสแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร
ใหทวมอะกาโรสเจล ผสมผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซกับสีติดตามจากนั้นหยอดลงในชองว่ิงโดยชอง
ว่ิงที่ 1 จะหยอดดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII (ภาคผนวก ข) ที่ผสมกับสีติดตามแลว
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส ใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีติดตาม
เคล่ือนที่ไดในระยะทางที่เหมาะสม ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด เปนเวลา 5 
นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต 

3.2.1.2  กําจัดกรดฮิวมิกโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
กําจัดกรดฮิวมิกดวยวิธี DNA troughing method ตามวิธีของ Harnpichanchai และ

คณะ (2007) เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 0.9% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทาซึ่งมี
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 1-5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมอยูในเจลเทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบ
อยูระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยอะกาโรสแข็งตัวประมาณ 20 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลง
ในแชมเบอรเทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทาใหพอดีกับขอบอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดี
เอ็นเอกับสีติดตามหยอดลงในชองว่ิง โดยชองว่ิงแรกหยอดดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda 
HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตาง
ศักย 100 โวลต นาน 45 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยการสองดวยแสงอัลตราไวโอเลต จากนั้นตัด
ชองบริเวณใตแถบดีเอ็นเอแลวเติม 30% PEG8000 (ภาคผนวก ข) ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 
1 เทา  จากนั้นนําไปทําอีเลคโทรโฟเรซิสนาน 30 นาที จนกระทั่งดีเอ็นเอตกลงมาในชองที่ตัดและ
เก็บดีเอ็นเอที่อยูในชองโดยทํา 2 คร้ัง จากนั้นนําดีเอ็นเอแตละคร้ังที่เก็บมาตกตะกอนดีเอ็นเอดวย
เอทานอลปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส เติมไกลโคเจน 1 ไมโครลิตร และเติม 3 โมลาร 
โซเดียมอะซิเตท 1 สวนใน 10 สวนของทั้งหมด จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยน้ํากล่ันที่
ผานการฆาเชื้อหรือ บัฟเฟอร TE แลวเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส  

3.2.1.3 วิเคราะหความบริสุทธิ์และปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 
3.2.1.3.1 นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณดวยเคร่ือง spectrophotometer ดวยคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) สําหรับดีเอ็นเอ 
และโปรตีนตามลําดับ (Ray และคณะ., 2006) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมี
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คานี้นอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอน
สูงและคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 
3.2.1.3.2 วิเคราะหความบริสุทธิ์ดีเอ็นเอโดยเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S 

rDNA ของแบคทีเรียดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
โดยใชไพรเมอร 341F และ 520R (ตารางที่ 3.1) (Muyzer และคณะ, 1993) เพิ่มจํานวนดี

เอ็นเอบริเวณ V-3 region ซึ่งผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมีความยาวประมาณ 200 bp 
ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 
ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1× Taq DNA 
polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 20 พิโคโมลตอไมโครลิตร (ของ
แตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธ ี3.2.1.2 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo 
Cycle) โดยใหมีสภาวะดังนี้ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
  2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 
เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.2.2 ติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมจุลินทรียโดยวิธ ีDenaturing Gradient 
Gel Electrophoresis (DGGE) 

3.2.2.1  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 2.1.3.2 มาเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S 
rDNA ของแบคทีเรียโดยใชไพรเมอร 341F (5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซึ่งมี GC clamp  
(5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG-3’) เชื่อมตอบริเวณ 
5’ และ 520R (5'- ACCGCGGCTGCTGGC -3') (Muyzer และคณะ, 1993) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ
บริเวณ V-3 region ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 200 bp โดยที่ความเขมขนสุดทาย
ของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลาย
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แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิ
โมลาร 1× Taq DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 20         
พิโคโมลตอไมโครลิตร (ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธี 3.2.1.3.2 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 
ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) โดยใหมีสภาวะดังนี้ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
  2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 
เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.2.2.2 วิเคราะหผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส โดยวิธ ั Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis (DGGE)  

โดยใชอุปกรณของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) ในการวิเคราะห 
DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 30–
70% (ภาคผนวก ข) (100% denaturant ประกอบดวย 7 M urea และ 40% formamide) ซึ่งทํา
เกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใชระบบจายเกรเดียนทตามวิธีที่ระบุในคูมือ เม่ือทํา  
เกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว เสียบหวีลงไประหวาง
กระจกแซนวิชระวังอยาใหมีฟองอากาศปลอยใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัวนําชุดเจลแซนวิชใสลงใน
แชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนอุณหภูมิ
ประมาณ 60 องศาเซลเซียส ผสมผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสกับสีติดตามหยอดลงใน
ชองว่ิง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักย 130 โวลต ที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 5 
ชั่วโมง ยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร นาน 20 นาที นําไปดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 
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3.2.3  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอเดน 
3.2.3.1  เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอและทําใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน 
ตัดชิ้นเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดนใสลงในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

แชดีเอ็นเอไวที่ 4๐ซ ประมาณ 2-3 วัน เพื่อใหดีเอ็นเอละลายออกมาในน้ําใหมากที่สุด เพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยที่ชนิดและความเขมขนสุดทายของสารแตละ
ชนิดในปฏิกิริยาเหมือนกับที่ใชในการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอสําหรับทํา DGGE แตฟอรเวิรด
ไพรเมอรที่ใชไมตองเชื่อมตอดวย GC clamp บริเวณ 5' หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Perkin Elmer, USA) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 

เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ตั้งโปรแกรมดังนี้  
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

  2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุใน
คูมือ โดยเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 5 เทาของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ผสมใหเขากันแลวดูด
ลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาทีที่
อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปน
เหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนปน
เหว่ียงซ้ําอีกคร้ังเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม 
เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรองตั้ง
ทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะได
ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ที่บริสุทธิ์ เก็บไวที่ –20๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

3.2.3.2  โคลนชิ้นผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
3.2.3.2.1  ไลเกทชิ้นผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากขอ 3.2.3.1 เขากับ พลาส

มิดเวกเตอร pGEM-T Easy ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยทํา
สวนผสมปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
2x ไลเกชันบัฟเฟอร    5 ไมโครลิตร 
พลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy (50 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร 
ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  3 ไมโครลิตร(ประมาณ 150 นาโนกรัม) 
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T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)  1 ไมโครลิตร 
ทําไลเกชันที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง 

3.2.3.2.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 และ
คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นยีนที่ตองการอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 

3.2.3.2.2.1  เตรียมคอมพีเทนตเซลลโดยวิธี Calcium chloride (Sambrook และ Russell, 
2001) ลงเชื้อ E. coli สายพันธุ JM109 บนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง b (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง เข่ียโคโลนีเดี่ยวของ E. coli สายพันธุ JM109 ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว b ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง 
จนกระทั่ง OD600 มีคาเทากับ 0.3-0.5 เพื่อใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไป
ยังอาหารเล้ียงเชื้อเหลว b ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน arm flask นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง OD600 มีคาเทากับ 0.5 เม่ือเซลลเจริญจนถึงคา OD600 ที่ตองการ ถาย
เชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อแชในน้ําแข็งนาน 5 นาที นําไปปนเหว่ียงเพื่อตกตะกอนเซลล
ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วในการปนเหว่ียง 
3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที (ตั้งแตข้ันตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตลอด) เท
อาหารเล้ียงเชื้อทิ้ง เติมสารละลาย TfbI (ภาคผนวก ข) ที่เย็นปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในตะกอน
เซลล กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย TfbI (หามใชเคร่ืองปนผสม) แชหลอดเซนตริฟวจที่มี
ตะกอนเซลลและสารละลาย TfbI ในอางน้ําแข็งนาน 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4  องศา
เซลเซียส ความเร็วในการปนเหว่ียง 3,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง จากนั้นเติม
สารละลาย TfbII (ภาคผนวก ข) ที่เย็นปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลอีกคร้ัง กระจาย
ตะกอนใหเขากับสารละลาย TfbII แชในน้ําแข็งนาน 15 นาที หรือมากกวานั้น แบงใสหลอดไมโคร
ฟวจปลอดเชื้อที่เย็น ปริมาตรหลอดละ 100 ไมโครลิตร เก็บคอมพีเทนตเซลลไวที่อุณหภูมิ -80  

องศาเซลเซียส 
3.2.3.2.2.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 

ดวยวิธี heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยนําคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ที่
เก็บไวที่อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส มาแชในอางน้ําแข็งเพื่อใหละลายชาๆ ใสรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดที่ไลเกทไวปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวบมในอางน้ําแข็งนาน 20 นาที heat shock ที่อุณหภูมิ 42  องศา
เซลเซียส นาน 45-50 วินาที เม่ือครบเวลาใหแชลงในน้ําแข็งทันทีนาน 2 นาที แลวจึงเติมอาหาร
เหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร ลงในหลอดบรรจุเชื้อและนําไปบมที่อุณหภูมิ 
37  องศาเซลเซียส อยางนอย 1 ชั่วโมง  
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3.2.3.2.2.3  คัดเลือกทรานสฟอรแมนท (transformant) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
ตองการดวยวิธี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) นําสารละลายแขวนลอย
ของ  E coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดแลวปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกล่ียลง
บนอาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งผานการเกล่ียดวย X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
galactoside) เขมขน 2% (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG 
(Isopropyl thio-β-D-galactoside) เขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 ไม
โครโมลาร หลังจากเกล่ียเชื้อนําไปบมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส นาน 16–24 ชั่วโมง 

3.2.3.2.3 สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy  
ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตาม

วิธีที่ระบุในคูมือ โดยเล้ียง E. coli JM109 ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ในอาหาร
เล้ียงเชื้อ LB ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที นาน 16-18 ชั่วโมง ปนเก็บเซลลในหลอดไมโคร
ฟวจดวยเคร่ืองปนเหว่ียงที่อุณหภูมิหองดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที แขวนลอย
เซลลดวยบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเร่ิมหนืดและใสข้ึนภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที 
เติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดตะกอนขาว นําไป
ปนเหว่ียงเพื่อใหตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง แยกสวน
น้ําใสลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 
นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน 
นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติม
บัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนปนเหว่ียงซ้ําอีกคร้ังเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่
เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือ
บัฟเฟอร EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ลงตรงแผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหว่ียงดวย
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้ํา
ใส เก็บสารละลาย พลาสมิดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

3.2.3.2.4  ตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
เพื่อตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI BsuRI และ HinfI ตามลําดับโดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
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 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy 1 ไมโครลิตร 
10x บัฟเฟอร    1 ไมโครลิตร 

 เอนไซมตัดจําเพาะ    1 ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ   7 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2-4 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําสวนผสมของ
ปฏิกิริยาที่ไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเร
ซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของ
ผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุใน
ขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.2.3.2.5  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
ละลายรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอ

ไทดของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy โดยสงวิเคราะหที่ First 
BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย ผานทางบริษัท Ward Medic Ltd., Part โดย
บริษัทนี้ใชระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 DNA Sequencing และเคร่ือง ABI® PRISM 
DNA Sequencers ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชไพร
เมอร M13F (-20) (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’) ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีไทดของพลาส 
มิดเวกเตอร  เม่ือไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากนั้นนําไปเชื่อมลําดับ      
นิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software version 2.05 (Hitachi Sortware 
Engineering Co.Ltd) และ Bioedit versions 7.0.4.1  และจําแนกชนิดของจุลินทรียโดย
เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ข อ มู ล ที่ มี ใ น ฐ า น ข อ มู ล  GenBank โ ด ย ใ ช โ ป ร แ ก ร ม  BLASTn 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

3.2.3.2.6  สรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
นําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ที่ผานการวิเคราะหแลว และลําดับนิวคลีโอไทดของ 

16S rDNA ของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว ทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด (multiple 
alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X จากนั้นนําขอมูลที่ผานการปรับแนว มาคํานวณ distance 
matrix สราง phylogenetic tree ดวยการวิเคราะหแบบ Neighbor-joining และ Bootstrap ดวย
โปรแกรม PHYLIP software package version 3.572c ซึ่งประกอบไปดวย DNADIST.EXE 
NEIGHBOR.EXE และ SEQBOOT.EXE ตามลําดับ phylogenetic tree ที่ถูกสรางข้ึนนําเสนอ
โดยใชโปรแกรม TREEVIEW (Felsenstein, 1985) 
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3.3  ตรวจสอบยีนไดออกซิจีเนสเบื้องตนจากดีเอ็นเอท่ีสกัดจากระบบนิเวศจําลองดิน
และสรางหองสมุดยีนจากผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

3.3.1  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.2.1.2  ตรวจสอบเบื้องตนเพื่อหายีนไดออกซิจีเนส
และยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูโอลิโกนิวคลีโอไทด
ไพรเมอรที่มียีนเปาหมายประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของแบคทีเรีย
กลุมตางๆ ที่สามารถยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนได  ลําดับนิวคลี
โอไทดของไพรเมอรและขนาดคาดหวังของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ดังแสดงในตารางที่ 3.2 
และ 3.3 โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาดังนี ้
 ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด 
(MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1× Taq 
DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 25 พิโคโมลตอไมโครลิตร 
(ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธีในขอ 2.1.3.2 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับ
ปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากัน  จากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo 
Cycle) โดยใหมีสภาวะที่เหมาะสมกับไพรเมอรดังนี้ 
 
ไพรเมอร ndoBF และ ndoBR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 62°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร phnAcF และ phnAcR ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 57.5°ซ เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 
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ไพรเมอร arhA1F และ arhA1R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร bphA1F และ bph1R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

ไพรเมอร GNF และ GNR ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 57°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร GPF และ GPR ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 54°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 
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ไพรเมอร NahAc1F, NahAc3F และ NahAc2R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 53°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร NMR331f และ NMR1134r ใชสภาวะ  
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 53°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 40 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 นาที 

ไพรเมอร adoF1 และ adoB1 ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 56°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร BphCS1F และ  BphCS2R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 56°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร BP-f และ  BP-r ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
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3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 
เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.3.2  สรางหองสมุดยีนจากผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
เพื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
3.3.2.1  ทําบริสุทธิ์ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อการโคลน 
ทําบริสุทธิ์ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากขอ 3.1 ดวย QIAquick PCR 

purification kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 5 เทา
ของผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสผสมใหเขากันดูดลงใน QIAprep spin column ปน
เหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหองเทสวนน้ําใสทิ้งเติมบัฟเฟอร 
PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตรลงในคอลัมนนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 
1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งปนเหว่ียงอีกคร้ังเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน 
จากนั้นยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 
ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ลงบนแผนกรองตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 
รอบตอนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะไดผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่บริสุทธิ์เก็บไว
ที่ –20 องศาเซลเซียส 

3.3.2.2  โคลนชิ้นผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
3.3.2.2.1  ไลเกทชิ้นผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากขอ 3.3.2.1 เขากับ พลาส

มิดเวกเตอร pGEM-T Easy ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยทํา
สวนผสมปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
2x ไลเกชันบัฟเฟอร    5 ไมโครลิตร 
พลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy (50 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร 
ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  3 ไมโครลิตร(ประมาณ 150 นาโนกรัม) 
T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)  1 ไมโครลิตร 
ทําไลเกชันที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง 
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3.3.2.2.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ตาม
วิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.2.2 และคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นยีนที่ตองการอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอ
สอดแทรก ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.2.3  สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy  ตามวิธีที่
ระบุในขอ 3.2.3.2.2.4 

3.3.2.2.3  ตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
เพื่อตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI BsuRI และ HinfI ตามลําดับโดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy 1 ไมโครลิตร 

10x บัฟเฟอร    1 ไมโครลิตร 
 เอนไซมตัดจําเพาะ    1 ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ   7 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2-4 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําสวนผสมของ
ปฏิกิริยาที่ไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเร
ซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของ
ผลิตภัณฑ PCR โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุใน
ขอ 3.2.1.1 ตอไป 

3.3.2.2.4  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด9ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.5  จากนั้นวิเคราะหหาลําดับ    

นิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนและกรดอะมิโนของเอนไซมที่ยอยสลายพอ
ลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนกับฐานขอมูล โดยใชดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software 
version 2.05 (Hitachi Sortware Engineering Co.Ltd) และ Bioedit versions 7.0.4.1   

3.3.2.2.5  สรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
สรางตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของผลิตภัณฑยีนที่ไดกับโปรตีนที่เกี่ยวของ 

(phylogenetic tree) ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.6  
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3.4.  สรางหองสมุดดีเอ็นเอ 
3.4.1  ตัดดีเอ็นเอแบบไมสมบูรณ (partial digest) ดวยเอนไซม Sau3AI  
ตัดดีเอ็นเอแบบไมสมบูรณจากดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 3.2.1.2 ดวยเอนไซม Sau3AI ตอมา

นําดีเอ็นเอที่ตัดแบบไมสมบูรณมาแยกตามขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) ดวยวิธี DNA 
troughing method ตามวิธีของ Harnpichanchai และคณะ (2007) เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 
0.9% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ซึ่งมีเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 1-1.5 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ผสมอยูในเจล เทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยูระวังอยาใหมีฟองอากาศปลอยอะ
กาโรสแข็งตัวประมาณ 20 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอรเทบัฟเฟอร TAE ความ
เขมขน 1 เทา ใหพอดีกับขอบอะกาโรสเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตามหยอดลงในชองว่ิง 
โดยชองว่ิงแรกหยอดดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 
ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 45 นาที ตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอดวยการสองดวยแสงอัลตราไวโอเลต จากนั้นตัดชองบริเวณใตแถบดีเอ็นเอแลวเติม 30% 
PEG8000 ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา  จากนั้นนําไปทําอีเลคโทรโฟเรซิสจนกระทั่งดีเอ็น
เอตกลงมาในชองที่ตัด  เก็บดีเอ็นเอที่อยูในชอง 4 คร้ัง จะไดดีเอ็นเอที่มีขนาดในชวงตางๆ กัน 
ตามเวลาดังนี้ 15 30 45 60 นาที ในระหวางการแยกขนาดนั้นควรเปล่ียนบัฟเฟอร TAE ความ
เขมขน 1 เทา เนื่องจากบัฟเฟอรเกาจะมีความรอนสูงอาจทําใหเจลหลอมละลายได จากนั้นนําดี
เอ็นเอแตละคร้ังที่เก็บมาตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล เติมไกลโคเจน 1 ไมโครลิตร และเติม 3 
โมลาร โซเดียมอะซิเตท 1 สวนใน 10 สวนของทั้งหมด จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยน้ํา
กล่ันที่ผานการฆาเชื้อแลว และวิเคราะหดวยเคร่ือง gel documentation และเปรียบเทียบชิ้นดีเอ็น
เอที่ไดจากการสังเคราะหกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb marker ขนาดดีเอ็นเอที่จะนําไปใชตอ
ควรมีขนาด 5-10 กิโลเบส  

3.4.2 โคลนรีคอมบิแนนทพลาสมิด (recombinant DNA)  
โคลนดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซม Sau3AI ที่มีขนาด 5-10 กิโลเบส ลงในพลาสมิดเวกเตอร 

pZErO-2 (Invitrogen, USA) ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที ที่กําจัดโปรตีนดวย Wizard DNA clean up Kit เชื่อมชิ้นสวนดีเอ็นเอเปาหมายเขา
กับพลาสมิดเวกเตอร ดวย T4 DNA Ligase บมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
แลวถายทอดรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเชื้อ E. coli สายพันธุ TOP10 ดวยวิธี heat shock ตาม
วิธีที่ระบุในขอ 2.3.2.2.2 จากนั้นแบงสารละลายไปเกล่ียบนอาหารเล้ียงเชื้อชนิดแข็ง LB ที่มีสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซิน (kanamycin, Km) ความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ
สารละลาย isopropyl--D-thiogalactoside (IPTG) ที่มีความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง  
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3.4.2.1  ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
เปนการตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยสกัดรีคอม

บิแนนทพลาสมิดที่ไดจากขอ 3.4.2 ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.3.2.2.4 จากนั้นตัดรีคอมบิแนนท  
พลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.3.2.2.3  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่
เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรส
เจลเขมขน 1% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็น
เอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.1.1 ตอไป 
 3.4.3 คัดกรองยีนไดออกซิจีเนสหรือเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสจากหองสมุดดีเอ็นเอ 

3.4.3.1 การยอยแคทีคอลเปนผลิตภัณฑสีเหลืองเขม (2-ไฮดรอกซีมิวโคเนท เซมิแอลดี
ไฮด) เพื่อคัดกรองโคลนที่มียีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส เข่ียเซลลรีคอมบิแนนทที่มียีน
สอดแทรกลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ LB ชนิดแข็ง ที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยซิน และ IPTG นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมงตรวจสอบเอนไซมแอคติวิตีของแบคทีเรียดวยวิธี 
ENZhance Overlay (BIOTECH Thailand) ตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต โดยเลือกโคลนที่สามารถ
ผลิตเอนไซมเรงปฏิกิริยาการยอยแคทีคอลเปนผลิตภัณฑสีเหลืองเขม (2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทเซมิ
แอลดีไฮด) 

3.4.3.2 การเปล่ียนอินโดลเปนอินดิโกเพื่อคัดกรองโคลนที่มียีนไดออกซิจีเนส เข่ียเซลลรี
คอมบิแนนทที่มียีนสอดแทรกลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ LB ชนิดแข็ง ที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยซิน 
และ IPTG นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง แลววางอินโดลบนฝาจาน
เล้ียงเชื้อบมตอที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง คัดเลือกโคลนที่มีสวนของยีนที่
สามารถผลิตออกซิจีเนสโดยเลือกโคลนที่สามารถผลิตเอนไซมเรงปฏิกิริยาการเปล่ียนอินโดลเปน
อินดิโกที่ใหสีอินดิโก (Ensley และคณะ, 1983) 

3.4.4  สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลนที่ใหผลบวก 
นําโคลนที่ใหผลบวกจากขอ 3.4.3 มาสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดตามวิธีที่ระบุในขอ 

3.2.3.2.2.4  จากนั้นตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดตามวิธีที่
ระบุในขอ 3.4.2.1  เพื่อสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.3.2.2.4   และสราง
แผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธุทางวิวัฒนาการ ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.3.2.2.5 
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บทท่ี  4 
 

ผลการทดลอง 

 
4.1  การวิเคราะหสมบัติของตัวอยางดิน 

ดินที่ใชในการทดลองนี้เปนดินจากแหลงดินอุดมสมบูรณในธรรมชาติจากจังหวัดพิษณุโลก 
ลักษณะเนื้อดินหลังจากแยกเศษหินออกและรอนผานตะแกรงขนาดรู 1.18 มม.พบวาเนื้อดินมีสี
น้ําตาลเขม ดังแสดงในรูปที่ 4.1 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

         รูปที่ 4.1 ลักษณะเนื้อดินที่ใชในการทดลอง 
 

ผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน ซึ่งสงตรวจที่กลุมงานพัฒนาระบบ
ตรวจสอบคุณภาพดินและน้ํา กลุมวิจัยเกษตรเคมี สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการเกษตร กรมวิชาการ
เกษตร ตามวิธีที่แสดงไวในตารางที่ 3.4  พบวาดินมีลักษณะเปนดินรวนปนทราย (loamy sand) 
ประกอบดวย ดินเหนียว 21.60% ดินรวน 30.40% และ ทราย 48% คาความเปนกรด-ดาง ของดิน
มีคา 6.8 ซึ่งเปนกรดเล็กนอย  ปริมาณความจุสูงสุดในการอุมน้ําสูง 44.79% ปริมาณความชื้นสูง 
5.26 %  ปริมาณปริมาณอินทรียคารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส อยูในเกณฑมีความอุดม
สมบูรณเนื่องจากมีอัตราสวนระหวาง คารบอน : ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัส (C:N:P) ใกลเคียง 100 : 
8 : 2 นอกจากนี้ไดแสดงรายละเอียดไวในตารางที่ 4.1 
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ตารางที่ 4.1 ผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 
พารามิเตอร 

 
ผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกส

และเคมีของดิน 

ตัวอยางดิน 
ดินจากแหลงดินอุดมสมบูรณใน
ธรรมชาติจากจังหวัดพิษณุโลก 

ความเปนกรดดาง 6.8 
สภาพการนําไฟฟา (dS/m) 0.031 
สารอินทรีย (%) 2.22 
ปริมาณความชื้น (%) 5.26 
ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุ
หรือไอออน (Cmol kg-1) 10.5 

ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (%) 44.79 
อินทรียคารบอน (%) 1.288 
ไนโตรเจน (%) 0.111 
ฟอสฟอรัส (ppm) 171 
โพแทสเซียม (ppm) 284 
แคลเซียม (ppm) 1714 
แมกนีเซียม (ppm) 212 
ลักษณะเนื้อดิน ดินรวนปนทราย 

 
นอกจากนี้ผลการวิเคราะหการปนเปอนฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนในดินตัวอยางซึ่ง

วิเคราะหโดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ (Gas chromatiography, GC)  พบวาตัวอยางดินไมมีการ
ปนเปอน PAHs ดังกลาวมากอน   
 
4.2  ประสิทธิภาพการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนในระบบนิเวศจําลองดิน 

การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนในดินโดยแบคทีเรียที่มี
อยูดั้งเดิมในดิน ทําโดยสรางระบบนิเวศจําลองดิน 3 ชุด คือ ระบบนิเวศจําลองดิน PHE ระบบ
นิเวศจําลองดิน ACE และระบบนิเวศจําลองดิน AP ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.1.2 ดังแสดงในรูป 4.2 
โดยที่ระบบนิเวศจําลองดิน PHE คือระบบนิเวศจําลองที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน  ระบบ
นิเวศจําลองดิน ACE คือระบบนิเวศจําลองที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและระบบนิเวศ
จําลองดิน AP คือระบบนิเวศจําลองที่เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน และสราง
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ระบบนิเวศจําลองดินชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที 3 คร้ังเพื่อ
เปนการเปรียบเทียบในทุกการทดลองดวย  

 
 

 
 
รูปที่ 4.2 ลักษณะระบบนิเวศจําลองดิน 

 
เก็บตัวอยางดินทุก 2 สัปดาห นาน 6 สัปดาห เพื่อวิเคราะหปริมาณสารประกอบพอลิไซ

คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนที่เหลือในระบบนิเวศจําลองดินและตรวจสอบการปรากฏของยีนได
ออกซิจีเนสเบื้องตนจากดีเอ็นเอที่สกัดจากระบบนิเวศจําลองดินและติดตามการเปล่ียนแปลง
โครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี PCR-DGGE 

 
ผลการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนจากระบบนิเวศจําลองดิน PHE ที่เติมฟแนนทรีนเปน

แหลงคารบอน หลังจากการทดลองเปนเวลา 6 สัปดาห พบวาปริมาณฟแนนทรีนในชุดทดลอง
ลดลง  เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีความเขมขนเร่ิมตน 300 ppm ซึ่งคิดเปน 100 % โดยเร่ิม
ลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 2 และลดลงเกือบหมดในสัปดาหที่ 4 และหมดไปในสัปดาหที่ 6  โดยใน
สัปดาหที่ 2 มีปริมาณฟแนนทรีนเหลืออยู  25.83% ของความเขมขนเร่ิมตน ในสัปดาหที่ 4 มี
ปริมาณฟแนนทรีนเหลืออยูเพียง 3.4% ของความเขมขนเร่ิมตน และในสัปดาหที่ 6 ปริมาณฟแนน 
ทรีนลดลงจนหมด เม่ือเทียบกับความเขมขนเร่ิมตนของฟแนนทรีน ในขณะที่ปริมาณฟแนนทรีนใน
ชุดควบคุมไมลดลงตลอดการทดลอง  ดังแสดงในรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นวาการลดลงของฟแนน 
ทรีนในชุดทดลองเกิดจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียในดิน 
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รูปที่ 4.3 การยอยสลายฟแนนทรีน 300 ppm ในระบบนิเวศจําลองดิน PHE ขนาด 6 กรัม ที่เติม
ฟแนนทรีน เปนเวลา 6 สัปดาห 

 
ผลการวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธีนจากระบบนิเวศจําลองดิน ACE ที่เติมอะซีแนพธีน

เปนแหลงคารบอนหลังจากการทดลองเปนเวลา 6 สัปดาห พบวาปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลอง
ลดลง  เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีความเขมขนเร่ิมตน 300 ppm ซึ่งคิดเปน 100 % โดยเร่ิม
ลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 2 ลดลงอยางรวดเร็วสัปดาหที่ 4 และลดลงจนเกือบหมดในสัปดาหที่ 6 โดย
สัปดาหที่ 2 มีปริมาณอะซีแนพธีนเหลืออยู 68.17% ของความเขมขนเร่ิมตน  และสัปดาหที่ 6 มี
ปริมาณอะซีแนพธีนเหลือเพียง 15.95% ของความเขมขนเร่ิมตน  ในขณะที่ปริมาณอะซีแนพธีนใน
ชุดควบคุมมีการลดลงเชนกันแตเม่ือเปรียบเทียบกับการลดลงในชุดทดลองเห็นไดวาในชุดทดลอง
มีการลดลงจนเกือบหมด  ดังแสดงในรูปที่ 4.4 แสดงใหเห็นวาการลดลงของอะซีแนพธีนในชุด
ทดลองเกิดจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียในดิน 

 
รูปที่ 4.4 การยอยสลายอะซีแนพธีน 300 ppm ในระบบนิเวศจําลองดิน ACE ขนาด 6 กรัม ที่
เติมอะซีแนพธีนเปนเวลา 6 สัปดาห 
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ผลการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนจากระบบนิเวศจําลองดิน AP ที่เติม
ฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน  จากการทดลองเปนเวลา 6 สัปดาห พบวาปริมาณ
ฟแนนทรีนในชุดทดลองลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีความเขมขนเร่ิมตน 300 ppm ซึ่ง
คิดเปน 100 % เร่ิมลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 2 ลดลงเกือบหมดในสัปดาหที่ 4 และลดลงจนหมดใน
สัปดาหที่ 6 โดยสัปดาหที่ 2 มีปริมาณฟแนนทรีนเหลืออยู 81.64% ของความเขมขนเร่ิมตน ใน
สัปดาหที่ 4 มีปริมาณฟแนนทรีนเหลือเพียง 0.41% ของความเขมขนเร่ิมตน  ในขณะที่ปริมาณ
ฟแนนทรีนในชุดควบคุมไมลดลงตลอดการทดลอง  ดังแสดงในรูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาการลดลง
ของฟแนนทรีนในชุดทดลองเกิดจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียในดิน 

สวนปริมาณอะซีแนพธีนลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีความเขมขนเร่ิมตน 300 
ppm โดยคิดเปน 100 % โดยเร่ิมลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 2 ลดลงอยางรวดเร็วในสัปดาหที่ 4 และ
ลดลงจนเกือบหมดในสัปดาหที่ 6 โดยสัปดาหที่ 2 มีปริมาณอะซีแนพธีนเหลืออยู 63.06% ของ
ความเขมขนเร่ิมตน  และสัปดาหที่ 6 มีปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลือเพียง 24.52% ของความเขมขน
เร่ิมตน ในขณะที่ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมลดลงเพียงเล็กนอยเม่ือเทียบกับชุดทดลอง  ดัง
แสดงในรูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาการลดลงของอะซีแนพธีนในชุดทดลองเกิดจากการยอยสลาย
โดยแบคทีเรียในดิน 

  
 

 
รูปที่ 4.5 การยอยสลายฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนชนิดละ 300 ppm ในระบบนิเวศจําลองดิน AP 
ขนาด 6 กรัม ที่เติมฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนเปนเวลา 6 สัปดาห 
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4.3  การเปลี่ยนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดิน  
จากผลการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนในดินขางตน

พบวาแบคทีเรียที่มีอยูในดินมีประสิทธิภาพการยอยสลาย PAHs ทั้งสองชนิด การทดลองนี้จึง
ตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดินดังกลาว เพื่อ
วิเคราะหกลุมประชากรแบคทีเรียที่มีบทบาทในการยอยสลาย PAHs ในดิน 

ซึ่งการศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียทําโดยวิธี PCR-DGGE โดยมี
เปาหมายที่บริเวณ 16S rDNA โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากระบบนิเวศจําลองดินเปนแมแบบในการ
เพิ่มจํานวน ทั้งนี้สกัดดีเอ็นเอจากระบบนิเวศจําลองดิน PHE  ในสัปดาหที่ 0 2 4 ดินในระบบนิเวศ
จําลองดิน ACE ในสัปดาหที่ 0 2 4 และดินจากระบบนิเวศจําลองดิน AP ในสัปดาหที่ 0 2 4 และ 
6 และนํามาเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใชไพรเมอร 341F  ซึ่ง
มี GC clamp  และ 520R (Muyzer และคณะ, 1993) โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region 
ซึ่งจะไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่มีความยาวประมาณ 200 bp 

หลังจากนั้นวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดิน PHE ใน
สัปดาหที่ 0 2 4 จากระบบนิเวศจําลองดิน ACE ในสัปดาหที่ 0 2 4 จากระบบนิเวศจําลองดิน AP 
ในสัปดาหที่ 0 2 4 และ 6 ดวยเทคนิค DGGE โดยใชเกรเดียนทของความเขมขน denaturant 
30% – 70%  เม่ือมีการเติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนแบคทีเรียดั้งเดิมใน
ดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลาย PAHs ซึ่งสอดคลองกับการเปล่ียนแปลง
โครงสรางประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดินทั้งหมดอยางเห็นไดชัดเม่ือเปรียบเทียบกับ
แบคทีเรียดั้งเดิม  การเปรียบเทียบโครงสรางประชาคมแบคทีเรียที่เกิดข้ึนจากระบบนิเวศจําลองดิน 
AP กับโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดิน ACE จะเห็นไดวาโครงสราง
ประชาคมแบคทีเรียใน AP2 มีความคลายคลึงกับ ACE2 และ AP4 มีความคลายคลึงกับ ACE4 
โดยพบแถบดีเอ็นเอเดนที่เกิดข้ึนตรงกันหลายแถบดีเอ็นเอ  เร่ิมจากแถบดีเอ็นเอเดน  D1 (สีฟา) ใน
ระบบนิเวศจําลองดิน  AP0 AP2 AP4 และ ACE4  แถบดีเอ็นเอเดน  D5 (สีชมพู)  ในระบบนิเวศ
จําลองดิน AP0 AP2 AP4 และ ACE2  แถบดีเอ็นเอเดน  D6 (สีน้ําเงิน)  ในระบบนิเวศจําลองดิน 
AP0 AP2 AP4 AP6 ACE2 และ ACE4 แถบดีเอ็นเอเดน  D7 (สีเขียวออน) ในระบบนิเวศจําลอง
ดินแถบดีเอ็นเอเดน AP0 AP2 และ AP4 แถบดีเอ็นเอเดน  D9 (สีเหลือง) ในระบบนิเวศจําลองดิน 
AP4 AP6 และ ACE4 และแถบดีเอ็นเอเดน  D11 (สีเขียวเขม) ในระบบนิเวศจําลองดิน AP4 
ACE2 และ ACE4 ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่พบนี้มาจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอน  และเม่ือเปรียบเทียบโครงสรางประชาคมแบคทีเรียที่เกิดข้ึนจากระบบนิเวศจําลองดิน 
AP กับโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดิน PHE  พบวามีความคลายคลึงกัน
โดยพบแถบดีเอ็นเอเดนที่เกิดข้ึนตรงกันคือแถบดีเอ็นเอเดน  D2 (สีมวง) ในระบบนิเวศจําลองดิน 
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AP6 และ PHE4 ซึ่งเปนแถบดีเอ็นเอเดนที่พบระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลง
คารบอน  นอกจากนี้ยังพบแถบเอ็นเอเดนที่พบในทุกระบบนิเวศจําลองดินคือ  D5 (สีชมพู) D3 (สี
สม) D4 (สีดํา) D6 (สีน้ําเงิน) D8 (สีน้ําตาล) D10 (สีแดง) ดังแสดงในรูปที่ 4.6 

 
 
รูปที่ 4.6  โครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี DGGE จากบริเวณ V-3 region ของ 16S rDNA 
จากระบบนิเวศจําลองดินตางๆ  ชองว่ิงที่1 : AP0 (ระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและฟ
แนนทรีนอะเปนแหลงคารบอน, 0 ยอมาจากระยะเวลาในสัปดาหที่0)  ชองว่ิงที่2 : AP2 (ระบบ
นิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน, 2 ยอมาจากระยะเวลาใน
สัปดาหที่2)  ชองว่ิงที่3 : AP4  ชองว่ิงที่4 : AP6  ชองว่ิงที่5 : ACE2 (ระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะ
ซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน, 2 ยอมาจากระยะเวลาในสัปดาหที2่)  ชองว่ิงที่6 : ACE4  ชองว่ิงที่7 : 
PHE2 (ระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน, 2 ยอมาจากระยะเวลาใน
สัปดาหที่ 2)  ชองว่ิงที่ 8 PHE4 
 
 จากรูปแสดงใหเห็นวาแถบดีเอ็นเอ  D1 (สีฟา)  D5 (สีชมพู)  D7 (เขียวออน)  D9 (สี
เหลือง)  D11 (สีเขียวเขม)  อาจเปนกลุมแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนได
เนื่องจากสามารถพบแถบดีเอ็นเอเหลานี้ไดจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอน  สวนแถบดีเอ็นเอ  D2 (สีมวง)  อาจเปนกลุมแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอยสลายฟ  
แนนทรีนไดเนื่องจากสามารถพบแถบดีเอ็นเอนี้ไดจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนเปน
แหลงคารบอน  นอกจากนี้ยังพบแถบดีเอ็นเอที่อาจใช  PAHs ทั้งสองชนิดเปนแหลงคารบอนไดคือ
แถบดีเอ็นเอ  D5 (สีชมพู)  D3 (สีสม)  D4 (สีดํา)  D6 (สีน้ําเงิน)  D8 (สีน้ําตาล)  D10 (สีแดง) 
เพราะสามารถพบไดทั้งในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีน 

69 



84 
 

จากนั้นเลือกแถบดีเอ็นเอบางสวนไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อระบุชนิดแบคทีเรียที่
มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนโดยเลือกตัวแทนจากแถบดีเอ็นเอที่มี
ปริมาณความเขมของแถบดีเอ็นเอสูงไปวิเคราะหคือแถบดีเอ็นเอ  D4 (สีดํา)  D8 (สีน้ําตาล)  D11 
(สีเขียวเขม)  เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอบางแถบคือ  D4 (สีดํา)  D8 (สี
น้ําตาล)  D11 (สีเขียวเขม)  พบวา  D4 (สีดํา)  นาจะเปน  Bacillus sp. และ  D8 (สีน้ําตาล) นาจะ
เปน  Delftia sp. สวน  D11 (สีเขียวเขม) ยังไมสามารถระบุชนิดได ทั้งนี้แบคทีเรียเดนดังกลาวเปน
กลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ  ดังแสดงรายละเอียดในตาราง
ที่ 4.2   

หลังจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาควรสงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแถบดี
เอ็นเอ  D1 (สีฟา)  D5 (สีชมพ)ู  D7 (สีเขียวออน)  D9 (สีเหลือง)  D10 (สีแดง)  เพิ่มเนื่องจากคาด
วานาจะเปนแบคทีเรียกลุมที่มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนและจากการศึกษาในอดีตพบ
รายงานถึงแบคทีเรียที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนมีจํานวนนอยและมีแนวโนมที่จะพบ
แบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ  และควรสงแถบดี
เอ็นเอ  D2 (สีมวง)  D3 (สีสม)  วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพิ่มซึ่งคาดวากลุมแบคทีเรียนี้มี
บทบาทและความสําคัญตอการยอยสลายฟแนนทรีนดังแสดงในรูปที่ 4.6 
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ตารางที่ 4.2  แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอในการวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดินตางๆ  
ตัวอยาง สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. Sequencing identity (%) เอกสารอางอิง 

D4 
(สีดํา) 

Uncultured marine bacterium  GU368020.1 196/197 (99%) Hossain และ Ohnishi 2010 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium  GU291682.1 196/197 (99%) Aw และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 

Bacillaceae bacterium สายพันธุG12-14A  GQ900683.1 196/197 (99%) Divya และ Nair 2009 
Bacillus sp. สายพันธุ WPCB165  EU939690.2 196/197 (99%) Baik และ Seong 2009 ไมตีพิมพ 

Bacillus sp. สายพันธุ 76-7  GQ478402.1 196/197 (99%) King และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Bacillus sp. สายพันธุ LS29 FJ937891.1 196/197 (99%) Li และ Zhu 2009 ไมตีพิมพ 

Bacillus sp. สายพันธุ UST050418-086 FJ596396.1 196/197 (99%) Lee และคณะ 2009 
Bacillus sp. สายพันธุ JSM 081037 FJ527422.1 196/197 (99%) Chen และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured Bacillaceae bacterium FJ463649.1 196/197 (99%) Wu 2008 ไมตีพิมพ 

Bacillus sp. สายพันธุ B131 FJ441057.1 196/197 (99%) Orbera และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 
Bacillus sp. สายพันธุ 10 FJ197849.1 196/197 (99%) Che และคณะ 2008 ไมตีพิมพ 

Bacillus rigui สายพันธุ WPCB074 EU939689.1 196/197 (99%) Baik และคณะ 2010 
Bacillus sp. สายพันธุ MOLA 657 AM990770.1 196/197 (99%) Bourrain และคณะ 2008 ไมตีพิมพ 

Bacillaceae bacterium สายพันธุJAM-
FM0701 

AB362272.1 196/197 (99%) Kobayashi และคณะ 2008 

Bacillus sp. สายพันธุ HS-R1 DQ988161.1 196/197 (99%) Bonadei และคณะ 2007 

71 



86 
 

ตารางที่ 4.2  แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอในการวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดินตางๆ  
ตัวอยาง สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. Sequencing identity (%) เอกสารอางอิง 

D8 
(สีน้ําตาล) 

Uncultured Delftia sp.  GU472861.1 193/193 (100%) Inceoglu และคณะ 2010 
Delftia tsuruhatensis สายพันธุ IMM1  GU591410.1 193/193 (100%) Preiswerk และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 

Delftia sp. สายพันธุ AL3 GU566337.1 193/193 (100%) Pavan และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 
Uncultured Delftia sp.  GU563748.1 193/193 (100%) Tian และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 
Uncultured Delftia sp. GU472582.1 193/193 (100%) Biderre และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 

Delftia sp. สายพันธุ AN-P1 FJ595716.1 193/193 (100%) Wu 2010 
Uncultured bacterium GU272276.1 193/193 (100%) Ning และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 

Uncultured beta proteobacterium GU202941.1 193/193 (100%) Zhang 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured Burkholderiales bacterium EU572429.1 193/193 (100%) Frank และคณะ 2009 

Uncultured bacterium FJ981666.1 193/193 (100%) Erickson และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium AM930326.1 193/193 (100%) Guo และคณะ 2008 ไมตีพิมพ 
Uncultured Delftia sp. FJ268930.1 193/193 (100%) Dicksved, และคณะ 2009 
Uncultured bacterium GU212470.1 193/193 (100%) Wang และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 

Uncultured Burkholderiales bacterium EU572382.1 193/193 (100%) Frank และคณะ 2009 
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ตารางที่ 4.2  แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอในการวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียจากระบบนิเวศจําลองดินตางๆ  
ตัวอยาง สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. Sequencing identity (%) เอกสารอางอิง 

D11 
(สีเขียวเขม) 

Uncultured actinobacterium GQ249482.1 172/175 (98%) Koechling และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium EU007626.1 172/175 (98%) Zhang 2007 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium AY860750.1 172/175 (98%) Zhang และคณะ 2005 ไมตีพิมพ 

Uncultured actinobacterium GU194284.1 174/178 (97%) Cermak และคณะ 2010 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium EU335288.1 174/178 (97%) Hansel และคณะ 2008 
Uncultured bacterium EU133131.1 174/178 (97%) Elshahed และคณะ 2008  
Uncultured bacterium EU132698.1 174/178 (97%) Elshahed และคณะ 2008  

Uncultured actinobacterium DQ828770.1 172/176 (97%) Hartmann และ Widmer 2006  
Uncultured bacterium FJ479494.1 173/178 (97%) Yousse และคณะ 2009 
Uncultured bacterium FJ479347.1 173/178 (97%) Yousse และคณะ 2009 
Uncultured bacterium EU440447.1 173/178 (97%) Pellerin และคณะ 2008 ไมตีพิมพ 
Uncultured bacterium EU132889.1 173/178 (97%) Elshahed และคณะ 2008  

Uncultured Blastococcus sp. GQ366427.1 172/177 (97%) Shivaji และคณะ 2009 ไมตีพิมพ 
Uncultured soil bacterium EU861863.1 173/178 (97%) Nemergut และคณะ 2008 

Uncultured actinobacterium DQ828303.1 172/176 (97%) Hartmann และ Widmer 2006 
Uncultured actinobacterium DQ828088.1 172/176 (97%) Hartmann และ Widmer 2006 
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4.4  การคัดแยกยีนท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคารบอนโดยการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน 

เม่ือพบการยอยสลายของ PAHs โดยจุลินทรียในดินแลว  ในการทดลองนี้ไดพยายามคัด
แยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยวิธีการ
การสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน ซึ่งทําการทดลองโดยนําดีเอ็นเอเมตาจีโนม AP2 และ 
AP4 จากขอ 3.2.1 มาตัดแบบไมสมบูรณดวยเอนไซม Sau3AI ดังแสดงในรูปที่ 4.7 และนํามาแยก
ตามขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) ดวยวิธี DNA troughing method ตามวิธีของ 
Harnpichanchai และคณะ (2007) ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.4.1  ซึ่งแยกขนาดดีเอ็นเอได 4 ขนาด
ดังนี้ ขนาด <1 Kb ขนาด 1-3 Kb ขนาด 3-5 Kb และ ขนาด 5-10 Kb  ดังแสดงในรูปที่ 4.8 

 

 
 
รูปที่ 4.7  ตัดดีเอ็นเอ AP4 แบบไมสมบูรณ (partial digest) ดวยเอนไซม Sau3AI ชองว่ิงที่ 1: 
Marker 1 Kb  ชองว่ิงที่ 2 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI  ชองว่ิงที่ 3 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัด
ดวยเอนไซม Sau3AI   
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รูปที่ 4.8  แยกตามขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) ชองว่ิงที่ 1: Marker 1 Kb  ชองว่ิงที่ 3 : ดี
เอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) ขนาด < 1 Kb  
ชองว่ิงที่ 4 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size fractionation) 
ขนาด 1-3 Kb  ชองว่ิงที่ 5 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (size 
fractionation) ขนาด 3-5 Kb  ชองว่ิงที่ 6 : ดีเอ็นเอ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดี
เอ็นเอ (size fractionation) ขนาด 5-10 Kb 
 

จากนั้นนําดีเอ็นเอดีเอ็นเอ AP2 และ AP4 ตัดดวยเอนไซม Sau3AI แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ 
(size fractionation) ขนาด 3-5 Kb และ ขนาด 5-10 Kb เชื่อมเขากับพลาสมิดเวกเตอร pZErO-2 
(Invitrogen, USA) ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI ตามวิธีที่ระบุในขอ 4.2  พบรีคอมบิแนนทพลาสมิด
จํานวนประมาณ 10,000 โคลน ซึ่งเปนตัวอยาง AP2 จํานวนประมาณ 5,000 โคลน และตัวอยาง 
AP4 จํานวนประมาณ 5,000 โคลน  
 

ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยการสุมรีคอมบิ      
แนนทพลาสมิดจากหองสมุดดีเอ็นเอจากนั้นตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI และตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ไดผลแสดงในรูปที่ 
4.9  ซึ่งพบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกขนาดเฉล่ียประมาณ 3-8 Kb 
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รูปที ่4.9  ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยการสุมโคลนตางๆ 
จากการสรางหองสมุดดีเอ็นเอ (AP4) หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  ชองว่ิงที่ 1 : 
Marker 1 Kb  ชองว่ิงที่ 2 : พลาสมิดเวกเตอร pZErO-2  ชองว่ิงที่ 3 : พลาสมิดเวกเตอร pZErO-2 
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  ชองว่ิงที่ 4 – ชองว่ิงที่ 14 : โคลนตางๆ จากหองสมุดดีเอ็นเอ 
(AP4) หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI 
  
 จากนั้นการคัดกรองยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสหรือไดออกซีจีเนสจากหองสมุดดี
เอ็นเอ ซึ่งคัดกรองยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสโดยนําโคลนที่ไดจากการสรางหองสมุดดีเอ็น
เอมาคัดกรองโดยสังเกตการยอยแคทีคอลเปนผลิตภัณฑสีเหลืองเขม (2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทเซมิ
แอลดีไฮด)  ผลจากการทดลองไมพบการยอยแคทีคอลเปนผลิตภัณฑสีเหลืองเขม (2-ไฮดรอกซีมิว
โคเนท เซมิแอลดีไฮด) และการคัดกรองยีนไดออกซีจีเนสโดยนําโคลนที่ไดจากการสรางหองสมุดดี
เอ็นเอมาคัดกรองโดยสังเกตการแสดงออกของยีนไดออกซีจีเนสจากการเปล่ียนอินโดลเปนอินดิโก 
ผลจากการทดลองไมพบโคลนที่สามารถเปล่ียนอินโดลเปนอินดิโก   
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4.5  การตรวจสอบและการคัดแยกยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสท่ีเกี่ยวของกับการยอย
สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยวิธี PCR 

จากผลการทดลองขางตนพบวาการยอยสลายฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนในระบบนิเวศ
จําลองดินเกิดจากบทบาทของแบคทีเรียในดิน และผลการวิเคราะหการเปล่ียนแปลงประชาคม
แบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดินพบกลุมแบคทีเรียเดนเปนเปนกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือ
เพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ คาดวาระบบนิเวศจําลองดินดังกลาวนาจะเปนแหลงที่สามารถ
พบยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอนที่แตกตางจากที่เคยมีรายงานมาแลว  การทดลองนี้จึงคัดแยกยีนดังกลาวจาก
ระบบนิเวศจําลองดินโดยเทคนิคลูกโซพอลิเมอเรส  

4.5.1 การตรวจสอบยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสารประกอบพอ
ลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยวิธี PCR 

การทดลองทําโดยเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณที่จําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัส
เกี่ยวกับอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสและเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส 
ของแบคทีเรียบางกลุมที่สามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก  โดยการใชเทคนิคลูกโซพอลิ
เมอเรส โดยใชดีเอ็นเอจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอนมาเปนดีเอ็นเอแมแบบ   

ผลการตรวจสอบยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจี เนสที่คาดวาเกี่ยวของกับการยอย
สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยวิธีลูกโซพอลิเมอเรสพบผลิตภัณฑลูกโซพอ
ลิเมอเรสตามขนาดที่คาดหวัง 297 bp เม่ือใชไพรเมอร GPF และ GPR (Cebron และคณะ, 2008) 
ซึ่งจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่
จําเพาะตอแบคทีเรียแกรมบวก แสดงดังรูปที่ 4.10  และพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด
ตามที่คาดหวัง 803 bp เม่ือใชไพรเมอร NMR331f และ NMR1134r (Marcos และคณะ, 2009) 
ซึ่งจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่
จําเพาะตอแบคทีเรียแกรมบวก  แสดงดังรูปที่ 4.11  ในขณะที่เม่ือใชไพรเมอรคูอ่ืนๆ จําเพาะตอยีน
ที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส และเอกซตราไดออล
ไดออกซิจีเนสไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.3 และ 4.4 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.10  ขนาดชิ้นผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากไพรเมอรคู  GPF และ GPR  ชองว่ิงที่ 1: 
Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 : AP0  ชองว่ิงที่ 3 : AP2  ชองว่ิงที่ 4 : AP4 ชองว่ิงที่5 : AP6  ชองว่ิงที่ 
6 : ACE2+4  ชองว่ิงที่ 7 : PHE2+4 ชองว่ิงที่ 8 : positive control (ดีเอ็นเอจาก 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402) (Klankeo และคณะ, 2009)  
  

จากรูปที่ 4.10  ผลจากการใชไพรเมอรคู GPF และ GPR  ไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอ
เรสในสัปดาหที่ 0 (AP0) ของการทดลอง และพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส ในสัปดาหที่ 4 
(AP4) ซึ่งมีความเขมของแถบดีเอ็นเอมากกวาผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากสัปดาหที่ 2 (AP2)  
และ 6 (AP6) ในขณะที่ ACE2+4 และ PHE2+4 พบวาผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมีความเขม
ของแถบดีเอ็นเอไมตางจาก AP4 จากผลแสดงใหเห็นวาเม่ือเติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนลงไป
ในดินสามารถชักนําใหแบคทีเรียในดินผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟ
แนนทรีนได และจากการพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสในสัปดาหที่ 4 (AP4) มีความเขมของ
แถบดีเอ็นเอมากที่สุดนั้นอาจอนุมานไดวาแบคทีเรียในดินสามารถผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนไดมากที่สุดในสัปดาหที่ 4 ของการทดลอง  ดังนั้นจึงเลือก
ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากสัปดาหที่ 4 (AP4) มาทําการทดลองตอในการสรางหองสมุดยีน
เพื่อคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs 
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รูปที่  4.11  ขนาดชิ้นผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากไพรเมอรคู NMR331f และ NMR1134r ชอง
ว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 : AP0  ชองว่ิงที่ 3 : AP2  ชองว่ิงที่ 4 : AP4 ชองว่ิงที่5 : AP6  
ชองว่ิงที่ 6 : PHE2  ชองว่ิงที่ 7 : PHE4 ชองว่ิงที่ 8 : ACE2  ชองว่ิงที่ 9 : ACE4 ชองว่ิงที่ 10 : 
positive control (ดีเอ็นเอจาก Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402) (Klankeo และคณะ
, 2009)  
 

จากรูปที่ 4.11  ผลจากการใชไพรเมอรคู NMR331f และ NMR1134r  ไมพบผลิตภัณฑ
ลูกโซพอลิเมอเรสในสัปดาหที่ 0 (AP0) ของการทดลอง และพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสใน
สัปดาหที่ 4 (AP4) ซึ่งมีความเขมของแถบดีเอ็นเอมากกวาผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจาก
สัปดาหที่ 2 (AP2)  และ 6 (AP6) ในขณะที่ไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสในตัวอยาง ACE2 
ACE4 และ PHE2 PHE4 จากผลแสดงใหเห็นวาเม่ือเติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนลงไปในดิน
สามารถชักนําใหแบคทีเรียในดินผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแน
นทรีนไดและจากการพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสในสัปดาหที่ 4 (AP4) มีความเขมของแถบดี
เอ็นเอมากที่สุดนั้นอาจอนุมานไดวาแบคทีเรียในดินสามารถผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนไดมากที่สุดในสัปดาหที่ 4 ของการทดลอง  ซึ่งสอดคลองกับผล
ในการนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสมาสรางหองสมุดยีนเพื่อคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายสารประกอบ PAHs ที่พบจํานวนรีคอมบิแนนทพลาสมิดมากที่สุดจากตัวอยางในสัปดาหที่ 
4 (AP4)  ดังแสดงในตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.3 ผลปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรคูตางๆ ที่จําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัส
เอนไซมอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส 

ไพรเมอร 
ดีเอ็นเอจากระบบนิเวศจําลองดิน 

AP0 AP2 AP4 AP6 PHE2 PHE4 ACE2 ACE4 
ndoBF/ndoBR - - - - - - - - 

phnAcF/phnAcR - - - - - - - - 
arhA1F/arhA1R - - - - - - - - 

bphA1F/bphA1R - - - - - - - - 
GNF/GNR - - - - - - - - 
GPF/GPR - + + + + + + + 

NahAc1F/NahAc3F, 
NahAc2 

- - - - - - - - 

NMR331f/NMR1134r - + + + - - - - 
adoF1/adoB1 - - - - - - - - 

+ หมายถึง ไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสตามที่คาดหวัง 
- หมายถึง ไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสตามที่คาดหวัง 
 
 
ตารางที่ 4.4 ผลปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรคูตางๆ ที่จําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัส
เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส  

ไพรเมอร 
ดีเอ็นเอจากระบบนิเวศจําลองดิน 

AP0 AP2 AP4 AP6 PHE2 PHE4 ACE2 ACE4 
BphCS1F/BphCS2R - - - - - - - - 

BP-f/BP-r - - - - - - - - 
+ หมายถึง ไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสตามที่คาดหวัง 
- หมายถึง ไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสตามที่คาดหวัง 
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4.5.2  การคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอนโดยสรางหองสมุดยีนจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส 

เม่ือพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสซึ่งจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโร
มาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส  จึงนํามาโคลนเขากับพลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy 
เพื่อศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดโดยเรียกวาการสรางหองสมุดยีน
โดยมีตัวอยางผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่นํามาโคลนและจํานวนโคลนที่นําไปศึกษาตอ ดัง
แสดงผลตารางที่ 4.5 

 
ตารางที่ 4.5  ผลการสรางหองสมุด PCR ซึ่งจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโร
มาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส 
 

ตัวอยางผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส จํานวนรีคอมบิแนนทพลาสมิด (โคลน) 
AP4GP4 21 
AP2NMR 11 

AP4NMR4 (โคลนคร้ังที1่) 
 +  

AP4iNMR (โคลนคร้ังที2่) 

 
33 

AP6NMR 10 
 
การสรางหองสมุดยีน (PCR) ที่สรางโดยการนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชคูไพรเมอร 

GPF และ GPR  ซึ่งพบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากการใชดีเอ็นเอแมแบบในระบบนิเวศจําลองดินที่
เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนในสัปดาหที่4 (AP4GP4) จํานวน 21 โคลน  
จากนั้นนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 21 โคลน  HinfI เพื่อเลือกรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่
แตกตางกันไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.12 
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รูปที่ 4.12  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4GP4  หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 22 : คือตัวอยาง 
AP4GP หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  
 

จากรูปที่ 4.12 ที่แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4GP4 พบวา
สามารถแบงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BsuRI และ 
HinfI ไดเปน 5 กลุม  จากนั้นเลือกตัวแทนของแตละกลุมดังนี้   AP4GP4.3  AP4GP4.15 
AP4GP4.23  AP4GP4.5 และ AP4GP4.11 เพื่อนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.6  

 
ตารางที่ 4.6  กลุมของรูปแบบรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะจาก
ตัวอยาง AP4GP4 

กลุม 
(รูปแบบ) 

สมาชิกในกลุมที่มีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
เหมือนกัน 

รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่นําไป
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

1 (a) 4.3 AP4GP4.3 
2 (b) 4.15 AP4GP4.15 
3 (c) 4.1, 4.2, 4.4, 4.8, 4.10, 4.16, 4.17, 4.20, 4.22, 

4.23, 4.25, 4.26 
AP4GP4.23 

4 (d) 4.5, 4.18, .4.21 AP4GP4.5 
5 (e) 4.11, 4.13, 4.14, 4.19 AP4GP4.11 

 
 

82 



97 
 

จากตารางที่ 4.5 สรางหองสมุดยีนจากการนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชคูไพรเมอร 
NMR331f และ NMR1134r โดยใชดีเอ็นเอแมแบบจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีน
และฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนในสัปดาหที่2 (AP2NMR) พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 11 
โคลน นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  นอกจากนี้ยังมีตัวอยาง AP4NMR (โคลนคร้ังที่1) 
AP4iNMR (โคลนคร้ังที่2) (ยอมาจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชไพรเมอรคู NMR331f และ 
NMR1134r โดยใชดีเอ็นเอแมแบบจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปน
แหลงคารบอนในสัปดาหที่4) พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 31 โคลน นํามาตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ HinfI  และจากตัวอยาง AP6NMR (ยอมาจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชไพร
เมอรคู NMR331f และ NMR1134r โดยใชดีเอ็นเอแมแบบจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซี   
แนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนในสัปดาหที่6) พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 10 
โคลน นํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI เพื่อเลือกรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันไป
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.13-4.16 

  
 

รูปที่ 4.13  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP2NMR หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 12 : คือตัวอยาง 
AP2NMR หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI 
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รูปที่ 4.14  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4NMR หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 22 : คือตัวอยาง 
AP4NMR หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI 
 

 
 

  
รูปที่ 4.15  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4iNMR หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 19 : คือตัวอยาง 
AP4iNMR หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI 
 

84 



99 
 

 
 

รูปที่ 4.16  แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP6NMR หลังจากถูกตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ HinfI  ชองว่ิงที่ 1: Marker 100 bp  ชองว่ิงที่ 2 - ชองว่ิงที่ 10 : คือตัวอยาง 
AP6NMR หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI 
 

จากรูปที่ 4.13 – 4.16 ที่แสดงรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP2NMR 
หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ไดเปน 7 กลุม  จากนั้นเลือกตัวแทนของแตละกลุม
ดังนี้   AP2NMR2i1 AP2NMR2i3 AP2NMR2i4 AP2NMR2i2 AP2NMR2i6 AP2NMR2i8 
AP2NMR2i10  สวนรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP4NMR (โคลนคร้ังที่1)  
AP4iNMR (โคลนคร้ังที่2) หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ไดเปน 17 กลุม จากนั้น
เ ลือ ก ตั ว แท น ของ แตล ะก ลุ มดั ง นี้  AP4NMR4.1 AP4NMR4.2 AP4NMR4.3 AP4NMR4.5 
AP4NMR4.10 AP4NMR4.16 AP4NMR4.9 AP4NMR4.7 AP4NMR4.8 AP4NMR4.15 
AP4iNMR4i1 AP4iNMR4i8 AP4iNMR4i3 AP4iNMR4i4 AP4iNMR4i6 AP4iNMR4i7 
AP4iNMR4i18  และรูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดตัวอยาง AP6NMR พบวาสามารถแบง
รูปแบบของรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HinfI ไดเปน 9 กลุม 
จากนั้นเลือกตัวแทนของแตละกลุมดังนี้ AP6NMR6i1 AP6NMR6i2 AP6NMR6i3 AP6NMR6i4 
AP6NMR6i5 AP6NMR6i6 AP6NMR6i7 AP6NMR6i9 AP6NMR6i10  ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
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ตารางที่ 4.7  แสดงกลุมของรูปแบบรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
จากตัวอยาง AP2NMR AP4NMR (โคลนคร้ังที1่) AP4iNMR (โคลนคร้ังที2่) และ AP6NMR 

ตัวอยาง กลุม 
(รูปแบบ) 

สมาชิกในกลุมที่มีรูปแบบของแถบดี
เอ็นเอเหมือนกัน 

รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่นําไป
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 
 
 

AP2NMR 

1 (a) 2i1, 2i11 AP2NMR2i1 
2 (b) 2i3 AP2NMR2i3 
3 (c) 2i4 AP2NMR2i4 
4 (d) 2i2, 2i5, 2i7 AP2NMR2i2 
5 (e) 2i6 AP2NMR2i6 
6 (f) 2i8, 2i9 AP2NMR2i8 
7 (g) 2i10 AP2NMR2i10 

 
 
 
 

AP4NMR 

1 (a) 4.1, 4.4 AP4NMR4.1 
2 (b) 4.2, 4.6 AP4NMR4.2 
3 (c) 4.3 AP4NMR4.3 
4 (d) 4.5 AP4NMR4.5 
5 (e) 4.10 AP4NMR4.10 
6 (f) 4.16 AP4NMR4.16 
7 (g) 4.9 AP4NMR4.9 
8 (h) 4.7  AP4NMR4.7 
9 (i) 4.8 AP4NMR4.8 

10 (j) 4.15, 4.17 AP4NMR4.15 
 
 
 

AP4iNMR 

1 (a) 4i1, 4i2, 4i5, 4i13, 4i14, 4i15, 4i17 AP4iNMR4i1 
2 (b) 4i8, 4i11, 4i12, 4i16 AP4iNMR4i8 
3 (c) 4i3 AP4iNMR4i3 
4 (d) 4i4 AP4iNMR4i4 
5 (e) 4i6 AP4iNMR4i6 
6 (f) 4i7, 4i9, 4i10 AP4iNMR4i7 
7 (g) 4i18 AP4iNMR4i18 
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ตารางที่ 4.7  แสดงกลุมของรูปแบบรีคอมบิแนนทพลาสมิดหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
จากตัวอยาง AP2NMR AP4NMR (โคลนคร้ังที1่) AP4iNMR (โคลนคร้ังที2่) และ AP6NMR (ตอ) 

ตัวอยาง กลุม 
(รูปแบบ) 

สมาชิกในกลุมที่มีรูปแบบของแถบดี
เอ็นเอเหมือนกัน 

รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
นําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 

 
 
 
 

AP6NMR 

1 (a) 6i1 AP6NMR6i1 
2 (b) 6i2 AP6NMR6i2 
3 (c) 6i3 AP6NMR6i3 
4 (d) 6i4 AP6NMR6i4 
5 (e) 6i5 AP6NMR6i5 
6 (f) 6i6  AP6NMR6i6 
7 (g) 6i7, 6i8 AP6NMR6i7 
8 (h) 6i9 AP6NMR6i9 
9 (i) 6i10 AP6NMR6i10 

 
 

ผลจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่เปนตัวแทนในแตละ
กลุมทั้งหมด 38 โคลน พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีความนาสนใจจํานวน 12 โคลนดังนี้ โคลนที่ 
1 AP2NMR2i8 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่
ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับสวน Rieske (2Fe-2S) ของหนวยยอยแอลฟาริงไฮดรอกซิ
เลททิงไดออกซิจีเนสของ Comamonas testosteroni สายพันธุ KF-1 [ZP_03542810.1] โดยมี
เปอรเซ็นตความเหมือนเพียง 66 เปอรเซ็นต โคลนที่ 2 AP4NMR4.2  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลี
โอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน 
ring hydroxylating dioxygenase alpha subunit ของ Mycobacterium gilvum สายพันธุ PYR-
GCK. [YP_001131817] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนถึง 100 เปอรเซ็นต  โคลนที่  3 
AP4NMR4.5  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่
ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ NidA ของ Mycobacterium tuberculosis [ACL13524.1] 
โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนถึง 100 เปอรเซ็นตโคลนที่ 4 AP4NMR4.15  โคลนที่ 5 AP4NMR4i1  
โคลนที่ 6 AP4NMR4i4  โคลนที่ 7 AP4NMR4i7  โคลนที่ 8 AP6NMR6i4  และโคลนที่ 9 
AP6NMR6i10 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่
ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ PhdA ของ Nocardioides sp. สายพันธุ  KP7 
[BAA84712.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 90 96 94 91 90 และ 96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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โคลนที่ 10 AP6NMR6i3  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลี
โอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน ring hydroxylating dioxygenase, alpha 
subunit ของ  Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 [YP_951396.1] โดยมีเปอรเซ็นต
ความเหมือนเพียง 41 เปอรเซ็นต  โคลนที่ 11 AP4GP4.3 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ
ดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน PAH-ring 
hydroxylating dioxygenase alpha subunit ของ uncultured bacterium [ACD14261.1] โดยมี
เปอรเซ็นตความเหมือน 93 เปอรเซ็นต  โคลนที่ 12 AP4GP4.5 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน 
PAH-ring hydroxylating dioxygenase alpha subunit ของ uncultured bacterium 
[ACD14261.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 98 เปอรเซ็นต  รายละเอียดผลการวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดแสดงไวในตารางที่  4.8  จากนั้นสรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของผลิตภัณฑยีนที่ไดกับโปรตีนที่เกี่ยวของ (phylogenetic tree) ไดผลดังแสดงในรูป
ที่ 4.17 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
GP4.3 

 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 93% ACD14261.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 93% ACD14260.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium -  93% ACD14259.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 93% ACD14254.1 Cebron และคณะ 2008 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
GP4.5 

 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 98% ACD14261.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 98% ACD14250.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 98% ACD14248.1 Cebron และคณะ 2008 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD uncultured bacterium - 98% ACD14244.1 Cebron และคณะ 2008 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino 
acid 

identity  
Accession no. เอกสารอางอิง 

AP2 
NMR2i8 

Rieske (2Fe-2S)  PAH-RHD 
Comamonas 
testosteroni   

สายพันธุ KF-1 

3-(4-sulfophenyl) 
butyrate  

(3-C4-SPC) 
66% ZP_03542810.1 ไมตีพิมพ, 2009 

Rieske (2Fe-2S)  PAH-RHD 
Marinobacter algicola  

สายพันธุ DG893 
n-hexadecane และ 

n-tetradecane 60% ZP_01894046 Green และคณะ 2007 

putative 
dioxygenase PAH-RHD 

Streptomyces sp.  
สายพันธุ SPB78 - 57% ZP_05485171.1 

Fischbach และคณะ 
2009 

ไมตีพิมพ 

Rieske (2Fe-2S)  PAH-RHD 
Burkholderia sp. 
 สายพันธุ H160 

4,5-
Dihydroxyphthalate 55% 

 
ZP_03268943 

 

Lucas และคณะ 2008 
ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4.2 

 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
gilvum  

สายพันธุ PYR-GCK 
ไพรีน 100% YP_001131817 

Copeland และคณะ 
2007 

ไมตีพิมพ 
ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
vanbaalenii  

สายพันธุ PYR-1 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
99% YP_951396 

Copeland และคณะ 
2006 

ไมตีพิมพ 
putative PAH ring-

hydroxylating 
dioxygenase large 

subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

98% ABD97978 Morgan และ Churchill 
2006 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA Mycobacterium sp.  
สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
98% ABK27720 Pagnout และคณะ 

2006 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4.5 

PAH ring-hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
nidA Mycobacterium 

tuberculosis 
ไพรีน 100% ACL13524.1 

Zhang และ Ran 2010 
ไมตีพิมพ 

naphtalene-inducible 
dioxygenase large 

subunit 
nidA Pseudoxanthomonas 

sp. สายพันธุ RN402 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน 

ฟแนนทรีน  
100% ACM63044 Klankeo และคณะ 

2009 

PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
nidA Diaphorobacter sp.  

สายพันธุ KOTLB 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน 

ฟแนนทรีน  
100% ACL13523.1 Klankeo และคณะ 

2009 

ring-hydroxylating 
dioxygenase nidA  Mycobacterium gilvum 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน 

ฟแนนทรีน  
100% ABG02224.1 

Hennessee และคณะ 
2006  

ไมตีพิมพ 
 
 93 



108 
 

 

ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino 
acid identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4.15 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp. 
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน 90% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxyphthalate 

decarboxylase 
75% ABD97978.1 

Morgan และ 
Churchill 2006 

ไมตีพิมพ 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

75% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
vanbaalenii  

สายพันธุ PYR-1 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  75% YP_951396.1 

Copeland และคณะ 
2006 

ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4i1 

 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp.  
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน 96% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

77% ABD97978.1 Morgan และ 
Churchill 2007 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

77% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 

PAH-
RHD 

Mycobacterium sp.  
สายพันธุ MCS - 77% YP_638855.1 

Copeland และคณะ 
2010  

ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4i4 

 

ISP large subunit phdA  Nocardioides sp.  
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน  94% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp. 
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

76% ABD97978.1 
Morgan, และ 

Churchill 2007 
 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

76% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 

PAH-
RHD 

Mycobacterium sp. 
สายพันธุ MCS - 72% YP_638855.1 Copeland และคณะ 

2010  ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP4 
NMR4i7 

 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp.  
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน  91% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

73% ABD97978.1 Morgan และ 
Churchill 2007 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

73% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium sp.  
สายพันธุ MCS - 62% YP_638855.1 Copeland และคณะ 

2010 ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino acid 
identity  Accession no. เอกสารอางอิง 

AP6 
NMR6i3 

 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
vanbaalenii  

สายพันธุ PYR-1 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
41% YP_951396.1 

Copeland และคณะ 
2010 

ไมตีพิมพ 
ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Streptomyces 
hygroscopicus  - 46% ZP_05512708.1 

Fischbach และคณะ 
2009 

ไมตีพิมพ 

PhtAa PAH-RHD 
Rhodococcus sp.  

สายพันธุ TFB แนพธาลีน, 50% AAY57926.1 
 

Tomas และคณะ 
2008 

ISP large subunit 
 

phdA 
 

Nocardioides sp. 
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน 43% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino 
acid 

identity  
Accession no. เอกสารอางอิง 

AP6 
NMR6i4 

 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp. 
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน 90% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp.  
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy phthalate 

decarboxylase 
80% ABD97978.1 Morgan และ 

Churchill 2007 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp. 

 สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

80% ABK27720.1 

 
Pagnout และคณะ 

2007 
 

ring hydroxylating 
dioxygenase PAH-RHD 

Mycobacterium sp.  
สายพันธุ MCS - 76% YP_638855.1 

Copeland และคณะ 
2010  ไมตีพิมพ 
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ตารางที่  4.8  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนของยีนตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจําลองดิน  

ตัวอยาง โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 
 

Substrate 
 

% amino 
acid 

identity  
Accession no. 

 
เอกสารอางอิง 

AP6 
NMR6i10 

 

ISP large subunit phdA  Nocardioides sp.  
สายพันธุ KP7 ฟแนนทรีน  96% BAA84712.1 Saito และคณะ 2000 

putative PAH ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 2 

pdoA2 Mycobacterium sp. 
สายพันธุ CH-1 

Putative 3,4-
dihydroxy 
phthalate 

decarboxylase 

77% ABD97978.1 
Morgan, และ 

Churchill 2007 
 

putative ring-
hydroxylating 

dioxygenase large 
subunit 

phdA 
Mycobacterium sp.  

สายพันธุ SNP11 

ไพรีน  
ฟลูออแรนทรีน  

ฟแนนทรีน  
ฟลูออรีน 

77% ABK27720.1 
Pagnout และคณะ 

2007 

ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium sp.  
สายพันธุ MCS - 77% YP_638855.1 Copeland และคณะ 

2010  ไมตีพิมพ 
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101 
PAH-RHD uncultured bacterium  [ACD14250.1] 
PdoA Terrabacter sp. HH4 [AAZ38356.2] 
PAH-RHD Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 [ AAY85176.1] 
AP4GP4.5 

AP4GP4.3 
AP6NMR6i4 
ISP large subunit Nocardioides sp. KP7 [BAA94708.1] 
AP4iNMR4i1 

AP4NMR4.15 
AP4iNMR4i7 

AP4iNMR4i4 

PAH-RHD Mycobacterium sp. 6PY1 [CAD38643.1] 

putative PAH-RHD Mycobacterium sp. S65 [ AAQ12029.1] 

PAH-RHD Mycobacterium gilvum PYR-GCK [AAN78312.1] 
AP4NMR4.5 

NidA Pseudoxanthomonas sp. RN402 [ACL13524.1] 
PAH-RHD Mycobacterium tuberculosis  [ADD82908.1] 
PAH-RHD Mycobacterium gilvum  [AAN78316.1] 

NidA Diaphorobacter sp. KOTLB  [ACL13523.1] 

PAH-RHD Streptomyces hygroscopicus ATCC 53653 
AP6NMR6i3 

AP2NMR2i8 
   Rieske (2Fe-2S)  Comamonas testosteroni KF-1 [ZP_03542810.1] 

naphthalene dioxygenase Fe-S protein large subunit Pseudomonas sp. ND6 [AAP44288.1] 
naphthalene dioxygenase Pseudomonas fluorescens  [AAL07262.1] 
ISP large subunit Pseudomonas putida [BAA20391.1] 

naphthalene-inducible dioxygenase large subunit Rhodococcus opacus [BAE53376.1] 
naphthalene dioxygenase large subunit Rhodococcus sp. P200  [AAR05114.1] 

PAH-RHD Terrabacter sp. FLO A[BA87073.1] 
PAH-RHD uncultured bacterium [ACD14248.1] 

รูปที่ 4.17  phylogenetic tree ของผลิตภัณฑยีนสวนหนวยยอยแอลฟาริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่ไดกับ dioxygenase กลุมที่
เกี่ยวของ  scale bar: 0.1; percent divergence และตัวเลขที่สาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 คร้ังดวย bootstrap 
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 PAH-RHD Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 [YP_951396.1] 
PdoA2 Mycobacterium sp. CH-2 [AAZ78216.1] 

PAH-RHD Mycobacterium gilvum PYR-GCK [YP_001131817.1] 
AP4NMR4.2 
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ผลจากการสรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการพบความหลากหลายของ
ผลิตภัณฑยีนประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส หลาย
กลุม (รูปที่ 4.17) เร่ิมผลิตภัณฑจากโคลน AP2NMR2i8 จัดอยูในกลุมเอนไซม PAH-RHD  ของ 
Comamonas testosteroni สายพันธุ KF-1 [ZP_03542810.1]  และมีความสัมพันธกับเอนไซม
ของแบคทีเรียกลุมแกรมลบ  ผลิตภัณฑจากโคลน AP4NMR4.2 จัดอยูในกลุมเอนไซม PAH-
RHD ของ Mycobacterium gilvum สายพันธุ PYR-GCK [YP_001131817.1]  และมี
ความสัมพันธกับเอนไซมในกลุมของแบคทีเรีย Mycobacterium sp. ผลิตภัณฑจากโคลน 
AP4NMR4.5 จัดอยูในกลุมเอนไซม NidA ของ Mycobacterium gilvum สายพันธุ PYR-GCK 
[AAN78312.1] และมีความสัมพันธกับเอนไซมในกลุมของแบคทีเรียที่มี NidA  สวนผลิตภัณฑ
จากโคลน AP4NMR4.15 AP4NMR4i1 AP4NMR4i4 AP4NMR4i7 และ AP6NMR6i4 จัดอยูใน
กลุม PhdA phdA ของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 [BAA84712.1] ผลิตภัณฑจากโคลน 
AP6NMR6i3 จัดอยูระหวางกลุม NidA nidA และในกลุมเอนไซมของแบคทีเรียกลุมแกรมลบซึ่ง
โปรตีนโคลนนี้มีเปอรเซ็นตความเหมือนต่ํากวารอยละ 50 เปอรเซ็นต ผลิตภัณฑจากโคลน 
AP4GP4.3 จัดอยูในกลุมของเอนไซม PAH-RHD ของ uncultured bacterium  [ACD14261.1]  
ผลิตภัณฑจากโคลน AP4GP4.5 จัดอยูในกลุมเอนไซม PAH-RHD ของ Mycobacterium 
vanbaalenii PYR-1 [ AAY85176.1]  PdoA ของ Terrabacter sp. สายพันธุ HH4 
[AAZ38356.2] และ PAH-RHD ของ uncultured bacterium  [ACD14250.1]  ซึ่งผลการสราง
แผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการนี้ใหผลสอดคลองกับการเปรียบเทียบขอมูลจาก
ฐานขอมูล ดังที่แสดงในตาราง 4.8 
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บทท่ี 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

วิทยานิพนธนี้เกี่ยวของกับการคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพอลิไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) จากเมตาจีโนมดิน  ทั้งนี้ 
PAHs จัดเปนสารพิษอันตรายตอส่ิงมีชีวิตและพบปนเปอนอยูในส่ิงแวดลอมและสามารถบําบัด
ไดดวยวิธีทางชีวภาพโดยอาศัยกิจกรรมของแบคทีเรียยอยสลายสารดังกลาว (Talley, 2006, 
Haritash และ Kaushik, 2009) พบวาแบคทีเรียสามารถสรางเอนไซมที่สําคัญหลายชนิดที่
เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs เชน ไดออกซิจีเนส หรือ เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (Habe 
และ Omori, 2003)  ที่ผานมาการศึกษายีนประมวลรหัสเอนไซมเหลานี้ศึกษาจากแบคทีเรียที่
เพาะเล้ียงไดในหองปฎิบัติการเปนหลัก ขณะที่ในปจจุบันพบวายังมีแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมกวา
รอยละ 99 ที่ยังไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ (Handelsman และ
คณะ, 2004) ทําใหขอมูลยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ที่มีในปจจุบันมีจํากัด สงผลให
ความเขาใจกระบวนการยอยสลาย PAHs โดยวิธีทางชีวภาพในส่ิงแวดลอมถูกจํากัดดวย  ดังนั้น
ในวิทยานิพนธนี้จึงเลือกใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลคนหายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ใน
ส่ิงแวดลอมโดยไมอาศัยการเพาะเล้ียงเชื้อ  

การทดลองทําโดยเก็บตัวอยางดินจากแหลงดินอุดมสมบูรณในธรรมชาติที่ไมปนเปอน 
PAHs จากจังหวัดพิษณุโลกมาสรางระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีน
เปนแหลงคารบอน โดยสรางระบบนิเวศจําลองดิน 3 ชุด คือ ระบบนิเวศจําลองดิน PHE ระบบ
นิเวศจําลองดิน ACE และระบบนิเวศจําลองดิน AP ซึ่งระบบนิเวศจําลองดิน PHE คือระบบนิเวศ
จําลองที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน  ระบบนิเวศจําลองดิน ACE คือระบบนิเวศจําลองที่
เติมอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและระบบนิเวศจําลองดิน AP คือระบบนิเวศจําลองที่เติมอะ
ซีแนพธีนและฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน เพื่อเปนการชักนําใหแบคทีเรียดั้งเดิมในดินสามารถ
ปรับตัวและมีความสามารถในการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียสามารถนําฟแนนทรีนและ/
หรืออะซีแนพธีนไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ (enrichment) (Zhou 
และคณะ, 2009)  ซึ่งเปนวิธีที่เหนี่ยวนําใหสามารถตรวจพบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟ   
แนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนได ทั้งนี้ในการทดลองนี้สรางระบบนิเวศจําลองดินชุดควบคุมที่นึ่ง
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที 3 คร้ังเพื่อเปนการเปรียบเทียบในทุกการ
ทดลอง  หลังวิเคราะหการลดลงของปริมาณ PAHs โดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ (Gas 
chromatography, GC) สรุปไดวาเกิดการยอยสลาย PAHs ในระบบนิเวศจําลองดินชุดทดลอง
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ทุกชุดและเกิดจากบทบาทของแบคทีเรียในดิน โดยเปรียบเทียบผลการยอยสลายในแตละระบบ
นิเวศจําลองดินไดดังแสดงในตารางที่ 5.1 

 
ตารางที่ 5.1 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณการลดลงของอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนในระบบ
นิเวศจําลองดินตางๆ 

ระบบนิเวศ
จําลองดิน 

ปริมาณอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนที่เหลือในแตละสัปดาหของการสรางระบบนิเวศ
จําลองดินเทียบกับความเขมขนเร่ิมตน 300 ppm ซึ่งคิดเปน 100 % 

ACE0* ACE2* ACE4* ACE6* PHE0* PHE2* PHE4* PHE6* 
ACE 100 % 68.17% 22.98% 15.95% ND ND ND ND 
PHE ND ND ND ND 100 % 25.83% 3.4% 0 
AP 100 % 63.06% 27.32% 24.52% 100 % 81.64% 0.41% 0 

     หมายเหตุ*  ACE ยอมาจาก ปริมาณอะซีแนพธีน ตัวเลข 0 2 4 6 หมายถึงจํานวนสัปดาห 
  PHE ยอมาจาก ปริมาณฟแนนทรีน   ตัวเลข 0 2 4 6 หมายถึงจํานวนสัปดาห 
 
จากตารางผลการเปรียบเทียบระหวางระบบนิเวศจําลองดิน ACE และ AP แสดงใหเห็นวา

การลดลงของปริมาณอะซีแนพธีนมีความคลายคลึงกัน ซึ่งแตกตางจากผลระหวางระบบนิเวศ
จําลองดิน PHE และ AP แสดงใหเห็นวาการลดลงของปริมาณฟแนนทรีนในสัปดาหที่ 2 (PHE2*) 
มีความแตกตางกัน โดยที่ระบบนิเวศจําลองดิน PHE ในชวงสัปดาหที่ 2 ปริมาณฟแนนทรีนลดลง
อยางรวดเร็วสวนระบบนิเวศจําลองดิน AP ในชวงสัปดาหที่ 2 ยังคงเหลือปริมาณฟแนนทรีน
คอนขางสูง ถึงแมวาทั้งสองระบบนิเวศจําลองดินจะสามารถยอยสลายฟแนน ทรีนไดจนเกือบหมด
ในชวงสัปดาหที่ 4 ก็ตาม และเม่ือเปรียบเทียบผลระหวางชุดทดลองและชุดควบคุมแสดงใหเห็นวา
การลดลงของอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนในชุดทดลองเกิดจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียใน
ดิน ดังแสดงในรูปที่ 4.3 4.4 และ 4.5  จากนั้นจึงสกัดดีเอ็นเอจากดินในระบบนิเวศจําลองดินตางๆ 
ไปทําการทดลองโดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลตอไป 

สําหรับการศึกษาการตรวจติดตามจุลินทรียที่ไมผานการเพาะเล้ียงเชื้อในหองปฏิบัติการ 
(Culture-independent method)  ในปจจุบันเทคนิคการนําดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากส่ิงแวดลอมมา
ศึกษาโดยตรงมีหลายเทคนิคดวยกัน (Daniel และคณะ, 2004)  ในการทดลองนี้ไดใชเทคนิค PCR-
DGGE เปนหนึ่งในเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่ถูกนํามาใชวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียใน
ส่ิงแวดลอม (Rosado และคณะ, 1997) ในการตรวจหาแบคทีเรียนิยมเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 
16S rDNA และนําผลิตภัณฑที่ไดมาวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียดวยวิธี DGGE 
(Torsvik และคณะ, 2002)  นําดีเอ็นเอที่สกัดจากดินในระบบนิเวศจําลองดินตางๆ เปนแมแบบใน
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การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA  ผลการตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสราง
ประชาคมแบคทีเรีย แสดงในรูปที่ 4.6 พบวาเม่ือมีการเติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปน
แหลงคารบอนเพื่อชักนําใหแบคทีเรียดั้งเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถในการยอย
สลาย PAHs ซึ่งสอดคลองกับการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียอยางเห็นไดชัดเม่ือ
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียดั้งเดิม จากการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียที่เกิดข้ึนเห็น
ไดวารูปแบบแถบดีเอ็นเอจาก AP กับรูปแบบแถบดีเอ็นเอ ACE มีความคลายคลึงและมีชวง
ระยะเวลาในการยอยสลายที่สอดคลองกัน สวนรูปแบบแถบดีเอ็นเอจาก AP กับรูปแบบแถบดีเอ็น
เอ PHE มีความคลายคลึงกันแตมีความแตกตางกันในชวงระยะเวลาของการพบรูปแบบแถบดีเอ็น
เอดังแสดงในรูปที่ 5.2 

 

 
 
รูปที่ 5.1  แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบแถบดีเอ็นเอจากการเปล่ียนแปลงโครงสราง

ประชาคมแบคทีเรียในชวงระยะเวลาตางๆ 
 
ผลจากตารางที่ 5.1 แสดงการลดลงของปริมาณฟแนนทรีนในสัปดาหที่ 2 (PHE2*) ที่มี

ความแตกตางกันและผลจากรูปที่  5.1 แสดงการเปรียบเทียบรูปแบบแถบดีเอ็นจากการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในชวงระยะเวลาตางๆ แสดงใหเห็นถึงรูปแบบของการ
เติมฟแนนทรีนและอะซีแนพธีนลงในดินมีผลตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียและ
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ความสามารถในการยอยสลาย PAHs โดยพบวาการเติม PAHs พรอมกันทั้ง 2 ชนิดนี้มีรูปแบบที่
แตกตางจากการเติมฟแนนทรีนหรืออะซีแนพธีนเพียงชนิดเดียว 

เม่ือวิเคราะหผลการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย สามารถสังเกตรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอที่มีความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียที่อาจมีบาบาทสําคัญตอการยอยสลาย      
ฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนในระบบนิเวศจําลองดินตางๆ ดังแสดงดังรูปที่ 4.6  แสดงใหเห็นวา
แถบดีเอ็นเอ  D1 (สีฟา)  D5 (สีชมพ)ู  D7 (เขียวออน)  D9 (สีเหลือง)  D11 (สีเขียวเขม)  อาจเปน
กลุมแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนไดเนื่องจากสามารถพบแถบดีเอ็นเอเหลานี้
ไดจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน  สวนแถบดีเอ็นเอ  D2 (สีมวง) 
อาจเปนกลุมแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญตอการยอยสลายฟแนนทรีนไดเนื่องจากสามารถพบแถบดี
เอ็นเอนี้ไดจากระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนน ทรีนเปนแหลงคารบอน  นอกจากนี้ยังพบแถบดี
เอ็นเอที่อาจใช PAHs ทั้งสองชนิดเปนแหลงคารบอนไดคือแถบดีเอ็นเอ  D5 (สีชมพู)  D3 (สีสม) 
D4 (สีดํา)  D6 (สีน้ําเงิน)  D8 (สีน้ําตาล)  D10 (สีแดง)  เพราะสามารถพบไดทั้งในระบบนิเวศ
จําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีน 

จากการเลือกแถบดีเอ็นเอบางสวนไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อระบุชนิดแบคทีเรียที่
มีบทบบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนและ/หรือฟแนนทรีนโดยเลือกตัวแทนจากแถบดีเอ็นเอที่มี
ปริมาณความเขมของแถบดีเอ็นเอสูงไปวิเคราะหคือแถบดีเอ็นเอ  D4 (สีดํา)  D8 (สีน้ําตาล)  D11 
(สีเขียวเขม)  เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอบางแถบคือ  D4 (สีดํา)  D8 (สี
น้ําตาล)  D11 (สีเขียวเขม)  พบวา  D4 (สีดํา)  นาจะเปน  Bacillus sp. และ  D8 (สีน้ําตาล) นาจะ
เปน  Delftia sp. สวน  D11 (สีเขียวเขม) ยังไมสามารถระบุชนิดได  ทั้งนี้แบคทีเรียเดนดังกลาวคาด
วาเปนกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ  มีรายงานถึง
ความสามารถในการยอยสลาย PAHs ของ Bacillus sp. โดย Bayoumi และคณะ (2009) ศึกษา
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย PAHs ในดินที่มีการปนเปอนน้ํามัน แบคทีเรีย 26 สายพันธุถูกแยก
ไดจากดินบริเวณโรงกล่ันน้ํามัน พบแบคทีเรีย สายพันธุมีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันได
จากนั้นจัดจําแนกแบคทีเรียพบอยูในกลุมของ Burkholderia cepacia DAFS11, Bacillus firmus 
APIS272, Pseudomonas alcaligenes DAFS331, Bacillus licheniformis APIS473, Bacillus 
subtilis SBS26 และ Micrococcus lylae SBS661 จากทั้งหมด 6 สายพันธุ พบ 3 สายพันธุเปน
แบคทีเรียในกลุมของ Bacillus ซึ่ง Bacillus firmus APIS272 สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน, แอ
นทราซีน และเบนโซ[บี]ฟลูออแรนทรีน ไดอยางสมบูรณที่ความเขมขน 0.381, 13.148 และ 0.229 
ppm ตามลําดับ Bacillus licheniformis APIS473 สามารถยอยแอนทราซีนไดอยางสมบูรณที่
ความเขมขน 13.148 ppm และ Bacillus subtilis SBS26 สามารถยอยอะซีแนพธีน, แอนทราซีน
และเบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีน ไดอยางสมบูรณที่ความเขมขน 0.177, 13.148 และ 0.229 ppm 
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ตามลําดับ การยอยสลายโดย Bacillus นั้นจะสมบูรณใน 15 วัน  และการศึกษาเกี่ยวกับการยอย 
PAHs โดย Delftia sp. ไดแก Vacca และคณะ (2005) ศึกษาการแยกแบคทีเรียในดินที่มี
ความสามารถในการยอยฟแนนทรีนซึ่งซับอยูบนตัวดูดซับ คือ กรดฮิวมิก โดยทําการเก็บตัวอยาง
ดินบริเวณที่มีการปนเปอน PAHs จากโรงงานถานหิน จากนั้นแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การยอยสลายฟแนนทรีนโดยเปรียบเทียบระหวางการเติมตัวดูดซับที่ไมมีฟแนน ทรีนอยูบนตัวดูด
ซับและมีฟแนนทรีนอยูบนตัวดูดซับซึ่งใชฟแนนทรีน 10 มิลลิกรัม เติมลงในอาหารเล้ียงเชื้อ 50 
มิลลิลิตร และสามารถแยกแบคทีเรีย 25 สายพันธุไดจากดินที่มีการเติมตัวดูดซับที่ไมมีฟแนนทรีน 
อยูบนตัวดูดซับในขณะที่อาหารที่มีการเติมตัวดูดซับที่มีฟแนนทรีนอยูบนตัวดูดซับแยกแบคทีเรียได 
3 สายพันธุ คือ Burkholderia spp. Delftia sp. และ Sphingomonas sp. แสดงวาแบคทีเรียทั้ง 3 
สายพันธุที่คัดแยกไดมีความสามารถในการยอยสลายฟแนนทรีนได 

จากการทดลองที่การเติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนเพื่อชักนําให
แบคทีเรียดั้งเดิมในดินสามารถปรับตัวใหมีความสามารถในการยอยสลาย PAHs ซึ่งสอดคลองกับ
การเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียอยางเห็นไดชัดเม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรียดั้งเดิม 
การทดลองนี้ไดพยายามคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs โดยวิธีการสรางหองสมุดดี
เอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน โดยใชดีเอ็นเอเมตาจีโนม จากการสรางระบบนิเวศจําลองดิน AP ใน
สัปดาหที่ 2 และ 4 มาสรางหองสมุดดีเอ็นเอโดยใชพลาสมิดเวกเตอร pZErO-2 (Invitrogen, 
USA) พบรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวนประมาณ 10,000 โคลน ซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ีย
ขนาด 3-8 Kb เพื่อคัดกรองยีนเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสหรือยีนไดออกซิจีเนส จากหองสมุดดี
เอ็นเอโดยสังเกตการแสดงออกของฟโนไทป  ทั้งนี้จากรายงาน Suenaga และคณะ (2007) สราง
หองสมุดดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากตะกอนบําบัดน้ําเสียเพื่อหายีนประมวลรหัสเอกซตราไดออลได
ออกซิจีเนสที่สามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกโดยโคลนชิ้นดีเอ็นเอลงในฟอสมิดเวกเตอร 
(pCC1FOS) ซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ียขนาด 33 Kb และคัดกรองโคลนที่ตองการโดยใชการ
แสดงออกทางฟโนไทปของยีนสอดแทรกโดยมีสารแคทีคอลเปนสับสเตรทเม่ือถูกเรงปฏิกิริยาดวย
เอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส สามารถยอยแคทีคอลเปนสับสเตรทเปนสีเหลืองเขมไดแก
สาร 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทเซมิแอลดีไฮด  พบโคลนที่ใหผลบวกจํานวน 91 โคลน และพบ ยีน
ประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสชนิดใหมจํานวน 25 โคลน  นอกจากนี้ Brennerova 
และคณะ (2009) ไดสรางหองสมุดดีเอ็นเอเมตาจีโนมจากดินที่ปนเปอนอะโรมาติกริง
ไฮโดรคารบอนที่ไดรับการบําบัดโดยการเติมอากาศ (air-sparging) เพื่อหายีนประมวลรหัสเอกซ
ตราไดออลไดออกซิจีเนสที่สามารถยอยสลายอะโรมาติก โดยโคลนชิ้นดีเอ็นเอลงในฟอสมิด
เวกเตอร (pCC1FOS) ซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ียขนาด 33 Kb และคัดกรองโคลนที่ตองการ
โดยใชการแสดงออกทางฟโนไทปของยีนสอดแทรกโดยมีสารแคทีคอลเปนสับสเตรทเม่ือถูกเรง
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ปฏิกิริยาดวยเอนไซมเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส สามารถยอยแคทีคอลเปนสับสเตรทเปนสี
เหลืองเขมไดแกสาร 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทเซมิแอลดีไฮด พบโคลนที่ใหผลบวกจํานวน 235 โคลน 
และพบยีนประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสชนิดใหมจํานวน 128 โคลน  จากรายงาน
ขางตนการสรางหองสมุดดีเอ็นเอเปนวิธีที่ทําใหมีโอกาสพบยีนชนิดใหมที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะโรมาติกได  และจากการพยายามสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดินเพื่อเพิ่มโอกาส
ในการพบยีนชนิดใหมได อยางไรก็ตามในการทดลองนี้ผลที่ไดหลังการคัดกรองรีคอมบิแนนทพ
ลาสมิดจํานวนประมาณ 10,000 โคลน ไมพบโคลนที่ใหผลบวก ทั้งนี้จะเห็นไดจากการศึกษาที่ผาน
มาที่ประสบความสําเร็จในการคัดแยกยีนชนิดใหมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะโรมาติกนั้น 
เลือกใชฟอสมิดเวกเตอรที่สามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ียขนาด 33 Kb ซึ่งมีขนาดใหญ
กวาที่ใชในการทดลองนี้ที่ใชพลาสมิดเวกเตอรที่สามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกเฉล่ียขนาด 3-
8 Kb เทานั้น ดังนั้นในการศึกษาในอนาคตควรเลือกใชเวกเตอรที่สามารถโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด
ใหญเพื่อเปนการเพิ่มโอกาสในการพบยีนชนิดใหมได 

 
นอกจากนั้นในการทดลองนี้ไดตรวจสอบยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการ

ยอยสารประกอบ PAHs โดยวิธี PCR เพื่อเปนการคัดกรองเบื้องตน โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจาก
ขอมูลที่ไดจากการศึกษาที่ผานมาและมีความสามารถในการคัดแยกยีนชนิดใหมที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกได ซึ่งในการทดลองนี้ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ครอบคลุม
ทุกกลุมของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสโดยใชไพรเมอรทั้งหมด 10 คู ดังแสดงในตารางที่ 3.2  
และใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนประมวลรหัสเอกซตราไดออลไดออกซิจีเนสบางกลุม จํานวน 2 คู 
ดังแสดงในตารางที่ 3.3 ผลการคัดกรองยีนเบื้องตนพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส เม่ือใชไพรเมอร
คู GPF และ GPR (Cebron และคณะ, 2008) ดังแสดงในรูปที่ 4.7  และใชไพรเมอรคู NMR331f 
และ NMR1134r (Marcos และคณะ, 2009) ดังแสดงในรูปที่  4.8  ซึ่งทั้ง 2 คูไพรเมอรมี
ความจําเพาะตอยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่
จําเพาะตอแบคทีเรียแกรมบวก   

เม่ือนําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดมาสรางหองสมุดยีนเพื่อคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายสารประกอบ PAHs นําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชคูไพรเมอร GPF และ GPR 
มาสรางหองสมุดยีน ไดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 21 โคลน  สวนการสรางหองสมุดยีนจาก
ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชคูไพรเมอร NMR331f และ NMR1134r ไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด
จํานวน 54 โคลน  จากนั้นนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ เพื่อ
เลือกรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและพบรูปแบบของแถบดี
เอ็นเอที่แตกตางทั้งหมด 38 โคลน ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่

108 



123 
 

 

มีความนาสนใจจํานวน 12 โคลน ดังแสดงในตารางที่ 4.8 และพบโคลนที่มีเปอรเซ็นตความเหมือน
ต่ํากวารอยละ 97 จํานวน 9 โคลน ดังแสดงในตารางที่ 5.2  สวนรีคอมบิแนนทพลาสมิดจํานวน 3 
โคลน ที่มีเปอรเซ็นตความเหมือนสูงกวารอยละ 97 ไดผลดังนี้ 

โคลนที่ 1 AP4NMR4.2  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน ring hydroxylating dioxygenase 
alpha subunit ของ Mycobacterium gilvum สายพันธุ PYR-GCK. [YP_001131817] โดยมี
เปอรเซ็นตความเหมือนถึง 100 เปอรเซ็นต  โคลนที่ 2 AP4NMR4.5  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลี
โอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ NidA 
ของ Mycobacterium tuberculosis [ACL13524.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนถึง 100 
เปอรเซ็นตโคลนที่ โคลนที่ 3 AP4GP4.5 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรก
มีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับโปรตีน PAH-ring hydroxylating 
dioxygenase alpha subunit ของ uncultured bacterium [ACD14261.1] โดยมีเปอรเซ็นต
ความเหมือน 98 เปอรเซ็นต   
 การรายงานถึงแบคทีเรียที่มียีนประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ NidA ลาสุดที่มีการ
ตีพิมพ พบรายงานของ Klankeo และคณะ (2009)  ศึกษาจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอย
สลายไพรีนจากตัวอยางดินโดยสรางระบบนิเวศจําลองดินที่มีการเติมไพรีนลงไปในระบบ  
แบคทีเรียใหม 2 สายพันธุถูกแยกไดจากระบบนิเวศจําลองดิน คือ สายพันธุ KOTLB และ RN402 
พบวามีความสามารถในการใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน นอกจากไพรีนยังพบวา
ทั้ง 2 สายพันธุสามารถยอยฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน จากการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอแบบ
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับ nidA พบการแสดงออกของยีนไดออกซิ
จีเนสทั้ง 2 สายพันธุ พบผลิตภัณฑยีน nidA มีความเหมือนกับโปรตีน NidA 99-100 %  ซึ่งเปนยีน
ที่ประมวลรหัสหนวยยอยของเทอร มินัลออกซิจี เนส  สําหรับการยอยสลายไพรีนของ 
Mycobacterium spp. นอกจากนี้ผลของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแสดงใหเห็นวายีน nidA มี
ตําแหนงอยูบน megaplasmid ซึ่งรายงานนี้เปนรายงานแรกที่แสดงการยอยสลายไพรีนจาก
แบคทีเรียแกรมลบที่มียีน nidA  จากรายงานดังกลาวเปนรายงานยีนประมวลรหัสกรดอะมิโน
คลายคลึงกับ NidA ซึ่งเปนยีนชนิดเดียวกันกับโคลนที่พบทั้ง 3 โคลน และแสดงใหเห็นถึง
ความสามารถในการใชฟแนนทรีนเปนสับสเตรทได ซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่เติมฟแนนทรีน
และ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน 
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ตัวอยาง 
โปรตีน ยีน สายพันธุแบคทีเรีย 

 
Substrate 

 

% amino 
acid 

identity 

Accession 
no. 

เอกสารอางอิง 

 
AP2NMR2i8 Rieske (2Fe-2S) PAH-RHD 

Comamonas 
testosteroni 

สายพันธุ KF-1 

3-(4-sulfophenyl) 
butyrate 

(3-C4-SPC) 
66% ZP_0354281

0.1 ไมตีพิมพ, 2009 

 
AP6NMR6i3 

ring hydroxylating 
dioxygenase, alpha 

subunit 
PAH-RHD 

Mycobacterium 
vanbaalenii สายพันธุ 

PYR-1 

ไพรีน 
ฟลูออแรนทรีน 

ฟแนนทรีน 
41% YP_951396.1 

Copeland และ
คณะ 2010 
ไมตีพิมพ 

AP4NMR4.15 

ISP large subunit phdA Nocardioides sp.สาย
พันธุ KP7 ฟแนนทรีน 

90 % 

BAA84712.1 Saito และคณะ 
2000 

AP4NMR4i1 96 % 
AP4NMR4i4 94 % 
AP4NMR4i7 91 % 
AP6NMR6i4 90 % 
AP6NMR6i10 96 % 

AP4GP4.3 ring hydroxylating 
dioxygenase alpha 

subunit 
PAH-RHD 

uncultured 
bacterium 

- 93% ACD14261.1 Cebron และคณะ 
2008 

ตารางที่ 5.2  ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกพบโคลนที่มีเปอรเซ็นตความเหมือนต่ํากวารอยละ 97 จํานวน 9 โคลน 
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โดย ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกของโคลน AP2NMR2i8 
พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับสวน Rieske (2Fe-2S) ของ
หนวยยอยแอลฟาริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสของ Comamonas testosteroni สายพันธุ KF-
1 [ZP_03542810.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเพียง 66 เปอรเซ็นตพิจารณาจากเปอรเซ็นต
ความเหมือนที่ไดพบวาในการทดลองนี้มีแนวโนมในการพบยีนใหมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะ
ซีแนพธีนและฟแนนทรีน  รายงานที่ผานมาของ Goyal และ Zylstra (1996) ซึ่งรายงานเกี่ยวกับยีน 
nah ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพธาลีนใน Comamonas testeroni พบยีน nah 
จากสายพันธุ GZ42 และพบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nahAa) เฟอรรีดอกซิน 
(nahAb) ISP หนวยยอยแอลฟา และหนวยยอยบีตา (nahAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส 
(nahB) และ แอลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (nahF) แตระหวางยีน nahAa และ nahAb มียีน nahAc2 
และ nahAd2 ที่ประมวลรหัส ISP หนวยยอยแอลฟาและหนวยยอยบีตาแทรกอยู จากรายงาน
ดังกลาวที่เปนรายงานเชื้อกลุมเดียวกันกับโคลนที่พบแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการใชฟ     
แนนทรีนเปนสับสเตรทซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่เติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอน    

โคลน AP6NMR6i3 เปนอีกโคลนหนึ่งที่มีความนาสนใจ ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกพบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ
โปรตีน ring hydroxylating dioxygenase, alpha subunit ของ  Mycobacterium vanbaalenii 
สายพันธุ PYR-1 [YP_951396.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนเพียง 41 เปอรเซ็นต  พิจารณาจาก
เปอรเซ็นตความเหมือนที่ไดพบวาในการทดลองนี้มีแนวโนมในการพบยีนใหมที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายอะซีแนพธีนและฟแนนทรีน  ในอดีตมีรายงานถึงความสามารถในการยอยสลาย PAHs 
ในแบคทีเรียแกรมบวก โดยมี Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 เปนตัวแทนของ
การศึกษาในแบคทีเ รียแกรมบวกดังนี้   Khan และคณะ (2001) ศึกษา Mycobacterium 
vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถยอยสลายไพรีน ฟลูออแรนทรีน ฟแนน 
ทรีน แอนทราซีน  เบนโซ[เอ ]ไพรีนโดยใช เทคนิคทางโปรตีน  (Proteomic) ทําโดยเ ล้ียง 
Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 ในอาหารที่มีไพรีน หรือฟแนนทรีนหรือไดเบนโซไท
โอพีน และทราบวา Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 มียีน nidA ประมวลรหัสหนวย
ยอยแอลฟาของไดออกซิจีเนส ยีน nidB ประมวลรหัสหนวยยอยบีตาของไดออกซิจีเนส และยีน 
nidD ประมวลรหัสอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส และพบอีกวาลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัวของ
ยีนแตกตางจากยีนในกลุมคลาย nah โดยมีการเรียงตัวเปน nidDBA และลําดับนิวคลีโอไทดมี
ความแตกตางจาก nah-like มากกวา 60% จากรายงานดังกลาวที่เปนรายงานเชื้อกลุมเดียวกันกับ
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โคลนที่พบแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการใชฟแนนทรีนเปนสับสเตรทซึ่งสอดคลองกับการ
ทดลองที่เติมฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน   

โคลน  AP4NMR4.15  AP4NMR4i1 AP4NMR4i4  AP4NMR4i7  AP6NMR6i4  และ 
AP6NMR6i10  ซึ่งเปนโคลนชนิดที่พบมากที่สุดในการทดลองนี้ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ PhdA ของ 
Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 [BAA84712.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 90 96 94 91 90 
และ 96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  Saito และคณะ (2000) รายงานวา Nocardioides sp. สายพันธุ 
KP7 มียีน phd  ซึ่งประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท 
(phthalate) โดย phd ประกอบดวยยีนสองกลุมกลุมแรกประกอบดวย phdEFABGHCD ประมวล
รหัสเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอยสลายฟแนนทรีนไปเปน 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอต (1-
hydroxy-2-naphthoate) และ phdIJK ประมวลรหัสยีนที่ทําหนาในการยอยสลาย 1-ไฮดรอกซี-2-
แนพธาโนเอต ไปเปนพธาเลต  จากรายงานดังกลาวเปนรายงานเชื้อชนิดเดียวกันกับโคลนที่พบ
แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการใชฟแนนทรีนเปนสับสเตรทซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่เติม
ฟแนนทรีนและ/หรืออะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน และโคลนAP4GP4.3 ผลการวิเคราะหลําดับ   
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกมีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ
โปรตีน PAH-ring hydroxylating dioxygenase alpha subunit ของ uncultured bacterium 
[ACD14261.1] โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 93 เปอรเซ็นต  (Cebron และคณะ, 2008) ผลที่ได
จากโคลนนี้คาดวามาจากกลุมเชื้อที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ
แสดงใหเห็นวาการใชดีเอ็นเอเมตาจีโนมดินและการใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลนั้นชวยลดขอจํากัด
ของการศึกษายีนที่เกี่ยวของตอการยอยสลาย PAHs โดยไมตองผานการคัดแยกเชื้อใน
หองปฏิบัติการ (Handelsman และคณะ, 2004) 

จากการพบโคลนที่มีแนวโนมในการพบยีนชนิดใหมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซี       
แนพธีนและฟแนนทรีนของ 9 โคลนนี้ เปนการเพิ่มขอมูลยีนสําหรับใชในการแกปญหาการปนเปอน 
PAHs ในส่ิงแวดลอมได เชน ใชเปนขอมูลในการออกแบบไพรเมอรเพื่อตรวจติดตามแบคทีเรียใหมี
ความครอบคลุมกับแบคทีเรียที่มีบทบาทในการยอยสลายไดมากข้ึน  (Marcos และคณะ, 2009) 

เม่ือพิจารณาผลการคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs จากการ
สรางหองสมุดยีนจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสไมพบโคลนที่รายงานถึงความสามารถในการ
ใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน อาจเนื่องมาจากการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวของแบคทีเรียที่
สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนมีจํานวนนอย  Pinyakong และคณะ (2004) ไดศึกษา 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 เปนสายพันธุที่ยอยสลายอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนไดแต
ไมสามารถยอยสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอ่ืนได พบวาแบคทีเรียสาย
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พันธุนี้มียีน arhA1 และ arhA2 ที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของเทอรมินัลออกซิ
จีเนส ตามลําดับ  จากรายงานดังกลาวแสดงใหเห็นวาการศึกษาที่ผานมาพบแบคทีเรียที่สามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธีนได สวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบในกลุมของ  Sphingomonas sp. ซึ่งใน
การทดลองนี้ไดใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนคือใชไพรเมอร
คู arhA1F และ arhA1R ที่จําเพาะตอยีน arh ซึ่งไมพบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสในการทดลองนี้  
จึงเปนที่สังเกตไดวาการไมพบยีนที่เกี่ยวของตอการยอยสลายอะซีแนพธีนจากการสรางหองสมุด
ยีน อาจเนื่องมาจากการทดลองนี้พบผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสจากการใชไพรเมอรที่จําเพาะตอ
ยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสที่จําเพาะตอกลุม
แบคทีเรียแกรมบวกเทานั้น  และพบวาผลจากการเปล่ียนแปลงของโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย
คาดวาแถบดีเอ็นเอหลายแถบคือ  D1 (สีฟา)  D5 (สีชมพ)ู  D7 (สีเขียวออน)  D9 (สีเหลือง)  D11 
(สีเขียวเขม)  D3 (สีสม)  D4 (สีดํา)  D6 (สีน้ําเงิน)  D8 (สีน้ําตาล)  D10 (สีแดง)  มีบทบาทตอการ
ยอยสลายอะซีแนพธีน  เนื่องจากพบแถบดีเอ็นเอเหลานี้ไดในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซี      
แนพธีนเปนแหลงคารบอน และเม่ือนําแถบดีเอ็นเอบางสวนคือ D4 (สีดํา)  D8 (สีน้ําตาล)  D11 (สี
เขียวเขม)  ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาแบคทีเรียเดนดังกลาว
เปนกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ พบวาแถบดีเอ็นเอ  D4  (สี
ดํา) คือ Bacillus sp. จากรายงานถึงความสามารถในการยอยสลาย PAHs ของ Bacillus sp.  
Bayoumi และคณะ (2009) รายงานถึง Bacillus subtilis SBS26 สามารถยอยอะซีแนพธีน แอน 
ทราซีนและเบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีน ไดอยางสมบูรณที่ความเขมขน 0.177, 13.148 และ 0.229 
ppm ตามลําดับ โดยสามารถยอยสลายอยางสมบูรณใน 15 วัน จากผลขางตนเชื่อไดวาแบคทีเรีย
เหลานี้อาจเปนกลุมที่มีบทบาทตอการยอยสลายอะซีแนพธีนในระบบนิเวศจําลองดินได 

เม่ือพิจารณาผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอจากการตรวจติดตามการเปล่ียนแปลง
โครงสรางประชาคมแบคทีเรียดวยวิธี DGGE ที่พบวาแถบดีเอ็นเอ D4 (สีดํา)  นาจะเปน  Bacillus 
sp. และ  D8 (สีน้ําตาล) นาจะเปน  Delftia sp. สวน  D11 (สีเขียวเขม) ยังไมสามารถระบุชนิดได
นั้น  เม่ือนํามาเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสอดแทรกจากการ
สรางหองสมุดยีน (PCR) ดังแสดงในตารางที่ 5.2  แสดงใหเห็นวาผลที่ไดไมสอดคลองกัน อาจ
เนื่องมาจากการศึกษาในอดีตยังไมพบการรายงานถึงยีนไดออกซิจีเนสของ Delftia sp. มากอน 
สวน Bacillus sp. พบเพียงรายงานของ Mukerjee-dhar และคณะ (2005) รายงานถึง Bacillus 
sp. สายพันธุ JF8 พบยีน bph สามารถใชไบฟนิลและแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนไดเทานั้น 
ดังนั้นในการทดลองนี้ที่เติมอะซีแนพธีนและฟแนนทรีนอาจเปนสาเหตุที่ทําใหผลที่ไดไมสอดคลอง
กับการรายงานในฐานขอมูลจงึเปนสาเหตุที่ทําใหผลที่ไดไมสอดคลองกันและจากการใชดีเอ็นเอ 
เมตาจีโนมดินมาศึกษานั้นอาจทําใหได Bacillus sp. และ Delftia sp. ที่มาจากกลุมเชื้อที่ไม
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สามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการจึงทําใหผลที่ไดอาจไมสอดคลองกับการ
รายงานที่มีในฐานขอมูลมากอน 

จากนั้นนําผลรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีความนาสนใจจํานวน 12 โคลนไปสรางแผนภูมิ
ตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ดังแสดงในรูปที่ 4.17  พบความหลากหลายของยีน
ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนสหลายกลุม ซึ่งผลการ
สรางแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการนี้ใหผลสอดคลองกับการเปรียบเทียบขอมูล
จากฐานขอมูล ดังที่แสดงในตาราง 4.8 

จากการศึกษาทั้งหมดแสดงใหเห็นวาการใชดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมที่สกัดจากส่ิงแวดลอม
โดยตรงมีแนวโนมในการคนพบยีนใหมที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ไดและทําใหไดขอมูล
ยีนสําคัญที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs และสามารถใชเปนขอมูลที่สําคัญในการแกปญหา
การปนเปอน PAHs ในส่ิงแวดลอมได เชน การไดขอมูลยีนใหมจะชวยในการออกแบบไพรเมอร
เพื่อตรวจติดตามแบคทีเรียเพื่อใชในการแกปญหาการปนเปอน PAHs ในส่ิงแวดลอม และการได
ขอมูลเกี่ยวกับยีนใหมทําใหทราบถึงความหลากหลายของยีนตอชนิดของ PAHs มากข้ึน  

ขอเสนอแนะในงานวิจัยน้ี 
1. ควรวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากแถบดีเอ็นเอที่พบจากการติดตามการ

เปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียดวยวิธี DGGE เพิ่มเติม และนําผลวิเคราะหลําดับ       
นิวคลีไทดไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล เพื่อนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับผลวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่พบวามีผลสอดคลองกันหรือไม 

2. ขอเสนอแนะวิธีการสรางสรางหองสมุด PCR  
-      ควรสรางหองสมุด PCR ใหไดจํานวนโคลนเพิ่มเพื่อใหมีความหลากหลาย

ของยีนมากข้ึน 
-      ควรออกแบบไพรเมอรที่มีความจําเพาะและมีความหลากหลายตอยีนเพื่อให

มีโอกาสในการคนพบยีนใหมเพิ่มข้ึนได 
3. ขอเสนอแนะวิธีการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน 

-  ควรเพิ่มขนาดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกใหมีขนาดใหญข้ึน 
-  ควรเพิ่มจํานวนโคลนในการสรางหองสมุดดีเอ็นเอจากเมตาจีโนมดิน 
-  ควรเปล่ียนชนิดเวกเตอรใหมีความเหมาะสมตอการแสดงออกของยีนและ 

ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 
-  ควรเปล่ียนเซลลเจาบาน (host) ใหมีความเหมาะสมตอการแสดงออกของยีน 

และชนิดเวกเตอร 
-  ควรหาวิธีการคัดกรองที่มีความเหมาะสมตอยีน 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว Luria-Bertani (LB) 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 
ทริปโตน (tryptone)     10 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)     10 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากล่ัน ปริมาตรสุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
  
อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Luria Bertani (LB) 

เติมวุนผง 15 กรัม ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเช้ือ b  
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 
ทริปโตน (tryptone)     20 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4.7H2O)     5 กรัม 
 ละลายสารทั้งสามชนิดในน้ํากล่ันปรับความเปนกรด-ดาง ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 
เขมขน 5 โมลาร จน pH เทากับ 7 และปรับปริมาตรสุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
 อาหารเล้ียงเชื้อแข็งละลายผงวุนหรือแบคโตอะการ 15 กรัม ตออาหาร 1,000 มิลลิลิตร 
กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีปราศจากแหลงคารบอน (Carbon Free Mineral Medium, CFMM)  
สารละลายสวนท่ี 1 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)     3 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   2.2 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 12 น้ํา (Na2HPO4.12H2O)  0.8 กรัม 
 ปรับปริมาตรสุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
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อาหารเล้ียงเชื้อแข็งละลายผงวุนหรือแบคโตอะการ 15 กรัม ตออาหาร 1,000 มิลลิตร 
กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ 

 
สารละลายสวนท่ี 2  
เฟอรรัสคลอไรด 6 น้ํา (FeCl3.6H2O)    0.05 กรัม/มิลลิลิตร 
แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2.2H2O)    0.05 กรัม/มิลลิลิตร 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4.7H2O)    0.1 กรัม/มิลลิลิตร 
 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
สารละลายสวนที่ 2 ชนิดละ 1 มิลลิลิตรตอสารละลายสวนที่ 1 1,000 มิลลิลิตร 
 
อาหารเลี้ยงเช้ือ SOC  
 
สารละลายสวนท่ี 1 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 
ทริปโตน (tryptone)       20 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       0.58 กรัม 
แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl)      2 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4.7H2O)     2.46 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)      0.18 กรัม 
 ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับความเปนปริมาตรสุดทาย 980 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
 
สารละลายสวนท่ี 2 
กลูโคส         3.6 กรัม 
น้ําปลอดประจ ุ        20 มิลลิลิตร 
 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 ผสมสารละลายทั้ง 2 สวน เก็บรักษาที่ -20๐ซ 
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อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว basal salt ความเปนกรดดาง 4.0 
 
สารละลาย A 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7 น้ํา (MgSO4.7H2O)   5 กรัม 
ไดแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)   1.5 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)    1.0 กรัม 
แคลเซียมไนเตรต (Ca(NO3)2)    0.1 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากล่ัน ปรับความเปนกรดดางเปน 4.0.และปรับปริมาตร
สุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ 
เปนเวลา 15 นาที  

 
สารละลาย B 
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) ความเขมขน 500 มิลลิโมลาร 

เตรียมโดยละลาย FeSO4 13.9 กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อ
ดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร แลวเติมสารละลาย B 5 มิลลิลิตร 
ลงในสารละลาย A ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
 
สารละลายฟแนนทรีนในอะซิโตน ความเขมขน 12,000 ppm 

ฟแนนทรีน     0.12   กรัม 
อะซิโตน      10   มิลลิลิตร 

ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกรอง 0.2 
ไมโครเมตร 
 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 นอรมัล 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)      4 กรัม 
เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรสุทธิ   100 มิลลิลิตร 

 
สารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล 

กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 12 นอรมัล    8.33 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน      91.67 มิลลิลิตร 

 
70% เอธานอล  

99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ันปลอดประจ ุ    300 มิลลิลิตร 

 
20% สารละลายโปรตีนเนสเค (proteinase K) 

โปรตีนเนสเค (proteinase K)   20 มิลลิกรัม 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      1 มิลลิลิตร  

 
สารละลาย Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร 

Trizma base (C4H11NO3)   1.2 กรัม 
ละลายในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรดดาง

เปน 8.0 ดวย กรดไฮโดรคลอริก เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
บัฟเฟอร TE 
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Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร  10 มิลลิลิตร 
EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  0.2 มิลลิลิตร 

เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย CTAB/NaCl 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      4.1  กรัม 
CTAB            10  กรัม 

ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 65 ๐ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นเติม
โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.7 โมลาร เ ม่ือละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 
นาที 
 
สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอกอฮอล ในอัตราสวน 24 :1 (ปริมาตร ตอปริมาตร) 
เก็บที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 
 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา  

Tris-HCl     242 กรัม 
EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร   100 มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้ําปลอด
ประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ     
121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
อะกาโรสเจลเขมขน 0.9% 

อะกาโรสเจล     0.9 กรัม 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา   100 มิลลิลิตร 

หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 
 
 
อะกาโรสเจลเขมขน 2% 
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อะกาโรสเจล         2 กรัม 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา   100 มิลลิลิตร 

หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 
 

ไลซีส บัฟเฟอร ( DNA extraction buffer ) 
Tris-HCl, pH 8.0    1 โมลาร 
สารละลายโซเดียมฟอสเฟต, pH 8.0  1 โมลาร 
สารละลาย EDTA, pH 8.0   0.5 โมลาร 
สารละลายโซเดียมคลอไรด   5 โมลาร 
CTAB      5% (w/v) 
H2O 

 
สารละลาย Tris-HCl pH 8 เขมขน 1 โมลาร 

Trizma base (C4H11NO3)   121.1  กรัม 
ละลายในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรดดาง

เปน 8.0 ดวย กรดไฮโดรคลอริก เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
20% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS)  

Sodium dodecyl sulfate   20 กรัม 
คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้ออุณหภูมิ 60ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เม่ือ

ละลายหมดเติมน้ําปลอดประจปุลอดเชื้อจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย EDTA pH 8 เขมขน 0.5 โมลาร 

EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)    186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)     20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียม  
ไฮดรอกไซด คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรดดางเปน 8.0 เติมน้ําปลอด
ประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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สารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 5 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)      292 กรัม 

                       ละลายโซเดียมคลอไรด ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร คนใหละลาย
จากนั้นเติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เอธิเดียมโบรไมด     0.1 มิลลิกรัม 
น้ํากล่ัน      10 มิลลิลิตร 

ละลายใหเขากันเก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือปองกัน 
เนื่องจากเอธิเดียมโบรไมดเปนสารกอมะเร็ง) 
 

สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 
 เตรียมสารละลายฟนอลอ่ิมตัวในบัฟเฟอร Tris-HCl โดยละลายฟนอลในอางน้ําอุณหภูมิ  
68 ๐ซ จากนั้นเติมผง hydroxyquinoline ใหไดความเขมขน 0.1% (น้ําหนัก/น้ําหนัก) เติม
สารละลาย Tris-HCl  pH 8.0 เขมขนเปน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 
15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก เติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โม
ลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก ทํา
ข้ันนี้หลายๆ คร้ังดวย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร จนคาความเปนกรดดางของฟนอล
มากกวา 7.8 สุดทายเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร ที่ผสม                         
-mercaptoethanol เขมขน 0.2% ปริมาตร 0.1 เทาของฟนอลที่เตรียมได เก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4 ซ ผสมฟนอลที่เตรียมไดกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 25:25 (ปริมาตรตอ ปริมาตร) 
เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 
 
สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (Ampicilin, Ap) 

แอมพิซิลิน     100 มิลลิกรัม 
น้ําปลอดประจ ุ         1 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
2% 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactoside (X-gal) 

X-gal        20 มิลลิกรัม 
ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)       1 มิลลิลิตร 
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กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 

isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
IPTG      238 มิลลิกรัม 
น้ําปลอดประจ ุ         1 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
สารละลาย TfbI  

โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK)     0.295 กรัม 
รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)      1.21 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2•2H2O)     0.148 กรัม 
แมงกานีสคลอไรด (MnCl2)     0.99 กรัม 
กลีเซอรอล       15 มิลลิลิตร 

 ละลายสารในน้ํากล่ัน 70 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง ดวยกรดอะซิติกเขมขน 0.2 
โมลาร จน pH เทากับ 5.8 ดวย และปรับปริมาตรสุดทาย 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรอง
ผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
สารละลาย TfbII  

2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid (MES)   0.29 กรัม 
รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)      0.121 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด 2 น้ํา (CaCl2•2H2O)     1.103 กรัม 
กลีเซอรอล       15 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 
0.22 ไมโครเมตร 
 
สารละลายโซเดียมอะซีเตทเขมขน 3 โมลาร 
 ละลายโซเดียมอะซีเตทน้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มิลลิลิตร เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลายไลโซไซม (Lysozyme) 
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ไลโซไซม (Lysozyme)    60 มิลลิกรัม 
บัฟเฟอร TE       1 มิลลิลิตร 

 
สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห DGGE 

0% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส    20 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจ ุ     78 มิลลิลิตร 
 

100% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส      20 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา       2 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด       40 มิลลิลิตร 
ยูเรีย        42 กรัม 
เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตรสุทธ ิ  100 มิลลิลิตร 

 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 

แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต    0.1 กรัม 
น้ําปลอดประจ ุ     1 มิลลิลิตร 
 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   10 ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน      200 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

ขอมูลดิบ 
 

ตารางท่ี ค.1 ปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอน (ACE)  สัปดาหที่ 0  2  4  และ 6 

สัปดาห 
 

ปริมาณอะซีแนพธีนที่
เหลือ 

(พื้นที่ใตกราฟ) 

อะซีแนพธีนที่เหลืออยู 
(เฉล่ีย) สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) 
ในชุดควบคุม 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
ในชุดทดลอง ชุด

ควบคุม 
ชุด

ทดลอง 
ชุด

ควบคุม ชุดทดลอง 

 
0 
 

246.2 156.7 

100 100 12.66 
 

19.26 
 

234.6 195.2 

220.9 175 

2 

152 158.7 

78.14 68.17 41.51 
 

35.40 
 

230 89.6 

166.4 110.8 

4 

139.8 39.7 

59.83 22.98 1.05 
 

1.514 
 

138.9 42.1 

137.7 39.3 

6 

138.1 37.7 

56.94 15.95 7.75 8.47 137.3 22.1 

124.3 24.2 
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ตารางท่ี ค.2 ปริมาณฟแนนทรีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมฟแนนทรีนเปนแหลง
คารบอน (PHE) สัปดาหที่ 0  2  4  และ 6 

สัปดาห 
 

ปริมาณฟแนนทรีนที่
เหลือ  

(พื้นที่ใตกราฟ) 

ฟแนนทรีนที่เหลืออยู  
(เฉล่ีย) สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) 
ในชุดควบคุม 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
ในชุดทดลอง ชุด

ควบคุม 
ชุด

ทดลอง 
ชุด

ควบคุม 
ชุดทดลอง 

 
0 

 

246.1 224.5 

100 100 13.80 
 

11.41 
 232 245.4 

259.6 227 

2 

262.2 45 

97.23 25.83 22.62 
 

13.45 
 217 71 

238.1 64 

4 

217.85 11 

89.73 3.4 5.87 
 

3.205 
 

227.4 4.6 

216.7 8.1 

6 

242.69 0 

99.08 0 6.95 0 251 0 

237.2 0 
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ตารางท่ี ค.3 ปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและ 
ฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน (AP) สัปดาหที่ 0  2  4  และ 6 

สัปดาห 
 

ปริมาณอะซีแนพธีนที่
เหลือ 

(พื้นที่ใตกราฟ) 

อะซีแนพธีนที่เหลืออยู 
(เฉล่ีย) สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) 
ในชุดควบคุม 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
ในชุดทดลอง ชุด

ควบคุม 
ชุด

ทดลอง 
ชุด

ควบคุม 
ชุดทดลอง 

 
0 

 

286.5 286.5 

100 100 36.14 
 

36.14 
 

280.7 280.7 

346 346 

2 

277.1 223.8 

97.10 63.06 22.55 
 

28.34 
 

288.9 182.6 

320.7 169.5 

4 

318 82.9 

96.38 27.32 22.09 
 

1.91 
 

275.3 81.4 

286.8 85.2 

6 

189.3 63.4 

64.44 24.52 38.36 10.46 237.5 84.1 

161.7 76.4 
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ตารางท่ี ค.4 ปริมาณฟแนนทรีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจําลองดินที่เติมอะซีแนพธีนและ 
ฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน (AP) สัปดาหที่ 0  2  4  และ 6 

สัปดาห 
 

ปริมาณฟแนนทรีนที่
เหลือ 

(พื้นที่ใตกราฟ) 

ฟแนนทรีนที่เหลืออยู 
(เฉล่ีย) สวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) 
ในชุดควบคุม 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
ในชุดทดลอง ชุด

ควบคุม 
ชุด

ทดลอง 
ชุด

ควบคุม 
ชุดทดลอง 

 
0 
 

234.6 234.6 

100 100 34.31 
 

34.31 
 

244.6 244.6 

180.8 180.8 

2 

195.1 107.4 

108.5 81.64 44.53 
 

83.94 
 

236.9 271.7 

284.1 159.7 

4 

276.5 0.68 

123.94 0.42 3.37 
 

0.33 
 

270.2 1.3 

271.3 0.79 

6 

149.3 0.51 

83.68 0.24 31.60 0.07 211 0.47 

192 0.61 
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ภาคผนวก ง 
ลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยาง 

 
AP2NMR2i8 
1   TGCCCTTACC ACGGTTGGAA ATATGATGTC ACCGGCCAAT GTGTCGATCT  
51  GCCCTCGGAG CCTGAGGAGA GCGGCTTCCG CAAGAACGTC AAACTGAAGT  
101 CTTACCCCTG CATCGAGAAG GCCGGGATCA TTTGGGCCTA CATGGGGCCG  
151 CCCGCGCTGC AACCGCCGCC ACCGGCGCTG GAATGGACAG ACGTTGAACC  
201 GCCGCAGCGC TTCGTTTCCA AGCGTCTCCA GGAATGCAAT TACCTTCAGG  
251 CCATGGAAGG CGGCATTGAT TCCAGCCACG TATCGTGGCT GCACGGAAGC  
301 GAGCTCAACA AGGACCCGCT GTTTAAAGGC TCGAAGGGCA ACGTCTACA   
 

AP4NMR4.2   
1   AACGAGTGGA GTCTTACCCA GGTTCCGCGC CTCGAGAACT ACCGCGGAAT 
51  GATATTCGGT TGCCTGGACG AGAAGGCAGA ACCTCTCGTT GATTATTTGG 
101 GCGATATGGC GTGGTATCTG GACCTGATCA CCCAGAAGTC CAAGGGTGGA 
151 CTGGAGGTGC GGGGTGAGCC CCAGCGTTGG ATCATCGACT CCAACTGGAA  
201 GCTCGGCGCG GACAACTTTG TCGGGGACGC CTACCACACG TTGATGACGC  
251 ACCGATCGGC GGTCGAGCTC GGTCTGGCTC CGCCCGATCC GAAATTCGCA 
301 TCGGAGCCGG CGCATATCAG TCTCTCCAAC GGTCACGGCC TCGGCGTCCT 
351 CGGGGTAACG CCCGGGCAAC CGATGCCGCC CTTTATGAAC TATCCACCCG 
401 AGGTCGTCGA TGGACTCGCA GCGGCTTACG GCGATCAGGA CCGCGCAGAC 
451 ATGCTTCA 
 

AP4NMR4.5   
1   ACCCTCTTTG CTCACCGCTC GATGGTCGAG CTAGGCATGG CGCCCGGTGA  
51  CCCAAACTTC GCGAGCGCAC CAGCGGAAAT CTCGCTGCAG AACGGCCACG  
101 GCGTCGGCGT ACTCGGCTTT CCGCCCACGC TCGCCGATTT TCCCGAGTAC 
151 GAGGGATACC CCGACGAAGT CGTCGACCAG ATGGCGACGT CCTACCCGTC 
201 GCCGGTACAC AAGGACCTGA TGCGACGCTC ATCCTTTATT CACGGCACCG 
251 TGTTCCCGAA TTTGTCGTTC ATCAACGTGA CCCTCGCGCA GGACCACATG 
301 TCGCCCCCTA CCCCCTTCAT CACGTTCCGG GTATGGCATC CGCTCTCCCA 
351 TGATCGGATG GAGATCCTCT CCTGGTTCCT GGTCGAACGC GATGCTCCGG 
401 AA 
 

AP4NMR4.15   
1   CCCGAAGTTC GCCTCCGGCC GGCCCACATC AGCCTGTCGG GCGGGCACGG  
51  CCTGGGCGTC CTCGGTGTAC CGCCCGGCTA CGAGATGCCG CCGTTCATGA 
101 ACTACCCGGA GGAGATGATC GAGGGTCTCG CCGCCGGCTA CGGGAACCAG 
151 AAGCACGCCG ACGTCCTGGA GCGGACGATC TTCATTCACG GGACGGTGTT 
201 CCCGAACCTG TCCTTTCTCA ACGTCATGAT CAGCAAGGAC CACATGTCGG 
251 TTCCCGTGCC GATGTTGACC ATGCGTCTGT GGCGCCCGCT CAGCCACGAC 
301 ACGATGGAGG TCTGGTCGTG GTTCCTCATC GAGCGGGACG CGCCGGAGGA 
351 GTTCAAGGAC CTCTCCTACG AGACTTACGT CCGCACCTTC GGGGTGTCCG 
401 GGGTGTTCGA ACAGGACGAC GCCGAGAATC GAATTCCCGC GGCCGCCATG 
451 GCGGCCG 
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AP4NMR4i1 
1   ACCGGTGACC TGACCGGCGT GCCCGCGCAG GAGGAGGTCT ACGGCGCCTC  
51  GATGGACAAG GCGCAGTGGA ACCTGACACC GGTACCGCGG CTCGAGTCCT  
101 ACAACGGCCT GGTCTTCGGT TGTCTGGACG ACGCGGCGCC GACGCTGGTC  
151 GAGTACCTGG GCGACATGGC CTGGTACCTC GACCTGTTCA CCAAGCGCAG  
201 CGCCGGTGGC CTCGAGGTCC GCGGCGAGCC GCAGCGCTGG GTGATCGATG  
251 CGAACTGGAA GCTTGGCGCC GACAACTTCG TCGGCGACGC TTACCACACG  
301 CTGATGACGC ACCGCTCGAT GGCGGAGCTC GGTCTCGTGC CGCCGGACCC  
351 GAAGTTCGCC TCCGCGCCGG CCCACATCAG CCTGTCGGGC GGGCACGGCC  
401 TGGGCGTCCT CGGTGTACCG CCCGGCTACG AGATGCCGCC GTTCATGAAC  
451 TACCCGGAGG AGATGATCGA GGGTCTCGCC GCCGGCTACG GGAACCAGAC  
501 GCACGCCGAC GTCCTGGAGC GGACGATCTT CATTCACGGG ACGGTGTTCC  
551 CGAACCTGTC CTTTCTCAAC GTCATGATCA GCAAGGACCA CATGTCGGTT  
601 CCCGCGCCGA TGTTGACCAT GCGTCTGTGG CGCCCGCTCA GCCACGACAC  
651 GATGGAGGTC TGGTCGTGGT TCCTCATCGA GCGGGACGCG CCGGAGGAGT  
701 TCAAGGACCT CTCCTACGAG ACTTACGTCC GCACCTTCGG GGTGTCCGGG  
751 GTGTTCGAAC AGGACGACGC CGAGAATCG  
 

AP4NMR4i4 
1   AACACCGGTG ACCTGACCGG CGTGCCCGCG CAGGAGGAGG CCTACGGCGC 
51  CTCGATGAAC AAGGCGCAGT GGAACCTGAC ACCGGTACCG CGGCTCGAGT 
101 CCTACAACGG CCTGGTCTTC GGTTGTCTGG ACGACGCGGC GCCGACGCTG 
151 GTCGAGTACC TGGGCGACAT GGCCTGGTAC CTCGACCTGT TCACCAAGCG 
201 CAGCGCCGGT GGCCTCGAGG TCCGCGGCGA GCCGCAGCGC TGGGTGATCG 
251 ATGCGAACCG GAAGCTTGGC GCCGACAACT TCGTCGGCGA CGCTTACCAC 
301 ACGCTGATGA TGCACCGCTC GATGGCGGAG CTCGGTCTCG TGCCGCCGGA 
351 CCCGAAGTTC GCCTCCGCGC CGGCCCACAT CAGCCTGTCG GGCGGGCACG 
401 GCCTGGGCGT CCTCGGTGTA CCGCCCGGCT ACGAGATGCC GCCGTTCATG 
451 AACTACCCGG AGGAGATGAT CGAGGGTCTC GCCGCCGGCT ACGGGAACCA 
501 GACGCACGCC GACGTCCTGG AGCGGACGAT CTTCATTCAC GGGACGGTGT 
551 TCCCGAACCT GTCCTTTCTC AACGTCATGA TCAGCAAGGA CCACATGTCG 
601 GTTCCCGTGC CGATGTTGAC CATGCGTCTG TGGCGCCCGC TCAGCCACGA 
651 CACGATGGAG GTCTGGTCGT GGTTCCTCAT CGAGCGGGAC GCGCCGGAGG 
701 AGTTCAAGGA CCTCTCCTAC GAGACTTACG TCCGCACCTT CGGGGTGTCC 
751 GGGGTGTTCG AACAGGACGA CGCCGAGAA 

 
AP4NMR4i7 
1   CCGGCCCACA TCAGCCTGTG GGGCGGGCAC GGCCTGGGCG TCCTCGGTGT 
51  CCCGCCCGGG TAGGAGAGGC CCCCGTTCAT GACCTCCCCG GAGGAGATGA 
101 TCGAGGGTCT CGCCGCCGGC TACGGGAACC AGACGCACGC CGACGTCCTG 
151 GAGCGGACGA TCTTCATTCA CGGGACGGTG TTCCCGAACC TGTCCTTTCT 
201 CAACGTCATG ATCAGCAAGG ACCACATGTC GGTTCCCGTG CCGATGTTGA 
251 CCATGCGTCT GTGGCGCCCG CTCAGCCACG ACACGATGGA GGTCTGGTCG 
301 TGGTTCCTCA TC 

 
AP6NMR6i3 
1   TGCCCTTACC ACGGTTGGAC CTACAAGAAT GACGGCGAGC TTCTCGGCGT 
51  CCCCGCGAAA ACCCAGGGCT ACCGCAACCT GGATACGTCC AAATGGGGAC 
101 TGCTGTCGGC ACCTCAGGTG ACCAACTACG CGGGACTGGT TTTCGCCAAC 
151 CTGGATCCGG ACGCGCCTCC TTTTGAAGAA TATCTCGGAC AGTATAAATG 
201 GTACTTCGAT ATCCAGTTCA AGCTGTCCCA GGGCGGCATG GAAGTGATCG 
251 GCGAGCCGCA AAGGTGGCAG GTGGATTCCA ACTGGAAGCA GGGCGCGGAA 
301 AACTTCTGCG GCGACAGCTC GCACACGCAG ATGACGCACC GCTCCGTATT 
351 GGAAGTCGGC ATTGCGGGCG AAGCGGCCGC AGGGGCACCC GGCAAAAACT 
401 ACGGGCTCCA CGTGCACGAG TGCGACGGCC ATTCCGTCAG CATCCGTCTG 
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451 CTGCCGAAGG GAGAATCCAT CTTCTGGTAT TACCCGGAAG AAGTGACCTC 
501 CAAATTCACT CCCGGCGAGC TGAACGGGGA CCAATTCGAC CTCGCGAGAC 
551 GGTCGATGGT CCACAACGGA ACGATTTTTC CGAATTTTTC GTACCTGCAC 
601 TTCGGGTTGA CGGACAGCCT GGAGAAAGC 

 
AP6NMR6i4 
1   GTCGAGTACC TGGGCGACAT GGCCTGGTAC CTCGACCTGT TCACCAAGCG  
51  CAGCGCCGGT GGCCTCGAGG TCCGCGGCGA GCCGCAGCGC TGGGTGATCG 
101 ATGCGAACTG GAAGCTTGGC GCCGACAACT TCGTCGGCGA CGCTTACCAC 
151 ACGCTGATGA CGCACCGCTC GATGGCGGAG CTCGGTCTCG TGCCGCCGGA 
201 CCCGAAGTTC GCCTCCGCGC CGGCCCACAT CAGCCTGTCG GGCGGGCACG 
251 GCCTGGGCGT CCTCGGTGTA CCGCCCGGCT ACGAGATGCC GCCGTTCATG 
301 AACTACCCGG AGGAGATGAT CGAGGGTCTC GCCGCCGGCT ACGGGAACCA 
351 GACGCACGCC GACGTCCTGG AGCGGACGAT CTTCATTCAC GGGACGGTGT 
401 TCCCGAACCT GTCCTTTCTC AACGTCATGA TCAGCAAGGA CCACATGTCG 
451 GTTCCCGTGC CGATGTTGAC CATGCGTCTG TGGCGCCCGC TCAGCCACGA 
501 CACGATGGAG GTCTGGTCGT GGTTCCTCAT CGAGCGGGAC GCGCCGGAGG 
551 AGTTCAAGGA CCTCTCCTAC GAGACTTACG TCCGCACCTT CGGGGTGTCC 
601 GGGGTGTTCG AACAGGACGA CGCCGAGAA 

 
AP6NMR6i10 
1   GGTGACCTGA CCGGCGTGCC CGCGCAGGAG GAGGTCTACG GCGCCTCGAT  
51  GGACAAGGCG CAGTGGAACC TGACACCGGT ACCGCGGCTC GAGTCCTACA  
101 ACGGCCTGGT CTTCGGTTGT CTGGACGACG CGGCGCCGAC GCTGGTCGAG  
151 TACCTGGGCG ACATGGCCTG GTACCTCGAC CTGTTCACCA AGCGCAGCGC  
201 CGGTGGCCTC GAGGTCCGCG GCGAGCCGCA GCGCTGGGTG ATCGATGCGA  
251 ACTGGAAGCT TGGCGCCGAC AACTTCGTCG GCGACGCTTA CCACACGCTG  
301 ATGACGCACC GCTCGATGGC GGAGCTCGGT CTCGTGCCGC CGGACCCGAA  
351 GTTCGCCTCC GCGCCGGCCC ACATCAGCCT GTCGGGCGGG CACGGCCTGG  
401 GCGTCCTCGG TGTACCGCCC GGCTACGAGA TGCCGCCGTT CATGAACTAC  
451 CCGGAGGAGA TGATCGAGGG TCTCGCCGCC GGCTACGGGA ACCAGACGCA  
501 CGCCGACGTC CTGGAGCGGA CGATCTTCAT TCACGGGACG GTGTTCCCGA  
551 ACCTGTCCTT TCTCAACGTC ATGATCAGCA AGGACCACAT GTCGGTTCCC  
601 GTGCCGATGT TGACCATGCG TCTGTGGCGC CCGCTCAGCC ACGACACGAT  
651 GGAGGTCTGG TCGTGGTTCC TCATCGAGCG GGACGCGCCG GAGGAGTTCA  
701 AGGGCCTCTC CTACGAGACT TACGTCCGCA CCTTCGGGGT GTCCGGGGTG  
751 TTCGAACAGG ACGACGCCGA GAATCGAATT 
 

AP4GP4.3  
1  TTTTGTTGGG ACGGCTATCA CACGGTCATG ACGCACCGTT CGATGTGTGA 
51 GCTGGGGTTG TTACCGCCCG ATAATGTGGC CGTTTCGCCG 
 

AP4GP4.5  
1   GGCGCCGACA ATTTTGTTGG GGACGGCTAT CGCACGGTCA TGACGCACCG 
51  TTCGATGTGT GAGCTGGGGT TGTTACCGCC CGATAATGTG GCCGTTTCGC 
101 CGGCCCACGT CAGCCTATCG GGCGGGCACG GGGCGGGCGT TCTAGGCGCA 
151 CCACCCGGCA TACCCGCACC GCCGTACATG GGCTATCCGG AGGAAGTCGT 
201 CTCCGGTCTC AGCGAGGGTT ACGGCGATGA C 
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