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บทคัดย่อภาษาไทย 

 จุฑากาญจน์ นามสง่า : การโคลนและการแสดงออกของแฟลกเจลลินจาก Bacillus subtilis N3 ใน Escherichia 
coli เพื่อการยับย้ังราก่อโรคในพืช Curvularia lunata . ( CLONING AND EXPRESSION OF FLAGELLIN FROM 
Bacillus subtilis N3 IN Escherichia coli FOR INHIBITION OF FUNGAL PLANT PATHOGEN Curvularia 
lunata ) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.ปาหนัน เริงส าราญ 

  
Curvularia lunata เป็นราสายใยที่พบทั่วไปในดินซึ่งก่อให้เกิดโรคในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด และส่งผลให้เกิดความ

เสียหายทางด้านเศรษฐกิจเป็นอย่างมาก เกษตรกรจึงจ าเป็นต้องควบคุมและก าจัดรานี้ ซึ่งแนวทางที่น่าสนใจในการยับย้ังและก าจัด
รา คือ การใช้วิธีการทางชีวภาพซึ่งไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตและไม่ส่งผลเสียต่อสิ่งแวดล้อม งานวิจัยก่อนหน้าพบว่าสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพจาก Bacillus subtilis N3 สามารถยับย้ังการเจริญของ C. lunata ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อวิเคราะห์สารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพดังกล่าว พบว่าเป็นโปรตีนที่มีความคล้ายกับแฟลกเจลลิน เอ ซึ่งเป็นยูนิตโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบของแฟลกเจลลา
ในแบคทีเรีย งานวิจัยน้ีจึงมุ่งศึกษายีนที่ประมวลรหัสให้โปรตีนแฟลกเจลลินจาก B. subtilis N3 โดยให้แสดงออกใน Escherichia 
coli BL21 ผลการวิจัยพบว่ายีนแฟกเจลลินที่สมบูรณ์จาก B. subtilis N3 มีขนาด 990 คู่เบส ที่แปลรหัสให้โปรตีนที่มีกรดอะมิโน 
330 เรซิดิว โดยมีความใกล้เคียงกับโปรตีนแฟลกเจลลิน เอ ของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus สูงถึง 100% เมื่อถ่ายโอนรีคอมบิแน
นท์พลาสมิดที่มียีนแฟลกเจลลินดังกล่าวเข้าสู่ E. coli BL21 แล้วชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG พบว่าส่วนของ
เซลล์และส่วนของน้ าเลี้ยงเช้ือที่ปราศจากเซลล์มีการแสดงออกโปรตีนขนาด  37 kDa และ 37-40 kDa ตามล าดับ   ภาวะที่
เหมาะสมในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน คือ IPTG ความเข้มข้นสุดท้าย 0.1 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 8 ช่ัวโมงในส่วนของ
เซลล์ และ 16 ช่ัวโมงในส่วนของน้ าเลี้ยงเช้ือ เมื่อน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ัง C. lunata พบว่าน้ าเลี้ยงเช้ือปราศจาก
เซลล์สามารถยับย้ัง C. lunata ได้ 21.3 %   เมื่อท าบริสุทธิ์โปรตีนพบว่าโปรตีนบริสุทธิ์มีขนาดประมาณ  41 kDa และมี
ความสามารถในการยับย้ัง C. lunata ได้ โดยท าให้เกิดความผิดปกติของสายใยและยับย้ังการงอกของสปอร์   เมื่อโคลนและ
แสดงออกโดเมน N และโดเมน C ของแฟลกเจลลินพบว่าไม่เกิดการแสดงออกโปรตีนใน E. coli BL 21   เมื่อใช้วิธีการกลายแบบสุ่ม
บนยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในภาวะที่มีความแม่นย าต่ าและเอ้ือต่อความผิดพลาด  พบว่าโคลนที่แสดงออก
โปรตีนที่เกิดการกลายบริเวณโดเมน C โดยเกิดการเปลี่ยนแปลง A330T และ D293N น้ัน สูญเสียความสามารถในการยับย้ัง 
C. lunata เน่ืองจากกรดอะมิโนที่เกิดการเปลี่ยนแปลงไปมีสมบัติเฉพาะและโครงสร้างแตกต่างกัน ซึ่งส่งผลต่อโครงสร้างสามมิติของ
โปรตีน ท าให้สูญเสียความสามารถในการยับย้ังราดังกล่าว   งานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยแรกที่แสดงว่าต าแหน่งของกรดอะมิโนบริเวณ
โดเมน C ของโปรตีนแฟลกเจลลินที่อะดีนีนต าแหน่งที่ 330 และกรดแอสพาร์ติกที่ต าแหน่ง 293 รับผิดชอบต่อความสามารถในการ
ยับย้ัง C. lunata 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
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 Juthakarn Namsanga : CLONING AND EXPRESSION OF FLAGELLIN FROM Bacillus subtilis N3 IN 

Escherichia coli FOR INHIBITION OF FUNGAL PLANT PATHOGEN Curvularia lunata . Advisor: Asst. Prof. 
Dr. PANAN RERNGSAMRAN 

  
Curvularia lunata is a filamentous fungus that generally found in soil which causes plant diseases in 

several economic crops and leads to substantial economic loss. Therefor, farmers need to control and eliminate 
this fungus where an interesting approach to inhibit and eliminate the fungus is the use of biological control 
method which dose not harm to organisms and does not adversely affect the enviromment. It was found from 
previous study that bioactive compound from Bacillus subtilis N3 was able to effectly inhibit the growth of C. 
lunata. Analysis of the compound revealed that the protein was high similarity to flagellin-like A protein which 
is the unit protein that is a component of bacterial flagella. This study aims to study the flagellin coding gene of 
B. subtilis N3 by expressing in Escherichia coli BL21. The result found that the complete sequence of flagellin 
gene from B. subtilis N3 was 990 bp in length which translated to 330 amino acid residues that showed high 
homology to the flagellin A protein of bacteria in Bacillus group up to 100%. After transformed the recombinant 
plasmid containing flagellin gene to E. coli BL21 and induced for protein expression by IPTG, it was found that 
the proteins with molecular weights of 37 kDa and 37-40 kDA were expressed from cell fraction and cell-free 
culture medium fraction, respectively. The optimal condition for proteiin induction was 0.1 mM IPTG for 8 hours 
in cell fraction and 16 hours in cell-free culture medium fraction. Cell-free culture medium fraction was able to 
inhibit C. lunata at 21.3% inhibition. After purification, the purified flagellin protein was 41 kDa and showed 
ability to inhibit C. lunata by causing abnormal mycelial and inhibiting conidial germination. When the domain 
N and domain C of flagellin gene was cloned and expressed in E. coli BL 21, it was revealed that both proteins 
could not express. The random mutation by error-prone PCR showed the point mutation on domain C of flagellin 
gene, A330T and D293N, which caused the loss of antifungal inhibition activity. Each changed amino acid has 
different properties and structures affecting to the three dimension of the protein and the loss of the antifungal 
inhibition activity. This is the first research that demonstrates that amino acids on domain C at alanine at position 
330 and aspartic acid at position 293 were responsible for the inhibition of C. lunata. 
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บทท่ี 1  
บทน า 

 

 Curvularia spp. เป็นราสายใยในไฟลัมแอสโคไมโคตา (ascomycota) ท่ีมักพบท่ัวไปในดิน

และเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคในพืชหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพืชเศรษฐกิจท่ีมีใบเล้ียงเด่ียว เช่น  

ข้าว ข้าวโพดและอ้อย โดยโรคท่ีพบมาก ได้แก่ โรคใบไหม้ ( leaf blight) (Kamaluddeen และ 

Abhilasha, 2013; Macri และ Di Lenna, 1974; Nishi และคณะ, 2008) และโรคกาบใบเน่า (black 

sheath spot) (Gao และคณะ, 2012)   นอกจากนี้ยังพบรานี้ก่อโรคในพืชชนิดอื่นอีก เช่น โรคใบจุด

สีน้ าตาล (brown spot) ในหน่อไม้ฝรั่ง (Salleh และคณะ, 1996) และปวยเล้ง (Pandey และคณะ, 

2011) ซึ่งการก่อโรคอย่างกว้างขวางนี้ท าให้เกิดการสูญเสียผลิตผลทางเศรษฐกิจเป็นอย่างมาก 

เกษตรกรจึงจ าเป็นจะต้องควบคุมและก าจัดการเจริญของราเหล่านี้ ซึ่งวิธีท่ีใช้โดยท่ัวไป ได้แก่ 

การเผาท าลายพืชท่ีมีการติดเช้ือ และการปลูกพืชหมุนเวียน (Singh และ Pandey, 2012) แต่อย่างไร

ก็ตามสปอร์ของราก็ยังคงอยู่ในดินได้เป็นระยะเวลานานและสามารถติดเช้ือในพืชท่ีปลูกครั้งถัดไปได้ 

(McGrath, 2009)   นอกจากนี้เกษตรกรยังนิยมใช้สารเคมีในการป้องกันการติดเช้ือและท าลายการ

เจริญของรา แต่การใช้สารเคมีนั้นเป็นอันตรายต่อผู้ใช้ ผู้บริโภคและส่ิงแวดล้อมได้ท้ังในระยะส้ันและ

ระยะยาว (Han และคณะ, 2015) ด้วยเหตุนี้การใช้วิธีการควบคุมทางชีวภาพจึงนับว่าเป็นวิธีทางเลือก

ท่ีดีซึ่งเป็นมิตรต่อท้ังส่ิงมีชีวิตและส่ิงแวดล้อม ตัวอย่างงานวิจัยของการใช้วิธีการทางชีวภาพเพื่อการ

ควบคุม Curvularia spp. เช่น Huyly และคณะ (2017) พบว่า Chaetomium cupreum สามารถ

ยับยั้ง C. lunata ท่ีก่อให้เกิดโรคใบจุดสีน้ าตาล (brown leaf) ในข้าวได้ Srivastava และคณะ 

(2008)  พบว่ า  Pseudomonas fluorescence สามารถยับยั้ งการเจริญของ C. lunata ไ ด้   

Basha และคณะ (2002) พบว่า B. subtilis สามารถผลิตโปรตีนในกลุ่มของไคติเนส ซึ่งสามารถยับยั้ง

การสร้างสายใยของ C. lunata ได้ และ Orberac และคณะ (2012) พบว่า B. sublilis สามารถผลิต

สารต้านราประเภทไลโปเพปไทด์ท่ีมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ Curvularia gudauskasii ใน

ต้นกล้าอ้อยได้ เป็นต้น 

Bacillus spp. เป็นสกุลของแบคทีเรียท่ีมักถูกน ามาใช้เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ เนื่องจาก 

มีรายงานว่าสามารถยับยั้งการเจริญของท้ังแบคทีเรียในสกุลอื่นและราได้อย่างหลากหลายและมี

ประสิทธิภาพสูง ดังนั้นการศึกษาการยับยั้ง C. lunata โดยใช้ B. subtilis และสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพท่ีแบคทีเรียนี้ผลิตขึ้น จึงเป็นท่ีน่าสนใจ 
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จากงานวิ จัยก่อนหน้าไ ด้มีการทดสอบการยับยั้ ง  C. lunata ซึ่ ง เป็นราท่ีก่อให้ เกิด 

โรคแอนแทรคโนส (anthracnose)  และโรคสนิมจุด ( flower rusty spot)  ในกล้วยไม้ ด้วย  

B. subtilis N3 และพบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์นี้สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีสมบัติยับย้ัง

การเจริญของ C. lunata ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และจากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนี้ด้วย

แมสสเปกโทรสโกปีพบว่าเป็นโปรตีนในกลุ่มท่ีคล้ายแฟลกเจลลิน เอ (flagellin A) ซึ่งมีขนาดประมาณ 

39.88 kDa และยีนแฟลกเจลลินท่ีแสดงออกให้โปรตีนนี้มีขนาดประมาณ 904 คู่เบส โดยโปรตีนท่ีท า

บริสุทธิ์ได้นี้มีผลต่อการงอกของสปอร์รา ท าให้สายใยนั้นมีการบวมและโป่งพองออก (รพีวรรณ 

โสวรรณปรีชา, 2559) 

แฟลกเจลลินเป็นยูนิตโปรตีนซึ่งเป็นส่วนประกอบของแฟลกเจลลาในแบคทีเรียท่ัวไป 

(Asano และคณะ, 2001) และมีรายงานว่ามีความเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการเจริญของรา เช่น 

Bacillus sp. BH072 ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งราได้หลายชนิด ได้แก่ Aspergillus niger, 

Pythium sp., และ Botrytis cinerea นั้น มีการแสดงออกของยีนแฟลกเจลลิน (hag) และเมื่อท า

โปรตีนให้บริสุทธิ์พบว่าโปรตีนมีขนาดประมาณ 35 kDa และมีความคล้ายกับโปรตีนแฟลกเจลลิน  

ซึ่ ง โปรตีนบริ สุทธิ์นี้มีความสามารถในการยับยั้ ง  A. niger ไ ด้ ดี  (Zhao และคณะ , 2013b)    

จากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก Bacillus amyloliquefaciens CMN1308 ท่ีสามารถ

ยับยั้งการเจริญของ Stachybotrys chartarum และ Penicillium expansum ซึ่งเป็นราก่อโรคใน

เกาลัด พบว่าหนึ่งในสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเป็นโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 29.5 kDa เมื่อวิเคราะห์

ด้วยแมสสเปกโทรเมทรีแล้ว พบว่าโปรตีนนี้มีความคล้ายกับโปรตีนแฟลกเจลลิน (Fang และคณะ, 

2017) การคัดแยก B. subtilis RN-061 ท่ีมีความสามารถในการยับยั้ง B. cinerea พบว่ามีการ

แสดงออกของโปรตีนในกลุ่มท่ีคล้ายแฟลกเจลลินซึ่งมีขนาดประมาณ 32 kDa เมื่อเพิ่มปริมาณยีนแฟล

กเจลลิน แล้วโคลนเข้าสู่เซลล์ E. coli พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli ท่ีมียีนนี้สามารถ

ยั บ ยั้ ง ก า ร เ จ ริ ญ ข อ ง  B. cinerea ไ ด้ ถึ ง  47 เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์  (Ren แ ละ คณะ , 2013) แ ละ 

การคัดแยกและท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ต้าน Monilinia fructicola จาก B. subtilis F3 พบว่า

โปรตีนนี้มีความใกล้เคียงกับแฟลกเจลลิน ซึ่งมีผลต่อการสร้างสปอร์และท าให้ลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของสายใยราเปล่ียนแปลงไป อีกท้ังยังสามารถยับยั้ง B. cinerea, Fusarium oxysporum,  

Rhizoctonia capsicum และ Colletotrichum gloeosporioides ไ ด้อีก ด้วย (Liu และคณะ , 

2013) อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานว่าส่วนใดของโปรตีนแฟลกเจลลินท่ีเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการ

เจริญของรา 
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งานวิ จัยนี้ จึง ศึกษายีน ท่ีเกี่ยวข้องกับการประมวลรหัสให้โปรตีนแฟลกเจลลินจาก  

B. subtilis N3 แล้วโคลนเข้าสู่ E. coli BL21(DE3) เพื่อให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนจากยีน

ดังกล่าว แล้วน าโปรตีนท่ีได้มาท าบริสุทธิ์และทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง C. lunata  จากนั้น

ตรวจสอบส่วนของยีนและโปรตีนแฟลกเจลลินโดยการตัดล าดับบนยีนออก แล้วชักน าให้เกิดการ

แสดงออกของโปรตีนและทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง C. lunata เพื่อระบุว่าส่วนใดของโปรตีน

แฟลกเจลลินท่ีเกี่ยวข้องกับการยับย้ังการเจริญของ C. lunata 

 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. ศึกษายีนที่ประมวลรหัสให้โปรตีนแฟลกเจลลินของ B. subtilis N3 

2. โคลนยีนท่ีประมวลรหัสได้โปรตีนแฟลกเจลลินเข้าสู่ E. coli BL21(DE3) เพื่อชักน าให้เกิด 

การแสดงออกของโปรตีนแฟลกเจลลิน 

3. ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแสดงออกของโปรตีนแฟลกเจลลิน 

4. ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง C. lunata โดย E. coli BL21(DE3) ท่ีมีการแสดงออก

ของโปรตีนแฟลกเจลลิน 

5. ท าบริสุทธิ์โปรตีนแฟลกเจลลินและทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีนบริสุทธิ์ในการยับยั้ง  

C. lunata 

6. หาบริเวณบนแฟลกเจลลินท่ีสามารถยับยั้ง C. lunata 
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บทท่ี 2  
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 

2.1 Curvularia lunata 

C. lunata เป็นราด าสายใย (dematiaceous hyphomycete mold) ซึ่งจัดอยู่ในโดเมน 

Eukaryota อาณาจักร Fungi  ภายใต้ Subkingdom Dikarya ซึ่งแต่เดิมนั้นไม่พบการสืบพันธุ์แบบ

อาศัยเพศจึงจัดอยู่ในกลุ่ม Deuteromycetes หรือ mitosporic fungi แต่ในปัจจุบันด้วยข้อมูลล าดับ

นิวคลีโอไทด์ รวมท้ังพบการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศจึงจัดอยู่ในไฟลัม Ascomycota, Subphylum 

Pezizomycotina, คลาส Dothideomycetes, อันดับ Pleosporales และแฟมิลี Pleosporaceae   

ราชนิดนี้ยังมีช่ือพ้องอื่น ได้แก่ Acrothecium lunatum ซึ่งเป็นช่ือในระยะของการสืบพันธุ์แบบ 

ไม่อาศัยเพศ (anamorphic stage) อีกช่ือหนึ่ง และมีช่ือในระยะของการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ 

( teleomorphic stage)  คื อ  Cochliobolus lunatus ห รื อ  Pseudocochliobolus lunatus 

(Manamgoda และคณะ , 2012) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราชนิดนี้ โคโลนีมีสีน้ าตาลเข้ม 

ไปจนถึงสีด า (รูปท่ี 1) ลักษณะสายใยตรง มีสีน้ าตาลเข้มไปจนถึงสีด า มีผนังกั้น มีการสร้างสปอร์หรือ

คอนิ เ ดีย (conidia)  บนก้ าน ชูสปอร์  (conidiophore)  โดยก้ าน ชูนี้จะมีความยาวประมาณ  

650 ไมโครเมตร มีความหนา 5-9 ไมโครเมตร มีการเจริญเป็นเส้นตรงไม่แตกกิ่ง (unbranched) 

สายใยมีผนังกั้น มีสีน้ าตาลอ่อนไปจนถึงสีด า โดยท่ีบริเวณปลายจะมีสีอ่อนลง ปลายสุดของก้านชูจะมี

การสร้างคอนิเดียหรือบางครั้งจะพบเห็นเป็นปม (nodulose) เมื่อไม่มีการสร้างคอนิเดีย คอนิเดียมี

รูปร่างคล้ายวงรีโค้งหรือพระจันทร์เส้ียวความยาวประมาณ 21-31 ไมโครเมตร และกว้างประมาณ  

9-12 ไมโครเมตร มีสีน้ าตาลอ่อนถึงสีด า มีผิวเรียบ ประกอบด้วยเซลล์ต้ังแต่ 2-4 เซลล์ โดยเซลล์ตรง

กลางจะมีขนาดใหญ่และโป่งพองกว่าเซลล์บริเวณหัวท้าย (รูปท่ี 2)   C. lunata สามารถพบได้ท่ัวไป

ในดินแทบทุกภูมิภาคของโลก แต่จะพบมากบริเวณเขตร้อน สามารถด ารงชีวิตเป็นผู้ย่อยสลายตาม

ธรรมชาติและเป็นเช้ือก่อโรคในพืชได้หลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพืชใบเล้ียงเด่ียว (McKenzie, 

2013; Mycology online, 2016) ซึ่งก่อให้เกิดการระบาดของโรคได้ง่ายและรวดเร็ว เนื่องจากสปอร์

สามารถแพร่กระจายไปในอากาศได้ (Ram และคณะ, 2017) 
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รูปที่ 1 ลักษณะโคโลนีของ C. lunata บนอาหารแข็ง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 วัน 

 

 
รูปที่ 2 ลักษณะสปอร์หรือคอนิเดียของ C. lunata 
ท่ีมา : (Revankar และ Sutton, 2010) 
 

2.1.1 โรคพืชที่มีสาเหตุจาก C. lunata 
 C. lunata สามารถก่อโรคได้หลากหลายในพืชหลายชนิด อาการโดยท่ัวไปของโรคจะเริ่มท่ี

ใบซึ่งจะสังเกตพบจุดรีสีน้ าตาลและสีจะเข้มขึ้นเรื่อย ๆ ขนาดประมาณ 0.2 ถึง 1 เซนติเมตรขึ้นอยู่กับ

ขนาดของใบ จากนั้นรอยโรคจะลามไปยังกาบใบ พบเห็นเป็นรอยสีน้ าตาลเข้มและมีขอบสีเหลือง และ

ลุกลามไปท่ัวท้ังกาบใบ หากเกิดอาการท่ีกลีบดอกจะท าให้กลีบดอกมีสีซีดจางลง และหากเกิดอาการ

กับเมล็ดจะท าให้เมล็ดกลายเป็นสีด า โดยโรคต่าง ๆ จะแสดงถึงบริเวณท่ีแสดงอาการของโรค เช่น  

โรคใบไหม้ จะแสดงอาการของโรคท่ีใบและกาบใบ โดยจะเห็นใบเป็นจุดสีน้ าตาลและมีขอบสีเหลือง 

ลุกลามไปท่ัวท้ังใบ (รูปท่ี 3 (ซ้าย)) ลักษณะเช่นนี้มีรายงานว่าพบในพืชหลายชนิด เช่น ข้าว 

(Kamaluddeen และ Abhilasha, 2013) ข้าวโพด (Macri และ Di Lenna, 1974) อ้อย (Nishi และ

คณะ, 2008) มะเขือเทศ (Iftikhar และคณะ, 2016a) และหม่อน (Bussaban และคณะ, 2017)    
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โรคใบจุดสีน้ าตาลจะแสดงอาการของโรคท่ีใบ โดยจะเห็นเป็นจุดสีน้ าตาลขนาดเล็กคล้ายไข่ปลา

บริเวณใบและใบท่ีเกิดใหม่และจุดจะขยายรวมกันเป็นวงขนาดใหญ่ (รูปท่ี 3 (กลาง)) พบใน ข้าว 

(Majeed และคณะ, 2015) หน่อไม้ฝรั่ง (Salleh และคณะ, 1996) และปวยเล้ง (Pandey และคณะ, 

2011) โรคเมล็ดด่าง (black kernel) ในข้าวจะแสดงอาการของโรคบริเวณเมล็ดในระยะออกรวง 

เมล็ดข้าวมีสีน้ าตาลเข้มถึงสีด าและบางส่วนไม่มีสี (Jin, 1989) (รูปท่ี 3 (ขวา)) นอกจากนี้ยังมีรายงาน

ว่าสามารถก่อให้ เกิดอาการของโรคบริเวณผลได้ เช่น โรคผลเน่า ( fruit rot) ในมะเขือเทศ  

โดยจะสังเกตพบรอยช้ าบริเวณผิวของผลท่ีเกิดจากการติดเช้ือ C. lunata จากนั้นจะพัฒนาเป็นรอย

แผลท่ีมีขนาดใหญ่ขึ้น มีสีน้ าตาลเข้มขึ้น จนกระท่ังผลนั้นเน่าเสียไป (Iftikhar และคณะ, 2016b) 

 (รูปท่ี 4) 

รูปที่ 3 ลักษณะของโรคใบไหม้ท่ีมีสาเหตุจาก C. lunata ในหญ้าปล้อง (ซ้าย) ลักษณะของโรคใบจุด
สีน้ าตาลในข้าว (กลาง) และลักษณะของโรคเมล็ดด่างในข้าว (ขวา) 
ท่ีมา : (Groth, 2009, 2010; Monteiro และคณะ, 2003) 

รูปที่ 4 ลักษณะของโรคผลเน่าในมะเขือเทศ 
ท่ีมา : (Iftikhar และคณะ, 2016b) 
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2.1.2 วิธีการป้องกันและควบคุมโรคพืชที่เกิดจากรา 

วิธีการทางกายภาพ การป้องกันและควบคุมโรคพืชท่ีเกิดจากราด้วยวิธีทางกายภาพ  

มีหลายวิธี  เช่น การปลูกพืชหมุนเวียน ซึ่งเป็นวิธีการท่ีได้รับความนิยม เนื่องจากเป็นวิธี ท่ีมี

ประสิทธิภาพในการควบคุมราก่อโรคพืชและมีค่าใช้จ่ายน้อย หลักการคือการปลูกพืชชนิดอื่นท่ีไม่ใช่

สายพันธุ์เจ้าบ้านของราก่อโรคสลับกับพืชท่ีเกิดโรคได้ โดยราก่อโรคจะไม่สามารถอยู่รอดต่อไปได้หาก

ไม่มีพืชเจ้าบ้าน ท้ังนี้ต้องมีการควบคุมและจัดการกับเศษซากของพืชท่ีติดเช้ือและเศษวัชพืชต่าง ๆ 

เพื่อไม่ให้เกิดการปนเปื้อนได้ในภายหลัง แต่อย่างไรก็ดี วิธีนี้เหมาะส าหรับราก่อโรคท่ีต้องอาศัยพืช  

เจ้าบ้านเท่านั้นในการมีชีวิตรอด ไม่เหมาะกับราก่อโรคท่ีสามารถติดเช้ือในพืชเจ้าบ้านได้หลายชนิด 

สามารถอาศัยอยู่ในดินได้เป็นระยะเวลานาน หรือมีการสร้างโครงสร้างพิเศษส าหรับทนต่อส่ิงแวดล้อม

ท่ีไม่เหมาะสม สามารถอยู่รอดโดยใช้สารอินทรีย์อื่นจากดิน และมีการสร้างสปอร์ท่ีสามารถ

แพร่กระจายไปในระยะไกลได้ นอกจากนี้ การปนเปื้อนของสปอร์ราก่อโรคท่ีมาจากอุปกรณ์ทาง

การเกษตร เมล็ดพันธุ์ หรือเกษตรกร อาจท าให้เกิดการแพร่ระบาดของโรคได้ถึงแม้ว่าจะมีการจัดการ

แปลงปลูกให้ปลอดการปนเป้ือนของราก่อโรคแล้วก็ตาม (McGrath, 2009) 

วิธีการทางเคมี เป็นวิธีการควบคุมโรคพืชท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายเนื่องจากสามารถ

ด าเนินการได้สะดวก มีประสิทธิภาพสูงและเห็นผลได้ชัดเจน ตัวอย่างของสารเคมีท่ีนิยมใช้ในการ

ก าจัดราก่อโรคพืช เช่น แมนโคเซป (mancozeb) คลอโรทาโลนิล (chlorothalonil) ไธแรม (thiram) 

และคอปเปอร์ออกซีคลอไรด์ (copper oxychloride) ซึ่งเป็นสารเคมีในกลุ่มท่ีไม่ดูดซึมเข้าสู่เนื้อเย่ือ

พืช เหมาะส าหรับใช้ป้องกันก่อนท่ีจะเกิดโรค เนื่องจากสารเหล่านี้จะปกคลุมและออกฤทธิ์ยับยั้งการ

เจริญและการสร้างสปอร์ของราก่อโรคบริเวณผิวภายนอกเท่านั้น สามารถออกฤทธิ์ในการป้องกันได้

อย่างกว้างขวาง สารเคมีอีกกลุ่มหนึ่ง เช่น คาร์ เบนดาซิม ( carbendazim) โพรพิโคนาโซล 

(propiconazole) ไธโอฟาเนต (thiophanate) และเมตาแลคซิล (metalaxyl) เหมาะส าหรับพืชท่ีมี

การติดเช้ือและเริ่มมีการแสดงอาการของโรค เนื่องจากสารเคมีในกลุ่มนี้สามารถถูกดูดซึมเข้าสู่เนื้อเยื่อ

พืชและเคล่ือนท่ีไปยังบริเวณท่ีมีการเข้าท าลายของราได้ เพื่อยับยั้งการเจริญของราก่อโรคและการ

ลุกลามของโรคจากบริเวณท่ีมีการติดเช้ือ (Tekade และคณะ, 2017)   แต่อย่างไรก็ตาม การใช้

สารเคมีเหล่านี้ส่งผลให้เกิดอันตรายท้ังต่อส่ิงมีชีวิตและส่ิงแวดล้อม โดยสารเคมีสามารถก่อให้เกิด

ความเป็นพิษท้ังต่อผู้ได้รับสัมผัสโดยตรงหรือจากการปนเปื้อนของสารเคมีในผลผลิตทางการเกษตร 

ส่งผลให้เกิดอาการป่วยแบบฉับพลันหรือสะสมเป็นโรคเรื้อรังต่าง ๆ มีการสะสมในเนื้อเยื่อของ
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ส่ิงมีชีวิตและสามารถถ่ายทอดไปในห่วงโซ่อาหาร ก่อให้เกิดความเสียหายในระบบนิเวศ อีกท้ังยัง

สะสมในส่ิงแวดล้อมก่อให้เกิดมลพิษท้ังในดิน น้ า และอากาศ (สุธาสินี อั้งสูงเนิน, 2558) 

วิธีการทางชีวภาพ เป็นวิธีการทางเลือกท่ีดีวิธีการหนึ่งเพื่อป้องกันและควบคุมการเกิดโรคจาก

ราก่อโรคพืช เนื่องจากเป็นวิธีการท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดล้อม ไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อส่ิงมีชีวิตและ

สามารถแก้ไขปัญหาได้อย่างยั่งยืน โดยอาศัยหลักการการเป็นปฏิปักษ์ต่อกันของส่ิงมีชีวิต โดย

จุลินทรีย์ปฏิปักษ์จะมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราก่อโรค ด้วยกลไกต่าง ๆ (Heydari 

และ Pessarakli, 2010; Jamalizadeh และคณะ, 2011) ดังนี้ 

1. การแข่งขัน (competition) กลไกนี้เกิดขึ้นเมื่อจุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อกันมาอยู่ร่วมในบริเวณ

เดียวกันหรือใกล้เคียงกัน แล้วเกิดการแข่งกันเพื่อแก่งแย่งปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญท่ีมีอยู่อย่าง

จ ากัดในบริเวณนั้น เช่น ธาตุอาหาร สารต่าง ๆ น้ า อากาศ ตลอดจนการครอบครองพื้นท่ีส าหรับ

การเจริญ   กลไกนี้เป็นหนึ่งในวิธีการควบคุมทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพสูง เนื่องจากจุลินทรีย์

ปฏิปักษ์ท่ีมีความสามารถในการแข่งขันสูงจะสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือก่อโรคได้ดี โดยการ

แก่งแย่งสารอาหารและสารส าคัญต่อการเจริญต่าง ๆ ของเช้ือก่อโรค ส่งผลให้เช้ือก่อโรคขาดธาตุ

อาหารและสารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญและเพิ่มจ านวน จึงไม่สามารถบุกรุก เข้าท าลายหรือก่อโรคได้ 

ตัวอย่างการควบคุมราก่อโรคโดยใช้กลไกนี้ เช่น การยับยั้ง Penicillium expansum และ  

B. cinerea ซึ่งเป็นราก่อโรคในแอปเป้ิล โดยใช้ Cryptococcus laurentii และ Candida ciferrii 

ซึ่งเป็นยีสต์ท่ีพบได้บริเวณผิวของผลแอปเปิ้ล ซึ่งยีสต์ท้ังสองสายพันธุ์มีความสามารถในการ

แก่งแย่งไนโตรเจนซึ่งเป็นธาตุอาหารส าคัญท่ีมีอยู่อย่างจ ากัดได้ดีกว่าราก่อโรค จึงสามารถ  

ยับยั้งราก่อโรคได้ดี (Vero และคณะ, 2002) การยับยั้งการงอกของสปอร์ของ B. cinerea,  

Phoma betae และ Cladosporium herbarum บนใบบีทรูทโดย Pseudomonas sp. ซึ่งมี

ความสามารถในการแก่งแย่งกรดอะมิโนได้ดีกว่าราก่อโรค (Blakeman และ Brodie, 1977)   การ

ยับยั้ งการงอกของสปอร์และการเจริญของสายใย Pythium ultimum ซึ่ ง เป็นราก่อโรค 

เน่าคอดิน (damping-off) โดยการแก่งแย่งคาร์บอนซึ่งเป็นธาตุอาหารหลักส าหรับการเจริญของ

ราก่อโรคด้วย P. fluorescens (Ellis และคณะ, 1999) การยับยั้งการเจริญของ F. oxysporum 

ด้วย Pseudomonas putida โดยการแก่งแย่งธาตุเหล็ก เนื่องจาก P. putida มีความสามารถ 

ในการสร้ างไซเดอโรฟอร์  ( siderophore)  จึงสามารถแย่ง จับธาตุ เหล็ก ท่ีอยู่ ในดินได้ดี 

 (López-Berges และคณะ, 2012) 
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2. การท าลายชีวิต (antibiosis) เป็นกลไกท่ีจุลินทรีย์ปฏิปักษ์สามารถผลิตสารบางชนิดซึ่งมีสมบัติ 

ในการยับยั้งหรือท าลายจุลินทรีย์ก่อโรคได้ ได้แก่ สารปฏิชีวนะ (antibiotic) และสารพิษ  

ตัวอย่างของการควบคุมราก่อโรคโดยใช้กลไกนี้ เช่น สารปฏิชีวนะแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) 

จาก B.  subtilis สามารถยับยั้ ง ราก่อโรคในพืชไ ด้หลายชนิด เ ช่น Rhizoctonia solani, 

Alternaria solani, Phytophthora capsica, B. cineria, Verticillium dahlia, Pytium sp. 

และ Fusarium sp. (Hammami และคณะ, 2011)   สารปฏิชีวนะไพร์โรลนิตริน (pyrrolnitrin) 

จากแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas สามารถยับยั้งการเจริญของราในสกุล Fusarium, 

Pyricularia, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinia, และ Verticillium (Burkhead และคณะ , 

1994) สารปฏิชีวนะฟีนาซีน (phenazine) จากแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas สามารถยับยั้ง 

Gaeumannomyces graminis var. tritici แ ละ  F. oxysporum ( Park แ ละ คณะ , 2 0 1 1 )  

และการยับยั้งราในสกุล Fusarium และ Rhizoctonia โดยสารปฏิชีวนะ 2-เมธิลเฮปทิล 

ไอโซนิโคทิเนต (2-methylheptyl isonicotinate) จาก Streptomyces sp. 201 (Bordoloi 

และคณะ , 2002) การยับยั้ ง  R. solani และ Pythium aphanidermatum โดยไฮโดรเจน

ไซยาไนด์ (hydrogen cyanide; HCN) จาก P. fluorescens (Michelsen และ Stougaard, 

2012) 

3. การผลิตสารเมทาบอไลท์  (metabolite production) เป็นการผลิตและปลดปล่อยสาร 

เมทาบอไลท์ของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีมีฤทธิ์ท าลายสารประกอบพอลิเมอร์ท่ีเป็นองค์ประกอบหลักใน

การด ารงชีวิตอยู่ได้ของจุลินทรีย์ก่อโรคหรือสารเมทาบอไลท์ท่ีผลิตโดยจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น  

การผลิตเอนไซม์ สารประกอบเพปไทด์ สารลดแรงตึงผิว ตัวอย่างของการควบคุมราก่อโรคโดยใช้

กลไกนี้ เช่น การยับยั้งการเจริญและการสร้างสปอร์ของ F. solani โดย Pseudomonas stutzeri 

ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนส (chitinase) และลามินาริเนส (laminarinase) ก่อให้เกิดการ

สล า ย ตั ว ข อ ง ส า ย ใ ย แ ละ  germ tube (Lim แ ละ คณะ , 1991) เ อ น ไ ซ ม์ อั ล ค า ไ ล น์ 

โปรตีเอส (alkaline protease) จาก Bacillus amyloliquefaciens SP1 สามารถยับยั้งการ

เจริญของ F. oxysporum (Guleria และคณะ, 2016) การยับยั้งการเจริญของ R. solani โดย

เอนไซม์ไคติเนสท่ีผลิตจาก B. subtilis ATCC 11774 (Saber และคณะ , 2015) ซึ่งเอนไซม์

ดังกล่าวนี้เป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการท าลายองค์ประกอบของผนังเซลล์ของราก่อโรค จึง

ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคได้ นอกจากนี้สารประกอบเพปไทด์ยังมีรายงานว่า 

สามารถยับยั้ งการเจริญของราก่อโรคได้ เช่น การยับยั้ ง  Fusarium moniliforme โดย 
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สารประกอบไลโปเพปไทด์จากแบคทีเรียในสกุล Bacillus ซึ่งประกอบไปด้วย อิทูริน เอ  

(iturin A), บาซิโลมัยซิน (Bacillomycin) และเฟนจิซิน (fengycin) (Gond และคณะ, 2015) 

4. การเป็นปรสิต (parasitism) เป็นกลไกท่ีจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีความสามารถในการบุกรุก เข้าไปเจริญ

อยู่ภายในและท าลายส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นได้ ตัวอย่างการควบคุมราก่อโรคโดยใช้กลไกนี้ เช่น  

การควบคุม Cryphonectria parasitica ซึ่งเป็นราก่อโรคใบไหม้ในเกาลัดโดยไวรัสในแฟมิลี 

Hypoviridae ซึ่งมีกลไกในการลดความรุนแรงของการก่อโรค การติดเช้ือ และการเข้าครอบครอง

พื้น ท่ีในการก่อโรคได้ (Milgroom และ Cortesi, 2004)  การยับยั้ ง  S. sclerotiorum โดย 

Aspergillus aculeatus ด้วยการติดเช้ือบริเวณสเคอโรเตีย (sclerotia) ท าให้ไม่สามารถสร้าง 

อะโพทีเ ชีย (apothecia) ส่งผลให้  S. sclerotiorum ไม่สามารถงอกและเจริญต่อไปไ ด้

(Wiwattanapatapee และคณะ , 2013 )  และการยั บยั้ ง  R. solani โ ดย  Trichoderma  

harzianum SQR-T37 ด้วยการขดรัด (coilling) สายใยของ R. solani โดยการสร้างตะขอ 

(hook) ในการเจาะและแทรกซึมเข้าไปในสายใยส่งผลให้เกิดการรั่วออกของไซโทพลาซึมและ 

การหงิกงอของสายใย (Huang และคณะ, 2011) 

5. การชักน าให้เกิดการต้านทานโรค (induced disease resistance) เป็นความสามารถของจุลินทรีย์

ท่ีชักน าให้พืชมีความต้านทานต่อการเกิดโรคมากขึ้น โดยกลไกการต้านทานโรคของพืช 

ประกอบด้วย ความต้านทานท่ีมีอยู่แล้วของพืช (constitutive resistance) ได้แก่ ผนังเซลล์ท่ีมี

ความหนาและแข็งแรง  การมีช้ันเคลือบผนังเซลล์เพื่อป้องการการติดเช้ือหรือเกิดบาดแผล เช่น 

คิวติเคิลและแวกซ์ ตลอดจนสารบางอย่างท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค และ

ความต้านทานท่ีพืชถูกเหนี่ยวน าให้เกิดขึ้นได้ ( induced resistance) ซึ่งจะเกิดขึ้นเมื่อพืชมี 

การติดเช้ือ และจะเกิดการตอบสนองต่อการติดเช้ือนั้น เช่น การสังเคราะห์ไฟโตอเล็กซิน 

(phytoalexin) ซึ่ งมีสมบั ติในการยับยั้ งการเจริญของ จุลินทรีย์ก่อโรค การสะสมลิกนิน 

( lignification) ท่ีมากขึ้นบริ เวณผนัง เซลล์เพื่อยับยั้ งการเข้าบุกรุกของจุ ลินทรีย์ก่อโรค   

การสังเคราะห์เอนไซม์ท่ีมีผลต่อการท าลายผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ก่อโรค  การสังเคราะห์โปรตีน 

ท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิดโรค  (pathogenesis-related protein; PR protein) ท่ีสามารถยับยั้ ง

จุลินทรีย์ก่อโรคได้อย่างกว้างขวาง และการตอบสนองต่อจุลินทรีย์ก่อโรคอย่างทันทีทันใดเมื่อมีการ

บุกรุก (hypersensitive response) โดยการฆ่าตัวตายของเซลล์ เพื่อยับยั้งการเพิ่มจ านวนและ

การกระจายของจุลินทรีย์ก่อโรค (นงลักษณ์ เภรินทวงศ์, 2556) โดยจุลินทรีย์ท่ีทีความสามารถใน

การชักน าก็อาจชักน าให้พืชเกิดความต้านทานท่ีมีอยู่เดิมมากขึ้น หรืออาศัยกลไกอื่นเพิ่มเติมเพื่อให้
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พืชสามารถต้านทานโรคได้ดียิ่งขึ้น เช่น การชักน าให้ Arabidopsis ต้านทานต่อการเกิดโรคจาก  

B. cinerea โดยใช้ Bacillus cereus AR156 ซึ่งชักน าให้พืชเกิดการต้านทานโรคผ่านหลายกลไก 

ได้แก่ การสะสมของโปรตีน PR1 ท่ีเกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณให้เกิดการต้านทานต่อราก่อโรค  

การสะสมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide; H2O2) และการสะสมแคลโลส 

(callose) เพื่อให้เซลล์พืชมีผนังท่ีหนาขึ้น (Nie และคณะ, 2017) การชักน าให้หญ้าแฝกต้านทาน

ต่อ Magnaporthe oryzae ซึ่งเป็นราก่อโรคใบจุดสีเทา (grey leaf spot) โดยใช้เซลล์ของ 

B. amyloliquefaciens และเซอแฟกติน (surfactin) ซึ่งเป็นสารประกอบไลโปเพปไทด์ ท่ี 

B. amyloliquefaciens ผลิตขึ้น โดยมีผลท าให้พืชมีการสะสมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มากขึ้น 

ส่งผลให้มีกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มเพอร์ออกซิเดสเพิ่มมากขึ้นท่ีบริเวณผนังเซลล์และทาง

ล าเลียงน้ าผ่านผนังเซลล์หรืออะโพพลาส (apoplast)  มีการสะสมของแคลโลสและสารประกอบ 

ฟีนอลภายใต้แอพเพรสซอเรีย (appressoria) ของราก่อโรค ท าให้ราก่อโรคบุกรุกเข้าสู่พืชได้ยาก

ยิ่งขึ้น ซึ่งส่งผลต่อการยับยั้งการเกิดโรคได้ (Rahman และคณะ, 2015) 

 

2.1.3 การควบคุม C. lunata โดยวิธีทางชีวภาพ 
การควบคุมและยับยั้งการเจริญและการก่อโรคของ C. lunata โดยใช้วิธีการทางชีวภาพ 

ประกอบไปด้วยการใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์โดยตรงและการใช้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีผลิตได้จาก

จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ โดยมีตัวอย่างงานวิจัย เช่น  

งานวิจัยของ Basha และ Ulaganathan (2002) ศึกษาความเป็นปฏิปักษ์ของ Bacillus sp. 

BC121 ต่อ C. lunata พบว่า Bacillus sp. BC121 สามารถยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ถึง 60 

เปอร์เซ็นต์ โดยพบว่าสายใยของราก่อโรคเกิดการแตกสลาย เนื่องจากแบคทีเรียดังกล่าวสามารถผลิต

เอนไซม์ท่ีสามารถย่อยไคตินซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ราได้ 

งานวิ จัยของ Srivastava และ Shalini (2008) ศึกษาการยับยั้ งราก่อโรคพืชโดยใ ช้   

P. fluorescens พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญและการงอกของสปอร์ C. lunata ได้มากกว่า  

80 เปอร์เซ็นต์ 

งานวิจัยของ Wicklow และ Poling (2009) ศึกษาการใช้สารไพร์โรซิดีน (pyrrocidine)  

ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของกรดอะมิโนชนิดพอลีคีไทด์ (polyketide amino acid) ท่ีสังเคราะห์ได้จาก 

Acremonium zeae ในการยับยั้งราก่อโรคในพืช พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญ C. lunata ได้

มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
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งานวิจัยของ Tekade และคณะ (2017) ศึกษาการใช้ตัวควบคุมทางชีวภาพในการยับยั้ง  

C. lunata ท่ีก่อให้เกิดโรคใบไหม้ในฤษีผสม พบว่า Trichoderma viride, T. harzianum และ  

P. fluorescens สามารถยับยั้ งการเจริญของ C. lunata ไ ด้สูง สุด 60.81 , 50.71 และ 33.41 

เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

งานวิจัยของ Huyly และ Soytong (2017) ศึกษาการควบคุมโรคใบจุดสีน้ าตาลในข้าวท่ีมี

สาเหตุมาจาก C. lunata โดยวิธีการทางชีวภาพ พบว่า Chaetomium cupreum สามารถยับยั้ง 

การงอกของสปอร์ C. lunata ได้ดี อีกท้ังเมื่อฉีดพ่นสปอร์ของ C. cupreum ลงบนต้นกล้าข้าว พบว่า

สามารถช่วยลดการเกิดโรคได้ถึง 68.79 เปอร์เซ็นต์ 

งานวิจัยของ Saechow และคณะ (2018) ศึกษาประสิทธิภาพของ B. amyloliquefaciens 

BAS23 ในการยับยั้งราก่อโรค พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ดีเมื่อเล้ียงแบคทีเรีย

ร่วมกับราโดยใช้เทคนิค dual culture นอกจากนี้ยั งพบว่าน้ าเ ล้ียงเ ช้ือปราศจากเซลล์ของ  

B. amyloliquefaciens BAS23 สามารถยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ถึง 92.7 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ

วิเคราะห์น้ าเล้ียงเช้ือ พบว่ามีสารประกอบไลโปเพปไทด์ นั่นคือ อิทูริน เอ ซึ่งมีประสิทธิภาพในการ

ยับย้ังราก่อโรค 

 

2.2 Bacillus subtilis  

 B. subtilis เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) ซึ่ ง จัดอยู่ ในโดเมน Prokarya 

อาณาจักร Bacteria, ไฟลัม Firmicutes, คลาส Bacilli, อันดับ Bacillales และแฟมิลี Bacillaceae   

ลักษณะของโคโลนีมีสีขาวครีม ผิวด้าน มีรอยย่น (รูปท่ี 5) เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อน ( rod shape)  

มักเรียงติดกันเป็นสายยาว แต่ละเซลล์มีความยาวประมาณ 1.2-10.0 ไมโครเมตร กว้างประมาณ  

0.5-2.5 ไมโครเมตร เป็นแบคทีเรียท่ีต้องการออกซิเจน (aerobic) แต่สามารถด ารงอยู่ได้ในภาวะท่ีมี

ออกซิเจนน้อย ๆ ได้ (facultative anaerobe) มีการสร้างเอนโดสปอร์ภายในเซลล์ (endospore) 

รูปร่างเป็นวงรีหรือทรงกระบอก ซึ่งสามารถทนต่อภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่าง ๆ เพื่อความอยู่รอด เช่น 

ความร้อน รังสี ความแห้งแล้ง ความเค็ม ภาวะออสโมติก ภาวะขาดแคลนอาหาร ความเป็นกรดเบส

สูง และสารซักล้าง เป็นต้น เมื่อภาวะเหมาะสมเอนโดสปอร์จะงอกและสามารถเจริญต่อไปเป็นเซลล์

ปกติได้ B. subtilis สามารถพบได้ท่ัวไปในดิน พบได้บ้างในน้ า อากาศ ล าไส้ของสัตว์บางชนิดและ

บริเวณรอบ ๆ รากพืช เป็นสายพันธุ์ท่ีไม่ก่อโรคและสามารถผลิตผลิตภัณฑ์ท่ีมีประโยชน์ จึงมีการ
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น าไปใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ ท้ังในภาคอุตสาหกรรมและการเกษตรอย่างแพร่หลาย (Turnbull, 

1996; Waites และคณะ, 2001) 

 

 
รูปที่ 5 ลักษณะโคโลนีของ B. subtilis บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSY 
ท่ีมา : (Science Prof Online, 2015) 

 

2.2.1 บทบาทของ B. subtilis ในการเปน็ตัวควบคุมทางชีวภาพ 

 B. subtilis เป็นแบคทีเรียสายพันธุ์หนึ่ง ท่ีได้รับการยอมรับอย่างแพร่หลายในการเป็น  

ตัวควบคุมทางชีวภาพท่ีดี เนื่องจากมีกลไกในการควบคุมจุลินทรีย์ก่อโรคและมีการผลิตสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพท่ีหลากหลายและมีประสิทธิภาพสูง อีกท้ังยังเป็นแบคทีเรียท่ีส่งเสริมการเจริญของพืช 

(plant-growth promoting rhizobacteria; PGPR) โดยมีงานวิจัยมากมายท่ีแสดงถึงความสามารถ

ของ B. subtilis ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น  

งานวิ จัยของ Chaurasia และคณะ (2005) ศึกษาประสิทธิภาพของสารประกอบท่ี 

สามารถแพร่และระเหยไ ด้จาก B. subtilis ในการยับยั้ ง ราก่อโรคพืช โดยสารประกอบ 

ดังก ล่าวสามารถยับยั้ ง  Alternaria alternata, Cladosporium oxysporum, F. oxysporum, 

Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces variotii, และ Pythium afertile ไ ด้โดยมีผลให้ เกิ ด

ความผิดปกติของสปอร์และสายใยรา เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Chen และคณะ (2008) ท่ีพบว่าสาร

ระเหยจาก B. subtilis สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์และการยืดยาวออกของ germ tube ของรา

ก่อโรคได้ 
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งานวิจัยของ Chen และคณะ (2013) ศึกษาการควบคุมโรคเหี่ยวในมะเขือเทศท่ีเกิดจาก 

Ralstonia solanacearum โดยใช้ B. subtilis พบว่า B. subtilis มีการสร้างไบโอฟิล์มท่ีช่วยส่งเสริม

การเข้าครอบครองบริ เวณรากและป้องกันการบุกรุกของราก่อโรค อีก ท้ังยังมีการสร้ าง  

เซอแฟกตินซึ่งมีสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคและเป็นโมเลกุลส่งสัญญาณให้เกิดการสร้าง  

ไบโอฟิล์ม เช่นเดียวกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีพบว่า B. subtilis สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้โดย

สร้างไบโอฟิล์มและผลิตเซอแฟกติน (Bais และคณะ, 2004; Zhang และคณะ, 2011) 

งานวิจัยของ Ashwini และ Srividya (2014) ศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis ในการ

ควบคุม Colletotrichum gloeosporioides OGC1 ซึ่งเป็นราก่อโรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 

พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคได้ดี เนื่องจากมีสมบัติในการผลิตเอนไซม์ไคติเนส  

กลูคาเนส และเซลลูเลส ซึ่งมีผลต่อการท าลายผนังเซลล์ของรา 

งานวิจัยของ Ben Khedher และคณะ (2015) ศึกษาการยับยั้ง R. solani ซึ่งก่อให้เกิดโรค

แบล็คสเคิฟ (black scurf) ในมันฝรั่งโดย B. subtilis V26 และพบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของ  

R. solani ได้ดีและก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของสายใยรา เช่น การเกิดแวคิวโอล 

การไหลออกของโพรโตพลาส และการแตกหักออกของสายใย อีกท้ังยังสามารถลดความรุนแรงของ

โรคท่ีบริเวณรากและหัวมันฝรั่งได้ 63 และ 81 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ นอกจากนี้ยังช่วยส่งเสริม  

การเจริญของต้นมันฝรั่งให้ดียิ่งขึ้นด้วย 

งานวิจัยของ Shternshis และคณะ (2016) ศึกษาการยับยั้ง Didymella applanate  

ซึ่งก่อให้เกิดโรคข้อไหม้ (spur blight) ในราสพ์เบอร์รี่ พบว่า B. subtilis สามารถยับยั้งการเจริญของ

ราก่อโรคได้ดี อีกท้ังยังช่วยลดความรุนแรงของการเกิดโรคท้ังในเชิงพื้นท่ีของรอยโรคและจ านวนของ

ผลท่ีเกิดการติดเช้ือ 

  

2.2.2 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตโดย B. subtilis 

 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีสมบัติในการต้านราสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท คือ 

โปรตีนท่ีผลิตจากไรโบโซม (ribosome synthesis protein) ซึ่งประกอบไปด้วยแบคเทอริโอซินและ

เอนไซม์ท่ีมีสมบัติในการย่อยสลายผนังเซลล์ของรา เช่น ไคติเนส โปรติเอส กลูคาเนส เป็นต้น และ  

อีกประเภทหนึ่งคือ โปรตีนท่ีไม่ได้ผลิตจากไรโบโซม (non-ribosome synthesis protein) เช่น  

เพปไทด์ท่ีมีสมบัติต้านจุลินทรีย์อื่น (antimicrobial peptide) (Zhao และคณะ, 2013b) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 15 

 เพปไทด์ท่ีมีสมบัติต้านจุลินทรีย์ท่ีผลิตโดย B. subtilis ส่วนใหญ่เป็นสารประกอบประเภท 

ไลโปเพปไทด์ ซึ่งสังเคราะห์โดยเอนไซม์ non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) ลักษณะ

โครงสร้างโดยท่ัวไปมักประกอบด้วยวงของเพปไทด์ซึ่งมีล าดับของกรดอะมิโนแตกต่างกันไปและสาย

โซ่ของกรดไขมัน สามารถแบ่งกลุ่มของสารประกอบไลโปเพปไทด์ออกตามโครงสร้างออกเป็น 3 กลุ่ม 

(Ongena และ Jacques, 2008; Stein, 2005) ดังนี้ 

 กลุ่มของเซอแฟกติน มีโครงสร้างหลักเป็นวงของแลคโตน (lactone) ซึ่งเกิดจากการเช่ือมต่อ

กันของ เฮปตะเพปไทด์และกรดไขมัน เบ ต้าไฮดรอกซี  (β-hydroxy fatty acid)  (รูป ท่ี  6 )  

สารประกอบไลโปเพปไทด์ในกลุ่มนี้มีประสิทธิภาพสูงในการเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สามารถท า

ให้เกิดฟองและอิมัลชัน เนื่องจากมีโครงสร้างเป็นแบบแอมฟิฟิลิก (amphiphilic) สามารถแทรกเข้า

ไปในช้ันไขมันได้ ด้วยเหตุนี้เอง จึงส่งผลท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งมีองค์ประกอบเป็นฟอสโฟลิพิดและ  

สเตอรอลมีความผิดปกติ น าไปสู่การมีสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคโดยเฉพาะอย่างยิ่งใน

แบคทีเรีย 

 กลุ่มของอิทูริน มีโครงสร้างหลักเป็นวงของเฮปตะเพปไทด์เช่ือมกับกรดไขมันเบต้าไฮดรอกซี 

มีความยาวคาร์บอน 14-17 อะตอม (รูปท่ี 6) ประกอบด้วย อิทูริน บาซิโลมัยซิน และมัยโคซับทิลิน 

(mycosubtilin) สารประกอบไลโปเพปไทด์ในกลุ่มนี้มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคใน

กลุ่มยีสต์และราได้ดี โดยมีผลในการท าให้เกิดรูบนผนังเซลล์ 

 กลุ่มของเฟนจิซิน หรือ พลิพาสเตติน (plipastatin) มีโครงสร้างหลักเป็นวงของเดคะเพปไทด์

เช่ือมกับกรดไขมันเบต้าไฮดรอกซี (รูปท่ี 6) สารประกอบไลโปเพปไทด์ในกลุ่มนี้มีประสิทธิภาพสูงใน

การยับยั้งราโดยเฉพาะอย่างยิ่งในราสายใย โดยมีปฏิสัมพันธ์กับช้ันไขมันและท าให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงโครงสร้างและสมบัติในการผ่านเข้าออกของสารผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ 
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รูปที่ 6 โครงสร้างและล าดับกรดอะมิโนของไลโปเพปไทด์ในกลุ่มเซอแฟกติน อิทูริน และเฟนจิซิน 
ท่ีมา : (Ongena และ Jacques, 2008) 

 

 จากงานวิจัยท่ีมีการศึกษาการควบคุมการชีวภาพโดยใช้ B. subtilis ในการยับยั้งจุลินทรีย์ 

ก่อโรค พบว่า B. subtilis มักมีการผลิตเพปไทด์ท่ีมีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์มากกว่า 1 ชนิด (Mora และ

คณะ, 2011) และสารประกอบดังกล่าวยังสามารถเสริมฤทธิ์กัน (synergistic) เพื่อให้มีประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคสูงขึ้น เช่น เซอแฟกตินและอิทูริน (Maget-Dana และคณะ, 1992) 
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หรืออิทูรินและเฟนจิซิน (Romero และคณะ , 2007)   ตัวอย่างของไลโปเพปไทด์ท่ีผลิตจาก  

B. subtilis ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรคพืช แสดงดังตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1 การยับยั้งราก่อโรคพืชโดยไลโปเพปไทด์ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งราจาก B. subtilis สายพันธุ์ต่าง ๆ 
สายพันธุ์ของ 
B. subtilis 

ราก่อโรคพืช ไลโปเพปไทด์ 
ที่มีฤทธิ์ยับยั้งรา 

อ้างอิง 

B. subtilis RB14 R. solani เซอแฟกติน  
อิทูริน 

(Asaka และ Shoda, 1996) 

B. subtilis BIA R. solani เซอแฟกติน  
อิทูริน 

(Alajlani และคณะ, 2016) 

B. subtilis KS03 Gloeosporium 
gloeosporioides 

อิทูริน เอ (Cho และคณะ, 2003) 

B. subtilis Y-IVI F. oxysporum 
R. solani 
V. dahilae 

อิทูริน เอ  
เฟนจิซิน 

(Zhao และคณะ, 2016) 

B. subtilis L194 Phoma medicaginis เซอแฟกติน  
อิทูริน  
เฟนจิซิน 

(Ben Slimene และคณะ , 
2012) 

B. subtilis RP24 Macrophomina 
phaseolina 
P. ultimum 
P. aphanidermatum 
R. solani 
F. solani 
F. oxysporum 
F. moniliforme 
Fusarium udum 
A. solani 
A. alternata 
A. niger 

อิทูริน (Grover และคณะ, 2010) 
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ตารางที่ 1 การยับย้ังราก่อโรคพืชโดยไลโปเพปไทด์ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งราจาก B. subtilis สายพันธุ์ต่าง ๆ 

(ต่อ) 

สายพันธุ์ของ 
B. subtilis 

ราก่อโรคพืช ไลโปเพปไทด์ 
ที่มีฤทธิ์ยับยั้งรา 

อ้างอิง 

B. subtilis  
B-FS01 

F. moniliforme เฟนจิซิน เอ  
เฟนจิซิน บ ี

(Hu และคณะ, 2007) 

B. subtilis 
BH072 

A. niger 
F. oxysporum 
B. cinereal 
Pythium sp. 

อิทูริน เอ  
แ ฟ ล ก เ จ ล ลิ น 
(flagellin) 

(Zhao และคณะ, 2013b) 

 

2.3 แฟลกเจลลิน (flagellin) 

 แฟลกเจลลินเป็นยูนิตโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบของแฟลกเจลลาท่ีใช้ในการเคล่ือนท่ีของ

แบคทีเรีย โดยมีลักษณะเป็นโปรตีนก้อนกลมและจัดเรียงตัวกันเป็นสายใยแฟลกเจลลาท่ีมีรูปร่างเป็น

ทรงกระบอก แฟลกเจลลิน 1 ยูนิตจะมีขนาดประมาณ 30 ถึง 60 kDa ประกอบด้วย 3 โดเมนหลัก 

คือ โดเมนท่ีปลายด้าน N (N-terminal), โดนเมนท่ีปลายด้าน C (C-teriminal) และโดเมนกลาง 

(central domain) (รูปท่ี 7) ซึ่งโดเมนปลายด้าน N และโดเมนปลายด้าน C จะเป็นโดเมนท่ีล าดับ

กรดอะมิโนมีการอนุรักษ์ และโดเมนกลางจะมีความหลากหลายท้ังล าดับของกรดอะมิโนและความ

ยาวของสายเพปไทด์โดยขึ้นกับสายพันธุ์ของแบคทีเรียผู้ผลิต สายใยแฟลกเจลลา 1 สายใย

ประกอบด้วยแฟลกเจลลินประมาณ 30,000 ยูนิต ซึ่งจะมีความยาวประมาณ 15 ไมโครเมตร และ 

เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 120-250 อังสตรอม (Vonderviszt และ Namba, 2013; Yonekura 

และคณะ, 2003) (รูปท่ี 8) 
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รูปที่ 7 แบบจ าลองโครงสร้างแบบริบบิ้นของแฟลกเจลลิน แสดงโดเมนปลายด้าน C (CD), โดเมน
กลาง และโดเมนปลายด้าน N (ND)  
ท่ีมา : (Yonekura และคณะ, 2003) 

 

 
รูปที่ 8 แบบจ าลองโครงสร้างแบบริบบิ้นของสายใยแฟลกเจลลินท่ีประกอบด้วยยูนิตของแฟลกเจลลิน 
จากมุมมองด้านบน (ซ้าย) จากมุมมองด้านข้าง (ขวา) 
ท่ีมา : (Yonekura และคณะ, 2003) 

 

2.3.1 ประโยชน์ของแฟลกเจลลินในการเป็นดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ (biomarker)  

 แฟลกเจลลินนอกจากจะเป็นองค์ประกอบพื้นฐานของแฟลกเจลลาแล้ว ยังมีงานวิจัยท่ีศึกษา

เกี่ยวกับการใช้ประโยชน์จากแฟลกเจลลินในการเป็นดัชนีช้ีวัดทางชีวภาพส าหรับการตรวจหา 

(detection), การระบุชนิด ( identification), การศึกษาพันธุศาสตร์ประชากร (population 

genetic), และการวิเคราะห์วิทยาการการระบาด (epidemiological analysis) ของแบคทีเรีย   
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เนื่องจากแฟลกเจลลินมีโดเมนท่ีมีการอนุรักษ์ของกรดอะมิโนจึงใช้ในการตรวจหาชนิดของแบคทีเรีย 

และใช้ส่วนของโดเมนท่ีมีความหลากหลายในการจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียท่ีมีความใกล้ชิดกัน 

(Winstanley และ Morgan, 1997) เช่น การจ าแนก Borrelia hermsii และ B. burgdorferi โดยใช้

ความแตกต่างของล าดับบนยีนแฟลกเจลลิน (Picken, 1992), การตรวจหา Campylobacter jejuni 

และ Campylobacter coli ผ่านปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ ท่ีจ าเพาะต่อยีน  

แฟลกเจลลิน ได้แก่ flaA และ flaB (Rasmussen และคณะ, 1996), และการตรวจหาและจ าแนก 

B. subtilis ด้วยยีนแฟลกเจลลิน (hag) เพื่อใช้เป็นดัชนีช้ีวัดในการตรวจหาสายพันธุ์ของ B. subtilis 

ท่ีมีสมบัติในการต้านรา (Asano และคณะ, 2001) 

  

2.3.2 การยับยั้งราก่อโรคพืชโดยแฟลกเจลลิน 

 แฟลกเจลลินเป็นหนึ่งในโปรตีนท่ีมีสมบัติในการต้านจุลินทรีย์ ซึ่งมีรายงานว่าแฟลกเจลลิน

สามารถยับยั้งราก่อโรคในพืชได้ เช่น งานวิจัยของ Zhao และคณะ (2013b) ศึกษาโปรตีนท่ีมีสมบัติ

ในการต้านราจาก Bacillus sp. BH072 พบว่า Bacillus sp. BH072 มีความสามารถในการต้านรา

หลายชนิด เช่น Aspergillus niger, Pythium sp., และ Botrytis cinerea และมีการตรวจพบยีน

แฟลกเจลลิน (hag) ขนาด 1002 คู่เบสจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จากนั้นชักน าให้มีการ

แสดงออกของโปรตีน แล้วท าโปรตีนดังกล่าวให้บริสุทธิ์พบว่ามีขนาดประมาณ 35 kDa และมีความ

คล้ายกับโปรตีนแฟลกเจลลิน ซึ่งโปรตีนบริสุทธิ์นี้มีความสามารถในการยับยั้ง A. niger ได้ดี 

งานวิจัยของ Liu และคณะ (2013) คัดแยกและท าบริสุทธิ์โปรตีน จาก B. subtilis F3 ท่ีมี

ฤทธิ์ต้าน Monilinia fructicola พบว่าโปรตีนนี้มีความใกล้เคียงกับแฟลกเจลลิน ซึ่งมีผลต่อการสร้าง

สปอร์ ท าให้ปริมาณคอนิเดียน้อยลง และท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาของรา ได้แก่ 

ท าให้ผิวเซลล์ขรุขระ มีการสะสมแกรนูลภายในเซลล์ มีการสลายตัวของผนังเซลล์ และการสร้าง  

แวคิวโอลภายในสายใย นอกจากนี้โปรตีนบริสุทธิ์ดังกล่าวยังสามารถยับยั้งการเจริญของ B. cinerea, 

F. oxysporum, R. capsicum และ C. gloeosporioides ได้ 

งานวิจัยของ Ren และคณะ (2013) ศึกษาการยับยั้ง B. cinerea โดย B. subtilis RN-061 

พบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนในกลุ่มท่ีคล้ายแฟลกเจลลินซึ่งมีขนาดประมาณ 32 kDa และเมื่อท า

โปรตีนให้บริสุทธิ์ก็ยังคงแสดงสมบัติยับยั้งราได้ จากนั้นเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลิน แล้วโคลนเข้าสู่

เซลล์ E. coli พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli ท่ีมียีนนี้สามารถยับยั้งการเจริญของ  

B. cinerea ได้ถึง 47 เปอร์เซ็นต์ 
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และงานวิจัยของ Fang และคณะ (2017) ศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีสามารถยับยั้ง 

การเจริญของ Stachybotrys chartarum และ P. expansum ซึ่งเป็นราก่อโรคในเกาลัด จาก 

B. amyloliquefaciens CMN1308 พบว่าหนึ่งในสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเป็นโปรตีนท่ีมีขนาด

ประมาณ 29.5 kDa ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ด้วยแมสสเปกโทรเมทรีแล้ว พบว่าโปรตีนนี้มีความคล้ายกับ

โปรตีนแฟลกเจลลิน อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานว่าส่วนใดของโปรตีนแฟลกเจลลินท่ีมีความเกี่ยวข้อง

กับการยับย้ังการเจริญของรา 

จากงานวิจัยก่อนหน้าได้มีการใช้ B. subtilis N3 ในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ซึ่ง

เป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนสและโรคจุดสนิมในกล้วยไม้ โดยพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี้

สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ เมื่อ

ตกตะกอนโปรตีนจากน้ าเล้ียง B. subtilis N3 และท าโปรตีนให้บริสุทธิ์พบว่าโปรตีนดังกล่าวมีขนาด

ประมาณ 39.88 KDa และจากการวิเคราะห์โปรตีนนี้ด้วยแมสสเปกโตสโกปีพบว่าเป็นโปรตีนท่ีมีความ

คล้ายกับโปรตีนแฟลกเจลลิน เอ ของแบคทีเรียในกลุ่ม B. subtilis ถึง 69 เปอร์เซ็นต์ โดยโปรตีน

บริสุทธิ์นี้ยังคงมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata โดยมีผลท าให้การงอกของสปอร์

ราผิดปกติและท าให้สายใยรามีการบวม โป่งพองออกและมีการแตกแขนงบริเวณปลายสายใย 

(Sowanpreecha, 2018; รพีวรรณ โสวรรณปรีชา, 2559)   ในงานวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษายีนท่ีเกี่ยวข้อง

กับการประมวลรหัสให้โปรตีนแฟลกเจลลิน โดยเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลิน แล้วโคลนยีนดังกล่าว  

เข้าสู่เซลล์ E. coli BL21(DE3) เพื่อให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน แล้วชักน าให้มีการแสดงออกของ

โปรตีนนั้น จากนั้นท าโปรตีนดังกล่าวให้บริสุทธิ์ โดยมีจุดประสงค์เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีน

แฟลกเจลลินท่ีบริสุทธิ์ในการยับยั้ง C. lunata จากนั้นศึกษาบริเวณของโปรตีนแฟลกเจลลินท่ีมีผลต่อ

การยับยั้ง C. lunata โดยการตัดล าดับบางส่วนบนยีนออก โคลนและแสดงออกโปรตีน จากนั้น

ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง C. lunata เพื่อระบุว่าบริเวณใดบนยีนและโปรตีนท่ีจ าเป็นส าหรับ

การยับยั้ง C. lunata 

 

2.4 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในภาวะที่มีความแม่นย าต่ าและเอือ้ต่อความผิดพลาด (Error-
prone PCR) 

 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสในภาวะท่ีมีความแม่นย าต่ าและเอื้อต่อความผิดพลาดเป็นวิธีการ

ท่ีก่อให้เกิดการกลายแบบสุ่มโดยการรบกวนภาวะในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (รูปท่ี 9) เช่น  

การเพิ่มความเข้มข้นของ Taq DNA polymerase และการใช้ Taq DNA polymerase ท่ีไม่มีสมบัติ 
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3´→ 5´ exonuclease ซึ่งจะท าให้เกิดความผิดพลาดในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ เนื่องจาก Taq DNA 

polymerase อาจน านิ วค ลี โอ ไทด์ ท่ี ไม่ ถู ก ต้องมา เ ช่ือม ต่อ  ส่ งผลให้ เกิ ดการกลายแ บบ 

ทรานสิชัน (transition mutation) โดยการแทนท่ีเบสจาก AT เป็น GC (Keohavong และ Thilly, 

1989) และเมื่อไม่มีสมบัติ 3´→ 5´ exonuclease จึงท าให้ขาดสมบัติในการตรวจสอบและแก้ไข 

นิวคลีโอไทด์ให้ถูกต้อง โดยอัตราการกลายพันธุ์ท่ีเกิดจากความผิดพลาดของเอนไซม์นี้อยู่ท่ีประมาณ 

2×10-4 ถึง 1.2×10-5 ต่อนิวคลีโอไทด์ต่อ 1 รอบปฏิกิริยา นอกจากการใช้สมบัติของเอนไซม์แล้ว  

การเพิ่มเวลาในการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ (extension time), การเพิ่มปริมาณของแมกนีเซียม

ไอออน (Mg2+) ในปฏิกิริยาซึ่งเป็นโคแฟกเตอร์ของ DNA polymerase ก็ยัังส่งผลให้เกิดการกลาย 

โดยการแทนท่ีเบส (base substitution) และเกิดการกลายแบบเฟรมชิฟท์ (frameshift mutation) 

โดยปริมาณของแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ท่ีมากเกินพอในระบบจะท าให้มีอัตราความผิดพลาดอยู่

ท่ีประมาณ 1 ใน 5,000 ต่อนิวคลีโอไทด์ต่อ 1 รอบปฏิกิริยา (Eckert และ Kunkel, 1990) หรือการ

ใช้แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2) ทดแทนการใช้แมกนีเซียมคลอไรด์ ซึ่งแมงกานีสไอออน (Mn2+) เป็น

โคแฟกเตอร์ท่ีมีคุณภาพต่ า ท าให้เกิดความผิดพลาดในการคัดเลือกเบสท่ีจะน ามาต่อบนสายดีเอ็นเอ 

ท าให้เกิดการเพิ่มขึ้นของเบส ( insertion) และยับยั้งสมบัติ exonuclease ของเอนไซม์ท าให้ไม่

สามารถตรวจสอบแก้ไขความผิดพลาดได้ (Beckman และคณะ, 1985)  หรือการเพิ่มความเข้มข้น

ของ dNTPs และการท าให้ปริมาณของ dNTPs ท้ัง 4 ชนิดไม่สมดุลกัน เมื่อปฏิกิริยาด าเนินไปจะ 

ท าให้เบสบางชนิดไม่เพียงพอต่อการสังเคราะห์ จึงมีการน าเบสท่ีไม่ถูกต้องมาใช้ในการสังเคราะห์สาย

ดีเอ็นเอ (Cadwell และ Joyce, 1992) 

 
รูปที่ 9 การกลายแบบสุ่มโดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในภาวะท่ีมีความแม่นย าต่ าและเอื้อต่อ
ความผิดพลาด ภายใต้ภาวะท่ีลดความแม่นย าของเอนไซม์ Taq DNA polymerase  
ซึ่งการกลายจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีจ านวนรอบของปฏิกิริยามากขึ้น โดยสัญลักษณ์ X แสดงถึงจุดท่ีเกิดการ
กลายแบบสุ่ม (random point mutation) 
ท่ีมา : (Mccullum และคณะ, 2010) 
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ตัวอย่างของงานวิจัยท่ีมีการใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในภาวะท่ีมีความแม่นย าต่ าและเอื้อ

ต่อความผิดพลาด เช่น การปรับปรุงประสิทธิภาพของเอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) ซึ่ง

เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายเซลลูโลสใน E. coli พบว่า E. coli ท่ีมีการกลายของยีน Cel8M ส่งผลให้

ได้กรดอะมิโนท่ีเปล่ียนแปลงไปจากอะลานีนไปเป็นวาลีนในต าแหน่งท่ี 9 และจากกลูตามีนไปเป็น  

ไลซีนในต าแหน่งท่ี 353 ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มขึ้น 1.42 เท่า และการเปล่ียนแปลงจากเซอรีน

ไปเป็นไกลซีนในต าแหน่งท่ี 117 ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มข้ึน 1.61 เท่า (Lin และคณะ, 2016)   

การปรับปรุงอัลฟาอะไมเลส (α-amylase) จาก Bacillus licheniformis พบว่าการกลายของยีน

เกี่ยวข้องกับความเสถียรของเอนไซม์ในภาะท่ีเป็นกรด โดยโคลนท่ีมีการกลายของยีนและมีการ

เปล่ียนแปลงกรดอะมิโนจากธรีโอนีนไปเป็นไอโซลิวซีนในต าแหน่งท่ี 353 จากฮิสติดีนไปเป็นอาร์จีนีน

ในต าแหน่งท่ี 400 และมีการกลายท้ังสองต าแหน่งภายใต้ภาวะท่ีมี pH ต่ าพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์

เพิ่มขึ้น 3.5, 6.0 และ 11.3 เท่าตามล าดับ เมื่อเทียบกับสายพันธุ์ด้ังเดิมท่ีไม่มีการกลาย (Liu และ

คณะ, 2012) 

ข้อดีของการใช้วิธีนี้ในการก่อให้เกิดการกลายแบบสุ่ม คือ เป็นเทคนิคท่ีเรียบง่าย ท าได้

สะดวก เหมาะส าหรับท าการกลายบนยีนเดียว และมีการกลายน้อย น าไปสู่การปรับปรุงเพื่อเพิ่ม

เสถียรภาพหรือประสิทธิภาพในการท างานของโปรตีนท่ีสนใจ อย่างไรก็ตามข้อจ ากัดของวิธีนี้ คือ  

ไม่สามารถทราบได้ว่าการกลายเกิดขึ้นอย่างไรในบริเวณใดของยีน และจ าเป็นจะต้องส่งโคลนต่าง ๆ 

เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งมีค่าใช้จ่ายท่ีค่อนข้างสูง (Mccullum และคณะ, 2010) 
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บทท่ี 3  
อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
2. คอร์ก บอเรอร์ (cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร 
3. คอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพชนิด IMAC (Ni-sepharose) Histrap HP ของบริษัท 

GE Healthcare, USA 
4. เครื่องแก้วของบริษัท Pyrex, USA 
5. เครื่องเขย่าสารละลาย (rocking shaker) 
6. เครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า รุ่น EV1450 ของบริษัท Cleaver Scientific, UK 
7. เครื่องช่ัง รุ่น PG2002-G ของบริษัท Metter Toledo, Switzerland 
8. เครื่องช่ังละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Scientific, USA 
9. เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 
10. เครื่องบ่มแบบเขย่า (shaker) รุ่น innova 2100 ของบริษัท New Brunwick Scientific, 

USA 
11. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดต้ังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น 200H ของบริษัท Hattich 

Zentrifugen, Germany 
12. เครื่องปั่นเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 ของบริษัท Kubota, 

Japan 
13. เครื่องปั่นเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น Allegra 25R ของบริษัท 

Beckman, Germany 
14. เ ค รื่ อ ง ผ สม ส า ร  ( vortex-Genie2 )  รุ่ น  G5 6 0 E ข อ ง บ ริ ษั ท  Scientific Industries 

instruments, USA 
15. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น MyCycler Thermal Cycler ของ

บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
16. เครื่องท าบริสุทธิ์โปรตีน ÄKTA start ของบริษัท GE Healthcare, USA 
17. เครื่องวัดความเป็นกรด-เบส (pH meter) รุ่น Cyberscan 2000 ของบริษัท Eutech 

Cybernetics, Singapore 
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18. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของ
บริษัท Spectronic Unicam, USA และ รุ่น Genesys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic 
, USA 

19. เ ค รื่ อ ง วั ด ป ริ ม าณสา ร พั น ธุ ก ร รม แ บ บน า โน  รุ่ น  2 0 0 0 C (Nanodrop 2 0 0 0C 
spectrophotometer) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

20. จานเพาะเล้ียง (petri dish) ขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA 
21. ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน ของบริษัท 

Millipore, USA 
22. ชุ ด อุ ป ก ร ณ์  SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) รุ่ น  MiniPROTEAN tetra cell, 2 - gel system ของบริ ษั ท  Bio-Rad 
Laboratories, USA 

23. ชุดอุปกรณ์ท าอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส ของบริษัท Major Science, USA 
24. ชุดอุปกรณ์ส าหรับถ่ายภาพ (gel documentation) และโปรแกรม Quantity One เวอร์ช่ัน 

4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
25. ตู้เข่ียเช้ือแบบ laminar flow รุ่น J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 
26. ตู้แช่แข็ง (deep freeze) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo 

Electronic Co., Japan 
27. ตู้บ่มเช้ือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 
28. ไมโครปิเปตต์และทิปรุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Gilson, 

USA 
29. หลอดคิวเวตต์ (cuvette) รุ่น Spectronic 401 ของบริษัท Milton Roy, USA 

 
3.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบส าเร็จรูป 

1. กรดอะซีติกเข้มข้น (glacial CH3CHOOH) ของบริษัท Merck, Germany 
2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 
3. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Merck, Germany 
4. กานามัยซิน (kanamycin) ของบริษัท PhytoTechnology Laboratories, USA 
5. คลอโรฟอร์มและไอโซเอมิล แอลกอฮอล์ (chloroform : isoamylalcohol) ของบริษัท Bio 

Basic, Canada 
6. ชุ ดสกั ดพลาสมิ ดส า เ ร็ จ รู ป  GeneJet plasmid Miniprep kit ของบริ ษั ท  Thermo 

Scientific, USA 
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7. ชุดส าหรับการโคลนส าเร็จรูป TArget Clone -Plus- cloning kit ของบริษัท Tobayo, 
Japan 

8. ชุดส าหรับท าบริสุทธิ์ดีเอ็นเอจากเจลส าเร็จรูป GeneJet Gel extraction kit ของบริษัท 
Thermo Scientific, USA 

9. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
10. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), (C12H25OSO3 ) ของบริษัท 

Nacalai Tesque, Japan 
11. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
12. ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 1 Kb DNA ladder ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
13. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 
14. เปบโทน (peptone) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 
15. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 
16. ฟีนอล (phenol) ของบริษัท Bio Basic, Canada 
17. เมทานอล (methanol) ของบริษัท Merck, Germany 
18. ไลโซไซม์ (lysozyme) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
19. สารละลาย Acry/Bis 37.5/1 (30:0.8), 40% (w/v) ของบริษัท AMRESCO, USA 
20. สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ของบริษัท Siberian Enzyme, Russia 
21. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (Spectra™ Multicolor High Range Protein Ladder) ของ

บริษัท Thermo Scientific, USA 
22. สีคูแมสซีบริลเลียนท์บลูจี-250 (coomassie brilliant blue G-250) ของบริษัท Fluka, 

Switzerland 
23. สีย้อมดีเอ็นเอความเข้มข้น 6 เท่า (6X loading dye) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
24. อาหารส าเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท HiMedia Laboratories, 

India 
25. เอทานอล (ethanol) ของบริษัท Merck, Germany 
26. เอนไซม์ DNase ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
27. เอนไซม์ Proteinase K ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
28. เอนไซม์ RNase A ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
29. เอนไซม์ตัดจ าเพาะ FastDigest BamHI ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
30. เอนไซม์ตัดจ าเพาะ FastDigest XhoI ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
31. แอมพิซิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai Tesque, Japan 
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32. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) ของบริษัท Sigma, USA 
33. Bacterial cell lysis buffer ของบริษัท Gold Biotechnology, USA 
34. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
35. Phusion High-Fidelity DNA Polymerase ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
36. SeaKem® LE Agarose For gel electrophoresis ของบริษัท Bio Science Rockland, 

USA 
37. SERVA DNA stain G ของบริษัท Serva Electrophoresis Gmbh, Germany 
38. T4 DNA ligase ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
39. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) ของบริษัท USB Corporation, UK 
40. Tris base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Research 

Organics, USA 
41. Tween 20 ของบริษัท Bio Basic, Canada 

 
3.3 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยและการเก็บรักษาจุลินทรีย์ 

3.3.1 แบคทีเรีย 

 น า Bacillus subtilis N3 ท่ีคัดแยกได้จากดินท่ีจังหวัดกาญจนบุรีโดยคงยุทธ เลิศมงคลธรรม 
(2549) ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้หลายชนิด มาเล้ียงบนอาหาร
แข็ง Nutrient Agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
18 ช่ัวโมง กรณีต้องการเก็บรักษาเป็นเวลานาน เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) 
(ภาคผนวก ก หมายเลข 2) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมงผสมกับ  
15% กลีเซอรอลปลอดเช้ือ (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 น า Escherichia coli DH5α และ Escherichia coli BL21(DE3) เล้ียงบนอาหารแข็ง Luria 
Bertani (LB) Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง 
กรณีต้องการเก็บรักษาเป็นเวลานาน เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) (ภาคผนวก 
ก  ห ม าย เ ลข  4 )  บ่ ม ท่ี อุ ณห ภู มิ  3 7  อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  เ ป็ น เ ว ล า  1 8  ช่ั ว โ ม ง ผสม กั บ  
15% กลีเซอรอลปลอดเช้ือ และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.3.2 ราก่อโรคพืช 

 เล้ียง Curvularia lunata ท่ีได้รับมาจากภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ บนอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) บ่มท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน เก็บเกี่ยวสปอร์โดยการล้างด้วย 0.1% Tween 20 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 2) แล้วกรองผ่านผ้าขาวบาง 2 ช้ันท่ีปราศจากเช้ือ จากนั้นนับจ านวนสปอร์
ด้วยฮีมาไซโทมีเตอร์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงก าลังขยาย 40 เท่า และเจือจางสปอร์ให้มี
จ านวน 2X105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร กรณีต้องการเก็บรักษาเป็นเวลานานผสมสารแขวนลอยสปอร์ท่ีได้
กับ 15% กลีเซอรอล และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
3.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.4.1 ส าหรับแบคทีเรีย 

 อาหารแข็ง Nutrient Agar (NA), อาหารเหลว Nutrient Broth (NB), อาหารแข็ง Luria 
Bertani (LB) Agar, อาหารเหลว Luria Bertani (LB) Broth  
 

3.4.2 ส าหรับรา 

 อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 
 
3.5 การเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลิน 

3.5.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจาก B. subtilis N3 

สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียโดยวิธีของ LMU-Munich (LMU-Munich Team, 2012) ดังนี้ 
เล้ียง B. subtilis N3 บนอาหารแข็ง LB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้น
เขี่ ย โคโลนี เ ด่ี ยวลง ในอาหาร เหลว  LB ปริมาตร  10 มิล ลิ ลิตร  บ่มแบบเขย่ า ท่ีอุณหภูมิ   
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical 
density, OD) ท่ี 660 นาโนเมตร ได้ประมาณ 0.8-1.0 น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง ความเร็วรอบ 
5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และแขวนลอยตะกอนเซลล์ในสารละลาย TEN (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 7) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เติมไลโซไซม์ (lysozyme) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 8) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
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เป็นเวลา 20 นาที และเติม RNase A (ภาคผนวก ข หมายเลข 9) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นเติม
สารละลาย 10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร, proteinase K ปริมาณ
เล็กน้อย และสารละลาย TEN* (ภาคผนวก ข หมายเลข 10) ปริมาตร 550 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เติมสารละลายฟีนอล (phenol; Bio Basic, 
Canada) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา จากนั้นปั่นเหวี่ยงท่ี
อุณหภูมิห้อง ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดเก็บส่วนใสท่ีอยู่ด้านบน
มาสกัดซ้ าด้วยสารละลายฟีนอลอีกครั้ง แล้วเติมสารละลายผสมของคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ (chloroform:isoamylalcohol; Bio Basic, Canada)  อัตราส่วน 24 :1 ปริมาตร  
900 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้ว
ดูดเก็บส่วนใสท่ีอยู่ด้านบน ย้ายไปใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นตกตะกอน 
ดีเอ็นเอด้วยเอทานอลบริสุทธิ์ท่ีเย็น ปริมาตรสองเท่า แล้วน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายออก แล้วล้างตะกอนดี
เอ็นเอด้วย 70% เอทานอล น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูด
สารละลายออก และละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย TEN* ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

3.5.2 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณอนุรักษ์และการออกแบบไพรเมอร์ของยีนแฟลกเจล
ลิน 

 เปรียบเทียบข้อมูลล า ดับเบสของยีนแฟลกเจลลินซึ่ งมีการแสดงออกให้ โ ปร ตีน  
แฟลกเจลลินโดยใช้ข้อมูลล าดับจีโนมของ B. subtilis หลายสายพันธุ์  จากฐานข้อมูล NCBI 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/) และใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์ของแฟลกเจลลินเพื่อเป็นนิวคลีโอไทด์
ต้นแบบในการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีนแฟลกเจลลินโดยมีการใส่ล าดับเบสของเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ BamHI และ XhoI ลงในฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์และรีเวิร์สไพรเมอร์ตามล าดับ และศึกษาโดเมน
หลักของโปรตีนแฟลกเจลลินจากฐานข้อมูล Pfam (https://pfam.xfam.org/) 
 
 

https://pfam.xfam.org/
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3.5.3 การเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

 เพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้
จาก B. subtilis N3 เป็นแม่แบบ และใช้ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์และรีเวิร์สไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ข้างต้น 
เพื่อให้ได้ช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีนแฟลกเจลลินท่ีต้องการ โดยใช้เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA 
thermal cycler) และเตรียมส่วนประกอบส าหรับปฏิกิริยา ดังนี้ 
 
          5X Phusion HF Buffer                                            5 ไมโครลิตร 

50 µM forward primer     1 ไมโครลิตร 
50 µM reverse primer      1 ไมโครลิตร 
10 mM dNTPs       1 ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอแม่แบบท่ีเตรียมไว้ (50 ng/µl)    1 ไมโครลิตร 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase   0.5 ไมโครลิตร 
น้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือ             35.5 ไมโครลิตร 

 
 ผสมสารละลายต่าง ๆ ให้เข้ากันดี โดยใช้ปิเปตต์ และสารละลายต้องอยู่ในภาวะเย็น
ตลอดเวลาโดยเตรียมในถาดน้ าแข็ง จากนั้นน าหลอดสารละลายผสมท่ีได้ใส่ลงในเครื่องเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอ โดยต้ังค่าอุณหภูมิและเวลาดังนี้ 
 

Initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  1   นาที 
Denaturation   ท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 วินาที 
Annealing   ท่ีอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  30 วินาที        30 รอบ 
Extention   ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  45 วินาที 
Final extention  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  5   นาที 
 
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยวิธีเจลอีเลก็โทรโฟรีซิส 
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3.5.4 การตรวจสอบดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอะกาโรสเจลอีเล็กโทร
โฟเรซิส 

เตรียมเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8% โดยช่ังอะกาโรส แล้วละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ 
1X TAE (ภาคผนวก ข หมายเลข 11) แล้วหลอมอะกาโรสโดยใช้เครื่องไมโครเวฟ จนกระท่ัง 
อะกาโรสละลายหมด ต้ังไว้ให้มีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมสารละลาย  
ส าหรับย้อมดีเอ็นเอ SERVA DNA stain G (Serva Electrophoresis Gmbh, Germany) ปริมาตร  
2 ไมโครลิตรในสารละลายอะกาโรส 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงในถาดส าหรับเตรียมเจล 
ต้ังไว้ให้แข็ง จากนั้นน าเจลท่ีเตรียมเสร็จใส่ลงในเครื่องอีเล็กโทรโฟเรซิส (Major Science, USA) และ
โหลดสารละลายดีเอ็นเอท่ีได้จากข้อ 3.5.3 ท่ีผสมกับ 6X loading dye (Thermo Scientific, USA) 
ในอัตราส่วน 5 ต่อ 1 และใช้ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific, 
USA) ส าหรับเทียบขนาดของดีเอ็นเอ ลงในหลุมส าหรับโหลดตัวอย่าง โดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า
เ ท่ากับ 100 โวลต์ เป็น เวลา 25 นาที แล้วถ่ายรูปเจลด้วย ชุดอุปกรณ์ส าหรับถ่า ยภาพ  
(gel documentation) และโปรแกรม Quantity One เวอร์ ช่ัน 4.4.1 (Bio-Rad Laboratories, 
USA) 
 

3.5.5 การท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ชุดส าหรับท าบริสุทธิ์  
ดีเอ็นเอจากเจลส าเร็จรูป GeneJet Gel extraction kit (Thermo Scientific, USA) โดยตัดเจล 
บริเวณท่ีมีช้ินดีเอ็นเอขนาดท่ีต้องการละลายใน binding buffer ปริมาตรเท่ากับเจล ท่ีอุณหภูมิ  
50-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ประกอบคอลัมน์ส าหรับท าบริสุทธิ์เข้ากับหลอดเก็บ
สารละลาย จากนั้นใส่สารละลายเจลลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายท้ิง แล้วเติม wash buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตรลงใน
คอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายท้ิง 
แล้วปั่นเหวี่ยงต่ออีก 1 นาที เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายท้ิง แล้วน าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์
เปล่ามาประกอบเข้ากับคอลัมน์แทนหลอดเก็บสารละลาย  ใส่ elution buffer ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ และปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บสารละลาย 
ดีเอ็นเอ แล้ววัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน 
(Nanodrop; Thermo Scientific, USA) 
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3.6 การโคลนยีนแฟลกเจลลินเข้าในเวกเตอร์ส าหรับการโคลน (cloning vector) 

3.6.1 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนแฟลกเจลลิน โดยใช้ชุดโคลนดีเอ็นเอส าเร็จรูป TArget 
Clone -Plus- (Toyobo, Japan) โดยเช่ือมช้ินดีเอ็นเอของยีนแฟลกเจลลินท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอเรสจากข้อ 3.5.5 เข้ากับเวกเตอร์ส าหรับการโคลน pTA2 (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) โดย
เตรียมช้ินยีนแฟลกเจลลินส าหรับท าปฏิกิริยาโดยใช้ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเรส
ปริมาตร 9 ไมโครลิตร ผสมกับ 10X A-attachment mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นเตรียมสารละลายผสมส าหรับปฏิกิริยาเช่ือมช้ิน 
ยีนแฟลกเจลลินเข้ากับเวกเตอร์ ดังนี้ 

 
2X ligation buffer               5  ไมโครลิตร 
pTA2 vector (50 ng/µl)        1  ไมโครลิตร 
dA-attached PCR product   2  ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase                     1  ไมโครลิตร 
nuclease-free water   1  ไมโครลิตร 
 

ผสมสารละลายต่าง ๆ ให้เข้ากันดีด้วยปิเปตต์ แล้วบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli DH5α 
 

3.6.2 การถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ E. coli DH5α 

   3.6.2.1 เตรียมเซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli DH5α โดยขีดเช้ือ E. coli DH5α บน
อาหารแข็ง LB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง  จากนั้นเข่ียโคโลนี
เ ด่ียวมาเ ล้ียง ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิ ลิตร บ่มแบบเขย่า ท่ีอุณหภู มิ   
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือ  
จากนั้นปิ เปตต์หัวเ ช้ือปริมาตร 500 ไมโครลิตร มาใส่ในอาหารเหลว LB ปริมาตร  
50 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ได้ 0.3-0.5  จากนั้นเทใส่ในขวดส าหรับ
ปั่นเหวี่ยงท่ีแช่เย็น แล้วน าไปบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที  ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
5,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เทส่วนของน้ าเล้ียงเช้ือ
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ออก จากนั้นแขวนลอยเซลล์ในสารละลายแมกนีเซียมคลอ ไรด์-แคลเซียมคลอไร ด์ 
(MgCl2-CaCl2) (ภาคผนวก ข หมายเลข 12) ท่ีเย็นปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มในน้ าแข็งเป็น
เวลา 20 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายออก จากนั้นแขวนลอยเซลล์ในสารละลาย 0.1 โมลาร์ 
แคลเซียมคลอไรด์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 13) ท่ีเย็น ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มในน้ าแข็ง
เป็น เวลา 20 นาที  ปั่น เหวี่ ยง ท่ีความ เร็ วรอบ 5 ,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ   
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  เทสารละลายออก จากนั้นแขวนลอยเซลล์ในสารละลาย 
0.085 โมลาร์ แคลเซียมคลอไรด์ท่ีมี 15% กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข หมายเลข 14) ท่ีเย็น 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นแบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดละ 100 ไมโครลิตร น าไป
เก็บท่ีอณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

3.6.2.2 ถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ E. coli DH5α  
ด้วยวิธีทรานสฟอร์เมช่ัน (transformation) ตามวิธีของ Sambrook และ Russell (2001) 
โดยใส่สารละลายผสมจากข้อ 3.6.1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในเซลล์คอมพีเทนต์ของ  

E. coli DH5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที แล้ว heat shock 
ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที แล้วน ามาบ่มในน้ าแข็งทันที เป็นเวลา  
2 นาที จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเกล่ียเช้ือปริมาตร 150 ไมโครลิตรบนอาหาร
เล้ียงเช้ือแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง เพื่อคัดเลือกโคโลนี
ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

 
3.6.3 การคัดเลือกโคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

3.6.3.1 คัดเลือกโคโลนีเด่ียวของ E. coli DH5α ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB 
ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินซึ่งมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด แล้วตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอท่ีโคลนได้
โดยการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิดส าเร็จรูป GeneJet plasmid 

Miniprep kit (Thermo Scientific, USA) โดย เ ล้ียง  E. coli DH5α ท่ีมี รี คอมบิแนนท์ 
พลาสมิดในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 12-16 ช่ัวโมง  น ามาปั่นเหวี่ยง
เพื่อเก็บเซลล์ ท่ีความเร็วรอบ 8 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แขวนลอยเซลล์ด้วย 
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resuspension solution ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วเติม lysis solution ปริมาตร  
250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา จากนั้นเติม neutralization 
solution ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา ปั่นเหวี่ยงท่ี 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดส่วนของสารละลายใส่ลงในคอลัมน์ท่ี
ประกอบเข้ากับหลอดเก็บสารละลาย ปั่นเหวี่ยงท่ี 13 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  
เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายท้ิง แล้วเติม wash solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตร
ลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายในหลอด
เก็บสารละลายท้ิง เติม wash solution และปั่นเหวี่ยงเช่นเดิมซ้ าอีก 1 ครั้ง เทสารละลายใน
หลอดเก็บสารละลายท้ิง แล้วน าหลอดหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์เปล่ามาประกอบเข้ากับ
คอลัมน์แทนท่ีหลอดเก็บสารละลาย จากนั้นเติม elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ลงในคอลัมน์ แล้วปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เก็บสารละลายแล้ววัด
ความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน 
(Nanodrop; Thermo Scientific, USA) 

3.6.3.2 ตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้ โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
FastDigest BamHI และ FastDigest XhoI โดยเตรียมสารละลายส าหรับปฏิกิริยา ดังนี้ 
 
 10X FastDigest Buffer   2  ไมโครลิตร 
 plasmid DNA    2 ไมโครลิตร (1 ไมโครกรัม) 
 FastDigest BamHI                  1 ไมโครลิตร 
 FastDigest XhoI   1 ไมโครลิตร 
 nuclease-free water   15 ไมโครลิตร 
 
ผสมสารละลายท้ังหมดให้เข้ากันดี น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วตรวจสอบ
ด้วยวิธีเจลอีเลก็โทรโฟรีซิส ตามข้อ 3.5.4 และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล
ของ NCBI โดยใช้วิธี blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพื่อศึกษาความคล้ายคลึง
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
 
 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.7 การโคลนยีนแฟลกเจลลินเข้าในเวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก (expression vector) 

3.7.1 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนแฟลกเจลลิน โดยเช่ือมช้ินดีเอ็นเอของยีนแฟลกเจลลิน  
เข้ากับเวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก pET-26b(+) (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) โดยสกัด 

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดจาก E. coli DH5α ด้วยชุดสกัดพลาสมิดส าเร็จรูป GeneJet plasmid 
Miniprep kit (Thermo Scientific, USA) ตามข้อ 3.6.3.1 แล้วตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI 
และ XhoI ตามข้อ 3.6.3.2  จากนั้นท าอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส ตัดเจลบริเวณท่ีมีช้ินยีน 
แฟลกเจลลิน และท าบริสุทธิ์ โดยใช้ชุดส าหรับท าบริสุทธิ์ดีเอ็นเอจากเจลส าเร็จรูป GeneJet  
Gel extraction kit (Thermo Scientific, USA) แล้วเช่ือมเข้าสู่เวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก  
pET-26b(+) ท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ XhoI เช่นเดียวกัน โดยเตรียมสารละลาย
ผสมส าหรับปฏิกิริยาเช่ือมช้ินยีนแฟลกเจลลินเข้ากับเวกเตอร์ ดังนี้  

 
Linear vector DNA    50      นาโนกรัม 
Insert DNA    อัตราส่วนต่อเวกเตอร์ เท่ากับ 3 : 1 
10X T4 DNA ligase buffer                   2       ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase                                   1       Weiss U 
Nuclease-free water   ปรับปริมาตรให้ครบ 20 ไมโครลิตร 

 
ผสมสารละลายต่าง ๆ ให้เข้ากันดีด้วยปิเปตต์ แล้วบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง และหยุดปฏิกิริยาโดยการน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

10 นาที จากนั้นถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli DH5α โดยใส่สารละลายผสมปริมาตร 

10 ไมโครลิตร ลงในเซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli DH5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มในน้ าแข็ง 
เป็นเวลา 20 นาที แล้ว heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที แล้วน ามาบ่ม
ในน้ าแข็งทันที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร น าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเกล่ียเช้ือปริมาตร 150 ไมโครลิตร บน
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน (kanamycin) ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง เพื่อคัดเลือกโคโลนีท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
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3.7.2. การคัดเลือกโคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

3.7.2.1 คัดเลือกโคโลนีเด่ียวของ E. coli DH5α ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB 
ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด แล้วตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอท่ีโคลนได้โดยการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วย 
ชุดสกัดพลาสมิดส าเร็จรูป GeneJet plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific, USA) 
ตามข้อ 3.6.3.1 

3.7.2.2 ตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้ โดยการด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
FastDigest BamHI และ FastDigest XhoI ตามข้อ 3 .6 .3 .2 แล้วตรวจสอบด้วยวิ ธี 
เจลอีเล็กโทรโฟรีซิส และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ NCBI 
โดยใช้วิธี blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพื่อศึกษาความคล้ายคลึง
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยตรวจสอบความถูกต้องในการเช่ือมกับโปรโมเตอร์และ  
กรอบอ่านรหัสเปิด (open reading frame) รวมท้ังล าดับแท็ก (tag sequence) ได้อย่าง
ถูกต้อง โดยใช้โปรแกรม ORF finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 

 
3.8 การแสดงออกแฟลกเจลลิน 

3.8.1 การถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli BL21(DE3) 

3.8.1.1 เตรียมเซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli BL21(DE3) โดยใช้วิธีการตามข้อ 
3.6.2 จากนั้นแบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดละ 100 ไมโครลิตร น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 
-80 องศาเซลเซียส 

3 . 8 . 1 . 2  ถ่ าย โ อนรี คอม บิแนน ท์พลาส มิด เ ข้ า สู่ เ ซล ล์คอมพี เ ทน ต์ของ  
E. coli BL21(DE3) ด้วยวิธีทรานสฟอร์เมช่ัน ตามวิธีของ Sambrook และ Russell (2001) 
ตามข้อ 3.6.2  จากนั้นเกล่ียเช้ือปริมาตร 150 ไมโครลิตร บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ท่ีมี 
ยาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ   
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง เพื่อคัดเลือกโคลีนีท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 37 

3.8.2. การคัดเลือกโคลนที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

3.8.2.1 คัดเลือกโคโลนีเด่ียวของ E. coli DH5α ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB 
ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด แล้วตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอท่ีโคลนได้โดยการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วย 
ชุดสกัดพลาสมิดส าเร็จรูป GeneJet plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific, USA) 
ตามข้อ 3.6.3.1 

3.8.2.2 ตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้ โดยการด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
FastDigest BamHI และ FastDigest XhoI ตามข้อ 3 .6 .3 .2 แล้วตรวจสอบด้วยวิ ธี 
เจลอีเลก็โทรโฟรีซิส ตามข้อ 3.6.4 เพื่อตรวจสอบการรับเข้าของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

 
3.8.3 การชักน าให้เกิดการแสดงออกโปรตีนแฟลกเจลลินใน E. coli BL21(DE3) 

3.8.3.1 ขีดเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้จากข้อ 3.8.2.1 
และ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) บนอาหารแข็ง LB ท่ีมี 
ยาปฏิ ชีวนะกานามัยซิน ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิ ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ   
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากนั้น เขี่ยโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหารเหลว 
LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง  
จากนั้นปิ เปตต์มาใส่ในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิ ชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น  
30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.5  จากนั้นเก็บ
ตัวอย่างสารแขวนลอยเซลล์ของรีคอมบิแนนท์ E. coli BL21(DE3) และ E. coli BL21(DE3) 
ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่าปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 13 ,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล์ ปิเปตต์น้ าเล้ียงเช้ือออก แล้วน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส เพื่อเป็นตัวอย่างของเซลล์ท่ีไม่ได้ผ่านการชักน าให้เกิดการแสดงออกของ
โปรตีน จากนั้นชักน าให้เกิดการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีนของสารแขวนลอยเซลล์ท่ี
เหลือด้วย Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) โดยให้ความเข้มข้นสุดท้าย
เป็น 0.5 มิลลิโมลาร์ โดยผสมสารแขวนลอยเซลล์กับอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ 
กานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
แล้วบ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา  
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8 ช่ัวโมง น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล์   
ปิเปตต์แยกน้ าเล้ียงเช้ือและตะกอนเซลล์ออกจากกัน โดยแบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้ว
น าน้ าเล้ียงเช้ือไปกรองด้วยชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดความกว้างของรู 0.45 
ไมครอน เก็บตะกอนเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จากนั้นตรวจสอบโปรตีนท่ีแยกได้จากเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต- 
พอลิอะคริลาไมด์เจลอีเล็กโทรโฟรีซิส (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE) 
 

3.9 การตรวจสอบโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

น าเซลล์ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดและท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่ารวมทั้ง 
น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ ท้ังก่อนและหลังการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนท่ีได้จากข้อ 
3.8.3 มาตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนเบ้ืองต้นด้วยวิธี SDS-PAGE (Sambrook และ Russell, 
2001) 

3.9.1 การเตรียมแผ่นเจลพอลิอะคริลาไมด์ส าหรับท า SDS-PAGE 

เตรียมแผ่นเจลพอลิอะคริลาไมด์ส าหรับท า SDS-PAGE โดยท าความสะอาดแผ่นแก้วขนาด 
8.2X10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.4X10.2 เซนติเมตร ด้วย 70% แอลกอฮอล์ แล้วน ามาประกบกัน 
โดยมีช่องว่างระหว่างแผ่นแก้ว 1.5 มิลลิเมตร  จากนั้นประกอบแผ่นแก้วนี้เข้ากับชุดหล่อเจล Mini 
PROTEAN tetra cell (Bio-Rad Laboratories, USA) แล้วปิเปตต์สารละลายผสมเซพาเรติงเจล 
(separating gel) ความเข้มข้น 12.5% ลงในช่องว่างระหว่างแผ่นแก้ว โดยการเตรียมสารละลายผสม
เซพาเรติงเจล ท่ีความเข้มข้น 12.5% ส าหรับการเตรียม 2 เจล มีส่วนผสมของสารละลายต่าง ๆ ดังนี้  

 
น้ าปราศจากไอออน         5.62     มิลลิลิตร 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 15)     4.50     มิลลิลิตร 
10% SDS (ภาคผนวก ข หมายเลข 16)                             180      ไมโครลิตร 
Acry/Bis 37.5/1 (30:0.8), 40% (w/v) solution                 7.50      มิลลิลิตร 
TEMED            15      ไมโครลิตร 
10% Ammonium persulfate (ภาคผนวก ข หมายเลข 17)   150      ไมโครลิตร 

 
ผสมสารทุกชนิดเข้าด้วยกันตามล าดับ แล้วปิเปตต์สารละลายผสมดังกล่าวลงในช่องว่าง

ระหว่างแผ่นแก้ว โดยให้มีความสูงของสารละลายห่างจากปลายช่องใส่ตัวอย่าง ( slot former) 
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ประมาณ 5 มิลลิเมตร หลังจากนั้นเติมน้ าปราศจากไอออนจนเต็มช่องว่างระหว่างแผ่นแก้ว เพื่อให้
ผิวหน้าเจลเรียบและไม่มีฟองอากาศ ต้ังไว้ประมาณ 20 นาที หรือจนกว่าเจลจะแข็งตัว  จากนั้นเทน้ า
ท่ีบริเวณผิวหน้าของเจลออก แล้วเติมสารละลายผสม สแต็กกิงเจล (stacking gel) ความเข้มข้น 5% 
ซึ่งเตรียมส่วนประกอบต่าง ๆ ส าหรับ 2 เจล ดังนี้ 

 
น้ าปราศจากไอออน          2.8      มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 18)           1.25      มิลลิลิตร 
10% SDS             50      ไมโครลิตร 
Acry/Bis 37.5/1 (30:0.8), 40% (w/v) solution                   830     ไมโครลิตร 
TEMED              5       ไมโครลิตร 
10% Ammonium persulfate           50      ไมโครลิตร 

 
ผสมสารทุกชนิดเข้าด้วยกันตามล าดับ  จากนั้นบรรจุสารละลายผสมของสแต็กกิงเจลลงใน

ช่องว่างท่ีเหลือระหว่างแผ่นแก้ว วางแผ่นหวีพลาสติกส าหรับเตรียมช่องใส่ตัวอย่างลงระหว่าง 
แผ่นแก้ว ต้ังไว้ประมาณ 20 นาที หรือจนกระท่ังเจลแข็งตัว น าเจลท่ีเตรียมแล้วประกอบเข้ากับชุด 
อีเล็กโทรโฟเรซิส  เติมสารละลาย 1X running buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 19) ลงในช่องว่าง
ด้านในจนเต็ม และด้านนอกให้มีความสูงตามก าหนด ดึงแผ่นหวีพลาสติกส าหรับเตรียมช่องใส่ตัวอย่าง
ออก เพื่อเตรียมบรรจุโปรตีนตัวอย่าง 
 

3.9.2 การเตรียมโปรตีนส าหรับ SDS-PAGE 

3.9.2.1. เตรียมตัวอย่างโปรตีนมาตรฐาน โดยน าสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
( Unstained Protein Molecular Weight Marker; Fermentas, Lithuania) ป ริ ม า ตร  
20 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นต้ังไว้ให้เย็นเพื่อ
เตรียมโหลดลงใน SDS-PAGE 

3.9.2.2. เตรียมตัวอย่างโปรตีนจากเซลล์ โดยน าตะกอนเซลล์ E. coli BL21(DE3) ท่ี
มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด และ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท้ัง
ท่ีไม่ผ่านและท่ีผ่านการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนที่ได้จากข้อ 3.8.3 มาแขวนลอย
ด้วย 1X SDS sample buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 20) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
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3.9.2.3 เตรียมตัวอย่างโปรตีนจากน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ โดยผสมน้ าเล้ียงเช้ือ
ปราศจากเซลล์กับ 4X SDS sample buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 20) อัตราส่วน 3 ต่อ 
1 

จากนั้นบรรจุสารละลายโปรตีนท้ังหมด รวมท้ังสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ลงใน
ช่องใส่ตัวอย่างแต่ละช่องของเจลท่ีเตรียมไว้ แล้วท าอีเล็กโทรโฟเรซิสท่ีความต่างศักย์ไฟฟ้า
เท่ากับ 100 โวลท์ เป็นเวลาประมาณ 90 นาที 

 
3.9.3 การตรวจสอบโปรตีนจากการท า SDS-PAGE  

น าแผ่นเจลออกจากแผ่นแก้ว แล้วน าไปย้อมสีโปรตีนด้วยสีคูแมสซีบลู (coomassie 
blue) โดยน าเจลไปแช่ในสารละลายสีย้อมคูแมสซีบลู (Coomassie blue staining 
solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 21) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง พร้อมท้ังเขย่าเบา ๆ บนเครื่อง
เขย่า (rocking shaker) ตลอดเวลา หลังจากนั้นล้างสีย้อมออกด้วยสารละลายส าหรับล้างสี 
(destaining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 22) โดยมีการเขย่าเบา ๆ ตลอดเวลา 
ประมาณ 24 ช่ัวโมง หรือจนกระท่ังสามารถเห็นแถบโปรตีนชัดเจน จึงเทสารละลายส าหรับ
ล้างสีออก แล้วเติมสารละลายส าหรับการตรึง (fix solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 23) 
จากนั้นประมาณค่าน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีมีการแสดงออกโดยพิจารณาการเคล่ือนท่ี
ของโปรตีนเปรียบเทียบกับการเคล่ือนท่ีของโปรตีนมาตรฐาน 

 
3.10 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนได้ดีที่สุด 

3.10.1 การแปรผันความเข้มข้น IPTG 

ขีดเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้จากข้อ 3.8.2.1 และ 
 E. coli BL21(DE3) ท่ีมี เ ฉพาะ เวก เตอร์ เป ล่า  pET-26b(+) บนอาหารแข็ ง  LB ท่ี มี 
ยาปฏิ ชีวนะกานามัยซิน ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิ ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ   
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากนั้น เขี่ยโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหารเหลว 
LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง  
จากนั้นปิ เปตต์มาใส่ในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิ ชีวนะกานามัยซิน ความเข้มข้น  
30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.5  จากนั้นเก็บ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 41 

ตัวอย่างสารแขวนลอยเซลล์ของรีคอมบิแนนท์ E. coli BL21(DE3) และ E. coli BL21(DE3) 
ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่าปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 13 ,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล์ ปิเปตต์แยกน้ าเล้ียงเช้ือและตะกอนเซลล์ออกจากกัน โดย
แบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วน าน้ าเล้ียงเช้ือไปกรองด้วยชุดกรองสารตัวอย่างให้
ปราศจากเช้ือขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน เก็บตะกอนเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือ
ปราศจากเซลล์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อเป็นตัวอย่างของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือท่ี
ไม่ได้ผ่านการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน  จากนั้นชักน าให้เกิดการแสดงออก  
รีคอมบิแนนท์โปรตีนของสารแขวนลอยเซลล์ท่ีเหลือด้วย IPTG โดยให้ความเข้มข้นสุดท้าย
เป็น 0.1, 0.5, 1 และ 1.5 มิลลิโมลาร์ โดยผสมสารแขวนลอยเซลล์กับอาหารเหลว LB ท่ีมี 
ยาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ IPTG ความเข้มข้น  
1 มิลลิโมลาร์ แล้วบ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อตกตะกอน
เซลล์  ปิ เปตต์แยกน้ า เ ล้ียง เ ช้ือและตะกอนเซลล์ออกจา กกัน โดยแบ่ง ใ ส่หลอด 
ไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วน าน้ าเล้ียงเช้ือไปกรองด้วยชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาด
ความกว้างของรู 0.45 ไมครอน เก็บตะกอนเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ท่ีอุณหภูมิ -
20 องศาเซลเซียส จากนั้นตรวจสอบโปรตีนท่ีแยกได้จากเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือด้วยวิธี SDS-
PAGE 

 
3.10.2 การแปรผันเวลาในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน 

ขีดเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้จากข้อ 3.8.2.1 และ 
 E. coli BL21(DE3) ท่ีมี เ ฉพาะ เวก เตอร์ เป ล่า  pET-26b(+) บนอาหารแข็ ง  LB ท่ี มี 
ยาปฏิ ชีวนะกานามัยซิน ความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิ ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ   
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากนั้น เขี่ยโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหารเหลว 
LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง   
จากนั้นปิ เปตต์มาใส่ในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิ ชีวนะกานามัยซิน ความเข้มข้น  
30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ  
200 รอบต่อนาที จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.5  จากนั้น
เ ก็ บ ตั ว อ ย่ า ง ส า รแ ข ว นลอย เ ซล ล์ ข อ ง รี ค อม บิ แ นน ท์  E. coli BL21(DE3) แ ละ  
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่าปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 13 ,000 
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รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล์ ปิเปตต์แยกน้ าเล้ียงเช้ือและตะกอนเซลล์
ออกจากกัน โดยแบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วน าน้ าเล้ียงเช้ือไปกรองด้วยชุดกรองสาร
ตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน เก็บตะกอนเซลล์และน้ าเล้ียง
เช้ือปราศจากเซลล์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อเป็นตัวอย่างของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือ
ท่ีไม่ได้ผ่านการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน  จากนั้นชักน าให้เกิดการแสดงออก  
รีคอมบิแนนท์โปรตีนของสารแขวนลอยเซลล์ท่ีเหลือด้วย IPTG โดยให้ความเข้มข้นสุดท้าย
เป็นความเข้มข้นท่ีชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนได้ดีท่ีสุดจากข้อ 3.11.1 โดยผสม
สารแขวนลอยเซลล์กับอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิ ชีวนะกานามัยซินความเข้มข้น  
30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและ IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ แล้วบ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4, 8, 16 และ 24 ช่ัวโมง น าไป
ปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล์  ปิเปตต์แยกน้ าเล้ียง
เช้ือและตะกอนเซลล์ออกจากกัน โดยแบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วน าน้ าเล้ียงเช้ือไป
กรองด้วยชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน  
เก็บตะกอนเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้น
ตรวจสอบโปรตีนท่ีแยกได้จากเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือด้วยวิธี SDS-PAGE 

 
3.11 การท าบริสุทธิ์โปรตีนแฟลกเจลลินโดยใชค้อลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพชนิด IMAC 

ชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนจากเซลล์ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด จากนั้นท าโปรตีนนั้นให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพชนิด IMAC  
(Ni-sepharose) Histrap HP (GE Healthcare, USA) โดยใช้เครื่องส าหรับท าบริสุทธิ์โปรตีน ÄKTA 
start(GE Healthcare, USA) เนื่องจากโปรตีนดังกล่าวมีพอลิฮิสทิดีน (His-tag) เช่ือมอยู่ ดังนี้ 

3.11.1 ขีดเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้จากข้อ 3.6.1.2 และ  
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์ เปล่า pET-26b(+) บนอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ 
กานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
16-18 ช่ัวโมง  จากนั้นเขี่ยโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซินความ
เข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากนั้นปิ เปตต์มาใส่ในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิ ชีวนะ 
กานามัยซินความเข้มข้น 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.5 
จากนั้นชักน าให้เกิดการแสดงออกโปรตีนด้วย IPTG โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1 มิลลิโมลาร์ 
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แล้วบ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง 
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกส่วนของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือ 

3.11.2 กรองน้ าเล้ียงเช้ือท่ีได้จากของ 3.11.1 ผ่านชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือ
ขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน เพื่อให้ได้น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ส าหรับการท าบริสุทธิ์ต่อไป 

3.11.3 ท าสารละลายโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพชนิด IMAC 
(Ni-sepharose) Histrap HP (GE Healthcare, USA) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยใช้เครื่องส าหรับท า
บริ สุทธิ์  ÄKTA start (GE Healthcare, USA) ซึ่ งมีการท าบริสุทธิ์แบบไล่ระดับ (gradient) ต้ัง
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ดังนี้  

 
ปริมาตรของคอลัมน์ส าหรับท าบริสุทธิ์                      0.962      มิลลิลิตร 
ความดันจ ากัด                              0.30      เมกะปาสกาล 
อัตราการไหลของสารละลายผ่านคอลัมน์                      1.0      มิลลิลิตร/นาที 
สารละลายบฟัเฟอร์ A (ภาคผนวก ข หมายเลข 24)            5     เท่าของปริมาตรคอลัมน์ 
ปริมาตรของสารละลายตัวอย่าง        20.00      มิลลิลิตร 
สารละลาย wash buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 25)      10      เท่าของปริมาตรคอลัมน์ 
ปริมาตรของ elution ท้ังหมด         10.0      มิลลิลิตร โดยก าหนดให้ 

สารละลายบัฟเฟอร์ B (ภาคผนวก ข หมายเลข 26) ความเข้มข้นเริ่มต้น   0    % 
สารละลายบัฟเฟอร์ B ความเข้มข้นสุดท้าย                   100    % 

 ปริมาตรของสารละลายท่ีเก็บในแต่ละแฟลกชัน               1.0        มิลลิลิตร 
 
เตรียมสารละลายท้ังหมด ได้แก่ น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ซึ่งใช้เป็นสารละลายตัวอย่าง 

บัฟเฟอร์ต่าง ๆ เข้าสู่ระบบการท างานของเครื่อง จากนั้นเครื่องจะด าเนินงานตามค าส่ังและ
พารามิเตอร์ท่ีต้ังไว้ เมื่อเครื่องส้ินสุดการท างาน เก็บสารละลายท่ีได้จากคอลัมน์ท้ังหมด เพื่อน าไป
วิเคราะห์โดยใช้วิธี SDS-PAGE 
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3.12 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง C. lunata ของน้ าเลี้ยงเชื้อ E. coli BL21(DE3) ที่มีรี
คอมบิแนนท์พลาสมิด 

 3.12.1 เล้ียง C. lunata บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 5 วัน เพื่อใช้เป็นราส าหรับการทดสอบ 

3.12.2 ขีดเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้จากข้อ 3.6.1.2 และ  
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์ เปล่า pET-26b(+) บนอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ 
กานามัยซิน บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง  จากนั้นเข่ียโคโลนีเด่ียวมาเล้ียง
ในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง  จากนั้นปิเปตต์มาใส่ในอาหารเหลว LB ท่ีมี 
ยาปฏิชีวนะกานามัยซิน บ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.5  จากนั้นชักน าให้เกิดการแสดงออก
โปรตีนด้วย IPTG โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็นความเข้มข้นท่ีชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน
ได้ดีท่ีสุดจากข้อ 3.11.1 โดยผสมสารแขวนลอยเซลล์กับอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะกานามัยซิน
และ IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลลาร์  อัตราส่วน 1 ต่อ 1 แล้วบ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ   
37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลาท่ีชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน
ได้ดีท่ีสุดจากข้อ 3.11.2 น าไปปั่นเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกส่วนเซลล์
และน้ าเล้ียงเช้ือ เก็บส่วนน้ าเล้ียงเช้ือมากรองด้วยชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดความ
กว้างของรู 0.45 ไมครอน แล้วน าน้ าเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลล์ไปทดสอบการยับยั้งราด้วยการเทผสม
กับอาหารแข็ง PDA ความเข้มข้น 2 เท่า ท่ีหลอมเหลวไว้ ท่ีอัตราส่วน 1 ต่อ 1 แล้วเทลงในจานเล้ียง
เช้ือ ต้ังไว้ให้อาหารแข็ง   

3.11.3 วางช้ินวุ้นท่ีมีการเจริญของ C. lunata ท่ีเจาะด้วยคอร์กบอเรอร์ ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ลงตรงกลางจานเล้ียงเช้ือ แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
4 วัน แล้วตรวจสอบการยับยั้งรา เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีผสมกับอาหารเหลว LB ท่ีมี IPTG และ
ชุดท่ีใช้น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า เป็นชุดควบคุม
ลบ 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 45 

3.11.4 ค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งตามรัศมีการเจริญ (percentage of inhibition of 
radial growth (PIRG %)) ของ C. lunata จากสมการ 

 

PIRG% = (
𝑅1 − 𝑅2

𝑅1
) × 100 

 
 R1 คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของ C. lunata ท่ีเจริญในชุดควบคุม 
 R2 คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของ C. lunata ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมน้ าเล้ียง 
                    เช้ือปราศจากเซลล์  
 
3.13 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง C. lunata ของโปรตีนบริสุทธิ์ 

 3.13.1 เจาะหลุมอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ด้วยคอร์กบอเรอร์ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
6 มิลลิเมตร จ านวน 2 หลุมโดยให้หลุมท้ังสอง ห่างกัน 3 เซนติเมตร (รูปท่ี 10) 

 3.13.3 ปิเปตต์บัฟเฟอร์ส าหรับการชะท่ีใช้ในการท าบริสุทธิ์โปรตีน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ลงในหลุมแรก และปิเปตต์สารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้จาก ข้อ 3.11 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงใน
หลุมถัดไป (รูปท่ี 10) 

 3.13.3 วางช้ินวุ้นท่ีมีการเจริญของ C. lunata ท่ีเจาะด้วยคอร์กบอเรอร์ ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ลงตรงกลางจานเล้ียงเช้ือ แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
4 วัน แล้วตรวจสอบการยับย้ังรา (รูปท่ี 10) 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10 วิธีการทดสอประสิทธิภาพการยับย้ัง C. lunata ของโปรตีนบริสุทธิ์ 
 
 
 
 
 

บัฟเฟอร์ส าหรับการชะ สารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ 

C. lunata 
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3.14 การทดสอบผลของโปรตีนบริสุทธิ์ที่มีต่อสายใยและการงอกของสปอร์ C. lunata 

3.14.1 การทดสอบผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อสายใย C. lunata 

 เขี่ยสายใย C. lunata จากบริเวณท่ีมีการยับยั้งโดยสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ จากข้อ 3.13 
ด้วยเข็มเข่ียเช้ือ จากนั้นสังเกตลักษณะของสายใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง เปรียบเทียบกับ
สายใยท่ีเข่ียจากบริเวณท่ีใกล้กับหลุมท่ีมี elution buffer 
 

3.14.2 การทดสอบผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อการงอกของสปอร์ C. lunata 

เล้ียง C. lunata บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
5 วัน จากนั้นขูดสปอร์ด้วยห่วงเขี่ยเช้ือ ใส่ลงในสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
หรือ elution buffer ท่ีใช้ในการท าบริสุทธิ์โปรตีนปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยให้ความเข้มข้นของ
สปอร์สุดท้ายเป็น 1×104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 16 ช่ัวโมง จากนั้นสังเกต
ลักษณะของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
  
3.15 การหาบริเวณบนแฟลกเจลลินที่สามารถยบัยั้ง C. lunata 

 3.15.1 การออกแบบไพร์เมอร์ส าหรับบริเวณบนแฟลกเจลลินที่สามารถยับยั้ง C. lunata 

เปรียบเทียบข้อมูลล าดับเบสของยีนแฟลกเจลลินและโปรตีนแฟลกเจลลินท่ีแปลรหัสได้จาก 
B. subtilis N3 กับล าดับเบสของยีนแฟลกเจลลินและโปรตีนแฟลกเจลลินของ Bacillus สายพันธุ์อื่น
ท่ีมีรายงานว่าสามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้ โดยใช้ข้อมูลจากฐานข้อมูล NCBI แล้วออกแบบไพรเมอร์
ท่ีจ าเพาะต่อล าดับเบสท่ีแปลรหัสได้โดเมนโปรตีนบนยีนแฟลกเจลลิน โดยมีการใส่ล าดับเบสของ
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และ XhoI ลงในฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์และรีเวิร์สไพรเมอร์ ตามล าดับ และ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
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3.15.2 การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรส 

 เพิ่มปริมาณช้ินส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนแฟลกเจลลินท่ีสกัดได้จาก E. coli BL21(DE3) จากข้อ 3.8.3 เป็น
แม่แบบ และใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ข้างต้น เพื่อให้ได้ช้ินส่วนดีเอ็นเอของของโดเมนบนยีน 
แฟลกเจลลินท่ีต้องการ โดยใช้เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycler) และเตรียม
ส่วนประกอบส าหรับปฏิกิริยา ดังนี้ 
 
           5X Phusion HF Buffer                                           5     ไมโครลิตร 

50 µM forward primer     1     ไมโครลิตร 
50 µM reverse primer      1 ไมโครลิตร 
10 mM dNTPs       1  ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอแม่แบบท่ีเตรียมไว้ (50 ng/µl)    1  ไมโครลิตร 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase   0.5 ไมโครลิตร 
น้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือ     35.5 ไมโครลิตร 

 
 ผสมสารละลายต่าง ๆ ให้เข้ากันดี โดยใช้ปิเปตต์ และสารละลายต้องอยู่ในภาวะเย็น
ตลอดเวลาโดยเตรียมในถาดน้ าแข็ง จากนั้นน าหลอดสารละลายผสมท่ีได้ใส่ลงในเครื่องเพิ่มปริมาณ  
ดีเอ็นเอ โดยต้ังค่าอุณหภูมิและเวลาดังนี้ 
 

Initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  1   นาที 
Denaturation   ท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  15 วินาที 
Annealing   ท่ีอุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  30 วินาที       30 รอบ 
Extention   ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  45 วินาที 
Final extention  ท่ีอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  5   นาที 
 
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยวิธีเจลอีเล็กโทรโฟรีซิสและท าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอ

ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้บริสุทธิ์ ตามข้อ 3.4.4 และ 3.4.5 ตามล าดับ 
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3.15.3 การโคลนชิ้นส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลินเข้าในเวกเตอร์ส าหรับการโคลน 
(cloning vector) 

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมีช้ินส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลิน โดยใช้ชุดโคลนดีเอ็นเอ
ส าเร็จรูป TArget Clone -Plus- (Toyobo, Japan) ตามข้อ 3.6.1 และถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์ 

พลาสมิดเข้าสู่ E. coli DH5α ตามข้อ 3.6.2 จากนั้นคัดเลือกโคลนท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ตามข้อ 
3.6.3 และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของช้ินส่วนบนยีนแฟลกเจลลิน  
ท่ีโคลนได้ 

 
3.15.4 การโคลนชิ้นส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลินเข้าในเวกเตอร์ส าหรับการ
แสดงออก (expression vector) 

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมีช้ินส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลิน โดยเช่ือมช้ินดีเอ็นเอ
ของช้ินส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลินเข้าสู่เวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก pET-26b(+) ตามข้อ 

3.7.1 และถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ E. coli DH5α ตามข้อ 3.7.2  จากนั้นคัดเลือกโคลน
ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ตามข้อ 3.7.3 และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยตรวจสอบการเช่ือมกับ
โปรโมเตอร์และกรอบอ่านรหัสเปิด (open reading frame) รวมท้ังล าดับแท็ก (tag sequence)  
ได้อย่างถูกต้อง โดยใช้โปรแกรม ORF finder 
 

3.15.5 การแสดงออกของโปรตีนจากชิ้นส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลิน 

ถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมี ช้ินส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลินเข้าสู่เซลล์ 
คอมพีเทนต์ของ E. coli BL21(DE3) ตามข้อ 3.8.1 และคัดเลือกโคลนท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ตาม
ข้อ 3.8.2 จากนั้นชักน าให้เกิดการแสดงออกโปรตีนจากช้ินส่วนของยีนแฟลกเจลลิน ตามข้อ 3.8.3 

 
3.15.6 การตรวจสอบโปรตีนที่ชักน าให้เกิดการแสดงออกได้ด้วยวิธี SDS-PAGE 

น าเซลล์ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ซึ่งผ่านการชักน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีนที่ได้จากข้อ 3.12.5 มาตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนเบ้ืองต้นด้วยวิธี SDS-
PAGE (Sambrook และ Russell, 2001) ตามข้อ 3.9 
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3.16 การหาบริเวณบนแฟลกเจลลินที่สามารถยับยั้ง C. lunata ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
ในภาวะที่มีความแม่นย าต่ าและเอื้อต่อความผิดพลาด (Error-prone PCR) 

3.16.1 การเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลินที่มีการกลายแบบสุ่มด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรสในภาวะที่มีความแม่นย าต่ าและเอื้อต่อความผิดพลาด  

เพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายแบบสุ่มด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
ในภาวะท่ีมีความแม่นย าต่ าและเอื้อต่อความผิดพลาด (Mccullum และคณะ , 2010)  โดยใช้ 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนแฟลกเจลลินท่ีสกัดได้โนจาก E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดจากข้อ 3.8.2 เป็นแม่แบบ และใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ในข้อ 3.5.2 เพื่อให้ได้ช้ินส่วน  
ดีเอ็นเอของยีนแฟลกเจลลินท่ีต้องการ โดยใช้เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycler) และ
เตรียมส่วนประกอบส าหรับปฏิกิริยา ดังนี้ 

10X Taq Buffer                                                5 ไมโครลิตร 
50 µM forward primer     0.5 ไมโครลิตร 
50 µM reverse primer      0.5 ไมโครลิตร 
20 mM dCTP       2.5 ไมโครลิตร 
20 mM dTTP      2.5 ไมโครลิตร 
20 mM dATP      0.5 ไมโครลิตร 
20 mM dGTP      0.5 ไมโครลิตร 
25 mM MgCl2      10  ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอแม่แบบท่ีเตรียมไว้ (50 ng/µl)      1 ไมโครลิตร 
Taq DNA Polymerase      0.5 ไมโครลิตร 
น้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือ                             26.5 ไมโครลิตร 
 
ผสมสารละลายต่าง ๆ ให้เข้ากันดี โดยใช้ปิเปตต์ และสารละลายต้องอยู่ในภาวะเย็น

ตลอดเวลาโดยเตรียมในถาดน้ าแข็ง จากนั้นน าหลอดสารละลายผสมท่ีได้ใส่ลงในเครื่องเพิ่มปริมาณ  
ดีเอ็นเอ โดยต้ังค่าอุณหภูมิและเวลาดังนี้ 

 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 50 

Initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1   นาที 
Denaturation   ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1  นาที 
Annealing   ท่ีอุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1  นาที        64 รอบ 
Extention   ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   3  นาที 
Final extention  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   5  นาที 
 
ท าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้บริสุทธิ์ ตามข้อ 3.4.5 
 

3.16.2 การโคลนยีนแฟลกเจลลินที่มีการกลายแบบสุ่มเข้าในเวกเตอร์ส าหรับการโคลน 
(cloning vector) 

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่ งมียีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายแบบสุ่ม โดยใช้ชุด  
โคลนดีเอ็นเอส าเร็จรูป TArget Clone -Plus- (Toyobo, Japan) ตามข้อ 3.6.1 และถ่ายโอน 

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ E. coli DH5α ตามข้อ 3.6.2 จากนั้นคัดเลือกโคลนท่ีมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด ตามข้อ 3.6.3 

 
3.16.3 การโคลนยีนแฟลกเจลลินที่มีการกลายแบบสุ่มเข้าในเวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก 
(expression vector) 

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่งมียีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายแบบสุ่ม โดยเช่ือมช้ินดีเอ็นเอ
ของยีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายแบบสุ่ม เข้าสู่เวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก pET-26b(+) ตามข้อ 

3.7.1 และถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ E. coli DH5α ตามข้อ 3.7.2 จากนั้นคัดเลือกโคลน 
ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ตามข้อ 3.7.3 
 

3.16.4 การแสดงออกของโปรตีนจากชิ้นส่วนของยีนแฟลกเจลลิน 

ถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่งมียีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายแบบสุ่ม เข้าสู่เซลล์ 
คอมพีเทนต์ของ E. coli BL21(DE3) ตามข้อ 3.8.1 และคัดเลือกโคลนท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ตาม
ข้อ 3.8.2 จากนั้นชักน าให้เกิดการแสดงออกโปรตีนจากช้ินส่วนของยีนแฟลกเจลลิน ตามข้อ 3.8.3 
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3.16.5 การตรวจสอบโปรตีนที่ชักน าให้เกิดการแสดงออกได้ด้วยวิธี SDS-PAGE 

น าเซลล์ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ซึ่งผ่านการชักน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีนที่ได้จากข้อ 3.16.4 มาตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนเบ้ืองต้นด้วยวิธี SDS-
PAGE (Sambrook และ Russell, 2001) ตามข้อ 3.9 

 
3 . 1 6 . 6  ก า รทดสอ บ ป ระสิ ท ธิ ภ าพ กา รยั บ ยั้ ง  C. lunata ขอ งน้ า เ ลี้ ย ง เ ชื้ อ  
E. coli BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

ทดสอบประ สิทธิ ภ าพก ารยั บยั้ ง  C. lunata ของน้ า เ ล้ี ย ง เ ช้ื อปร าศจ าก เ ซ ล ล์   
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดตามข้อ 3.12 แล้วเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ
ยับย้ัง C. lunata ระหว่างโปรตีนที่ได้จากยีนแฟลกเจลลินท้ังยีนและโปรตีนท่ีได้จากยีนแฟลกเจลลินท่ี
มีการกลาย คัดเลือกโคลนท่ีแสดงประสิทธิภาพยับยั้ง C. lunata และไม่สามารถยับยั้งได้เพื่อสกัด 
พลาสมิด และวิเคราะห์เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์  

 
3.16.7 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีผลต่อความสามารถ
ในการยับยั้ง C. lunata 

สกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดจากโคลนในข้อ 3.13.6 และส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์  จากนั้น
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับยีนแฟลกเจลลินเดิม แปลรหัสล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าว
เพื่อให้ได้ล าดับของกรดอะมิโน และน ามาสร้างโครงสร้างสามมิติของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม Phyre2  
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) และโปรแกรมสร้างภาพโมเลกุล PyMOL เพื่อตรวจสอบ
บริเวณท่ีเกิดการกลายและหาบริเวณบนยีนแฟลกเจลลินท่ีมีผลต่อความสามารถในการยับยั้ง  
C. lunata 
 

3.17 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

 ข้อมูลท่ีได้จากการทดลองมีการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่างตัวแปรโดยการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มข้อมูลด้วย
วิธี Least Significant Difference (LSD) โดยใช้โปรแกรมส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติส าเร็จรูป 
IBM SPSS Statistics เวอร์ช่ัน 22  
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บทท่ี 4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 การเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลิน 

4.1.1การหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณอนุรักษ์และการออกแบบไพรเมอร์ของยีนแฟลกเจล
ลิน 

เมื่อศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณอนุรักษ์ของยีนท่ีประมวลรหัสให้โปรตีนแฟลกเจลลินของ 
Bacillus subtilis จากฐานข้อมูล แล้วน ามาใช้เป็นนิวคลีโอไทด์ต้นแบบในการออกแบบไพรเมอร์ท่ี
จ า เพาะ ต่อยีนแฟลกเจลลิน  ไ ด้ฟอร์ เ วิ ร์ ด ไพร เมอร์และรี เ วิ ร์ ส ไพร เมอร์ ท่ีมี ล า ดับ เป็น  
5´-GGAAGGATCCAATGAGAATTAACCACAATATTGC-3´และ 5´-GCATTTCTCGAGTAACGTAAT 
AATTGAAGTACGT-3´ ตามล าดับ และโปรตีนแฟลกเจลลินในกลุ่ม B. subtilis นี้มีความยาว 304 
กรดอะมิโนซึ่งประกอบไปด้วยโดเมนหลัก 2 โดเมน คือ flagellin-N หรือโดเมน N และ flagellin-C 
หรือ โดเมน C ซึ่งมีความยาว 140 และ 85 เรซิดิวของกรดอะมิโน ตามล าดับ โดยโดเมน N จะเริ่มท่ี
กรดอะมิโนล าดับท่ี 3 ไปจนถึงกรดอะมิโนล าดับท่ี 143 (หมายเลขการเข้าถึง PF00669) และโดเมน C 
จะเริ่มท่ีกรดอะมิโนล าดับท่ี 218 ไปจนถึงกรดอะมิโนล าดับท่ี 303 (หมายเลขการเข้าถึง PF00700) 
(รูปท่ี 11) 

 
 
 

 
 
 

รูปที่ 11 ต าแหน่งของโดเมน N และโดเมน C บนโปรตีนแฟลกเจลลิน 
ก. ต าแหน่งของโดเมน N;  
ข. ต าแหน่งของโดเมน C 
* แสดงหมายเลขล าดับของกรดอะมิโนของโปรตีนแฟลกเจลลิน 
ท่ีมา : (https://pfam.xfam.org/protein/A0A162QQD4) 
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4.1.2 การเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

เมื่อเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยมีจีโนมิกดีเอ็นเอของ  
B. subtilis N3 เป็นแม่แบบ พบว่า ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมีขนาดประมาณ 
1000 คู่เบส (รูปท่ี 12)  

 
รูปที่ 12 ผลิตภัณฑ์ช้ินดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
ช่อง 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 1 Kb DNA ladder; ช่อง 2 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอเรสโดยมีจีโนมิกดีเอ็นเอของ B. subtilis N3 เป็นแม่แบบ 
 
4.2 การโคลนยีนแฟลกเจลลิน 

 เมื่อท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแล้วเช่ือมเข้ากับเวกเตอร์ส าหรับ

การโคลน pTA2 จากนั้นถ่ายโอนเข้า สู่เซลล์คอมพี เทนต์ของ E. coli DH5α แล้วตรวจสอบ 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ FastDigest BamHI และ FastDigest 
XhoI แล้วน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้วิธี blastn 
พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์นี้มีขนาด 990 คู่เบส (ภาคผนวก ง หมายเลข 1) และมีความใกล้เคียงกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีประมวลรหัสให้แฟลกเจลลิน (hag gene) ของ B. subtilis สายพันธุ์  
W-S7 (หมายเลขการเข้าถึง AB039913.1) สูงสุดถึง 99 % และมีความใกล้เคียงกับยีนท่ีประมวลรหัส
ให้แฟลกเจลลินใน Bacillus สายพันธุ์อื่น (ภาคผนวก ง หมายเลข 2)   
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 เมื่อโคลนช้ินดีเอ็นเอของยีนแฟลกเจลลินเข้ากับเวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก pET-26b(+)  

จากนั้นถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli DH5α แล้วตรวจสอบโคลนโดยการตัดด้วย
เอนไซม์ ตัดจ า เพาะ FastDigest BamHI และ FastDigest XhoI แล้วน าไปวิ เคราะห์ล า ดับ 
นิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้วิธี blastn พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์นี้มี
ความใกล้เคียงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีประมวลรหัสให้แฟลกเจลลินของ B. subtilis 
เช่นเดียวกับล าดับนิวคลีโอไทด์จากรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้จากเวกเตอร์ส าหรับการโคลน และ
ล าดับนิวคลีโอไทด์นี้สามารถเช่ือมกับโปรโมเตอร์และกรอบอ่านรหัส รวมท้ังล าดับแท็กได้ตรงกรอบ 
(inframe) อย่างถูกต้อง และเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์นี้มาแปลงเพื่อให้ได้กรดอะมิโน แล้วน าไป
วิเคราะห์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม blastx พบว่าสามารถแปลรหัสได้ 
กรดอะมิโน 330 เรซิดิว (ภาคผนวก ง หมายเลข 3) และมีความใกล้เคียงกับโปรตีนแฟลกเจลลิน เอ 
ของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus (หมายเลขการเข้าถึง WP_022553864.1) มากท่ีสุดถึง 100% และมี
ความใกล้เคียงกับโปรตีนแฟลกเจลลินในกลุ่ม Bacillus อื่นด้วย (ภาคผนวก ง หมายเลข 4) 
 
4.3 การแสดงออกแฟลกเจลลิน 

 เมื่อถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนแฟลกเจลลินเข้า สู่เซลล์คอมพี เทนต์ของ  
E. coli BL21(DE3) แล้วชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น  
0.5 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บส่วนของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ แล้ว
ตรวจสอบโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE เปรียบเทียบกับ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า 
pET-26b(+) พบว่า สารละลายโปรตีนจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมี
การแสดงออกของโปรตีนขนาดประมาณ 37 kDa ในปริมาณมาก และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบแินนท์พลาสมิดมีการแสดงออกของโปรตีนขนาดประมาณ 37-41 kDa 
เมื่อเทียบกับสารละลายโปรตีนจากเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมี
เฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) (รูปท่ี 13) 
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รูปที่ 13 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเมื่อชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ 
เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง 
(ซ้ าย )  การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในส่วนของสารละลายโปรตีนจากเซลล์  
E. coli BL21(DE3); ช่อง 1 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท่ีไม่มีการชัก
น าด้วย IPTG; ช่อง 2 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท่ีมีการชักน าด้วย 
IPTG; ช่อง  3  สารละลายโปร ตีนมาตรฐาน ; ช่อง  4  E. coli BL21(DE3) ท่ี มี รี คอมบิแนนท์ 
พลาสมิดท่ีไม่มีการชักน าด้วย IPTG; ช่อง 5  E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมีการชัก
น าด้วย IPTG; (ขวา) การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในส่วนของน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ 
ช่อง 1 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท่ีไม่มีการชักน าด้วย IPTG; ช่อง 2 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท่ีมีการชักน าด้วย IPTG; ช่อง 3 สารละลาย
โปรตีนมาตรฐาน; ช่อง 4 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ท่ีไม่มีการชักน าด้วย IPTG; 
ช่อง 5 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมีการชักน าด้วย IPTG 
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4.4 ภาวะที่เหมาะสมในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนได้ดีที่สุด 
 4.4.1 การแปรผันความเข้มข้น IPTG 

เมื่อน าเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีนแฟลกเจลลินมาชักน าให้
เกิดการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วย IPTG โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1, 0.5, 1.0 และ 
1.5 มิลลิโมลาร์ แล้วเก็บตัวอย่างของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ จากนั้นตรวจสอบโปรตีน
ด้วยวิธี SDS-PAGE เปรียบเทียบกับ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) พบว่า 
สารละลายโปรตีนจากเซลล์ทุกความเข้มข้นของ IPTG สามารถชักน าให้เกิดการแสดงออกของรีคอม
บิแนนท์โปรตีนได้ใกล้เคียงกัน (รูปท่ี 14) แต่ในส่วนของน้ าเล้ียงเ ช้ือปราศจากเซลล์พบว่ า  
ความเข้มข้นของ IPTG ท่ีสามารถชักน าให้เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้มากท่ีสุด คือ  
0.1 มิลลิโมลาร์ (รูปท่ี 15) จึงเลือกความเข้มข้นของ IPTG ท่ีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1 มิลลิโมลาร์
ในการแปรผันเวลาในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  14 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในส่วนของสารละลายโปรตีนจากเซลล์  
E. coli BL21(DE3) เมื่อมีการแปรผันความเข้มข้นของ IPTG ในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของ
โปรตีน 
ช่อง 1-5 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท่ีไม่มีการชักน าด้วย IPTG, มีการ
ชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1, 0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ; ช่อง 6 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน; ช่อง 7-11 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ท่ีไม่มีการชัก
น า ด้ วย  IPTG, มีการ ชักน า ด้ วย  IPTG ความ เข้มข้น สุด ท้ าย เป็น  0 .1 , 0.5, 1.0 และ  1 .5  
มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 
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รูปที่ 15 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในส่วนของน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์เมื่อมีการแปร
ผันความเข้มข้นของ IPTG ในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน 
ช่อง 1-5 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท่ีไม่มีการชักน าด้วย IPTG, มีการ
ชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1, 0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ; ช่อง 6 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน; ช่อง 7-11 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ท่ีไม่มีการชัก
น าด้วย IPTG, มีการชักน าด้วย IPTG ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1, 0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิโมลาร์ 
ตามล าดับ 
 

4.4.2 การแปรผันเวลาในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน 

 เมื่อน าเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีนแฟลกเจลลินมาชักน าให้
เกิดการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วย IPTG โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1 มิลลิโมลาร์  
ท่ีเวลา 4, 8, 16 และ 24 ช่ัวโมง แล้วเก็บตัวอย่างของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ จากนั้น
ตรวจสอบโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE เปรียบเทียบกับ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า 
pET-26b(+) พบว่า ในส่วนของสารละลายโปรตีนจากเซลล์ท่ีมีการชักน าให้เกิดการแสดงออกของ
โปรตีนเป็นเวลา 8 ช่ัวโมง มีการการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนมากท่ีสุด และมีการแสดงออก
ของโปรตีนลดลงใน 16 และ 24 ช่ัวโมง (รูปท่ี 16) และในส่วนของน้ าเล้ียงเช้ือมีการแสดงออกของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีนมากท่ีสุดเมื่อชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนเป็นเวลา 16 ช่ัวโมง  
(รูปท่ี 17) ดังนั้นภาวะท่ีเหมาะสมในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้ดีท่ีสุด 
คือการชักน าให้ เกิดการแสดงออกของโปรตีนโดยให้ความเข้มข้น สุดท้ายของ IPTG เป็น  
0.1 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 8 ช่ัวโมงในส่วนของเซลล์ และเป็นเวลา 16 ช่ัวโมงในส่วนของน้ าเล้ียงเช้ือ
ปราศจากเซลล์ 
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รูปที่ 16 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในส่วนของเซลล์ E. coli BL21(DE3) เมื่อมีการแปร
ผันเวลาในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน 
ช่อง 1-5 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท่ีไม่มีการชักน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีน, มีการชักน าด้วย IPTG เป็นเวลา 4, 8 ,16 และ 24 ช่ัวโมงตามล าดับ; ช่อง 6 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน; ช่อง 7-11 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีไม่มีการชัก
น าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน , มีการชักน าด้วย IPTG เป็นเวลา 4, 8 ,16 และ 24 ช่ัวโมง 
ตามล าดับ 

รูปที่ 17 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในส่วนของน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์เมื่อมีการแปร
ผันเวลาในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน 
ช่อง 1-5 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ท่ีไม่มีการชักน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีน, มีการชักน าด้วย IPTG เป็นเวลา 4, 8 ,16 และ 24 ช่ัวโมงตามล าดับ; ช่อง 6 
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน; ช่อง 7-11 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ท่ีไม่มีการชัก
น าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน , มีการชักน าด้วย IPTG เป็นเวลา 4, 8 ,16 และ 24 ช่ัวโมง 
ตามล าดับ 
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4.5 การท าบริสุทธิ์โปรตีนแฟลกเจลลิน 

 เมื่อชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนจากเซลล์ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด จากนั้นท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี สัมพรรคภาพชนิด IMAC  
(Ni-NTA resin) และน ามาวิเคราะห์โดยใช้วิธี SDS-PAGE พบว่า โปรตีนบริสุทธิ์ ท่ีมีพอลิฮิสทิดีน  
(His-tag) เช่ือมอยู่ มีขนาดประมาณ 41 kDA (รูปท่ี 18) 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 18 โปรตีนแฟลกเจลลินบริสุทธิ์ 
ช่อง 1 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน; ช่อง 2 น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด ; ช่อง  3 น้ า เ ล้ียง เ ช้ือปราศจาก เซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดหลังจากผ่านคอลัมน์ (flow through); ช่อง 4 สารละลายบัฟเฟอร์หลังจากชะ
ล้างส่วนเกินออกจากคอลัมน์ (wash); ช่อง 5 สารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้จากคอลัมน์ 
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4.6 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง C. lunata ของน้ าเลี้ยงเชื้อ E. coli BL21(DE3) ที่มีรี
คอมบิแนนท์พลาสมิด 

 เมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด และ
เฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) มาผสมกับอาหารแข็ง PDA แล้ววางช้ินวุ้นท่ีมีการเจริญของ  
C. lunata ลงตรงกลางจานเล้ียงเช้ือ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีมีการวางช้ินวุ้นของ C. lunata บน
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ท่ีผสมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีมี IPTG พบว่า น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์
ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดสามารถยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ 21.3 
% เมื่อเทียบกับชุดควบคุม ในขณะท่ีน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะ
เวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) ไม่แสดงการยับยั้งการเจริญ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (รูปท่ี 19) 
 

รูปที่ 19  ประสิทธิภาพการยับยั้ง C. lunata ของน้ าเล้ียงเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด 
ก. การเจริญของ C. lunata บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ท่ีผสมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีมี IPTG; 
ข. การเจริญของ C. lunata บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ท่ีผสมน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ  
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+); ค. การเจริญของ C. lunata บนอาหาร
เล้ียงเช้ือแข็ง PDA ท่ีผสมน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิด 
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4.7 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง C. lunata ของโปรตีนบริสุทธิ์ 

 เมื่อน าสารละลายโปรตีนแฟลกเจลลินบริสุทธิ์ท่ีได้จากน้ าเล้ียงเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดมาหยอดลงในหลุมเพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง C. lunata พบว่า 
สารละลายโปรตีนบริสุทธิ์สามารถยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ เมื่อเทียบกับสารละลายบัฟเฟอร์
ส าหรับการชะซึ่งไม่แสดงการยับยั้ง (รูปท่ี 20) 
 

 
 
รูปที่ 20 ประสิทธิภาพการยับยั้ง C. lunata ของสารละลายโปรตีนแฟลกเจลลินบริสุทธิ์ท่ีได้จากน้ า
เล้ียงเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บัฟเฟอร์ส าหรับการชะ สารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ 
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4.8 การทดสอบผลของโปรตีนบริสุทธิ์ที่มีต่อสายใยและการงอกของสปอร์ C. lunata 

 เมื่อเขี่ยสายใยของ C. lunata จากบริเวณท่ีมีการยับยั้งโดยสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์ ในข้อ 
4.7 แล้วมาส่องดูลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่า สายใยจากบริเวณท่ีมีการยับยั้ง 
มีการหงิกงอ โป่งพองออกและมีแวคิวโอลอยู่ภายในสายใยจ านวนมากเมื่อเทียบกับสายใยจากบริเวณ
ท่ีไม่มีการยับยั้ง (รูปท่ี 21) และเมื่อผสมสปอร์กับสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง พบว่า 
ไม่มีการงอกของสปอร์ เมื่อเทียบกับสปอร์ท่ีผสมกับ elution buffer ท่ีใช้ในการท าบริสุทธิ์โปรตีนซึ่งมี
การงอกของสปอร์ (รูปท่ี 21)  

รูปที่ 21 ผลของโปรตีนบริสุทธิ์ที่มีต่อสายใยและการงอกของสปอร์ C. lunata 
ก. ลักษณะของสายใยจากบริเวณท่ีไม่มีการยับยั้ง; ข. ลักษณะของสายใยจากบริเวณท่ีมีการยับย้ัง; ค. 
ลักษณะของสปอร์ท่ีผสมกับ elution buffer เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง; ง. ลักษณะของสปอร์ท่ีผสมกับ
สารละลายโปรตีนบริสุทธิ์เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง ผลการทดลองภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
ก าลังขยาย 40 เท่า 
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4.9 การหาบริเวณบนแฟลกเจลลินที่สามารถยับยั้ง C. lunata 
 4.9.1 การออกแบบไพร์เมอร์ส าหรับบริเวณบนแฟลกเจลลินที่สามารถยับยั้ง C. lunata 

 จากการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินและล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน  
แฟลกเจลลินท่ีสามารถยับยั้ง C. lunata ได้ พบว่าโปรตีนแฟลกเจลลินนี้ประกอบไปด้วยโดนเมนหลัก  
2 โดเมน ได้แก่ flagellin-N หรือโดเมน N และ flagellin-C หรือ โดเมน C จึงออกแบบไพรเมอร์ท่ี
จ าเพาะต่อโดเมนท้ังสองนี้ โดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์และรีเวิร์สไพรเมอร์ของโดเมน N มีล าดับเบส คือ 
5´-TTAATTCGGATCCATGAGAATTAACCACAATATCGCGG-3´ และ 5´-GTAAGCTCGAGTGCAG 
TTCCGTCAAGAAG-3´ตามล าดับ ส่วน ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์และรีเวิร์สไพรเมอร์ของโดเมน C มีล าดับ
เบส คือ 5´-CGTCTTCAGGATCCATGACAACAATCAAAACAGC-3´ และ 5´-CACCCTCGAGAGCT 
AACAATTGAAGAACTTGC-3´ ตามล าดับ 
 

4.9.2 การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรส 

หลังจากเพิ่ มปริมาณยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิ ริยา ลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยโดยใช้ 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนแฟลกเจลลินเป็นแม่แบบ พบว่า ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่  
พอลิเมเรสจากโดเมน N และโดเมน C มีขนาดประมาณ 420 คู่เบส และ 250 คู่เบสตามล าดับ  
(รูปท่ี 22) 
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รูปที่ 22 ผลิตภัณฑ์ช้ินดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดเมน N และโดเมน C 
ช่อง 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 1 Kb DNA ladder, ช่อง 2 ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอโดเมน C ของ
ยีนแฟลกเจลลินจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส , ช่อง 3 ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอโดเมน N ของยีน 
แฟลกเจลลินจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 
4.9.2 การโคลนยีนแฟลกเจลลิน 

 เมื่อท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแล้วเช่ือมเข้ากับเวกเตอร์ส าหรับ

การโคลน pTA2 จากนั้นถ่ายโอนเข้า สู่เซลล์คอมพี เทนต์ของ E. coli DH5α แล้วตรวจสอบ 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ FastDigest BamHI และ FastDigest 
XhoI  จากนั้น โคลนช้ินดีเอ็นเอของท้ังสองโดเมนเข้ากับเวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก pET-26b(+)  

แล้วถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli DH5α และตรวจสอบโคลนโดยการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ FastDigest BamHI และ FastDigest XhoI แล้วน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า
เป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ของโดเมน N และโดเมน C ท่ีถูกต้องซึ่งมีขนาด 420 และ 261 คู่เบสตามล าดับ 
(ภาคผนวก ง หมายเลข 5 และ 6) อีกท้ังล าดับนิวคลีโอไทด์นี้สามารถเช่ือมกับโปรโมเตอร์และกรอบ
อ่านรหัส รวมท้ังล าดับแท็ก ได้ตรงกรอบอย่างถูกต้อง และเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์นี้มาแปลงเป็น
ล าดับกรดอะมิโน พบว่าสามารถถอดรหัสเป็นกรดอะมิโนของโดเมน N และโดเมน C ได้ 142 และ 89 
กรดอะมิโน ตามล าดับ (ภาคผนวก ง หมายเลข 7 และ 8) 
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4.9.3 การแสดงออกโปรตีนจากโดเมนบนแฟลกเจลลิน 

เมื่อถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมีช้ินส่วนของโดเมนบนยีนแฟลกเจลลิน เข้าสู่เซลล์  
คอมพีเทนต์ ของ E. coli BL21(DE3) แล้วชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.5 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บส่วนของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือ
ปราศจากเซลล์ แล้วตรวจสอบโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE เปรียบเทียบกับ E. coli BL21(DE3) ท่ีมี
เฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) พบว่า ไม่มีการแสดงออกของโปรตีนเป้าหมาย ซึ่งโปรตีนท่ีได้จาก
โดเมน N ควรมีขนาดประมาณ 16 kDa และโปรตีนท่ีได้จากโดเมน C ควรมีขนาดประมาณ 10 kDa 
(รูปท่ี 23)  

 
 
 
 
 

                  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 23 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากโดเมน N และโดเมน C 
(ซ้ า ย ) ส่ วนของ เซล ล์  E. coli BL21(DE3) ช่ อ ง  1 สารละลาย โปร ตีนมาตรฐ าน ; ช่ อ ง  2  
E. coli BL21(DE3) ท่ี มี เ ฉพ าะ เ วก เตอร์ เ ป ล่ า  pET-26b(+); ช่ อ ง  3  E. coli BL21(DE3) ท่ี มี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโดเมน C; ช่อง 4 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของ
โดเมน N; (ขวา) ส่วนของน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ E. coli BL21(DE3) ช่อง 1 สารละลายโปรตีน
ม าต ร ฐ าน ; ช่ อ ง  2  E. coli BL21(DE3) ท่ี มี เ ฉ พ า ะ เ ว ก เ ตอ ร์ เ ป ล่ า  pET-26b(+); ช่ อ ง  3  
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโดเมน C; ช่อง  4 E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโดเมน N 

M    

c 

M       

โปรตีนจากเซลล์ โปรตีนจากน้ าเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล ์
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4.10 การหาบริเวณบนแฟลกเจลลินที่สามารถยับยั้ง C. lunata ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
ในภาวะที่มีความแม่นย าต่ าและเอื้อต่อความผิดพลาด (Error-prone PCR) 

 4.10.1 การเพิ่มปริมาณ, การโคลนและการแสดงออกของยีนแฟลกเจลลินที่มีการกลาย
แบบสุ่ม 

เมื่อเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายแบบสุ่มด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในภาวะ
ท่ีมีความแม่นย าต่ าและเอื้อต่อความผิดพลาด โดยใช้รีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนแฟลกเจลลินท่ีสกัด
ได้จาก E. coli BL21(DE3) เป็นแบบแม่และท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
แล้วเช่ือมเข้ากับเวกเตอร์ส าหรับการโคลน pTA2 จากนั้นถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ของ  

E. coli DH5α แล้วสกัดพลาสมิดและตัดด้วยเอนไซม์ ตัดจ า เพาะ FastDigest BamHI และ 
FastDigest XhoI  จากนั้นโคลนช้ินดีเอ็นเอของยีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายแบบสุ่มเข้ากับเวกเตอร์

ส าหรับการแสดงออก pET-26b(+) แล้วถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli DH5α  สกัด 
พลาสมิดแล้วถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดซึ่งมียีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายแบบสุ่มเข้าสู่เซลล์คอม
พีเทนต์ของ E. coli BL21(DE3) แล้วชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG ความเข้มข้น
สุดท้ายเป็น 0.5 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนเบ้ืองต้นด้วยวิธี  
SDS-PAGE เพื่อคัดเลือกโคลนท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนซึ่งน่าจะมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของ  
C. lunata พบว่ามีโคลนท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนท้ังส้ิน 15 โคลน โดยท้ัง 15 โคลนนี้มีการ
แสดงออกของโปรตีนขนาดประมาณ 37-41 kDa (รูปท่ี 24) จึงน าท้ัง 15 โคลนนี้ไปทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้ง C. lunata 
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รูปที่ 24 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนจากน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์เมื่อมีการชักน าให้เกิด
การแสดงออกด้วย IPTG 
(บน) ช่อง 1 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน ; ช่อง 2 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า  
pET-26b(+), ช่องท่ี 3-10 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 1-8 ตามล าดับ; 
(ล่าง) ช่อง 1 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน; ช่องท่ี 2-8 E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
โคลนท่ี 9-15 ตามล าดับ 
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4 . 1 0 . 2  ก า รทดสอ บ ป ระสิ ท ธิ ภ าพ กา รยั บ ยั้ ง  C. lunata ขอ งน้ า เ ลี้ ย ง เ ชื้ อ  
E. coli BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ผ่านการกลายแบบสุ่ม 

เมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด และ
เฉพาะเวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) มาผสมกับอาหารแข็ง PDA แล้ววางช้ินวุ้นท่ีมีการเจริญของ  
C. lunata ลงตรงกลางจานเล้ียงเช้ือ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีมีการวางช้ินวุ้นของ C. lunata บน
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ท่ีไม่มีการผสมน้ าเล้ียงเช้ือ พบว่า น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนหมายเลขท่ี 1 -4 , 6-12, 14 และ 15 ยังคง
สามารถยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุมผลลบ ท่ีมีน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ  E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะเวกเตอร์เปล่า  
pET-26b(+) โดยแสดงเปอร์เซ็นต์ยับย้ังอยู่ท่ี 23.3% และ 25.6% ซึ่งเปอร์เซ็นต์การยับยั้งท้ังสองค่านี้
ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) และแสดงผลยับยั้งได้ไม่แตกต่างจากชุด
ควบคุมผลบวกท่ีมีน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของ
ยีนแฟลกเจลลินอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05)  

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลน
หมายเลข 5 และโคลนหมายเลข 13 สูญเสียการยับยั้งการเจริญของรา ซึ่งแตกต่างจากชุดควบคุม
ผลบวกท่ีมีน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีน 
แฟลกเจลลินอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 2)  
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ตารางที่ 2 ประสิทธิภาพการยับยั้ง C. lunata ของน้ าเล้ียงเช้ือ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแน
นท์พลาสมิดโคลนต่าง ๆ 

 
การทดสอบ 

(ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 

C. lunata* 
(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
การยับยั้ง* 

(%) 

 
ภาพแสดงการยับยั้ง 

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีมี 
IPTG 
(ชุดควบคุมผลลบ) 

43.0±0.0a** 0.0a 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีเฉพาะ
เวกเตอร์เปล่า pET-26b(+) 
(ชุดควบคุมผลลบ) 

43.0±0.8a 0.0a 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีน
แฟลกเจลลิน 
(ชุดควบคุมผลบวก) 

33.0±0.0b 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 1 

32.0±0.4b 25.6b 

 

* แสดงค่าเฉลี่ยของการทดลองจ านวน 3 ซ้ า 
** ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 
95% (P<0.05)  
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ตารางที่  2  ประ สิทธิภาพการยับยั้ ง  C. lunata ของน้ า เ ล้ีย ง เ ช้ือ  E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนต่าง ๆ (ต่อ) 

การทดสอบด้วย 
(ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 

C. lunata* 
(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
การยับยั้ง* 

(%) 

 
ภาพแสดงการยับยั้ง 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 2 

33.0±0.8b** 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 3 

32.0±0.0b 25.6b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 4 

33.0±0.4b 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 5 

43.0±0.8a 0.00a 

 

* แสดงค่าเฉลี่ยของการทดลองจ านวน 3 ซ้ า 
** ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 
95% (P<0.05) 
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ตารางที่  2  ประ สิทธิภาพการยับยั้ ง  C. lunata ของน้ า เ ล้ีย ง เ ช้ือ  E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนต่าง ๆ (ต่อ) 

การทดสอบด้วย 
(ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 

C. lunata* 
(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
การยับยั้ง* 

(%) 

ภาพแสดงการยับยั้ง 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 6 

33.0±0.0b** 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 7 

33.0±0.0b 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 8 

32.0±0.4b 25.6b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนท่ี 9 

33.0±0.8b 23.3b 

 

* แสดงค่าเฉลี่ยของการทดลองจ านวน 3 ซ้ า 
** ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 
95% (P<0.05) 
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ตารางที่  2  ประ สิทธิภาพการยับยั้ ง  C. lunata ของน้ า เ ล้ีย ง เ ช้ือ  E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนต่าง ๆ (ต่อ) 

การทดสอบด้วย 
(ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 

C. lunata * 
(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
การยับยั้ง* 

(%) 

ภาพแสดงการยับยั้ง 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอม
บิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนท่ี 10 

33.0±0.4b** 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอม
บิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนท่ี 11 

33.0±0.4b 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอม
บิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนท่ี 12 

33.0±0.8b 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอม
บิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนท่ี 13 

43.0±0.0a 0.00a 

 

* แสดงค่าเฉลี่ยของการทดลองจ านวน 3 ซ้ า 
** ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 
95% (P<0.05) 
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ตารางที่  2  ประ สิทธิภาพการยับยั้ ง  C. lunata ของน้ า เ ล้ีย ง เ ช้ือ  E. coli BL21(DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนต่าง ๆ (ต่อ) 

การทดสอบด้วย 
(ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 

C. lunata * 
(มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
การยับยั้ง* 

(%) 

ภาพแสดงการยับยั้ง 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอม
บิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนท่ี 14 

33.0±0.8b** 23.3b 

 

น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ 
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอม
บิแนนท์ 
พลาสมิดโคลนท่ี 15 

32.0±0.4b 25.6b 

 

* แสดงค่าเฉลี่ยของการทดลองจ านวน 3 ซ้ า 
** ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 
95% (P<0.05) 
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4.10.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เพื่อศึกษาการกลายบนยีนแฟลกเจลลินที่มีผลต่อ
การยับยั้ง C. lunata 

 เมื่อสกัดพลาสมิดจากท้ัง 15 โคลน ส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ แล้วน ามาวิเคราะห์ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินต้ังต้น พบว่า โคลนหมายเลข 1  
มีการกลายบริเวณล าดับเบสท่ี 175 จากเบสไทมีน (thymine) ไปเป็นเบสไซโตซีน (cytocine) ซึ่งเมื่อ
แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนพบว่าท าให้เกิดไซเลนท์มิวเทชัน ( silent mutation) เนื่องจากเบสท่ี
เปล่ียนแปลงไปยังคงแปลรหัสได้กรดอะมิโนลิวซีน (leucine) ท่ีกรดอะมิโนล าดับท่ี 59 เช่นเดิม 
(L59L) (ภาคผนวก ง หมายเลข 9 และ 10)   ส่วนโคลนหมายเลข 5 มีการกลายบริเวณล าดับเบสท่ี 
988 จากเบสกวานีน (guanine) ไปเป็นเบสอะดีนีน (adenine) ซึ่งเมื่อแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนท าให้
เกิดการเปล่ียนแปลงจากอะลานีน (alanine) ไปเป็นธรีโอนีน (threonine) ท่ีกรดอะมิโนล าดับท่ี 330 
(A330T) (ภาคผนวก ง หมายเลข 11 และ 12) ซึ่งเป็นการกลายแบบมิสเซนส์มิวเทชัน (missense 
mutation) และโคลนหมายเลข 13 มีการกลายบริเวณล าดับเบสท่ี 877 จากเบสกวานีนไปเป็นเบส  
อะดีนีน ซึ่งเมื่อแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงจากกรดแอสปาร์ติก (aspartic 
acid) ไปเป็นแอสปาราจีน (asparagine) ท่ีกรดอะมิโนล าดับท่ี 293 (D293N) (ภาคผนวก ง หมายเลข 
13 และ 14) ซึ่งเป็นการกลายแบบมิสเซนส์มิวเทชัน ท้ังนี้โคลนอื่น ๆ นอกเหนือจากโคลนท้ังสามนี้ไม่
มีการกลายเกิดข้ึน โดยยังคงมีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับยีนแฟลกเจลลินเดิมทุกประการ  

 เมื่อน าล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนแฟลกเจลลิน และโคลนท่ีมีการกลายนั่นคือ โคลน
หมายเลข 1, 5 และ 13 มาสร้างโครงสร้างสามมิติ พบว่า ล าดับของกรดอะมิโนของท้ังโปรตีน 
แฟลกเจลลินและโคลนท่ีมีการกลายให้โครงสร้างทุติยภูมิโดยภาพรวมของโปรตีนไม่แตกต่างกัน  
(รูปท่ี 25) แต่โครงสร้างของกรดอะมิโนท่ีมีการกลายจากโคลนหมายเลข 5 และ 13 มีความแตกต่าง
จากกรดอะมิโนของโปรตีนแฟลกเจลลิน โดยในโคลนหมายเลข 5 มีการเปล่ียนแปลงจาก  
อะลานีนซึ่งเป็นโมเลกุลไม่มีขั้วไปเป็นธรีโอนีนซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีมีขั้ว อีกท้ังมีลักษณะของโมเลกุลและ 
โซ่ข้างต่างกัน ส่วนโคลนหมายเลข 13 มีการเปล่ียนแปลงจากกรดแอสปาร์ติกซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีมีขั้ว
และมีประจุลบไปเป็นแอสปาราจีนซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีมีข้ัวแต่ไม่มีประจุ อีกท้ังมีลักษณะของโมเลกุลและ
โซ่ข้างต่างกัน (รูปท่ี 26) 
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รูปที่ 25 โครงสร้างสามมิติแบบริบบิ้นของโปรตีนแฟลกเจลลิน 
ก. โปรตีนแฟลกเจลลินจาก E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของยีนแฟลกเจลลิน; ข. 
โปรตีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายจาก E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนหมายเลข 
1; ค. โปรตีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายจาก E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลน
หมายเลข 5; ง. โปรตีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลายจาก E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด
โคลนหมายเลข 13 
* บริเวณจุดสีแดงแสดงต าแหน่งของกรดอะมิโนท่ีมีการกลาย 
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รูปที่ 26 โครงสร้างสามมิติแบบแท่งของกรดอะมิโนจากโปรตีนแฟลกเจลลินในต าแหน่งท่ี 59 , 330 
และ 293  
กรดอะมิโนจากยีนแฟลกเจลลินต้ังต้น (ก., ค., จ.), และ กรดอะมิโนจากยีนแฟลกเจลลินท่ีมีการกลาย 
(ข., ง., ฉ.) ซึ่งมีการกลาย L59L, A330T และ D293N ตามล าดับ  

 
 
 
 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 77 

บทท่ี 5  
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
 งานวิ จัยนี้ ไ ด้ ศึกษายีน ท่ีเกี่ยวข้องกับการประมวลรหัสให้โปรตีนแฟลกเจลลินจาก  
B. subtilis N3 ซึ่งมีรายงานว่าสามารถยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
(รพีวรรณ โสวรรณปรีชา, 2559) ซึ่งยีนแฟลกเจลลินท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยมีจีโนมิก 
ดีเอ็นเอของ B. subtilis N3 เป็นแม่แบบนี้มีขนาด 990 คู่เบส และเมื่อน าไปวิเคราะห์ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่ามีความใกล้เคียงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีประมวล
รหัสให้แฟลกเจลลิน (hag gene) ของ B. subtilis สายพันธุ์ W-S7 สูงสุด 99 % และเมื่อน าล าดับ 
นิวคลีโอไทด์นี้มาแปลงเพื่อให้ได้กรดอะมิโน แล้วน าไปวิ เคราะห์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล พบว่า
สามารถแปลรหัสได้กรดอะมิโน 330 เรซิดิว และมีความใกล้เคียงกับโปรตีนแฟลกเจลลิน เอ ของ
แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus มากท่ีสุดถึง 100% 

 เมื่อถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนแฟลกเจลลินเข้า สู่เซลล์คอมพี เทนต์ของ 
Escherichia coli BL21(DE3) แล้วชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG ความเข้มข้น
สุดท้ายเป็น 0.5 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บส่วนของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจาก
เซลล์ แล้วตรวจสอบโปรตีนด้วยวิ ธี  SDS-PAGE พบว่ า  สารละลายโปรตีนจากเซลล์ของ  
E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมีการแสดงออกของโปรตีนขนาดประมาณ 37 kDa 
ปริมาณมาก และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมีการ
แสดงออกของโปรตีนขนาดประมาณ 37-41 kDa ซึ่งอาจจะเกิดจากการแปลรหัสท่ีไม่สมบูรณ์ของ 
รีคอมบิแนนท์โปรตีน หรือโปรตีนหลายขนาดท่ีได้เหล่านี้อาจมีสาเหตุมาจากการเริ่มต้นอ่านกรอบรหัส
เปิดท่ีต าแหน่งต่างกัน ท าให้ได้โปรตีนท่ีมีขนาดต่างกัน หรือเกิดจากการถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ใน
กลุ่มโปรตีเอสและเพปทิเดส โดยล าดับเพปไทด์ส่งสัญญาณมักถูกตัดออกโดยเอนไซม์เพปทิเดสก่อนจะ
ส่งโปรตีนเข้าสู่เพอริพลาสซึม (Auclair และคณะ, 2012) หรือถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ในกลุ่ม 
โปรตีเอสบริเวณไซโตพลาสซึมและเยื่อหุ้มเซลล์ (Novak และ Dev, 1988) เช่นเดียวกับล าดับแท็กท่ี
อาจถูกตัดออกโดยเอนไซม์ในกลุ่มโปรตีเอส (Lykkemark และคณะ, 2014)  จากการหาภาวะท่ี
เหมาะสมในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนได้ดีท่ีสุดโดยแปรผันความเข้นข้นของ IPTG 
และเวลาในการชักน า พบว่า การใช้ IPTG ท่ีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1 มิลลิโมลาร์ สามารถชักน า
ให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนได้ดีท่ีสุดท้ังโปรตีนจากเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ โดยเวลา
ท่ีดีท่ีสุดในการชักน าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนในส่วนของเซลล์คือ 8 ช่ัวโมง และในส่วนของน้ า
เล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์คือ 16 ช่ัวโมง ซึ่งการแสดงออกของโปรตีนในเซลล์ท่ีลดลงอย่างมากใน 16 
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และ 24 ช่ัวโมง อาจมีสาเหตุมาจากโปรตีนดังกล่าวได้ถูกผลิตภายในเซลล์ท่ีประมาณ 8 ช่ัวโมง จากนั้น
ส่งออกไปนอกเซลล์เพื่อประกอบเป็นแฟลกเจลลาท่ีประมาณ 16 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นเวลาท่ีแบคทีเรียเพิ่ม
จ านวนเป็น 2 เท่า (Aono และคณะ, 1992; Martinez และ Gordee, 1966) นอกจากนี้ยังอาจเกิด
จากกระบวนการดัดแปลงภายหลังการถอดรหัส (post-transcriptional modification) ซึ่งสามารถ
ตรวจสอบได้โดยการท า northern hybridization เป็นต้น (Udekwu, 2010) 

เมื่อน าโปรตีนดังกล่าวจากส่วนของน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์
โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพชนิด IMAC (Ni-sepharose) และน ามาวิเคราะห์โดยใช้วิธี SDS-PAGE 
พบว่าโปรตีนนี้มีขนาดประมาณ 41 kDa ซึ่งเป็นขนาดของโปรตีนแฟลกเจลลินรวมกับล าดับเพปไทด์
ส่งสัญญาณและล าดับฮิสทิดีนแท็ก จากการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง C. lunata พบว่า  
น้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด สามารถยับยั้ง  
C. lunata ได้ 21.3% โดยมีหลายงานวิจัยท่ีรายงานว่าโปรตีนแฟลกเจลลินสามารถยับยั้งการเจริญ
ของราได้ ซึ่งโปรตีนแฟลกเจลลินท่ีมีรายงานนั้นมีขนาดต้ังแต่ 29.5 ถึง 36 kDa ซึ่งสามารถยับยั้งราได้
หลายชนิด เช่น Aspergillus niger, Pythium sp., Botrytis cinereal, Stachybotrys chartarum 
และ Penicillium expansum เป็นต้น (Fang และคณะ, 2017; Ren และคณะ, 2013; Zhao และ
คณะ, 2013a) เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้ง C. lunata ของสารละลายโปรตีนแฟลกเจลลิน 
บริสุทธิ์ พบว่า สามารถยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ ซึ่งโปรตีนบริสุทธิ์นี้ส่งผลให้สายใยของ  
C. lunata หงิกงอ โป่งพองออก มีการสะสมแวคิวโอลขนาดใหญ่จ านวนมาก และสามารถยับยั้งการ
งอกของสปอร์ได้ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Liu และคณะ (2013) ท่ีรายงานว่าโปรตีนแฟลกเจลลิน 
บริสุทธิ์จาก B. subtilis F3 สามารถยับยั้งการเจริญ M. fructicola ได้ซึ่งโปรตีนดังกล่าวส่งผลให้
สายใยของรามีความผิดปกติและสามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ได้ 

 ยีนแฟลกเจลลินประกอบไปด้วย 3 ส่วนคือ โดเมน N, โดเมน C ซึ่งเป็นสองโดเมนหลักท่ีมี
การอนุรักษ์และส่วนของยีนท่ีอยู่ตรงกลางซึ่งมีความแปรผันได้ (Liu และคณะ, 2013) งานวิจัยนี้จึง
ศึกษาโปรตีนท่ีมีการแปลรหัสจากโดเมนหลักท้ังสองเพื่อหาบริเวณท่ีรับผิดชอบส าหรับการยับยั้ง  
C. lunata จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสโดยมียีนแฟลกเจลลินจาก B. subtilis N3 เป็นแม่แบบ 
พบว่าโดเมน N และโดเมน C  มีขนาด 420 และ 261 คู่เบสตามล าดับ เมื่อถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดท่ีมีแต่ละโดเมนเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ของ E. coli BL21(DE3) แล้วชักน าให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG จากนั้นเก็บส่วนของเซลล์และน้ าเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ แล้ว
ตรวจสอบโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่า ไม่มีการแสดงออกของโปรตีนเกิดขึ้น ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า
เนื่องจากโปรตีนดังกล่าวมีขนาดเล็ก (ขนาดของโปรตีนที่แปลรหัสได้จากโดเมน N และ C ควรมีขนาด 
16 และ 10 kDa) ซึ่งอาจถูกย่อยสลายเพราะโปรตีนขนาดเล็กเหล่านี้อาจท าหน้าท่ีขัดขวางการ
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สังเคราะห์โปรตีนอื่น เป็นพิษต่อเซลล์ หรือถูกน าไปเป็นส่วนประกอบในการสังเคราะห์โปรตีนอื่นใน
เซลล์ (Storz และคณะ , 2014) เนื่องจากโปรตีนจากโดเมนท้ังสองเป็นส่วนประกอบของการ
สังเคราะห์แฟลกเจลลาใน E. coli (Silverman และ Simon, 1974; Suzuki และ Komeda, 1981) 
นอกจากนี้อาจเป็นไปได้ว่าการแสดงออกโปรตีนเพียงโดเมนใดโดเมนหนึ่งนั้น จะส่ือไปยังแบคทีเรียว่า
เป็นโปรตีนที่ไม่สมบูรณ์ ดังนั้นแบคทีเรียจึงท าลายโปรตีนดังกล่าว และส่งผลท าให้ไม่สามารถตรวจพบ
การแสดงออกของโปรตีนได้ (Baneyx และ Mujacic, 2004) 

 การท าให้เกิดการกลายแบบสุ่มบนยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในภาวะท่ีมี
ความแม่นย าต่ าและเอื้อต่อความผิดพลาด โดยมียีนแฟลกเจลลินจาก B. subtilis N3 เป็นแม่แบบ 
โดยเมื่อเพิ่มจ านวนของยีน โคลน และชักน าให้เกิดการแสดงของโปรตีนพบว่ามี E. coli BL21(DE3) 
ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีอาจมียีนท่ีเกิดการกลายมีการแสดงออกของโปรตีนขนาด 37-41 kDa 
จ านวนท้ังส้ิน 15 โคลน จึงน ามาศึกษาการยับยั้ง C. lunata และพบว่า E. coli BL21(DE3)ท่ีมีรีคอม
บิแนนท์พลาสมิด โคลนท่ี 5 และ 13 สูญเสียความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata 
ในขณะท่ีโคลนอื่นแสดงการยับยั้งระหว่าง 23.3 - 25.6%   เมื่อศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบ
ระหว่าง E. coli BL21(DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดและยีนแฟลกเจลลินเดิม พบว่า โคลน
หมายเลข 1 มีการกลายบริเวณล าดับเบสท่ี 175 จากเบสไทมีนไปเป็นเบสไซโตซีน แต่เมื่อแปลรหัส
แล้วจะได้กรดอะมิโนลิวซีนเช่นเดิมในล าดับกรดอะมิโนท่ี 59 (L59L) ซึ่งเป็นการกลายแบบไซเลนท์ 
มิวเทชัน ดังนั้นจึงยังคงแสดงผลการยับยั้งได้เช่นเดียวกันกับแฟลกเจลลินเดิม  ส่วนโคลนหมายเลข 5 
มีการกลายบริเวณล าดับเบสท่ี 988 จากเบสกวานีน ไปเป็นเบสอะดีนีน ซึ่งเมื่อแปลรหัสท าให้ 
กรดอะมิโนในล าดับท่ี 330 เปล่ียนจากอะลานีนไปเป็นธรีโอนีน (A330T) ซึ่งเป็นการกลายแบบ 
มิสเซนส์มิวเทชันชนิดไม่อนุรักษ์ (non-conservative missence mutation) เนื่องจากกรดอะมิโน
ท้ังสองมีสมบัติการมีข้ัวและโครงสร้างท่ีแตกต่างกัน โดยอะลานีนเป็นกรดอะมิโนท่ีไม่มีข้ัว ไม่มีประจุ 
และไม่ชอบน้ า ในขณะท่ีธรีโอนีนเป็นกรดอะมิโนท่ีมีข้ัว ไม่มีประจุ และชอบน้ า ด้วยเหตุนี้อาจส่งผลให้
ต าแหน่งกัมมันต์ (active site) หรือ ต าแหน่งจับ (binding site) ของโปรตีนเปล่ียนแปลงไป (Betts 
และ Russell, 2003) จึงส่งผลให้โคลนท่ีมีการกลายนี้สูญเสียความสามารถในการยับยั้ง C. lunata  
ส่วนโคลนหมายเลข 13 มีการกลายบริเวณล าดับเบสท่ี 877 จากเบสกวานีนไปเป็นเบสอะดีนีน ซึ่งเมื่อ
แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนล าดับท่ี 293 จากกรดแอสปาร์ติก
ไปเป็นแอสปาราจีน (D293N) ซึ่งเป็นการกลายแบบมิสเซนส์มิวเทชันชนิดอนุรักษ์ (conservative 
missence mutation) เนื่องจากกรดอะมิโนท้ังสองมีสมบัติการมีขั้วท่ีเหมือนกันและมีโครงสร้าง
ใกล้เคียงกัน โดยกรดอะมิโนท้ังสองเป็นกรดอะมิโนท่ีมีขั้วและชอบน้ า ต่างกันท่ีแอสปาร์ติกมีประจุลบ
แต่แอสปาราจีนไม่มีประจุ (Betts และ Russell, 2003) ซึ่งความแตกต่างกันเล็กน้อยนี้อาจส่งผลต่อ
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ความสามารถของโปรตีนในการยับยั้งราเนื่องจากโคลนท่ีมีการกลายนี้ไม่สามารถในการยับยั้ง 
C. lunata ได้ ดังนั้นจึงอาจสรุปได้ว่าการกลายของยีนและการเปล่ียนแปลงไปของกรดอะมิโนท่ี
ต าแหน่ง 330 และ 293 ดังกล่าว มีผลต่อความสามารถในการยับยั้ง C. lunata ของโปรตีน 
แฟลกเจลลิน โดยต าแหน่งท่ีเกิดการกลายในท้ังสองโคลนนั้นอยู่บนบริเวณโดเมน C ของยีน 
แฟลกเจลลิน ดังนั้นโดเมน C จึงมีความเกี่ยวข้องกับความสามารถในการยับยั้ง C. lunata   

 โดยงานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยแรกท่ีศึกษาบริเวณของยีนแฟลกเจลลินท่ีมีผลต่อการยับยั้งรา 
และยังไม่มีรายงานใดท่ีเกี่ยวข้องกับกลไกท่ีโปรตีนแฟลกเจลลินใช้ในการยับยั้งการเจริญของรา   
ดังนั้น หากมีการวิจัยต่อไปในอนาคตควรศึกษาเกี่ยวกับการกลายในบริเวณอื่นบนยีนแฟลกเจลลิน 
เพื่อจะได้บริเวณท่ีเกี่ยวข้องกับการยับยั้งราท่ีแน่นอน รวมทั้งการศึกษากลไกในการยับยั้งราด้วย เพื่อ
เป็นความรู้พื้นฐานส าหรับการน าไปต่อยอดใช้เป็นตัวช้ีวัดทางชีวภาพในการมองหาตัวควบคุมทาง
ชีวภาพใหม่ ๆ ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรคพืชได้ 
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ภาคผนวก ก 
 

1. อาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) 
แบคโตเปบโตน       5  กรัม 
สารสกัดจากเนื้อ       3 กรัม 
ผงวุ้น        15  กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามล าดับในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 7 
ด้วย 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1 ,000 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาที 
   

2. อาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 
แบคโตเปบโตน       5  กรัม 
สารสกัดจากเนื้อ       3 กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามล าดับในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 7 
ด้วย 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1 ,000 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาที 

 
3. อาหารแข็ง Luria Bertani (LB) Agar 

ทริปโตน       10 กรัม 
สารสกัดจากยีสต์      5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์      10 กรัม 

 ผงวุ้น       15 กรัม 
ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามล าดับในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 7 

ด้วย 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1 ,000 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาที 
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4. อาหารเหลว Luria Bertani (LB) Broth 
ทริปโตน       10 กรัม 
สารสกัดจากยีสต์      5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์      10 กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามล าดับในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 7 
ด้วย 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปนึง่ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 
15 นาที 

 
5. อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 

อาหารส าเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth)   24  กรัม 
ผงวุ้น       15  กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามล าดับในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้มี
ค่าประมาณ 5.1-5.3 แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่ง
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

1. กลีเซอรอล 15% 
กลีเซอรอล 87%      17.24  มิลลิลิตร 
น้ าปราศจากไอออน      82.76 มิลลิลิตร 
ผสมกลีเซอรอลให้ เข้ ากันกับน้ า  จากนั้นน าไปนึ่ งฆ่ า เ ช้ือ ท่ีอุณหภูมิ  121  

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. สารละลาย 0.1% Tween 20 
Tween 20        0.1 มิลลิลิตร 
น้ าปราศจากไอออน      100 มิลลิลิตร 
ผสม Tween 20 ให้ เข้ ากันกับน้ า  จากนั้นน าไปนึ่ งฆ่ า เ ช้ือ ท่ีอุณหภูมิ  121  

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์     40 กรัม 
น้ าปราศจากไอออน            1000 มิลลิลิตร 
ผสมโซเ ดียมไฮดรอกไซด์ให้ เข้ ากันกับน้ า  จากนั้น เก็บไว้ ในขวดพลาสติก 

พอลิโพรไพลีน 
 

4. สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl, pH 8.0 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (C4H11NO3) 121 กรัม 
ละลายสารเคมีในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เท่ากับ 

8.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 15 นาที 
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5. สารละลาย 1 โมลาร์ EDTA 
เอทาลีนไดเอมีนเตตระแอซิติกแอซิด (EDTA)   29.224  กรัม 
น้ าปราศจากไอออน      100 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ในน้ า จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 
6. สารละลาย 1 โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ 

โซเดียมคลอไรด์       5.844  กรัม 
น้ าปราศจากไอออน      100  มิลลิลิตร 
ละลายโซเดียมคลอไรด์ในน้ า จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

7. สารละลาย TEN 
สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl, pH 8.0 (ภาคผนวก ข หมายเลข 4) 100 

 ไมโครลิตร 
สารละลาย 1 โมลาร์ EDTA (ภาคผนวก ข หมายเลข 5)  100 

 ไมโครลิตร 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 6)  1.5 

 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายตามล าดับ จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

8. ไลโซไซม์ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ช่ังไลโซไซม์ 20 มิลลิกรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือปริมาตร  

1 มิลลิลิตร แล้วกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน แล้วน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส 
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9. RNase A 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ช่ัง RNase A 20 มิลลิกรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือปริมาตร  

1 มิลลิลิตร แล้วกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน บ่มท่ีอุณหภูมิ  100  
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที ท้ิงให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส 

 
10. สารละลาย TEN* 

สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl, pH8.0    100  ไมโครลิตร 
สารละลาย 1 โมลาร์ EDTA    10  ไมโครลิตร 
สารละลาย1 โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์    500  ไมโครลิตร 
ผสมสารละลายตามล าดับ จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  
 

11. บัฟเฟอร์ 50X TAE 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (C4H11NO3) 242 กรัม 
EDTA               18.61 กรัม 
กรดอะซีติกเข้มข้น      57.1 กรัม 
ละลาย  Tris(hydroxymethyl)aminomethane และ  EDTA ในน้ าปราศจาก

ไอออนปริมาตร 800 มิลลิลิตร และเติมกรดอะซิติก ผสมให้เข้ากัน และเติมน้ าปราศจาก
ไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

เตรียมบัฟเฟอร์ 1X TAE โดยเจือจางบัฟเฟอร์ 50X TAE ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใน
น้ าปริมาตร 990 มิลลิลิตร 
 

12. สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์-แคลเซียมคลอไรด์ (MgCl2-CaCl2) 
 แมกนีเซียมคลอไรด์     3.25 กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด์     0.6 กรัม 

น้ าปราศจากไอออน      200  มิลลิลิตร 
ละลายสารเคมีตามล าดับให้เข้ากันในน้ า จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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13. สารละลาย 0.1 โมลาร์ แคลเซียมคลอไรด์  
แคลเซียมคลอไรด์     2.95 กรัม 
น้ าปราศจากไอออน      200  มิลลิลิตร 
ละลายแคลเซียมคลอไร ด์ ในน้ า  จากนั้นน าไปนึ่ งฆ่ า เ ช้ือ ท่ีอุณหภูมิ  121  

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

14. สารละลาย 0.085 โมลาร์ แคลเซียมคลอไรด์ท่ีมี 15% กลีเซอรอล 
สารละลาย 0.1 โมลาร์ แคลเซียมคลอไรด์   35.1 มิลลิลิตร 
87% กลีเซอรอล      8.62 มิลลิลิตร 
น้ าปราศจากไอออน      6.28 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายตามล าดับให้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121  

องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

15. สารละลาย 1.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH 8.8 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (C4H11NO3) 181.71 กรัม 

ละลายสารเคมีในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เท่ากับ 8.8 ด้วย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่ง 
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

16. สารละลาย 10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต      10  กรัม 

ค่อย ๆ ละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตในน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 80 มิลลิลิตร โดยท า
ในตู้ดูดควัน และต้องใส่มาสก์ปิดจมูกเพื่อป้องกันฝุ่นของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต อาจต้องการอุ่นด้วย
ความร้อนเพื่อช่วยการละลาย เมื่อละลายหมดเติมน้ าปราศจากไอออนให้ครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
17. สารละลาย 10% สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) 

ช่ังแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 100 มิลลิกรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือ
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
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18. สารละลาย 0.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH 6.8 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (C4H11NO3)  60.57 กรัม 

ละลายสารเคมีในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เท่ากับ 6.8 ด้วย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่ง 
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

19. สารละลาย 10X running buffer 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (C4H11NO3))  30.3  กรัม 
ไกลซีน        144  กรัม 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต      10  กรัม 

แยกละลายสารเคมีท้ังสามชนิดด้วยน้ าปราศจากไอออน จากนั้นน ามารวมกัน และปรับ
ปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

เตรียม 1X running buffer โดยเจือจาง 10X running buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน
น้ าปราศจากไอออนปริมาตร 900 มิลลิลิตร 

 
20. สารละลาย 4X SDS sample buffer 

สารละลาย 1 M Tris-HCl, pH 6.8    2  มิลลิลิตร 
สารละลาย 0.5 M EDTA      1 มิลลิลิตร 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต      0.8  กรัม 
บรอมฟีนอลบลู       0.08  กรัม 
100% กลีเซอรอล     4  มิลลิลิตร 
น้ าปราศจากไอออน      2.6  มิลลลิลิตร 

ผสมสารท้ังหมดให้ เข้ากันตามล าดับ เตรียม 1X SDS sample buffer โดยเจือจาง  
4X SDS sample buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 300 มิลลิลิตร และ
มีการเติม 1% β-mercaptoethanol ก่อนใช้งาน 
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21. สารละลายสีย้อมคูแมสซีบลู (coomassie blue staining solution) 
สีคูแมสซี บริลเลียนท์ บลู จี-250     1  กรัม 
เมทานอล       500  มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเข้มข้น      100  มิลลิลิตร 
น้ าปราศจากไอออน      400   มิลลิลิตร 

ผสมสารท้ังหมดให้เข้ากัน จากนั้นน าไปกรองผ่านกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 12.5 เซนติเมตร 

 
22. สารละลายส าหรับล้างสี (destaining solution) 

เมทานอล       300  มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเข้มข้น      100 มิลลิลิตร 
น้ าปราศจากไอออน      600  มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายให้เข้ากันตามล าดับ 
 

23. สารละลายส าหรับตรึง (fix solution) 
เมทานอล       100  มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเข้มข้น      100  มิลลิลิตร 
87% กลีเซอรอล      50  มิลลิลิตร 
น้ าปราศจากไอออน     750  มิลลิลิตร 

 ผสมสารละลายให้เข้ากันตามล าดับ 
 

24. สารละลายบัฟเฟอร์ A 
  ไดโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4)    7.098  กรัม 
  โซเดียมคลอไรด์      17.532  กรัม 
  imidazole        0.68  กรัม 

น้ าปราศจากไอออน     1000  มิลลิลิตร 
 ละลายไดโซเดียมฟอสเฟตและโซเดียมคลอไรด์ในน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร

ประมาณ 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่า pH ให้เท่ากับ 8.0 แล้วละลาย imidazole ผสมให้เข้ากัน 
และเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แล้วกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 
ไมครอน 
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25. สารละลาย wash buffer 
  ไดโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4)    7.098  กรัม 
  โซเดียมคลอไรด์      17.532  กรัม 
  imidazole       1.36 กรัม 

น้ าปราศจากไอออน     1000  มิลลิลิตร 
ละลายไดโซเดียมฟอสเฟตและโซเดียมคลอไรด์ในน้ าปราศจากไอออน ปริมาตรประมาณ 800 

มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่า pH ให้เท่ากับ 8.0 แล้วละลาย imidazole ผสมให้เข้ากัน และเติมน้ า
ปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แล้วกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 
 

26. สารละลายบัฟเฟอร์ B 
 ไดโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4)    7.098  กรัม 

  โซเดียมคลอไรด์      17.532  กรัม 
  imidazole       34.00 กรัม 

น้ าปราศจากไอออน     1000  มิลลิลิตร 
ละลายไดโซเดียมฟอสเฟตและโซเดียมคลอไรด์ในน้ าปราศจากไอออน ปริมาตรประมาณ 800 

มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่า pH ให้เท่ากับ 8.0 แล้วละลาย imidazole ผสมให้เข้ากัน และเติมน้ า
ปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แล้วกรองด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน  
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ภาคผนวก ค 
 

1. เวกเตอร์ส าหรับการโคลน pTA2 
 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

pTA2 
(2981 bp) 
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2. เวกเตอร์ส าหรับการแสดงออก pET-26b(+) 
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ภาคผนวก ง 
 

1. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินจาก Bacillus subtilis N3 

ATGAGAATTAACCACAATATCGCGGCTCTTAACACTAGCCGTCAGCTGAATGCAGGTTCAAACTCTG
CTGCAAAAAACATGGAAAAATTATCTTCAGGTCTTCGCATCAACCGCGCTGGTGATGACGCTGCGGG
TCTTGCGATCTCTGAAAAAATGCGTTCTCAAATCCGCGGTTTAGACATGGCGTCTAAAAACGCTCAA
GACGGAATCTCTCTTATCCAAACATCTGAGGGTGCATTGAACGAAACTCACAGCATTCTTCAGCGTA
TGAGCGAGCTTGCTACACAAGCGGCAAACGATACAAACACAGATTCTGACCGTTCTGAGCTTCAAAA
AGAGATGGACCAATTATCATCTGAAGTAACAAGAATCTCTACTGACACTGAGTTCAACACGAAGAAA
CTTCTTGACGGAACTGCAAAAGATCTTACGTTCCAAATCGGAGCTAACGAAGGTCAAACCATGACTTTGTCT
ATCAATAAAATGGACTCTGAAAGCCTGAAAGTTGGTACGACTTATACAGCTCAAGCTGATGGAACACTTAAATC
AGGTGATGGAAATAGCACTGCTACTTGGGCAGATGAAGAAGTAACAGACGGTAAAGTTACAAAAGAAGCTGGT
TATTATGATGATAAAGGTGCTCTAGTAGGAAGTGAAAAACTAGAAGAAGGCGAAAAGTTATCTAAAGGTATCG
ACATCTCTTCTTCAGCTAAAGCTGCGTCTTCAGCTCTTACAACAATCAAAACAGCTATCGACACAGTATCTAGC
GAGCGCGCTAAACTTGGTGCGGTTCAAAACCGTTTAGAGCACACAATCAACAACCTTGGTACTTCTTCTGAGA
ACCTGACTTCTGCTGAATCACGTATCCGTGACGTAGACATGGCTTCTGAGATGATGGAGTACACGAAAAACAA
CATCCTTACTCAGGCTTCTCAAGCTATGCTTGCGCAAGCTAACCAACAGCCTCAGCAAGTTCTTCAATTGTTAG
CT 
* ล าดับเบสที่มีเป็นตัวหนาแสดง โดเมน N 
  ล าดับเบสที่มีการขีดเส้นใต้แสดง โดเมน C 
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2. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนแฟลกเจลลินจาก B. subtilis N3 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้วิธี blastn 
 

หมายเลขการ
เข้าถึง 

รายละเอียด E value ความ
ใกล้เคียง 

เอกสารอ้างอิง 

AB039913.1 Bacillus subtilis hag 
gene for flagellin, 
partial cds, isolate:  
W-S7 

0.0 99 % (Asano และคณะ, 
2001) 

AB039905.1 Bacillus subtilis hag 
gene for flagellin, 
partial cds, strain: 
NB22 

0.0 98 % (Asano และคณะ, 
2001) 

AB033501.1 Bacillus subtilis hag 
gene for flagellin, 
complete cds 

0.0 93 % (Asano และคณะ, 
2001) 

AB039907.1 Bacillus subtilis hag 
gene for flagellin, 
partial cds, isolate:  
W-S1 

0.0 92 % (Asano และคณะ, 
2001) 

AB039911.1 Bacillus subtilis hag 
gene for flagellin, 
partial cds, isolate: W-
S5 

0.0 92 % (Asano และคณะ, 
2001) 

EF362756.1 Bacillus subtilis strain 
B-FS01 flagellin (hag) 
gene, partial cds 

0.0 91 % (Hu และคณะ, 2007) 
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3. ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากยีนแฟลกเจลลนิของ B. subtilis N3 

MRINHNIAALNTSRQLNAGSNSAAKNMEKLSSGLRINRAGDDAAGLAISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISL
IQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDRSELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLT
FQIGANEGQTMTLSINKMDSESLKVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSE
KLEEGEKLSKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAESRIRDVDMASEM
MEYTKNNILTQASQAMLAQANQQPQQVLQLLALE 
* ล าดับกรดอะมิโนที่มีเป็นตัวหนาแสดง โดเมน N 
  ล าดับกรดอะมิโนที่มีการขีดเส้นใต้แสดง โดเมน C 

 
4. ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนบางส่วนจากยีนแฟลกเจลลินของ B. subtilis N3 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้วิธี blastx 

หมายเลขการเข้าถึง รายละเอียด E 
value 

ความ
ใกล้เคียง  

เอกสารอ้างอิง 

WP_022553864.1 MULTISPECIES: flagellin 
A [Bacillus] 

0.0 100%  

BAB58986.1 flagellin, partial 
[Bacillus subtilis] 

0.0 100% (Asano และคณะ, 
2001) 

WP_017418819.1 MULTISPECIES: flagellin 
[Bacillus 
amyloliquefaciens 
group] 

0.0 99%  

WP_057080256.1 MULTISPECIES: flagellin 
[Bacillus 
amyloliquefaciens 
group] 

0.0 98%  

WP_057080256.1 MULTISPECIES: flagellin 
[Bacillus] 

0.0 98%  

WP_060964151.1 MULTISPECIES: flagellin 
[Bacillus] 

0.0 97%  
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5. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของโดเมน N บนยีนแฟลกเจลลินจาก B. subtilis N3 

ATGAGAATTAACCACAATATCGCGGCTCTTAACACTAGCCGTCAGCTGAATGCAGGTTCAAACTCTGCTGCAA
AAAACATGGAAAAATTATCTTCAGGTCTTCGCATCAACCGCGCTGGTGATGACGCTGCGGGTCTTGCGATCTC
TGAAAAAATGCGTTCTCAAATCCGCGGTTTAGACATGGCGTCTAAAAACGCTCAAGACGGAATCTCTCTTATCC
AAACATCTGAGGGTGCATTGAACGAAACTCACAGCATTCTTCAGCGTATGAGCGAGCTTGCTACACAAGCGGC
AAACGATACAAACACAGATTCTGACCGTTCTGAGCTTCAAAAAGAGATGGACCAATTATCATCTGAAGTAACAA
GAATCTCTACTGACACTGAGTTCAACACGAAGAAACTTCTTGACGGAACTGCA 

 
6. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของโดเมน C บนยีนแฟลกเจลลินจาก B. subtilis N3 

ATGACAACAATCAAAACAGCTATCGACACAGTATCTAGCGAGCGCGCTAAACTTGGTGCGGTTCAAAACCGTT
TAGAGCACACAATCAACAACCTTGGTACTTCTTCTGAGAACCTGACTTCTGCTGAATCACGTATCCGTGACGTA
GACATGGCTTCTGAGATGATGGAGTACACGAAAAACAACATCCTTACTCAGGCTTCTCAAGCTATGCTTGCGC
AAGCTAACCAACAGCCTCAGCAAGTTCTTCAATTGTTAGCT 
 

7. ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากโดเมน N บนยีนแฟลกเจลลินของ B. subtilis N3 

MRINHNIAALNTSRQLNAGSNSAAKNMEKLSSGLRINRAGDDAAGLAISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSE
GALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDRSELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTALE 
 
 

8. ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปลรหัสจากโดเมน C บนยีนแฟลกเจลลินของ B. subtilis N3 

MTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAESRIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAMLAQAN
QQPQQVLQLLALE 
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9. ล า ดับนิวคลี โอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินที่ มี การกลาย จาก E. coli BL21(DE3) ที่ มี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดโคลนที่ 1 เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินเดิม 
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10. ล าดับกรดอะมิโนจากการแปลรหัสยีนแฟลกเจลลินที่มีการกลาย จาก E. coli BL21(DE3) ที่มี
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด โคลนที่ 1 เปรียบเทียบกับกรดอะมิโนของได้จากการแปลรหัสยีน  
แฟลกเจลลินเดิม 
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11. ล า ดับนิวคลี โอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินที่ มีการกลาย จาก E. coli BL21(DE3) ที่ มี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด โคลนที่ 5 เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินเดิม 
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12 .  ล า ดับกรดอะมิ โนของไ ด้จากการแปลรหัสยีนแฟลกเจลลินที่ มี การกลายจา ก  
E. coli BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด โคลนที่ 5 เปรียบเทียบกับกรดอะมิโนของได้จาก
การแปลรหัสยีนแฟลกเจลลินเดิม 
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13. ล า ดับนิวคลี โอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินที่ มีการกลาย จาก E. coli BL21(DE3) ที่ มี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด โคลนที่ 13 เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินเดิม 
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14 .  ล า ดับกรดอะมิ โนของไ ด้จากการแปลรหัสยีนแฟลกเจลลินที่ มี การกลายจา ก  
E. coli BL21(DE3) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด โคลนที่ 13 เปรียบเทียบกับกรดอะมิโนของได้จาก
การแปลรหัสยีนแฟลกเจลลินเดิม 
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