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บทคัดย่อ 

 บิวทานอลมีข้อได้เปรียบกว่าไบโอเอทานอลหลายประการ จึงถือว่าบิวทานอลเป็นพลังงานทางเลือก

แห่งอนาคต อย่างไรก็ตามเนื่องจากความเปนพิษของบิวทานอลไปยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียท่ีใช้

ในกระบวนการหมักบิวทานอล ท าใหค้วามเข้มข้นท่ีผลิตได้มีค่าต่ า งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาและเปรียบเทียบ

ความทนต่อ 1-butanol ของแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ์ต่างๆ ท่ีได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรม 

เพื่อหยุดหรือเพิ่มการแสดงออกในยีนท่ีสนใจ โดยทดสอบความทนต่อ 1-butanol ท่ีความเข้มข้น 1% (v/v)  

ในอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media และวัดค่า OD600 เพื่อดูการเจริญเติบโตของ B. subtilis               

สายพันธุ์ต่างๆ เทียบกับ B. subtilis สายพันธุ์ 168 (wild type) และใช้น้ าเป็นตัวควบคุม พบว่า B. subtilis 

สายพันธุ์ LM31 และ PU31 ซึ่งมีการกลายพันธุ์ของยีน yfnI/mprF และ pssA/ugtP ตามล าดับ มีความทนต่อ              

1-butanol ดีกว่า B. subtilis สายพันธุ์ 168  ส าหรับ B. subtilis สายพันธุ์ OPS, OUG, OPG, OPU และ 

LMOPU ซึ่งมีการเพิ่มการแสดงออกของยีน pssA, ugtP, pgsA, pssA/ugtP ในสายพันธุ์ 168 และ 

pssA/ugtP ใน LM31 ตามล าดับ และ B. subtilis สายพันธุ์ LPG31, UGT31, LTA31 ซึ่งมีการกลายพันธุ์ของ

ยีน mprF, ugtP, yfnI ตามล าดับ มีความทนต่อ 1-butanol ใกล้เคียงกับ B. subtilis สายพันธุ์ 168                     

ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยยังได้ท าการสกัดไขมันจากเซลล์ B. subtilis เพื่อวัดระดับฟอสโฟลิปิดและกลีเซอโรลิปิดท่ี

เกี่ยวข้องในสายพันธุ์ต่างๆ ด้วยเทคนิค liquid chromatography – mass spectrometry (LC–MS) ใน

ล าดับถัดไปด้วย 

 

 

 

ค าส าคัญ : บาซิลัส ซับทิลิส, ความทนต่อ 1-บิวทานอล 
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Abstract 

 With its many advantages over bio-ethanol, butanol is considered as a future 

alternative energy. However, currently butanol concentration produced by fermentation 

using microorganism is still quite low, which is due partly to the toxicity of butanol that 

inhibits growth of microorganism. This research was aimed to study 1-butanol tolerance of 

genetically-engineered Bacillus subtilis in comparison to that of wild type B. subtilis strain 

168. The growth of various B. subtilis in Spizizen’s minimal media (SMM) with and without  

1% (v/v) 1-butanol was measured by monitoring the optical density at 600 nm of each 

culture (OD600) over 12 h. It was found that B. subtilis strains LM31 and PU31, which have 

mutations in yfnI/mprF and pssA/ugtP genes, respectively, can tolerate 1-butanol better than 

B. subtilis strain 168. However, the tolerance to 1-butanol of B. subtilis strains OPS, OUG, 

OPG, OPU and LMOPU, which have overexpression in pssA, ugtP, pgsA, pssA/ugtP genes in 

168 background and pssA/ugtP genes in LM31 background, and LPG31, UGT31 and LTA31 

which have mutations in mprF, ugtP and yfnI genes, respectively, was similar to that of B. 

subtilis strain 168. In this study, lipids were also extracted from various strains of B. subtilis 

cells both with and without 1-butanol treatment, ready for quantitative analysis of 

phospholipids and glycerolipids by liquid chromatography – mass spectrometry (LC–MS) in 

the near future. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 

1.) ที่มาและความส าคัญ 

เนื่องจากทรัพยากรธรรมชาติท่ีลดลงเรื่อยๆ ปัจจุบันพลังงานทางเลือก เช่น ไบโอเอทานอล                 

จึงได้รับความนิยมอย่างกว้างขวาง บิวทานอลเป็นพลังงานทางเลือกแห่งอนาคตท่ีมีข้อได้เปรียบกว่า        

ไบโอเอทานอลตรงท่ีมีค่าออกเทนใกล้เคียงน้ ามันท าให้ผสมกับน้ ามันได้ดีกว่า มีค่าพลังงานและจุดเดือดท่ี

สูงกว่า ไม่มีการกัดกร่อนและสามารถรวมกับตัวท าละลายอินทรีย์ได้เกือบท้ังหมดอย่างสมบูรณ์ [1]  

นอกจากนี้ บิวทานอลยังใช้เป็นตัวท าละลายในอุตสาหกรรมต่างๆ และใช้เป็นสาร ต้ังต้นในการผลิตสี,   

พอลิเมอร์และพลาสติกอีกด้วย [2] 

บิวทานอลเป็นผลผลิตท่ีได้จากกระบวนการหมักของแบคทีเรีย ซึ่งโดยท่ัวไปใช้แบคทีเรียสายพันธุ์ 

Clostridium acetobotylicum ผ่านกระบวนการ ABE fermentation [3] ซึ่งจะได้ผลผลิต คือ                   

อะซิโตน เอทานอล และบิวทานอล ซึ่งบิวทานอลท่ีได้ยังมีความเข้มข้นท่ีต่ า เนื่องจากความเป็นพิษของ    

บิวทานอลนั้นจะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย [4] จากงานวิจัยพบว่า B. subtilis สายพันธุ์ 

GRSW2-B1 ท่ีคัดแยกได้จากน้ าทะเลในประเทศไทยสามารถทนต่อบิวทานอลท่ีมีความเข้มข้นสูง [5]   

เช้ือ B. subtilis เป็นแบคทีเรียแกรมบวกสามารถสร้างสปอร์ได้ ซึ่งเป็นโครงสร้างท่ีมีความทนต่อสภาวะ

แวดล้อมต่างๆ เช่น ความร้อน ความเป็นกรดได้ดี ทนต่อความแห้งแล้ง และสารเคมี [6] ผู้วิจัยจึงสนใจน า 

B. subtilis มาใช้ในการวิจัย 

งานวิจัยท่ีผ่านมาได้ศึกษาการตอบสนองต่อ 1-butanol ของเช้ือ B. subtilis สายพันธุ์ 168                 

ซึ่งเป็นสายพันธุ์มาตรฐานท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการท่ัวไป [7] โดยได้วิเคราะห์สารประเภทไขมันในเซลล์ของ              

B. subtilis เมื่อใส่ 1-butanol เทียบกับเมื่อไม่ใส่ 1-butanol  (กลุ่มควบคุม) ผลการทดลองพบว่ามีการ

เปล่ียนแปลงของระดับ Phospholipids และ Glycerolipids ซึ่งเป็นองค์ประกอบของไขมันในเยื่อหุ้ม

เซลล์ โดย Phosphatidylethanolamine, Diglucosyl diacylglycerol และ Phosphatidylserine              

มี ป ริ ม า ณ ท่ี เ พิ่ ม ขึ้ น เ มื่ อ ใ ส่  1-butanol ใ น ท า ง ต ร ง กั น ข้ า ม  Diacylglycerol แ ล ะ  Lysyl 

Phosphatidylglycerol มีปริมาณท่ีลดลง (รูปท่ี 1.1) งานวิจัยล าดับต่อมาจึงได้ท าการดัดแปลง
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พันธุกรรมของ B. subtilis เพื่อเปล่ียนแปลงระดับของ Phospholipids และ Glycerolipids ดังกล่าว 

แต่ยังไม่ได้ท าการตรวจสอบว่าแบคทีเรียท่ีถูกดัดแปลงโครงสร้างทางพันธุกรรมนี้มีความทนต่อบิวทานอล

ได้มากน้อยเพียงใด และ B. subtilis ท่ีถูกดัดแปลงพันธุกรรมเหล่านี้มีระดับของ Phospholipids และ 

Glycerolipids ตามท่ีต้ังสมมติฐานไว้หรือไม่ 

งานวิจัยนี้จึงเป็นการต่อยอดและใช้ข้อมูลจากงานวิจัยในห้องปฏิบัติการเดิม คือ ท าการวัดระดับ 

Phospholipids และ Glycerolipids ใน B. subtilis ท่ีถูกดัดแปลงทางพันธุกรรม โดยการสกัดไขมันท่ี

เยื่อหุ้มเซลล์ของ B. subtilis ก่อนจะน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค liquid chromatography – mass 

spectrometry (LC–MS) และทดสอบความทนต่อ 1-butanol โดยวัดค่าการเจริญของแบคทีเรีย

ดังกล่าวในอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media (SMM) แบบธรรมดาเปรียบเทียบกับแบบท่ีใส่ 

1-butanol เพื่อน ามาวิเคราะห์ความทนต่อ 1-บิวทานอลของ B. subtilis สายพันธุ์ต่างๆ ท่ีได้รับการ

ดัดแปลงทางพันธุกรรมและโมเลกุลขนาดเล็กท่ีเกี่ยวข้องต่อไป 

 

2.) งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

2.1)   เมทาโบไลต์ที่พบใน B. subtilis 

  สารเมทาโบไลต์ปฐมภูมิ (Primary metabolite) เป็นสารท่ีมีความจ าเป็นต่อการเจริญของ 

แบคทีเรีย เช่น โปรตีน กรดอะมิโน กรดนิวคลิอิก ลิปิด และคาร์โบไฮเดรต [27]  ส่วนสารเมทาโบไลต์ 

ทุติยภูมิ (Secondary metabolites) เป็นสารที่เกิดจากการเปล่ียนแปลงของสารตัวกลางหรือผลผลิตท่ีได้

จากกระบวนการผลิตสารเมทาโบไลต์ปฐมภูม ิหน้าท่ีของสารเมทาโบไลต์ทุติยภูมิจะแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับ

ชนิดของแบคทีเรีย เช่น ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดอื่น ยับย้ังการท างานของเอนไซม์บางชนิด 

เป็นสารช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต เป็นสารส่ือโมเลกุล และเป็นสารน าส่งโลหะท่ีจ าเป็นเข้าเซลล์ เป็นต้น 

[26] 

ส าหรับเช้ือ B. subtilis สารเมทาโบไลต์ปฐมภูมิ เช่น กลุ่มกรดไขมัน และ phospholipids มี

หน้าท่ีเป็นสารที่เกี่ยวข้องกับการเก็บพลังงานของเซลล์ เป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ และเป็นสารส่ือ

โมเลกุล ส่วนสารเมทาโบไลต์ทุติยภูมิ เช่น สารพวก surfactin ซึ่งเป็นสารในกลุ่มไลโพเปปไทด์ ใช้เป็นสาร

ลดแรงตึงผิว [8] iturin มีคุณสมบัติในการยับยั้งเช้ือ E. coli [9] และ fengycin มีฤทธิ์ในการต้านการเจริญ

ของเช้ือรา [10] เป็นต้น  
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     2.2)  การสังเคราะห์ไขมันที่เยื้อหุ้มเซลล์ใน B. subtilis  

เย่ือหุ้มเซลล์เป็นโครงสร้างท่ีเกิดจากการเรียงตัวกันของไขมันกับโปรตีน เรียกว่า phospholipid 

bilayer ไขมันท่ีเป็นองค์ประกอบมีสมบัติเป็น amphiphatic lipid ประกอบด้วย ส่วนท่ีไม่ละลายน้ า 

(hydrophobic) และส่วนท่ีละลายน้ า (hydrophilic) ส่วนของไขมันและโปรตีนมีการเล่ือนไหลไปมาได้ 

(fluidity) หน้าท่ีของเย่ือหุ้มเซลล์ คือ 1) ควบคุมการซึมผ่านเข้าออกในกระบวนการขนส่งสารเมทาโบไลต์ 

2) เกี่ยวข้องกับกระบวนการ oxidative phosphorylation ในการสร้างพลังงานของเซลล์ 3) สังเคราะห์ 

phospholipid 4) มีเอนไซม์เกีย่วกับการสังเคราะห์ผนังเซลล์และ capsule 5) ช่วยให้ DNA ติดกับเยื่อหุ้ม

เซลล์ท าให้กระจายไปยังเซลล์ลูกในขณะแบ่งเซลล์ [25] 

  วิถีชีวสังเคราะห์ไขมัน (biosynthetic pathway) ท่ีเกิดขึ้นที่เย่ือหุ้มเซลล์ของ B. subtilis [11] 

ดังรูปท่ี 1.1 ในวิถีนี้ phosphatidic acid (PA) ซึ่งเป็นสารตั้งต้นท าปฏิกิริยากับ cytidine triphosphate 

(CTP) โดยมี CDP diglyceride synthase (CdsA) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ได้ cytidine diphosphate-DAG 

(CDP-DAG) ซึ่งเป็นสารมัธยันตร์ที่เกิดปฏิกิริยาได้ 2 รูปแบบ ในรูปแบบแรก CDP-DAG ท าปฏิกิริยากับ 

serin โดยมี phosphatidylserine synthase (PssA) เป็นตัวเร่งปฎิกิริยา ได้ phosphatidylserine (PS) 

ซึ่งถูกเร่งปฏิกิริยาต่อไปด้วย phosphatidylserine decarboxylase (Psd) ท าใหไ้ด้ 

phosphatidylethanolamine (PE) เป็นผลิตภัณฑ์ ส่วนในรูปแบบท่ี 2 CDP-DAG ท าปฏิกิริยากับ 

glycerol phosphate โดยมี phosphatidylglycerophosphate synthase (PgsA) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 

ได้ phosphatidylglycerol phosphate (PGP) และ phosphatidylglycerol (PG) ส าหรับ PG นัน้

สามารถท าใหเ้กิดเป็น lysyl phosphatidylglycerol (lysylPG)  โดยใช้ phosphatidylglycerol 

lysyltransferase (MprF) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา และสามารถท าใหเ้กิดเป็น cardiolipins (CL)            

โดยมีเอนไซม์ CL synthase (ClsA, ClsB และ YwiE) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 

นอกจากนี้ PA ยังเป็นสารต้ังต้นส าหรับการสังเคราะห์ lipoteichoic acid (LTA) ซึ่งเป็น

สารประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก โดย PA เกิดปฏิกิริยาเป็น diacylglycerol 

(DAG) โดยมีเอนไซม์ UgtP เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาท าให้ได้ monoglucosyl-diacylglycerol (MGDAG)                 

และ diglucosyldiacylglycerol (DGDAG)  ในขั้นตอนสุดท้าย เอนไซม์ LTA synthase เร่งการ

เกิดปฏิกิริยาระหว่าง DGDAG และ PG ท าให้ได้ LTA  โดยมี DAG เป็นผลพลอยได้ 
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รูปท่ี 1.1 กระบวนการสังเคราะห์ไขมันท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ใน B. subtilis 

 

ตารางท่ี 1.1 โครงสร้างของสารเมทาโบไลต์ท่ีเกี่ยวข้องในกระบวนการสังเคราะห์ไขมันท่ีเย่ือหุ้มเซลล์          

                ใน B. subtilis 

 

ไขมัน R 

phosphatidic acid (PA) 
 

phosphatidylserine (PS) 
 

phosphatidylethanolamine (PE) 
 

phosphatidylglycerol phosphate (PGP) 
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phosphatidylglycerol (PG) 
 

lysyl phosphatidylglycerol (lysylPG) 
 

cardiolipins (CL) 
 

diacylglycerol (DAG) -H 

cytidine diphosphate-DAG (CDP-DAG) 

 

monoglucosyldiacylglycerol (MGDAG) 
 

 

diglucosyldiacylglycerol (DGDAG) 
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    2.3)   กลไกการตอบสนองของ B. subtilis ต่อตัวท าละลายอินทรีย ์

ตัวท าละลายอินทรีย์เป็นพิษต่อแบคทีเรียเพราะตัวท าละลายอินทรีย์ส่งผลให้ 1) เยื่อหุ้มเซลล์เสีย

ความสมดุลเนื่องจากตัวท าละลายอินทรีย์จะไปสะสมท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ 2) พลังงานภายในเซลล์ลดลง                   

เมื่อโปรตีนท่ีเป็น proton motive force ลดลง การสังเคราะห์ ATP จึงลดน้อยลงและการท างานของ  

เอนไซม์ ATPase ถูกยับยั้ง [15] 3) โครงสร้าง ความเสถียรและบทบาทของเยื่อหุ้มเซลล์เปล่ียนแปลงไป 

[12] 4) การสร้างสปอร์ถูกยับย้ัง ซึ่งสปอร์เป็นโครงสร้างท่ีมีความทนทานต่อสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม

ต่อการเจริญได้ดี [13]  

แบคทีเรียมีกลไกการปรับตัวต่อตัวท าละลายอินทรีย์ ดังนี้  

  1. มีการปรับเปล่ียน fatty acid ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ โดยมีการเปล่ียนโครงสร้างจาก cis-unsaturated 

fatty acid เป็น trans-unsaturated fatty acid [14] และมีการปรับเปล่ียนสัดส่วนของ saturated    

ต่อ unsaturated fatty acid เมื่อได้รับตัวท าละลายอินทรีย์จะเปล่ียนโครงสร้างเป็น saturated fatty 

acid มากขึ้น [12] ดังรูป 1.2  

 

รูปท่ี 1.2 การปรับเปล่ียน fatty acid ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์เมื่อได้รับตัวท าละลายอินทรีย์                                      

a) โครงสร้าง saturation เพิ่มข้ึน b) การเปล่ียนโครงสร้างจาก cis เป็น trans-unsaturated fatty acid 

2. มีการปรับเปล่ียนขนาดโครงสร้างของเซลล์ B. subtilis เซลล์จะมีขนาดใหญ่ขึ้นเมื่อมี          

ตัวท าละลายอินทรีย์ เนื่องจากมีการเปล่ียนแปลงสัดส่วนของพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรของเซลล์ เมื่อได้รับ      

ตัวท าละลายอินทรีย์สัดส่วนของพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรจะลดลง [15] 

3. มีการต่อต้านตัวท าละลายอินทรีย์โดยการขับตัวท าละลายอินทรีย์ออกจากเซลล์                     

(efflux pumps) เพื่อลดความเป็นพิษ [24] 
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    2.4)  Bacillus subtilis 

 

 

รูปท่ี 1.3 Bacillus subtilis จาก Scanning Electron Microscope (SEM) [7] 

Bacillus subtilis อยู่ในวงศ์ Bacillaceae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) 

สามารถโตได้ท้ังในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (Facultative Aerobic Bacteria) พบได้

โดยท่ัวไป เช่น ในดิน น้ าจืด น้ าเค็ม เป็นต้น เช้ือ B. subtilis เป็นเช้ือท่ีไม่ท าให้เกิดโรค มีรูปร่างเป็นท่อน 

(rod shape) เจริญเติบโตได้ดีท่ี pH 5.5-8.5 อุณหภูมิระหว่าง 28-40 องศาเซลเซียส และสามารถ

เจริญเติบโตได้แม้จะอยู่ในอุณหภูมิท่ีสูงถึง 55 องศาเซลเซียส สามารถสร้างสปอร์ (bacterial spore)                

ซึ่งเป็นโครงสร้างท่ีมีความทนทานต่อความร้อน ทนต่อความแห้งแล้ง สารเคมีและสภาวะแวดล้อมท่ีไม่

เหมาะสมต่อการเจริญได้ดี [6]  

B. subtilis เป็นแบคทีเรียท่ีมีความส าคัญและมีประโยชน์มาก สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว

ประเภทไลโปเปปไทด์ ฟอสโฟลิปิด และกรดไขมัน ซึ่งสามารถน าไปใช้อุตสาหกรรมการเกษตร อาหารและ

เบียร์ เครื่องหนัง กระดาษ เครื่องส าอาง ยา และอุตสาหกรรมปิโตรเลียม [17] นอกจากนี้ B. subtilis ยัง

เป็นจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถสร้างสารปฏิชีวนะแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) มีช่ือว่า Subtilin และ 

Bacitracin ซึ่งมีคุณสมบัติในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกด้วย [16] และในปัจจุบันแบคทีเรียชนิดนี้ 

ถูกน ามาใช้งานทางด้านส่ิงแวดล้อมเป็นจ านวนมาก เช่น B. subtilis สามารถย่อยสลายน้ ามันดีเซลล์ในดิน

ได้ดี [23] 
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    2.5)  การเปลี่ยนแปลงเมทาโบไลต์ที่พบของ B. subtilis เม่ือได้รับ 1-butanol 

1-butanol เป็นแอลกอฮอล์สายส้ัน (C4) และเป็นตัวท าละลายอินทรีย์ท่ีใช้กันอย่างกว้างขวางใน

อุตสาหกรรม 1-butanol สามารถท าให้ไขมันท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ของ B. subtilis มีปริมาณเปล่ียนแปลงไป [7] 

เมื่อศึกษาปริมาณของไขมันประเภทต่างๆ ในเซลล์ของ B. subtilis เมื่อได้รับ 1-butanol โดยใช้เทคนิค 

liquid chromatography – mass spectrometry (LC–MS) คณะวิจัยพบว่า 1-butanol ท าให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงระดับของ Phospholipids และ Glycerolipids ซึ่งเป็นองค์ประกอบของไขมันในเยื่อหุ้ม

เซลล์ โดย Phosphatidylethanolamine (PE), Diglucosyl diacylglycerol (DGDAG) และ 

Phosphatidylserine (PS) มีปริมาณท่ีเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับ 1-butanol ในทางตรงกันข้าม Diacylglycerol 

(DAG) และ Lysyl Phosphatidylglycerol (lysylPG) มีปริมาณท่ีลดลง  

สารเมทาโบไลต์ดังกล่าวเกี่ยวข้องกับผลของระดับของยีน เมื่อ B. subtilis ได้รับ 1-butanol                 

ระดับของยีน pgsA และ mprF ลดลง ส่งผลท าให้ปริมาณของ lysylPG ลดลง ส่วนระดับของยีน pssA               

ไม่เปล่ียนแปลง เมื่อได้รับ 1-butanol แต่ปริมาณของ PS และ PE เพิ่มขึ้น ซึ่งเป็นผลมาจากปริมาณของ

สารต้ังต้นท่ีใช้สังเคราะห์ PS นั้นก็คือ CDP-DAG เพิ่มขึ้น นอกจากนี้ระดับของยีน ugtP ไม่มีการ

เปล่ียนแปลงเมื่อได้รับ 1-butanol แต่ปริมาณ DGDAG เพิ่มขึ้น และปริมาณ DAG ลดลง ซึ่งเป็นผลจาก

เอนไซม์ YfnI ทีช่วยเร่งให้ DGDAG และ PG ซึ่งเป็นสารตั้งต้นผลิต LTA และ DAG ตามล าดับ ท าให้ระดับ

ของยีน yfnI ท่ีลดลง ส่งผลให้ปริมาณ DAG ลดลง และ ปริมาณ DGDAG เพิ่มข้ึน ดังรูปท่ี 1.1 

 

3.) วัตถุประสงค์ของโครงการ 

3.1.) วิเคราะห์และเปรียบเทียบความทนต่อ 1-butanol ของ B. subtilis สายพันธุ์ต่างๆ ท่ี    

  ได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรม 

3.2.) วัดระดับของ phospholipids และ glycerolipids ท่ีเกี่ยวข้องใน B. subtilis สายพันธุ์ 

ต่างๆ ท่ีได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรม 
 

4.) ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

4.1.) เข้าใจกลไกการตอบสนองต่อ 1-butanol ของ B. subtilis ได้ดีขึ้น 

4.2.) ได้ B. subtilis สายพันธุ์ที่มีความทนต่อ 1-butanol ได้ดีขึ้น



 
 

 

 

บทท่ี 2 

วิธีการทดลอง 

 

1.) วัสดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 

 1.1) วัสดุพื้นฐานภายใน 

1.1.1) บีกเกอร์ 

1.1.2) หลอดหยด 

1.1.3) ขวดสารตัวอย่างขนาด 4 ml และ 22 ml พร้อมฝาปิดชนิดเทฟลอน 

1.1.4) Pipette tip 

1.1.5) กระบอกตวง 

1.1.6) Micropipette 

1.1.7) ขวดเล้ียงเช้ือ 

1.1.8) จานอาหารเล้ียงเช้ือ 

1.1.9) หลอดแก้วมีฝาปิด 

1.1.10) Microtube 

1.1.11) หลอดพลาสติก 50 ml 

1.1.12) Glass pipette 
 

 1.2) เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 

1.2.1) เครื่องช่ังน้ าหนัก 

1.2.2) เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge)  

1.2.3) เครื่องเขย่าผสม (Vortex mixer) 

1.2.4) ตู้ดูดควัน  

1.2.5) ตู้บ่มเช้ืออุณหภูมิ 30 °C และ 37 °C
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1.2.6) ตู้บ่มเพาะเช้ือพร้อมเขย่า (Shaking incubator) 

1.2.7) เครื่อง UV-vis spectrophotometer 

1.2.8) เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR machine) 

1.2.9) เครื่องอิเล็คโตรโฟรีซิส 

1.2.10) ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar flow clean bench) 

1.2.11) หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) 

1.2.12) เครื่องถ่ายภาพและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel documentation system) 

1.2.13) เครื่อง Nitrogen concentrator 
 

2.) สายพนัธุ์แบคทีเรีย อาหารเลี้ยงเชือ้ และสารเคมี 

 2.1) สายพันธุ์แบคทีเรีย 

2.1.1) Bacillus subtilis สายพันธุ์ 168 
 

2.2) อาหารเลี้ยงเชื้อ 

2.2.1) 1 M potassium phosphate buffer (pH 7.0)   

2.2.2) 1 M trisodium citrate 

2.2.3) 1 M MgSO4 

2.2.4) 50% glucose 

2.2.5) 50% potassium glutamate 

2.2.6) 10% casein hydrolysate 

2.2.7) 22 mg/ml ferric ammonium citrate  

2.2.8) 20 mg/ml tryptophan 

2.2.9) 18 mg/ml phenylalnine 

2.2.10)  K2HPO4 

2.2.11)  (NH4)2SO4 

2.2.12)  KH2PO4 

2.2.13)  Na-citrate·2H2O 

2.2.14)  yeast extract 



11 

 

 

2.2.15)  Tryptone 

2.2.16)  Agar 

2.2.17)  72.86 g/l CaCl2.2H2O       

2.2.18)  15.29 g/l FeCl3.6H2O                             

2.2.19)  10g/l MnCl2.4H2O                                          

2.2.20)  10 g/l ZnCl2                                                  

2.2.21)  43 g/l CuCl2.2H2O                                           

2.2.22)  10 g/l CoCl2.6H2O                         

2.2.23)  10 g/l NaMoO4.2H2O                                                 

2.2.24)  47 g/l Na2SeO4   

2.2.25)  น้ าปราศจากไอออน (deionized water) 
 

2.3) สารเคมี 

2.3.1) 1-butanol 

2.3.2) 100 µg/ml spectinomycin  

2.3.3) 5 µg/ml chloramphenicol 

2.3.4) 30 µg/ml kanamycin  

2.3.5) Glycerol 

2.3.6) 10 xlong PCR buffer with MgCl2 

2.3.7) dNTP mix (2 nm) 

2.3.8) Forward primer (10 mM in H2O) 

2.3.9) Reverse primer (10 mM in H2O) 

2.3.10) Long PCR enzyme 

2.3.11) Chloroform (ACS grade) 

2.3.12) Methanol (ACS grade) 

2.3.13) 0.1 M Isopropylthiogalactoside (IPTG) 
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3.) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

3.1.) Modified Competence (MC) media ส าหรับ Transformation มีส่วนประกอบดังนี้ [18]

สารละลาย                                             

1 M potassium phosphate buffer   

      (pH7.0)                                                             

1 M trisodium citrate                                    

1 M MgSO4                                                 

50% glucose                                              

50% potassium glutamate                        

10% casein hydrolysate                               

22 mg/ml ferric ammonium citrate                                               

20 mg/ml tryptophan

ความเข้มข้นสุดท้าย                         

100 mM                                                       

                              

3 mM                                  

3 mM                                  

2%                                         

0.2%                               

0.1%                                         

22 µg/ml                           

50 µg/ml  

ปริมาตรในสารละลาย 20 ml                      

2 ml                                                 

                                                            

60 µl                                              

60 µl                                             

800 µl                                             

160 µl                                              

200 µl                                                 

20 µl                                                       

50 µl

 

3.2.) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria Broth (LB) 

 ส าหรับอาหารเล้ียงเช้ือ LB 1000 ml ช่ัง tryptone 10 g, yeast extract 5 g, NaCl 10 g และ 

agar 15 g ใส่บีกเกอร์จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 1000 ml ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized Water) 

ก่อนน าไปท าให้ปลอดเช้ือด้วยวิธี autoclave 

 

3.3) การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Spizizen’s minimal media (SMM) [19],[20] 

ส าหรับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media (SMM) ปริมาตร 1000 ml              

ช่ัง (NH4)2SO4 2 g, K2HPO414 g, KH2PO4 6 g, Na-citrate·2H2O 1.14 g และ 1 M MgSO4 1 จากนั้น

ใส่สารเพิ่มเติม (supplement) ดังนี ้ 
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สารละลาย                                   

72.86 g/l CaCl2.2H2O                         

15.29 g/l FeCl3.6H2O                            

10g/l MnCl2.4H2O                                         

10 g/l ZnCl2                                                 

43 g/l CuCl2.2H2O                                          

10 g/l CoCl2.6H2O                        

10 g/l NaMoO4.2H2O                                                

47 g/l Na2SeO4  

ความเข้มข้นสุดท้าย                  

5.5 mg                                

15.29 mg                                 

1.0 mg                                    

1.7 mg                                    

1.7 mg                                  

0.6 mg                                   

0.6 mg                                   

0.47 mg     

ปริมาตรในสารละลาย 1000 ml                      

100 µl                                                          

1.0 ml                                                    

100 µl                                                   

170 µl                                                       

10 µl                                               

10 µl                                                        

10 µl                                                          

10 µl                             

ปรับปริมาตรเป็น 1000 ml ด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water) ก่อนน าไปท าให้ปลอดเช้ือด้วย

วิธี autoclave หลังจากนั้นเติมแหล่งคาร์บอน ได้แก่ 50% glucose 10 ml, 20 mg/ml tryptophan               

1 ml และ 18 mg/ml phenylalanine 1 ml ท่ีท าให้ปลอดเช้ือด้วยวิธีการกรอง 

4.) ขั้นตอนการทดลอง  

4.1) การน าพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่ท าการตัดต่อในหลอดทดลองเข้าสู่เซลล์ของ B. subtilis             

โดยวิธี Transformation เพื่อดัดแปลงทางพันธุกรรม (Mutant) 

 น า B. subtilis 168 ท่ีเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเขี่ยบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB และ

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นน าเช้ือมาเล้ียงในหลอดท่ีมีอาหารเล้ียง

เช้ือ LB (5 ml) บ่มบนเครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา             

12-16 ช่ัวโมง จากนั้นปิเปต 100 µl (2%) B. subtilis สายพันธุ์ 168 ในหลอดท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ LB 

ดังกล่าว ลงในหลอดท่ีมี MC media (5 ml) บ่มบนเครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง (ค่า optical density ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm (OD600)                 
มีค่าประมาณ 0.8-0.9) จากนั้นน าพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่เซลล์ของ B. subtilis สายพันธุ์ 168   

โดยน าเช้ือดังกล่าว 1 ml ใส่ในหลอดท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมท่ีไดจากการเช่ือมต่อกับพลาสมิดพาหะ 5 µl                      

(ท่ีได้ตัดต่อไว้ในห้องปฏิบัติการ) น าไปเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นท า

การตกตะกอนเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 16.3 x 1000 g เป็นเวลา 1 นาที น าสารละลายออกไป 

700 µl  แล้วน า pellet กับสารละลายท่ีเหลือมาเล้ียงบนอาหารแข็ง LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ ดังนี้          
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พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม ยาปฏิชีวนะ 

pBluescript II:ugtP::spcR Spectinomycin ความเข้มข้น 100 µg/ml 

pBluescript II:yfnI::spcR Spectinomycin ความเข้มข้น 100 µg/ml 

pBluescript II:mprF::catR Chloramphenicol ความเข้มข้น 5 µg/ml 

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง จากนั้นเลือกเช้ือมา 1 โคโลนี และน าไปเล้ียง

ในหลอดท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ LB 5 ml บ่มบนเครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง (รุ่นท่ี 1) เล้ียงเช้ือท้ังหมด 3 รุ่น และน า B. subtilis ท่ีได้ไปตรวจสอบการ

กลายพันธุ์ (mutation) ของยีนในล าดับต่อไป 

4.2) การตรวจสอบ B. subtilis ที่ได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรม ด้วยเทคนิค Polymerase chain 

reaction (PCR) 

 น า B. subtilis ท่ีได้รับการกลายพันธุ์ (รุ่นท่ี 3) จาก 5.1 มาตรวจสอบ genomic DNA เพื่อยืนยัน

การดัดแปลงทางพันธุกรรม โดยน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ก่อนจะน าไป

เพิ่มปริมาณด้วยสวนผสมปฏิกิริยา ปริมาตร 12.5 µl ซึ่งประกอบด้วย 10x long PCR buffer with 

MgCl2 1.25 µl, dNTP mix (2 nm) 0.312 µl, Forward primer (10 mM ในน้ า) 0.375 µl, Reverse 

primer (10 mM ในน้ า) 0.375 µl, gDNA หรือโคโลนีของ B. subtilis สายพันธุ์ท่ีต้องการวิเคราะห์  

(1:5000) 0.25 µl, long PCR enzyme (5 µl/ml) 0.125 µl และน้ าปราศจากไอออน 8.875 µl จากนั้น

น าไปท าปฏิกิริยา PCR ตามข้ันตอน ดังนี้ 

ปฏิกิริยา                                                                        

1. แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบเริ่มต้น (initial denaturing)                                                                

2. แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing)                                                          

3. ดีเอ็นเอเริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing)                                                 

4. สังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากดีเอ็นเอเริ่มต้น (extension)                                                                

5. สังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension)  

อุณหภูมิ (oC)                                

94                                   

96                                 

54.2                               

68                                  

68 

เวลา (นาที)                      

3.00                                

0.20                                 

0.30                               

5.30                          

10.0
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ท าปฏิกิริยาขั้นตอนท่ี 2-4 ซึ่งเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ท้ังหมด 35 รอบ และวิเคราะห์ขนาดของช้ินดีเอนเอด้วย

เทคนิค Gel electrophoresis น าผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการท า PCR มาท าการตรวจสอบขนาดของช้ินส่วน  

ดีเอ็นเอ โดยใช้ 0.8% agarose gel ใน 0.5 x TBE buffer ย้อมด้วย ethidium bromide ใช้ดีเอ็นเอ

มาตรฐานชนิด 1 kb เป็นตัวเปรียบเทียบ ตรวจสอบแผ่นเจลโดยน าไปส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

พร้อมท าการบันทึกภาพและวิเคราะห์ 

4.3) ทดสอบความทนต่อ 1-butanol ส าหรับ B. subtilis ที่ถูกดัดแปลงทางพันธุกรรม (Mutant) 

น า B. subtilis สายพันธุ์ 168 (ใช้เป็นตัวเปรียบเทียบ) และ B. subtilis ท่ีถูกดัดแปลงทาง

พันธุกรรมเรียบร้อยแล้ว (LPG31, UGT31, LTA31, PU31 และ LM31) ดังตารางท่ี 2.1 มาเขี่ยบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ (UGT31 และ LTA31 ใช้ spectinomycin ความเข้มข้น 100 µg/ml, 

LPG31 ใช้ chloramphenicol ความเข้มข้น 5 µg/ml, LM31 และ PU31 ใช้ chloramphenicol ความ

เข้มข้น 5 µg/ml และ spectinomycin ความเข้มข้น 50 µg/ml ส่วน B. subtilis สายพันธุ์ 168 ไม่ต้อง

เติมยาปฏิชีวนะ) และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นน าเช้ือมาเล้ียงใน

หลอดท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media (5 ml) บ่มบนเครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบ              

ตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 17 ช่ัวโมง น าเช้ือจากหลอดดังกล่าว 400 µl (2%) เล้ียงใน

ขวดเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media 20 ml บมบนเครื่องเขยา ความเร็ว 200 

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4-5 ช่ัวโมง (ค่า optical density ท่ีความยาวคล่ืน 

600 nm (OD600)  อยู่ประมาณ 0.2-0.3) การทดสอบความทนต่อ 1-butanol โดยใส่น้ าท่ีปลอดเช้ือ                

(ตัวควบคุม) เปรียบเทียบกับแบบท่ีใส่ 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) โดยท า 3 ซ้ า น าไปบ่มบน

เครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยวัดค่า OD600 ทุกๆ 3 ช่ัวโมง          

จนครบ 12 ช่ัวโมง 

4.4) ทดสอบความทนต่อ 1-butanol ส าหรับ B. subtilis ที่ได้รับการเพิ่มปริมาณยีนที่สนใจ 

(Overexpression) 

น า B. subtilis สายพันธุ์ 168 (ใช้เป็นตัวเปรียบเทียบ) และ B. subtilis ได้รับการเพิ่มปริมาณยีน

ท่ีสนใจ (OPS, OUG, OPG, OPU และLMOPU) ดังตารางท่ี 2.1 มาเขี่ยบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB ท่ีเติมยา

ปฏิชีวนะ Kanamycin ท่ีมีความเข้มข้น 30 µg/ml และ 1% กลูโคส น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นน าเช้ือมาเล้ียงในหลอดท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal 
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media (5 ml), Kanamycin ท่ีมีความเข้มข้น 30 µg/ml, 1 % glucose และ 0.1 M IPTG                  

(Isopropyl thiogalactoside) บมบนเครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 17 ช่ัวโมง น าเช้ือจากหลอดดังกล่าว 400 µl (2%) ใส่ลงในขวดเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหาร

เล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media (20 ml) บมบนเครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 ช่ัวโมง (ค่า optical density ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm (OD600)                                 
มีค่าประมาณ 0.2-0.3) ในการทดสอบความทนต่อ 1-butanol จะใส่น้ าท่ีปลอดเช้ือ (ตัวควบคุม) 

เปรียบเทียบกับแบบท่ีใส่ 1% 1-butanol โดยท า 3 ซ้ า น าไปบ่มบนเครื่องเขยา ความเร็ว 200 รอบต่อ

นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยวัดค่า OD600 ทุกๆ 3 ช่ัวโมง จนครบ 12 ช่ัวโมง 

ตารางท่ี 2.1 แสดงช่ือสายพันธุ์ของ B. subtilis และยีนท่ีเกี่ยวข้อง 

ช่ือสายพันธุ์ ยีนท่ีเกี่ยวข้อง 
LPG31 กลายพันธุ์ในยีน mprF 
UGT31 กลายพันธุ์ในยีน ugtP 
LTA31 กลายพันธุ์ในยีน yfnI 
PU31 กลายพันธุ์ในยีน pssA และ ugtP 
LM31 กลายพันธุ์ในยีน yfnI และ mprF 
OPS การแสดงออกมากกว่าปกติในยีน pssA 
OUG การแสดงออกมากกว่าปกติในยีน ugtP 
OPG การแสดงออกมากกว่าปกติในยีน pgsA 
OPU การแสดงออกมากกว่าปกติในยีน pssA และ ugtP 
LMOPU การแสดงออกมากกว่าปกติในยีน pssA และ ugtP ใน LM31 

 

4.5) การสกัดไขมันจาก B. subtilis ที่ได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรมและเพิ่มปริมาณยีนที่สนใจ 

เพื่อเตรียมวิเคราะห์ด้วยเทคนิค liquid chromatography – mass spectrometry 

ในการเตรียมตัวอย่างก่อนการสกัด B. subtilis นั้น ท าการเล้ียงเช้ือ B. subtilis ในลักษณะ

เดียวกับการทดสอบความทนต่อ 1-butanol (ข้อ 4.3 และ 4.4) แต่จะใช้เวลาในการบ่มบนเครื่องเขย่า

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง น าทุกขวดมาวัดค่า OD600  

ส าหรับท า Normalization และน าเช้ือท่ีเหลือไปปั่นเหวี่ยง ส าหรับ B. subtilis ท่ีได้รับการกลายพันธุ์
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(Mutant) ใช้ความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส                

ส่วน B. subtilis ท่ีได้รับการเพิ่มปริมาณยีนท่ีสนใจ (Overexpression) ใช้ความเร็ว 2500 รอบต่อนาที                   

เป็นเวลา 25 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นเทสารละลายส่วนบน (supernatant) ท้ิงไป จากนั้นล้าง pellet                    

ด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media (SMM) ท่ีไม่มีสารเพิ่มเติม (supplement) 20 ml                    

แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วดังกล่าวอีกครั้ง เทสารละลายท้ิง แล้วเก็บ pellet ไว้ เพื่อน าไปสกัดในล าดับ

ถัดไป 

ในส่วนของการสกัดไขมันนั้น น า pellet ข้างต้น มาล้างด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s 

minimal media (SMM) ท่ีไม่มี supplement 1.5 ml และท าการสกัดโดยใช้ chloroform : methanol 

สัดส่วนเท่ากับ 2 : 1 ปริมาตร 4.5 ml จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง ส าหรับ B. subtilis ท่ีได้รับการกลายพันธุ์ 

(Mutant) ท่ีความเร็ว 1500 g เป็นเวลา 3 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ส่วน B. subtilis ท่ีได้รับการ

เพิ่มปริมาณยีนท่ีสนใจ (Overexpression) ใช้ความเร็ว 1500 g เป็นเวลา 3 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อให้

เกิดการแยกช้ัน โดยสารละลายช้ันบนเป็นส่วนของ methanol และน้ า ส่วนสารละลายใสช้ันล่างเป็นส่วน

ของ chloroform โดยจะมีไขมันชนิดต่างๆ ละลายอยู่ในช้ันนี้  น าสารละลายท่ีอยู่ในช้ันของคลอโรฟอร์ม

มาระเหยตัวท าละลายออกด้วยแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 30 นาที หรือจนกว่าจะแห้ง จากนั้นเก็บไว้ท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะห์ด้วย LC–MS ในล าดับต่อไป 

 

 

 



 
 

 

 

บทท่ี 3 

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 

1) การดัดแปลงหรือเพิ่มปริมาณทางพันธุกรรมของ B. subtilis 

 ในงานวิจัยก่อนหน้าโดย Vinayavekhin และคณะ [7] พบว่ามีการเปล่ียนแปลงของระดับ 

Phospholipids และ Glycerolipids ซึ่งเป็นองค์ประกอบของไขมันในเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อเติม 1-butanol 

ลงใน culture ของ B. subtilis โดย Phosphatidylethanolamine, Diglucosyl diacylglycerol และ 

Phosphatidylserine มีปริมาณท่ีเพิ่มขึ้นเมื่อใส่ 1-butanol ในทางตรงกันข้าม Diacylglycerol และ 

Lysyl Phosphatidylglycerol มีปริมาณท่ีลดลง ผู้วิจัยจึงท าการดัดแปลงยีนต่างๆ ของ B. subtilis             

ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 เพื่อศึกษาผลของไขมันประเภทฟอสโฟลิปิดและกลีเซอโรลิปิด ซึ่งเป็นองค์ประกอบ

ของเย่ือหุ้มเซลล์ (รูปท่ี 1.1) ต่อความทนต่อ 1-บิวทานอลของ B. subtilis 

 วิธีการดัดแปลงพันธุกรรม (Mutant) ท าได้โดยการตัดต่อใส่ยีนท่ีต้องการ ซึ่งในท่ีนี้ คือ mprF, 

ugtP และ yfnI พร้อมท้ัง sequence ส่วนท่ี upstream หรือ downstream ของยีนนั้นๆ ประมาณ 

1000 bp เข้าไปในพลาสมิด pBluescript II (-) จากนั้นท าการแทนท่ี sequence ของยีนนั้นๆ ด้วยช้ินยีน

ท่ีใช้โค้ดยาปฏิชีวนะชนิด chloramphenicol หรือ spectinomycin ตามท่ีระบุข้างต้น เพื่อใช้ประโยชน์

ในการเลือกเซลล์ของ B. subtilis ท่ีรับพลาสมิดท่ีตัดต่อนี้เข้าไปในเซลล์ ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยได้ท าการ

น าส่งพลาสมิดท่ีได้ท าการดัดแปลงยีนท่ีสนใจแล้วเข้าไปในเซลล์ของ B. subtilis โดยอาศัยวิธีการ

transformation ตามธรรมชาติท่ี B. subtilis จะได้รับพลาสมิดจากสภาพแวดล้อม เมื่ออยู่ในสภาวะท่ี

เหมาะสม ซึ่ งในท่ีนี้ เลียนแบบสภาวะนั้นโดยการเล้ียงเช้ือใน MC media เนื่องจากพลาสมิด                  

pBluescript II (-) ไม่มีจุดเริ่มต้นของการเรพพลิเคช่ัน (origin of replication) ส าหรับท าการเพิ่มปริมาณ

ใน B. subtilis เมื่อมีการแบ่งเซลล์ โคโลนีของ B. subtilis ท่ีโตได้บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมียาปฏิชีวนะชนิด

chloramphenicol หรือ spectinomycin จึงเป็นเช้ือท่ีเกิด homologous recombination ระหว่าง 

sequence upstream และ downstream ของยีนท่ีสนใจบนพลาสมิดกับ sequence เดียวกันบน 

genomic DNA แทนช้ินยีน ท่ีเราสนใจจะท าการกลายพันธุ์ เ ท่านั้น  เ ช้ือท่ีโตได้บนอาหาร
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เล้ียงเช้ือมียาปฏิชีวนะท่ีเหมาะสมนี้ จึงมีโอกาสสูงท่ีจะเกิดการกลายพันธุ์  (Mutant) ท่ีเราต้องการ 

นอกจากนี้ ผู้วิจัยได้น า B. subtilis สายพันธุ์ที่ได้รับการกลายพันธุ์แล้วสายพันธุ์ LPG31 และ UGTP31 มา

ท าการกลายพันธุ์อีกครั้งด้วยวิธีการดังกล่าว โดยท าการตัดต่อช้ินยีน yfnI ในสายพันธุ์ LPG31 เพื่อให้ได้

สายพันธุ์ LM31 และช้ินยีน pssA ในสายพันธุ์ UGT31 เพื่อให้ได้สายพันธุ์ PU31 

ส าหรับการสร้างสายพันธุ์ของ B. subtilis เพื่อให้มีการเพิ่มปริมาณยีน (overexpression) ท่ีเรา

สนใจนั้น มีวิธีการท าได้โดยการตัดต่อช้ินยีนท่ีเราสนใจ ได้แก่ ยีน pssA, pgsA และ ugtP เข้าไปใน   

พลาสมิด pHK พร้อมกับตัดต่อ promoter Pspac เข้าไปในส่วนท่ี upstream ของยีนนั้น ผู้วิจัยได้

พยายามท าการน าส่ง พลาสมิด pHK ท่ีมียีนท่ีเราสนใจเข้าไปใน B. subtilis ด้วยวิธีการ transformation 

ตามธรรมชาติ ดังเช่นในกรณีของการกลายพันธุ์ (mutant) ข้างต้น อย่างไรก็ดีวิธีนี้ไม่ส่งผลให้เซลล์ของ    

B. subtilis โตได้บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมียา kanamycin ซึ่งเป็นช้ินยาท่ีถูกโค้ดบนพลาสมิด pHK ได้เลย    

ซึ่งหมายความว่าผู้วิจัยไม่สามารถน าส่งพลาสมิดท่ีต้องการเข้าไปใน B. subtilis ได้ส าเร็จด้วยวิธีการ 

transformation ตามธรรมชาตินี้ ท้ังนี้มีวิธีการท่ีใช้ในการน าส่งพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ของ B. subtilis ใน

ห้องปฏิบัติการอีกวิธีหนึ่ง คือ วิธีการน าส่งถ่ายยีนโดยใช้กระแสไฟฟ้า (electroporation) เมื่อคณะวิจัยได้

ท าการน าส่งพลาสมิดด้วยวิธีนี้  คณะวิ จัยพบว่าได้ผลส าเร็จเป็นอย่างดี โดยสายพันธุ์ ท่ี เพิ่มยีน  

(overexpression) ท่ีต้องการสามารถโตได้บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมียา kanamycin ได้ท้ังหมดตามต้องการ 

 

2) การตรวจสอบ B. subtilis ที่ได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค Polymerase chain 

reaction (PCR) 

เพื่อท าการตรวจสอบ B. subtilis ท่ีรับการดัดแปลงทางพันธุกรรมว่ายีนท่ีต้องการศึกษาได้ถูก

ลบท้ิงหรือปรับเปล่ียนทางพันธุกรรมท่ี genomic DNA จริง ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบ B. subtilis สายพันธุ์ 

LPG31, UGT31 และ LTA31  ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งเป็นการเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอ region ท่ีต้องการ โดยอาศัยหลักการ DNA Replication จากนั้นท าการตรวจสอบขนาดของ

ช้ินส่วนดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค Gel electrophoresis  
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ผลการตรวจสอบ B. subtilis สายพันธุ์ LPG31 ซึ่งมีการกลายพันธุ์ท่ียีน mprF พบแถบดีเอ็นเอ

ของยีน mprF (lane 1) ขนาดประมาณ 2800 bp ดังรูป 3.1 ซึ่งแถบดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดใกล้เคียงกับ

ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีมีการแทนยีน mprF ด้วยช้ินยาปฏิชีวนะ chloramphenicol ขนาด 2879 bp (ช้ินส่วน

ของยีน mprF ท่ีไม่ได้รับการกลายพันธุ์จะมีขนาด 4548 bp) ซึ่งแสดงว่า B. subtilis สายพันธุ์ LPG31                     

มีการกลายพันธุ์ที่ยีน mprF จริง 

 

รูปท่ี 3.1 ภาพถ่าย agarose gel B. subtilis สายพันธุ์ LPG31 แสดงแถบ DNA ของยีน mprF (lane 1)                       

โดยมีดีเอ็นเอมาตรฐาน (M) คือ 1 Kb plus DNA ladder 

 

ส าหรับ B. subtilis สายพันธุ์ UGT31 ซึ่งมีการกลายพันธุ์ท่ียีน ugtP พบแถบดีเอ็นเอของยีน 

ugtP (lane 1) ขนาดประมาณ 3200 bp ดังรูป 3.2 ซึ่งแถบดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดใกล้เคียงกับช้ินส่วนดีเอ็น

เอท่ีมีการแทนยีน ugtP ด้วยช้ินยาปฏิชีวนะ spectinomycin ขนาด 3215 bp และพบแถบ genomic 

DNA ของ B. subtilis สายพันธุ์ 168 ท่ีใช้เปรียบเทียบ ซึ่งก็คือช้ินส่วนของยีน ugtP ท่ีไม่ได้รับการกลาย

พันธุ์ (lane 2) ขนาดประมาณ  2500 bp ดังรูป 3.2 ซึ่งแถบดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดใกล้เคียงกับช้ินส่วนของ

ยีน ugtP ท่ีไม่ได้รับการกลายพันธุ์ ท่ีมีขนาด 2553 bp แสดงว่า B. subtilis สายพันธุ์ UGT31 มีการ          

กลายพันธุ์ที่ยีน ugtP จริง 
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รูปท่ี 3.2 ภาพถ่าย agarose gel  B. subtilis สายพันธุ์ UGT31 แสดงแถบดีเอ็นเอของยีน ugtP (lane 1) 

และแถบ genomic DNA ของ B. subtilis สายพันธุ์ 168 (lane 2) โดยมีดีเอ็นเอมาตรฐาน (M) คือ 1 Kb 

plus DNA ladder 

 

ส าหรับ B. subtilis สายพันธุ์ LTA31 ซึ่งมีการกลายพันธุ์ท่ียีน yfnI ไม่พบแถบดีเอ็นเอของยีน 

yfnI และไม่พบแถบ genomic DNA ของ B. subtilis สายพันธุ์ 168 สาเหตุอาจเกิดจากบัฟเฟอร์หรือ

เอนไซม์ท่ีใช้ในปฏิกิริยาไม่เหมาะสม และอุณหภูมิ annealing ไม่เหมาะสม ผู้วิจัยจึงปรับเปล่ียนความ

เข้มข้นของเช้ือแม่แบบ (template) ของ B. subtilis ท่ีคาดว่าจะเป็นสายพันธุ์ LTA31 และเปล่ียนชนิด

เอมไซม์ polymerase รวมท้ังบัฟเฟอร์ท่ีใช้ในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase 

chain reaction เป็น kodakaraensis (KOD) ปรากฏว่ายังไม่พบแถบดีเอ็นเอของยีน yfnI และไม่พบแถบ 

genomic DNA ของ B. subtilis สายพันธุ์ 168 ซึ่งช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีมีการแทนยีน yfnI ด้วยช้ินยา

ปฏิชีวนะ spectinomycin จะต้องมีขนาด 4044 bp และช้ินส่วนของยีน yfnI ท่ีไม่ได้รับการกลายพันธุ์จะ

มีขนาด 4161 bp ซึ่งจะต้องมีการปรับเปล่ียนสภาวะให้เหมาะสมต่อไปในอนาคต 
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3) การทดสอบความทนต่อ 1-butanol 

การล้ียงเช้ือ B. subtilis สายพันธุ์ป่า (wild type; สายพันธุ์ 168) และ B. subtilis ท่ีได้รับการ

ดัดแปลงทางพันธุกรรมหรือได้รับการเพิ่มปริมาณยีนท่ีสนใจ ท าในอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal 

media ท่ีใส่ 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) เปรียบเทียบกับไม่ใส่ 1-butanol (เติมน้ าท่ีปลอดเช้ือ; 

ตัวควบคุม) โดยผู้วิจัยได้ท าการใส่ 1-butanol เมื่อ optical density ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm (OD600)  
มีค่าประมาณ 0.2-0.3 เนื่องจากเป็นค่าท่ีการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอยู่ในช่วงระยะพักช่วงปลาย               

(late lag) ซึ่งเป็นระยะแรกที่แบคทีเรียเริ่มปรับตัวกับอาหารและส่ิงแวดล้อมใหม่ได้ หรือใกล้ระยะแบ่งตัว

ทวีคูณ (early exponential phase) ซึ่งเป็นระยะท่ีแบคทีเรียจะเริ่มมีการเพิ่มจ านวนมากท่ีสุด ด้วยอัตรา

การแบ่งตัวท่ีคงท่ี หลังจากใส่ 1-butanol ได้ติดตามการเจริญเติบโตต่อเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จนถึงระยะ

คงท่ี (stationary phase) ซึ่งไม่มีการเปล่ียนแปลงของจ านวนเซลล์มากนัก ท้ังนี้ ได้ท าการทดลองใน

อาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media เพราะเป็นอาหารท่ีทราบองค์ประกอบท้ังหมด ท าให้ง่าย

ต่อการวิเคราะห์ปริมาณของเมทาโบไลต์ในขั้นถัดไป 

 

3.1) B. subtilis ท่ีได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรม (Mutant) 

 การทดสอบความทนต่อ 1-butanol มีสมมติฐานดังนี้ B. subtilis สายพันธุ์ LPG31, LTA31 และ 

LM31 ควรมีความทนต่อ 1-butanol ได้ดีขึ้น เพราะการปรับเปล่ียนยีนเหล่านี้ควรท าให้ปริมาณของ 

lysylPG, DAG และท้ัง lysylPG และ DAG ลดลงตามล าดับ ซึ่งเป็นไปตามผลท่ีได้จากการทดลองก่อนหน้า 

(รูปท่ี 1.1) ท่ีปริมาณของเมทาโบไลต์เหล่านี้ลดลงเพื่อตอบสนองต่อ 1-butanol ส่วน B. subtilis               

สายพันธุ์ UGT31 และ PU31 ควรมีความทนต่อ 1-butanol ได้แย่ลง เพราะการกลายพันธุ์ท่ียีนเหล่านี้

ควรท าให้ปริมาณ DGDAG และท้ัง DGDAG, PS และ PE ลดลงตามล าดับ ซึ่งตรงกันข้ามกับผลการ

ตอบสนองต่อ 1-butanol ตามรูปท่ี 1.1 

จากการเล้ียงเช้ือ B. subtilis สายพันธุ์ป่า (wild type; สายพันธุ์ 168) และ B. subtilis ท่ีได้รับ

การดัดแปลงทางพันธุกรรม ได้แก่ LPG31, UGT31, LTA31, PU31 และ LM31 ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

Spizizen’s minimal media ท่ีใส่ 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) เปรียบเทียบกับไม่ใส่ 1-butanol 

(เติมน้ าท่ีปลอดเช้ือ; ตัวควบคุม) ผลท่ีได้จากการทดลองแสดงดังรูปท่ี 3.3 และ 3.4 จะเห็นได้ว่า 1% (v/v) 

1-butanol ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ B. subtilis ท าให้เช้ือมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีช้ากว่าปกติ  
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เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือ B. subtilis ได้แก่ สายพันธุ์ LPG31, UGT31, LTA31, PU31 และ 

LM31 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใส่ 1% (v/v) 1-butanol เปรียบเทียบกับ B. subtilis สายพันธุ์ป่า ท่ีใส่ 1% 

(v/v) 1-butanol ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง และใช้ t-test ทดสอบความมีนัยส าคัญท่ีระดับ 0.05 พบว่า                   

B. subtilis สายพันธุ์ LM31 และ PU31 มีอัตราการเจริญเติบโตแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับ 

B. subtilis สายพันธุ์ป่า นั่นคือ B. subtilis สายพันธุ์ LM31 และ PU31 มีอัตราการเจริญเติบโตดีกว่า                 

B. subtilis สายพันธุ์ป่า ส่วน B. subtilis สายพันธุ์ LPG31, UGT31 และ LTA31 มีอัตราการเจริญเติบโต

ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเทียบกับ B. subtilis สายพันธุ์ป่าท่ีใส่ 1% (v/v) 1-butanol 

 

 

รูปท่ี 3.3 การเจริญเติบโตของ B. subtilis สายพันธุ์ป่า และ B. subtilis สายพันธุ์ LPG31, UGT31 และ 

LPG31 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media ท่ีเติม 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) 

เปรียบเทียบกับตัวควบคุม 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0 3 6 9 12

OD
60

0 

Time (h) 

WT control

WT 1%BuOH

UGT31 control

UGT31 1%BuOH

LPG31 control

LPG31 1%BuOH

LTA31 control

LTA31 1%BuOH



24 

 

 

 

รูปท่ี 3.4 การเจริญเติบโตของ B. subtilis สายพันธุ์ป่า และ B. subtilis สายพันธุ์ PU31 และ LM31 ใน

อาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media ท่ีเติม 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) เปรียบเทียบกับ

ตัวควบคุม 
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ตารางท่ี 3.1  ค่า OD600 ของ B. subtilis สายพันธุ์ป่า และ B. subtilis สายพันธุ์ LPG31, UGT31 และ 

LTA31 เปรียบเทียบระหว่างการเติม 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) และตัวควบคุม 
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1%
 B

uO
H 

1 
1%

 B
uO

H 
2 

1%
 B

uO
H 

3 

average 
control 

sdm 
control 

average 
1%BuOH 

Sdm 
1%BuOH 

W
T 

0 0.324 0.326 0.318 0.314 0.294 0.290 0.323 0.002 0.299 0.007 
3 1.206 1.048 1.100 0.662 0.672 0.621 1.118 0.046 0.652 0.016 
6 1.828 1.620 1.730 0.930 0.935 0.885 1.726 0.060 0.917 0.016 
9 2.250 2.125 2.220 1.175 1.390 1.090 2.198 0.038 1.218 0.089 

12 2.206 2.125 2.180 1.395 1.395 1.240 2.170 0.024 1.343 0.052 

UG
T3

1 

0 0.368 0.358 0.344 0.374 0.348 0.346 0.357 0.007 0.356 0.009 
3 1.270 1.026 1.020 0.734 0.696 0.726 1.105 0.082 0.719 0.012 
6 1.748 1.595 1.610 0.930 0.905 0.922 1.651 0.049 0.919 0.007 
9 2.145 2.100 2.185 1.110 1.070 1.065 2.143 0.025 1.082 0.014 

12 2.030 1.990 2.150 1.300 1.215 1.255 2.057 0.048 1.257 0.025 

LP
G3

1 

0 0.256 0.248 0.244 0.264 0.238 0.272 0.249 0.004 0.258 0.010 
3 0.912 0.898 0.861 0.590 0.496 0.538 0.890 0.015 0.541 0.027 
6 1.452 1.618 1.285 0.718 0.758 0.745 1.452 0.096 0.740 0.012 

9 1.985 2.240 1.705 1.000 1.010 1.000 1.977 0.154 1.003 0.003 
12 2.060 2.170 2.015 1.280 1.485 1.255 2.082 0.046 1.340 0.073 

LT
A3

1 

0 0.290 0.294 0.312 0.272 0.258 0.304 0.299 0.007 0.278 0.014 
3 1.012 1.017 1.110 0.594 0.633 0.627 1.046 0.032 0.618 0.012 
6 1.450 1.562 1.838 0.820 0.812 0.858 1.617 0.115 0.830 0.014 
9 1.845 2.040 2.255 1.120 1.130 1.135 2.047 0.118 1.128 0.004 

12 2.025 1.935 2.035 1.425 1.450 1.360 1.998 0.032 1.412 0.027 
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ตารางท่ี 3.2 ค่า OD600 ของ B. subtilis สายพันธุ์ป่า และ B. subtilis สายพันธุ์ PU31 และ LM31 

เปรียบเทียบระหว่างการเติม 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) และตัวควบคุม 
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3 

average 
control 

sdm 
control 

average 
1% BuOH 

sdm 
1% BuOH 

W
T 

0 0.226 0.230 0.232 0.240 0.198 0.178 0.229 0.002 0.205 0.018 
3 0.759 0.792 0.748 0.438 0.374 0.328 0.766 0.013 0.380 0.032 
6 1.188 1.272 1.383 0.666 0.528 0.480 1.281 0.056 0.558 0.056 
9 1.615 1.755 1.805 0.816 0.666 0.633 1.725 0.057 0.705 0.056 
12 2.010 2.095 2.105 0.942 0.816 0.792 2.070 0.030 0.850 0.047 

PU
31

 

0 0.274 0.256 0.260 0.248 0.250 0.268 0.263 0.005 0.255 0.006 
3 0.826 0.798 0.880 0.480 0.464 0.482 0.835 0.024 0.475 0.006 
6 1.359 1.338 1.539 0.795 0.765 0.774 1.412 0.064 0.778 0.009 
9 1.570 1.580 2.070 1.185 1.095 1.150 1.740 0.165 1.143 0.026 
12 2.015 1.980 2.610 1.525 1.435 1.390 2.202 0.204 1.450 0.040 

LM
31

 

0 0.294 0.314 0.326 0.324 0.250 0.286 0.311 0.009 0.287 0.021 
3 0.885 0.891 0.897 0.574 0.470 0.572 0.891 0.003 0.539 0.034 
6 1.512 1.332 1.323 0.855 0.687 0.822 1.389 0.062 0.788 0.051 
9 2.010 1.635 1.705 1.210 0.844 1.055 1.783 0.115 1.036 0.106 
12 2.025 1.970 1.930 1.540 1.020 1.335 1.975 0.028 1.298 0.151 



27 

 

 

3.2) B. subtilis ที่ได้รับการเพิ่มปริมาณยีนที่สนใจ (Overexpression) 

การทดสอบความทนต่อ 1-butanol มีสมมติฐานดังนี้ B. subtilis สายพันธุ์ OPS, OUG, OPU 

และ LMOPU ควรมีความทนต่อ 1-butanol ได้ดีขึ้น เพราะการเพิ่มปริมาณยีนเหล่านี้ควรท าให้ปริมาณ

ของ PS และ PE, DGDAG และท้ัง PS PE และ DGDAG (ส าหรับสายพันธุ์ OPU และ LMOPU) เพิ่มขึ้น

ตามล าดับ ซึ่งเป็นไปตามผลท่ีได้จากการทดลองก่อนหน้า (รูปท่ี 1.1) ท่ีปริมาณของเมทาโบไลต์เหล่านี้

ลดลงเพื่อตอบสนองต่อ 1-butanol ส่วน B. subtilis สายพันธุ์ OPG ควรมีความทนต่อ 1-butanol ได้             

แย่ลง เพราะการเพิ่มปริมาณยีนเหล่านี้ควรท าให้ปริมาณ lysylPG เพิ่มขึ้นและ PE PS ลดลง ซึ่งตรงกัน

ข้ามกับผลการตอบสนองต่อ 1-butanol ตามรูปท่ี 1.1 

ส าหรับ B. subtilis ท่ีได้รับการเพิ่มปริมาณยีนท่ีสนใจ (Overexpression) ได้แก่ OPS, OUG, 

OPG, OPU และ LMOPU นั้น ในอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media ท่ีใช้ประกอบด้วยยา

ปฏิชีวนะ kanamycin ความเข้มข้น 30 µg/ml เพื่อบังคับให้ B. subtilis เก็บพลาสมิดไว้ และใส่                                

0.1 M Isopropylthiogalactoside (IPTG) เพื่อกระตุ้น Pspac promoter และท าให้เกิดการแสดงออกของ

ยีน ก่อนท่ีใส่ 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) เปรียบเทียบกับไม่ใส่ 1-butanol (เติมน้ าท่ีปลอดเช้ือ;     

ตัวควบคุม) ผลท่ีได้จากการทดลองแสดงดังรูปท่ี 3.5 จะเห็นได้ว่าเช้ือ B. subtilis ท่ีได้รับการเพิ่มปริมาณ

ยีนทุกสายพันธุ์มีอัตราการเจริญเติบโตไม่แตกต่างจาก B. subtilis สายพันธุ์ป่า และการใส่ 1% (v/v)                 

1-butanol ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ B. subtilis โดยทุกสายพันธุ์มีอัตราการเจริญเติบโตท่ีช้ากว่า

ปกติ เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือ B. subtilis ได้แก่ สายพันธุ์ OPS, OUG, OPG, OPU และ 

LMOPU ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใส่ 1% (v/v) 1-butanol เปรียบเทียบกับ B. subtilis สายพันธุ์ป่า ท่ีใส่                     

1% (v/v) 1-butanol ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง และใช้ t-test ทดสอบความมีนัยส าคัญท่ีระดับ 0.05 พบว่า                  

B. subtilis ท่ีได้รับการเพิ่มปริมาณยีนท่ีสนใจท้ัง 5 สายพันธุ์ มีอัตราการเจริญเติบโตไม่แตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญกับ B. subtilis สายพันธุ์ป่า ท่ีใส่ 1% (v/v) 1-butanol 
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รูปท่ี 3.5 การเจริญเติบโตของ B. subtilis สายพันธุ์ป่า และ B. subtilis สายพันธุ์ OPS, OUG, OPG, 

OPU และ LMOPU ในอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media ท่ีเติม 1-butanol ความเข้มข้น 

1% (v/v) เปรียบเทียบกับตัวควบคุม 
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ตารางท่ี 3.3  แสดงค่า OD600 ของ B. subtilis สายพันธุ์ป่า และ B. subtilis สายพันธุ์ OPS, OUG, OPG, 

OPU และ LMOPU เปรียบเทียบระหว่างการเติม 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) และตัวควบคุม 

ty
pe

 

tim
e 

co
nt

ro
l 1

 

co
nt

ro
l2

 

co
nt

ro
l 3

 

1%
 B

uO
H 

1 
1%

 B
uO

H 
2 

1%
 B

uO
H 

3 

average 
control 

sdm 
control 

average 
1% BuOH 

sdm      
1% BuOH 

W
T 

 

0 0.222 0.232 0.218 0.184 0.186 0.204 0.224 0.004 0.191 0.006 
3 0.744 0.780 0.822 0.312 0.345 0.378 0.782 0.023 0.345 0.019 
6 1.230 1.422 1.581 0.378 0.444 0.490 1.411 0.101 0.437 0.033 
9 1.660 1.761 2.232 0.528 0.576 0.592 1.884 0.176 0.565 0.019 
12 1.975 2.025 2.040 0.588 0.723 0.810 2.013 0.020 0.707 0.065 

OP
G 

0 0.186 0.172 0.178 0.180 0.188 0.190 0.179 0.004 0.186 0.003 
3 0.664 0.626 0.632 0.342 0.302 0.323 0.641 0.012 0.322 0.012 
6 1.443 1.254 1.221 0.434 0.398 0.410 1.306 0.069 0.414 0.011 
9 2.072 1.612 1.704 0.540 0.528 0.534 1.796 0.141 0.534 0.003 
12 2.320 1.960 1.945 0.633 0.605 0.615 2.075 0.123 0.618 0.008 

OP
S 

0 0.200 0.158 0.178 0.208 0.154 0.198 0.179 0.012 0.187 0.017 
3 0.712 0.712 0.756 0.282 0.287 0.269 0.727 0.015 0.279 0.005 
6 1.590 1.332 1.422 0.426 0.408 0.380 1.448 0.076 0.405 0.013 
9 2.268 1.880 1.844 0.554 0.558 0.536 1.997 0.136 0.549 0.007 
12 2.265 2.115 2.040 0.748 0.705 0.693 2.140 0.066 0.715 0.017 

OU
G 

0 0.140 0.158 0.158 0.138 0.182 0.166 0.152 0.006 0.162 0.013 
3 0.536 0.524 0.570 0.312 0.269 0.239 0.543 0.014 0.273 0.021 
6 1.104 0.960 1.110 0.402 0.360 0.262 1.058 0.049 0.341 0.041 
9 1.616 1.592 1.544 0.520 0.486 0.326 1.584 0.021 0.444 0.060 
12 1.960 1.990 1.780 0.710 0.648 0.400 1.910 0.066 0.586 0.095 

OP
U 

0 0.168 0.174 0.192 0.254 0.202 0.136 0.178 0.007 0.197 0.034 
3 0.674 0.666 0.650 0.293 0.266 0.281 0.663 0.007 0.280 0.008 
6 1.218 1.281 1.254 0.386 0.348 0.376 1.251 0.018 0.370 0.011 
9 1.604 1.840 1.660 0.510 0.426 0.476 1.701 0.071 0.471 0.024 
12 1.875 2.105 1.955 0.625 0.503 0.543 1.978 0.067 0.557 0.036 

LM
OP

U 

0 0.240 0.240 0.234 0.210 0.238 0.236 0.238 0.002 0.228 0.009 
3 0.876 0.898 0.912 0.414 0.485 0.392 0.895 0.010 0.430 0.028 
6 1.383 1.347 1.326 0.572 0.704 0.544 1.352 0.017 0.607 0.049 
9 1.808 1.776 1.748 0.794 1.062 0.742 1.777 0.017 0.866 0.099 
12 2.105 2.075 1.940 1.063 1.545 0.948 2.040 0.051 1.185 0.183 
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4) การวิเคราะห์ไขมันประเภทฟอสโฟลปิิดและกลีเซอโรลิปิดจาก B. subtilis 

 ท าการสกัดไขมันจากเซลล์ของ B. subtilis สายพันธุ์ต่างๆ ในตารางท่ี 2.1 โดยการเล้ียงเช้ือ B. 

subtilis ในลักษณะเดียวกับการทดสอบความทนต่อ 1-butanol เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง แล้วท าการสกัดไขมัน

ด้วยตัวท าละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์มและเมทานอล เพื่อให้เกิดการแยกชัน้ โดยสารละลายช้ันบนเป็น

ส่วนของ methanol และน้ า  ส่วนสารละลายใสช้ันล่างเป็นส่วนของ chloroform โดยจะมีไขมันชนิด

ต่างๆ ละลายอยู่ในช้ันนี้  ในการสกัดไขมันจากเซลล์ของ B. subtilis นี้ เพื่อวัดระดับฟอสโฟลิปิดและ                        

กลีเซอโรลิปิดท่ีเกี่ยวข้องในสายพันธุ์ต่างๆ และวิเคราะห์ผลของการปรับเปล่ียนชนิดของไขมันบนเยื่อหุ้ม

เซลล์ต่อความทน 1-butanol ด้วยเทคนิค liquid chromatography – mass spectrometry                         

ในล าดับถัดไป 



 
 

 

 

บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

 

งานวิจัยนี้สามารถดัดแปลงพันธุกรรมของ B. subtilis สายพันธุ์ 168 โดยการน าพลาสมิดดีเอ็นเอ

สายผสมท่ีท าการตัดต่อในหลอดทดลองเข้าสู่เซลล์ของ B. subtilis โดยวิธี Transformatrion ท าให้ได้สาย

พันธุ์ต่างๆ ท่ีมีการหยุดการแสดงออกของยีน mprF, ugtP, yfnI ในชีววิถีการสังเคราะห์เยื่อหุ้มเซลล์ของ 

B. subtilis ได้แก่ สายพันธุ์ LPG31, UGT31 และ LTA31 ต่อมาสายพันธุ์เหล่านี้ได้รับการตรวจสอบการ

ปรับเปล่ียนทางพันธุกรรมของยีน ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) และวัดขนาดของ

ช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Gel electrophoresis จากนั้นได้ท าการปรับเปล่ียนพันธุกรรมของ B. subtilis 

สายพันธุ์ LPG31 และ UGT31 ต่อโดยได้ท าการลบยีน yfnI ใน B. subtilis สายพันธุ์ LPG31 และยีน 

pssA ใน B. subtilis สายพันธุ์ UGT31 

การทดสอบความทนต่อ 1-butanol ท่ีความเข้มข้น 1% (v/v) ของ B. subtilis สายพันธุ์ 168    

และ B. subtilis ท่ีได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรม (Mutant) สายพันธุ์ LPG31, UGT31, LTA31, PU31 

และ LM31 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media พบว่า B. subtilis สายพันธุ์ PU31 และ 

LM31 ซึ่งมีการกลายพันธุ์ของยีน yfnI/mprF และ pssA/ugtP ตามล าดับ มีความทนต่อ 1-butanol ท่ี

ความเข้มข้น 1% (v/v) ดีกว่า B. subtilis สายพันธุ์ 168  ส่วน LPG31, UGT31 และ LTA31 ซึ่งมีการ

กลายพันธุ์ของยีน mprF, ugtP และ yfnI ตามล าดับ มีความทนต่อ 1-butanol ท่ีความเข้มข้น 1% (v/v) 

ใกล้เคียงกับ B. subtilis สายพันธุ์ 168 

การทดสอบความทนต่อ 1-butanol ของ B. subtilis สายพันธุ์ 168 และ B. subtilis ท่ีได้รับการ

เพิ่มปริมาณยีนท่ีสนใจ (Overexpression)  สายพันธุ์ OPS, OUG, OPG, OPU และ LMOPU ซึ่งมีการ

เพิ่มการแสดงออกของยีน pssA, ugtP, pgsA, pssA/ugtP ในสายพันธุ์ 168 และ pssA/ugtP ในสายพันธุ์ 

LM31 ตามล าดับ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Spizizen’s minimal media  พบว่า B. subtilis ท่ีได้รับการเพิ่ม

ปริมาณยีนท่ีสนใจท้ัง 5 สายพันธุ์ มีความทนต่อ 1-butanol ท่ีความเข้มข้น 1% (v/v) ใกล้เคียงกับ                   

B. subtilis สายพันธุ์ 168 
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ผู้วิจัยสามารถสกัดไขมันจากเซลล์ของ B. subtilis ได้ด้วยตัวท าละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์ม

และเมทานอล เพื่อวัดระดับฟอสโฟลิปิดและกลีเซอโรลิปิดท่ีเกี่ยวข้อง ด้วยเทคนิค liquid 

chromatography – mass spectrometry (LC–MS) ต่อไป 

 

การศึกษาวิจัยในอนาคต 

ศึกษาระดับฟอสโฟลิปิดและกลีเซอโรลิปิด ท่ีเกี่ยวข้องในสารสกัดไขมันของ B. subtilis               

 ท่ีได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค liquid chromatography – mass spectrometry      

 (LC–MS)  เพื่อวิเคราะห์ผลของการปรับเปล่ียนชนิดของไขมันบนเยื่อหุ้มเซลล์ต่อความทน  1-butanol      

 ของ B. subtilis สายพันธุ์ต่างๆ ต่อไป 
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ตารางท่ี ก-1 ค่า t-test ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 ของ B. subtilis สายพันธุ์ OPS, OUG, OPG, OPU และ 
LMOPU เปรียบเทียบกับ B. subtilis สายพันธุ์ป่า ท่ีโตในอาหารเล้ียงเช้ือ SMM ท่ีเติม 1-butanol ความ
เข้มข้น 1% (v/v) เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 

สายพันธุ์ 
(เปรียบเทียบกับWT) 

F-test T-test 

Fcal df Fcritical value Tcal df Tcritical value 

OPG 62.1507 2 19 1.3722 2 4.3027 

OPS 14.9617 2 19 0.1249 4 2.7764 

OUG 2.1504 2 19 1.0556 4 2.7764 

OPU 3.2350 2 19 2.0299 4 2.7764 

LMOPU 8.0178 2 19 2.4664 4 2.7764 

 

ตารางท่ี ก-2 ค่า t-test ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 ของ B. subtilis สายพันธุ์ UGT31, LPG31 และ LTA31 
เปรียบเทียบกับ B. subtilis สายพันธุ์ป่า ท่ีโตในอาหารเล้ียงเช้ือ SMM ท่ีเติม 1-butanol ความเข้มข้น 
1% (v/v) เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 

 
 
ตารางท่ี ก-3 ค่า t-test ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 ของ B. subtilis สายพันธุ์ PU31 และ LM31 เปรียบเทียบ
กับ B. subtilis สายพันธุ์ป่า ท่ีโตในอาหารเล้ียงเช้ือ SMM ท่ีเติม 1-butanol ความเข้มข้น 1% (v/v) เป็น
เวลา 12 ช่ัวโมง 

สายพันธุ์ 
(เปรียบเทียบกับWT) 

F-test T-test 

Fcal df Fcritical value Tcal df Tcritical value 

PU31 1.3740 2 19 9.8124 4 2.7764 

LM31 0.0946 2 19 2.8336 4 2.7764 
 

สายพันธ์ุ (เปรียบเทียบ
กับWT) 

F-test T-test 

Fcal df Fcritical value Tcal df Tcritical value 

UGT31 4.4286 2 19 1.5151 4 2.7764 

LPG31 1.9886 2 19 0.0373 4 2.7764 

LTA31 3.7104 2 19 1.1738 4 2.7764 
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