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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

 แพรทิพย ์คล้ายเจริญสุข : การเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัยั้งเช้ือแบคทีเรียกอ่โรคของแบคทีริโอซินจาก Bacillus 
licheniformis ที่แยกได้จากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง. ( ENHANCEMENT OF BACTERIAL PATHOGEN 
INHIBITION BY BACTERIOCIN FROM BACILLUS LICHENIFORMIS ISOLATED FROM INTESTINAL TRACT OF 
SHRIMP) อ.ที่ปรึกษาหลกั : ผศ. ดร.เขมาภรณ์ บุญบ ารุง 

  
การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าเพื่อเป็นแหล่งอาหาร มีผลต่อความมั่นคงทางอาหารและโภชนาการของมนุษย์ โดยกุ้งทะเล

จัดเป็นสัตว์น้ าเศรษฐกิจอันดับหนึ่งของไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2534 เป็นต้นมา เนื่องจากเป็นสัตว์น้ าที่ได้รับความนิยมบริโภคทั้งใน
ประเทศและต่างประเทศทั่วโลก แต่ในปี พ.ศ. 2555-2556 การเลี้ยงกุ้งเริ่มประสบปัญหาโรคระบาดอย่างหนักจากอาการตายด่วน
เนื่ อ ง จ ากตั บและตั บอ่ อนว าย เฉี ยบพลั น  (Early mortality syndrome/ acute hepatopancreatic necrosis disease : 
EMS/AHPND) ท าให้เกิดความเสียหายต่อเกษตรกรและส่งผลกระทบต่อภาคอุตสาหกรรม รวมไปถึงสูญเสียส่วนแบ่งการตลาดและ
มูลค่าการส่งออกกุ้งทะเลเป็นอย่างมาก ต่อมาได้มีการพัฒนาจุลินทรีย์ ปม.1 ที่เป็นโพรไบโอติกในกลุ่มบาซิลัส เพื่อลดอัตราการเกิด
โรค ซ่ึงเชื้อ B. licheniformis ที่รวมในกลุ่มโพรไบโอติกนี้ มีความสามารถสร้างแบคทีริโอซินที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคได้ มี
คุณสมบัติทนความร้อน 100 °C ท างานได้ดีในค่าความเป็นกรด-ด่างกว้าง จึงเป็นที่น่าสนใจในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อเพิ่ม
ปริมาณการสร้างแบคทีริโอซินของเชื้อ B. licheniformis และประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรค จากการทดสอบเพาะเลี้ยงเช้ือ 
B. licheniformis ในอาหารเหลว Tryptic Soy Broth มีความเข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/มิลลิลิตร ในสภาวะที่ปรับเปลี่ยน
อุณหภูมิ ช่วงเวลา และความเข้มข้นของเกลือที่ต่างกัน ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อก่อโรคในกุ้งด้วยวิธี Total plate 
count พบว่า ในน้ าเลี้ยงเชื้อ (Cell Free Supernatant: CFS) สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได้แก่ เชื้อ Vibrio alginolyticus และ 
Vibrio parahaemolyticus ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ที่เป็นสาเหตุของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งได้ดี  เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ B. 
licheniformis ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเลี้ยงในอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือความเข้มข้น 2.5% และ
เมื่อเล้ียง B. licheniformis ร่วมกับเซลล์ของเช้ือทดสอบที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือยังคงมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเชื้อทดสอบ จากนั้นตรวจวิเคราะห์ประสิทธิภาพการท าลายเซลล์ของแบคทีเรียก่อโรคของน้ าเลี้ยงเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอนพบว่าส่วนที่ห่อหุ้มเซลล์ของเช้ือทดสอบมีลักษณะเป็นรู นอกจากนี้พบว่าสารยับยั้งในน้ าเลี้ยงเช้ือที่เกิดจากการเพาะเลี้ยง
และจาก B. licheniformis ร่วมกับเซลล ์V. alginolyticus ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน มีความสามารถท าให้เซลล์ของเช้ือทดสอบ
มีขนาดเล็กลง และลดการเกาะกลุ่มของเชื้อทดสอบได้ดี  ผลจากการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนในน้ าเลี้ยงเชื้อ (Cell-Free 
Supernatant) ที่ได้จากการคัดเลือกโปรตีนให้มีน้ าหนักไม่เกิน  10 kDa และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค liquid  chromatography- 
mass spectrometry (LC-MS/MS) พบสายเปปไทด์ที่ค่า Denovo score ร้อยละ 70 ขึ้นไป จ านวน 617 ล าดับ โดยมีถึง 349 เปป
ไทด์ที่มีความน่าจะเป็น antimicrobial peptide โดยมี 8 เปปไทด์มีคุณสมบัติคล้ายแบคทีริโอซินในกลุ่มแลนติไบโอติก ผลการศึกษา
นี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง สามารถสร้างสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อก่อ
โรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุง้ โดยการเพิ่มประสิทธิภาพจากการปรับสภาวะการเพาะเลี้ยง และเทคนิคการเลี้ยงร่วม จึงเป็น
ที่น่าสนใจน ามาพัฒนาและปรับใช้เพื่อแก้ปัญหาโรคตายด่วนในกุ้งอย่างยั่งยืนด้วยวิธีการทางชีวภาพจากการใช้เปปไทด์ต้านจุลชีพ  
อีกทั้งเป็นการลดปัญหาการดื้อยาปฏิชีวนะที่เกี่ยวข้องกับอุตสาหกรรมเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 

 สาขาวิชา วิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจุลชีววิทยา
ทางการแพทย์และวิทยาภูมิคุ้มกัน 
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KEYWORD:  
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Aquaculture as a food source affects food security and human nutrition. Marine shrimp has been ranked as 

the number one economic aquatic animal in Thailand since 1991. Due to this, it is a popular aquatic animal for consumption 
both domestically and internationally. However, shrimp farming began to be disrupted by severe disease outbreaks in 
2013, including Early Mortality Syndrome (EMS) and Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (EMS/AHPND), causing 
damage to farmers and affecting the industrial sector, including the loss of market share and the value of marine shrimp 
exports. For this reason, the Samut Sakhon Coastal Fisheries Research and Development Center has selected 
microorganisms to produce PM.1, a probiotic from the genus Bacillus, to reduce the incidence of such diseases. Bacteriocin, 
produced by Bacillus licheniformis, has inhibited pathogen growth. It was heat-resistant up to 100 °C and performed well 
in a wide pH range. In this study, B. licheniformis was cultured in Tryptic Soy Broth (TSB) at a 106 CFU/ml concentration at 
various conditions that affect bacteriocin production, i.e., incubation time, temperature, and salt concentration in the 
medium. The cell-free supernatant was collected and tested for efficiency in inhibiting pathogens in shrimp, including 
Vibrio alginolyticus and Vibrio parahaemolyticus, by the Total plate count method. The cell-free supernatant (CFS) of B. 
licheniformis was shown to have the most effective inhibiting activity after 72 hours of cultured B. licheniformis at 30 °C in 
TSB liquid medium containing 2.5% salt concentration. The inhibition activity is demonstrated by the CFS of B. licheniformis 
co-cultured with the dead cells of V. alginolyticus and V. parahaemolyticus. The cytotoxic effect of CFS was demonstrated 
by the formation of pores on the cell membrane of pathogenic bacteria, which was observed using a scanning electron 
microscope. Moreover, the CFS of B. licheniformis in co-culture with killed cells of V. alginolyticus affected V. 
parahaemolyticus by reducing the cell size and aggregation. The amino acid sequence analysis in cell-free supernatant 
was selected by molecular weight less than 10 kDa and analyzed by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS). 
The result found 617 peptide sequences, focusing on Denovo scores of more than 70%. The probable antimicrobial 
peptides were 379 peptide sequences, especially eight peptide sequences found to be lantiobic-like bacteriocin 
sequences. In this study, the CFS of B. licheniformis, which was isolated from shrimp's intestine, found inhibition activity 
on EMS/AHPND pathogens. The efficiency of inhibitory activity was increased by adjusting the culture conditions and co-
culture techniques. Therefore, it is interesting to develop and apply a biological method to solve the problem of 
EMS/AHPND in shrimp sustainably through a biological method using an antimicrobial peptide. It also reduces the antibiotic 
resistance issue associated with the aquaculture industry. 
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จและลุล่วงไปได้ด้วยดีจากการได้รับความอนุเคราะห์และความ
ช่วยเหลือจากบุคคลต่าง ๆ จึงขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. เขมาภรณ์ บุญบ ารุง อาจารย์ที่
ปรึกษา ที่ช่วยชี้แนะให้ค าปรึกษาตลอดการด าเนินงานวิจัย รองศาสตราจารย์ ดร. นิติ ชูเชิด อาจารย์
ประจ าภาควิชาชีววิทยาประมง คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ที่อนุเคราะห์เชื้อก่อโรคในกุ้ง 
คุณเบ็ญยมาศ บุญอบรม นักวิชาการประมงปฏิบัติการ ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าชายฝั่ง
เขต 2 (สมุทรสาคร) กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ที่อนุเคราะห์เชื้อ B. licheniformis สาย
พันธุ์ ปม.1 คุณยอดยิ่ง ยิ่งชูตระกูล ผู้ช่วยวิจัยศูนย์โอมิกส์แห่งชาติ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ ที่ให้ค าแนะน าในการตรวจวิเคราะห์เปปไทด์ ขอขอบคุณภาควิชาเวชศาสตร์การ
ธนาคารเลือดและจุลชีววิทยาคลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ความอนุเคราะห์
สถานที่ในการท าวิจัย รวมถึงการสนับสนุนและทุกก าลังใจจากครอบครัว และเพ่ือนๆ พ่ีๆ และน้องๆ 
สาขาวิชาวิทยาศาสตร์ระดับโมเลกุลทางจุลชีววิทยาทางการแพทย์และวิทยาภูมิคุ้มกันทุกท่านที่ช่วย
อ านวยความสะดวกและช่วยเหลือในระหว่างการด าเนินงานวิจัยให้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 

  
  

แพรทิพย์  คล้ายเจริญสุข 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารบัญ 

 หน้า 
บทคัดย่อภาษาไทย ............................................................................................................................ ค 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ........................................................................................................................ ง 

กิตติกรรมประกาศ............................................................................................................................. จ 

สารบัญ .............................................................................................................................................. ฉ 

สารบัญตาราง ................................................................................................................................... ฌ 

สารบัญภาพ ...................................................................................................................................... ฎ 

บทที่ 1 บทน า ................................................................................................................................... 1 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย ................................................................................. 1 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย ....................................................................................................... 3 

1.3 สมมติฐานของงานวิจัย ........................................................................................................... 3 

1.4 ขอบเขตของงานวิจัย .............................................................................................................. 3 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ ..................................................................................................... 4 

บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง ............................................................................................ 5 

2.1 การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าในประเทศไทย ...................................................................................... 5 

2.2 การเพาะเลี้ยงกุ้งและปัญหาในการเพาะเลี้ยงกุ้งในประเทศไทย .............................................. 7 

2.3 อุบัติการณ์โรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งและวิธีการแก้ไขปัญหาในปัจจุบัน............ 12 

2.3.1 อุบัติการณ์ของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง ............................................... 12 

2.3.2 สาเหตุของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง ..................................................... 14 

2.3.3 วิธีการแก้ไขปัญหาโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งในปัจจุบัน ......................... 16 

2.4 โพรไบโอติกและแบคทีเรียกลุ่มบาซิลัส ................................................................................. 18 

2.4.1 โพรไบโอติก ............................................................................................................... 18 

     



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ช 

2.4.2 แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัส ................................................................................................ 19 

2.4.3 คุณลักษณะทั่วไปของเชื้อ Bacillus licheniformis................................................... 22 

2.5 แบคทีริโอซิน ........................................................................................................................ 26 

2.5.1 แบคทีริโอซิน ประเภทของแบคทีริโอซิน และคุณสมบัติของแบคทีริโอซิน .................. 26 

2.5.2 การสร้างแบคทีริโอซินของแบคทีเรีย และการตรวจวิเคราะห์ .................................... 28 

2.5.3 กลไกการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีริโอซิน ............................................................... 33 

2.5.4 การน าแบคทีริโอซินมาใช้ประโยชน์ ........................................................................... 34 

2.5.5 แบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis............................................... 36 

2.5.6 การเพ่ิมปริมาณและประสิทธิภาพของแบคทีริโอซิน ................................................... 37 

บทที่ 3 วัสดุ และวิธีด าเนินการวิจัย ................................................................................................. 39 

3.1  เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการศึกษาวิจัย .......................................................... 39 

3.2 เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัย ................................................................................................ 41 

3.2.1 เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยและแหล่งที่มาของเชื้อ .................................................. 41 

3.2.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อ และการเก็บรักษาเชื้อ ................................................................... 41 

3.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง
ด้วยการหาล าดับเบส ........................................................................................................... 42 

3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอด้วยความร้อน .................................................................................. 42 

3.3.2 การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR .................................................................... 42 

3.3.3 เทคนิค Gel Electrophoresis .................................................................................. 43 

3.3.4 วิเคราะห์ล าดับเบสของ 16s rRNA ของเชื้อ Bacillus licheniformis ด้วยเทคนิค DNA 
sequencing ............................................................................................................. 43 

3.4 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างสารยับยั้งเชื้อก่อโรคของเชื้อ Bacillus licheniformis 
ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง ................................................................................. 43 

3.5 การใช้เทคนิคการเลี้ยงร่วม ................................................................................................... 45 

3.6 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีริโอซิน ................................................................................ 46 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ซ 

3.7 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด
 ............................................................................................................................................ 47 

3.8 การท าแบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหาร
ของกุ้งให้บริสุทธิ์ และการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนและปริมาณของแบคทีริโอซิน ............. 48 

3.8.1 การเตรียมตัวอย่างโปรตีน .......................................................................................... 48 

3.8.2 การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนและปริมาณของแบคทีริโอซิน ..................................... 48 

3.9 การวิเคราะห์ทางสถิติ .......................................................................................................... 50 

บทที่ 4 ผลการทดลอง ..................................................................................................................... 51 

4.1 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของ
กุ้งด้วยการหาล าดับเบส ....................................................................................................... 51 

4.2 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างสารยับยั้งเชื้อก่อโรคของ Bacillus licheniformis 
ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง ................................................................................. 52 

4.3 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด ................................................................................................................................... 58 

4.4 ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนและความน่าจะเป็นในการเป็นสารยับยั้งของแบคทีริโอซินที่
เชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl)) สร้างข้ึน เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เหมาะสม ..... 65 

บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปราย และข้อเสนอแนะ ........................................................................ 72 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง ........................................................................................................ 72 

5.2 สรุปผลการทดลอง ............................................................................................................... 79 

5.3 ข้อเสนอแนะ ........................................................................................................................ 80 

บรรณานุกรม ................................................................................................................................... 81 

ภาคผนวก........................................................................................................................................ 96 

ประวัติผู้เขียน ................................................................................................................................ 109 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารบัญตาราง 

 หน้า 
ตารางที่ 1  ผลผลิตการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าชายฝั่งที่ส าคัญในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2560 (2) ................ 6 

ตารางที่ 2 ปริมาณกุ้งจ าแนกตามวิธีประมง ปี พ.ศ. 2554 – 2560 (4) ............................................. 9 

ตารางที่ 3 ปริมาณผลผลิตกุ้งจากการเพาะเลี้ยงชายฝั่งจ าแนกตามชนิดของกุ้ง ปี พ.ศ. 2554 – 2560 
(3, 4) ................................................................................................................................................. 9 

ตารางที่ 4 เครื่องหมายการค้าของโพรไบโอติกท่ีใช้แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสในอุตสาหกรรม การ
เพาะเลี้ยงสัตว์ (48) ......................................................................................................................... 21 

ตารางที่ 5 เครื่องหมายการค้าของโพรไบโอติกท่ีใช้แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสในอุตสาหกรรม การ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ า (48, 49) .............................................................................................................. 22 

ตารางที่ 6 แสดงกลุ่ม กลุ่มย่อย โครงสร้างของแบคทีริโอซิน และตัวอย่างของแบคทีเรียที่สร้างแบคทีริ
โอซิน (53) ....................................................................................................................................... 31 

ตารางที่ 7 แสดงแบคทีเรียและแบคทีริโอซินที่แบคทีเรียชนิดนั้นๆต่อต้านได้ ................................... 34 

ตารางที่ 8 ตัวอย่างของแบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสที่สร้างแบคทีริโอซินและการน าไปใช้ประโยชน์ .......... 35 

ตารางที่ 9 แสดงปริมาณสารเคมีเพ่ือเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ....................................... 43 

ตารางที่ 10 ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ ยีน 16s rRNA ของตัวอย่างด้วยโปรแกรม Blast เทียบกับ 
Bacillus licheniformis ในฐานข้อมูลของ NCBI ............................................................................ 52 

ตารางที่ 11 แสดงผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus และ 
Vibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  
และสภาวะที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp))  และ Vibrio alginolyticus 
(CFS(Bl+Va))  ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก ............................... 65 

ตารางที่ 12 แสดงล าดับกรดอะมิโนตามเป็นไปตามเกณฑ์การคัดเลือก ............................................ 70 

ตารางที่ 13 แสดงล าดับของกรดอะมิโนที่มีกรดอะมิโนอะลานีนเป็นส่วนประกอบ 2 ตัว ................. 70 

     



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ญ 

ตารางที่ 14 แสดงผลการศึกษาล าดับกรดอะมิโนที่มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น 
antimicrobial peptide ................................................................................................................. 97 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารบัญภาพ 

 หน้า 
รูปภาพที่ 1 ปริมาณการจับสัตว์น้ าทั้งหมด จ าแนกตามวิธีการท าประมง ปี 2560 (2) ....................... 5 

รูปภาพที่ 2 แผนที่จังหวัด เขตประมงต่างๆ และความหนาแน่นของครัวเรือนเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า (20) 8 

รูปภาพที่ 3 รูปร่างลักษณะของกุ้งแวนนาไม (22) ............................................................................ 10 

รูปภาพที่ 4 วงจรชีวิตและถ่ินที่อยู่อาศัยตามธรรมชาติของกุ้งแวนนาไม (22) ................................... 11 

รูปภาพที่ 5 เปรียบเทียบลักษณะปรากฎระหว่างกุ้งที่เป็นโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง 
(ซ้าย) กับ กุ้งปกติ (ขวา) (27) .......................................................................................................... 13 

รูปภาพที่ 6 ข้อมูลการผลิตกุ้งตั้งแต่ปี 1988 ถึง 2014 ที่ได้รับผลกระทบจากโรคตับและตัวอ่อนวาย
เฉียบพลันในกุ้งในประเทศไทย (28) ................................................................................................ 14 

รูปภาพที่ 7 รูปร่างลักษณะของ V. parahaemolyticus ที่ (ซ้าย) และ V. alginolyticus (ขวา) 
ถ่ายภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) 
(36) ................................................................................................................................................. 16 

รูปภาพที่ 8 ลักษณะรูปร่างของเชื้อ B. anthracis ที่มีรูปร่างเป็นแท่ง ย้อมติดสี crystal violet เจริญ
อยู่ในน้ าไขสันหลัง และมีเซลล์เม็ดเลือดขาวล้อมรอบ (46) .............................................................. 20 

รูปภาพที่ 9 ลักษณะรูปร่างของเชื้อ B. cereus ที่เพาะเชื้อจากเลือด มีรูปร่างเป็นแท่ง ย้อมติดสี 
crystal violet (47) ........................................................................................................................ 20 

รูปภาพที่ 10 ลักษณะรูปร่างของเชื้อ Bacillus licheniformis ที่ถ่ายภาพจากกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) (54) .................................... 23 

รูปภาพที่ 11 บทบาทของแบคทีริโอซินที่สร้างจากโพรไบโอติกในล าไส้ของมนุษย์ (67) ................... 27 

รูปภาพที่ 12 การขนส่งแบคทีริโอซินที่พร้อมท างานผ่านช่องโปรตีน ABC  Transporter บนเยื่อหุ้ม
เซลล์ของแบคทีเรีย (79) .................................................................................................................. 30 

รูปภาพที่ 13 การท างานของแบคทีริโอซินกลุ่มท่ี 2 ในการท าลายเชื้อแบคทีเรียเป้าหมาย (66)....... 33 

รูปภาพที่ 14 แสดงล าดับขั้นตอนการใช้เทคนิคการเลี้ยงร่วม ........................................................... 46 

     



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ฏ 

รูปภาพที่ 15 ผลการตรวจสอบขนาดของยีนของ Bacillus licheniformis  ด้วยเทคนิค Gel 
Electrophoresis พบว่ายีนมขีนาดประมาณ 332 bp เช่นเดียวกับกลุ่มควบคุม โดยเรียงล าดับ
ตัวอย่างจากซ้ายไปขวา ดังนี้ ladder(1), ATCC14850(2), TISTR2144(3), TISTR2192(4), Bacillus 
licheniformis (5-7) และควบคุมเชิงลบ(8) ตามล าดับ ................................................................... 51 

รูปภาพที่ 16 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  ที่บ่มท่ีอุณหภูมิ
ต่างๆ เป็นเวลา 60 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก ................................................................. 53 

รูปภาพที่ 17 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  ที่บ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียสในระยะเวลาต่างๆ เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก ................................................. 54 

รูปภาพที่ 18 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  ที่เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเติมเกลือที่ระดับความ
เข้มข้นต่างๆ เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก ...................................................................................... 55 

รูปภาพที่ 19 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  ที่เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเติมเกลือที่ระดับความ
เข้มขน้2.5% ในสภาวะการเติมอากาศและไม่เติมอากาศ เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก ................... 56 

รูปภาพที่ 20 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl)) ที่เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเติมเกลือที่ระดับความ
เข้มข้น 2.5% ในสภาวะการไม่เติมอากาศ โดยทดสอบกับสารส่วนใสที่เกิดจากการเพาะเลี้ยง 
Bacillus licheniformis ร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp)) และ Bacillus 
licheniformis ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio alginolyticus (CFS(Bl+Va)) เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิง
บวก ................................................................................................................................................. 57 

รูปภาพที่ 21 แสดงลักษณะทางกายภาพของเชื้อVibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริ
โอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 
1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ขวา) เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ฐ 

(ซ้าย) ศึกษาและถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก าลังขยาย 7,500 เท่า (A) 
20,000 เท่า (B) 30,000 เท่า (C) .................................................................................................... 58 

รูปภาพที่ 22 แสดงลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซินที่
สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ขวา) เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก (ซ้าย) ศึกษา
และถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก าลังขยาย 7,500 เท่า (A) 20,000 เท่า 
(B) 30,000 เท่า (C) ......................................................................................................................... 60 

รูปภาพที่ 23 แสดงลักษณะทางกายภาพของ Vibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซิน
ที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp))  
(กลาง) และ Vibrio alginolyticus (CFS(Bl+Va))  (ขวา) ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับ
กลุ่มควบคุมเชิงบวก (ซ้าย) ศึกษาและถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด
ก าลังขยาย 7,500 เท่า (A) 20,000 เท่า (B) 30,000 เท่า (C) .......................................................... 62 

รูปภาพที่ 24 แสดงลักษณะทางกายภาพของVibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซินที่สร้าง
จากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp))  
(กลาง) และ Vibrio alginolyticus (CFS(Bl+Va))  (ขวา) ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับ
กลุ่มควบคุมเชิงบวก (ซ้าย) ศึกษาและถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด
ก าลังขยาย 7,500 เท่า (A) 20,000 เท่า (B) 30,000 เท่า (C) .......................................................... 64 

รูปภาพที่ 25 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 
peptide จ านวน 349 เปปไทด์ ตามความยาวของล าดับกรดอะมิโน เมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor ................................................................... 66 

รูปภาพที่ 26 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 
peptide จ านวน 349 เปปไทด์ตามประจุของโปรตีน เมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Antimicrobial 
Peptide Calculator and Predictor ............................................................................................ 67 

รูปภาพที่ 27 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์ที่มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 
peptide จ านวน 349 เปปไทด์ตามช่วงของน้ าหนักโมเลกุลเมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor ................................................................... 67 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ฑ 

รูปภาพที่ 28 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 
peptide จ านวน 349 เปปไทด์ตามช่วงของค่า Protein binding potential (Boman index) เมื่อ
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor ............................. 68 

รูปภาพที่ 29 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 
peptide จ านวน 349 เปปไทด์ ตามระดับ De novo  score เมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor ................................................................... 68 

รูปภาพที่ 30 แสดงรูปร่างโครสร้างสามมิติของโปรตีนที่น่าสนใจและมีความน่าจะเป็นของโปรตีนใน
การเป็น antimicrobial peptide ด้วยโปรแกรม PEP-FOLD3 ...................................................... 71 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1 

บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าเพ่ือเป็นแหล่งอาหาร นับว่าเป็นความมั่นคงทางอาหารและโภชนาการ
ของมนุษย์ (1) สถิติการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าของประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2560  พบการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า
ทั้งแบบชายฝั่งและน้ าจืด รวมกันคิดเป็นร้อยละ 37.4 จากการท าประมงทั้งหมด จัดเป็นการเพาะเลี้ยง
กุ้งมากถึงร้อยละ 74.9 จากการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าทั้งหมด คิดเป็นมูลค่ารวม 66,893.1 ล้านบาท (2) 
โดยกุ้งทะเลจัดเป็นสัตว์น้ าเศรษฐกิจอันดับหนึ่งของไทย ตั้งแต่ปีพุทธศักราช 2534 เป็นต้นมา 
เนื่องจากเป็นสัตว์น้ าที่ได้รับความนิยมบริโภคทั้งในประเทศและต่างประเทศทั่วโลก ซึ่งผลผลิตของกุ้ง
ทะเลส่วนใหญ่มาจากการเพาะเลี้ยง (3) อย่างไรก็ตาม ในปีพุทธศักราช 2555-2556 เกิดวิกฤตการ
เพาะเลี้ยงกุ้งจากปัญหาอาการตายด่วนเนื่องจากตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน (Early mortality 
syndrome/ acute hepatopancreatic necrosis disease : EMS/AHPND)  เนื่องจากการระบาด
ของเชื้อแบคทีเรียเป็นวงกว้าง ส่งผลให้เกษตรกรบางส่วนหยุดพักการเลี้ยงกุ้งชั่วคราว จากปัญหาโรค
ตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งที่เกิดนี้ นอกจากจะท าให้เกิดความเสียหายต่อเกษตรกรโดยตรง
แล้ว ยังส่งผลกระทบต่อภาคอุตสาหกรรม รวมไปถึงสูญเสียส่วนแบ่งการตลาดและมูลค่าการส่งออกกุ้ง
ทะเลในตลาดโลกอย่างมาก เนื่องจากกุ้งเป็นสัตว์น้ าที่มีความส าคัญต่อเศรษฐกิจของประเทศ (4) และ
ปัญหานี้ยังคงสืบเนื่องมาถึงปัจจุบัน เกษตรกรที่ยังคงเลี้ยงกุ้งจ าเป็นต้องหาวิธีแก้ปัญหาโรคตับและตับ
อ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง โดยการปรับเปลี่ยนรูปแบบการเลี้ยงในหลากหลายวิธีเพ่ือลดความเสี่ยงใน
การเกิดโรค เช่น ลดจ านวนบ่อเลี้ยงในแต่ละรอบการผลิต ปล่อยลูกพันธุ์กุ้งในอัตราความหนาแน่นต่ า 
ลดจ านวนรอบการเลี้ยง จับกุ้งที่ไม่โตเต็มที่ เป็นต้น ซึ่งวิธีการดังกล่าวท าให้ผลผลิตของกุ้งลดลง  

อาการตายในกุ้งที่เกิดจากโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน พบการระบาดทั้งในประเทศจีน 
เวียดนาม มาเลเซีย และประเทศไทย (5) มีสาเหตุจากเชื้อ Vibrio parahaemolyticus  สายพันธุ์ที่
สามารถสร้างพลาสมิดที่สร้างสารพิษที่มีความรุนแรงในการก่อโรคในกุ้ง (6) ซึ่งโรคดังกล่าวท าให้
ผลผลิตกุ้งขาวโดยรวมของประเทศลดลงกว่าครึ่งหนึ่งของผลผลิตที่ผลิตได้ และยังมีแนวโน้มของความ
เสียหายต่อเนื่องจนถึงปัจจุบัน ทั้งนี้นักวิชาการด้านการเพาะเลี้ยงกุ้งให้ความเห็นว่า อาจเกิดจากการ
พัฒนาสายพันธุ์ที่เร่งการเจริญเติบโตของกุ้งมากเกินไป ท าให้ลูกกุ้งอ่อนแอและมีอัตราการรอดต่ า 
ทั้งนี้กรมประมงเสนอแนวทางแก้ไขโดยการจัดตั้งโรงเพาะฟักและปรับปรุงสายพันธุ์ให้ได้ลูกกุ้งที่
แข็งแรง (7) นอกจากนี้ ในการเพาะเลี้ยงกุ้งจะมีการใช้ยาปฏิชีวนะในระยะตัวอ่อน และระยะ
เจริญเติบโต โดยยาปฏิชีวนะที่ใช้กันอย่างแพร่หลาย ได้แก่ อ๊อกซิเตตร้าไซคลิน (oxytetracycline) 
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ฟอร์เฟนิคอล (florfenicol) ซาราฟลอกซาซิน (sarafloxacin) และเอนโรฟลอกซาซิน (enrofloxacin) 
จากการส ารวจในปีพุทธศักราช 2549 พบว่า ร้อยละ 74 ของเกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงกุ้งในประเทศไทยมี
การใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือลดการเกิดโรคในกุ้ง และลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียในน้ า (8) ซึ่งการใช้ยา
ปฏิชีวนะดังกล่าวท าให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อมและส่งผลต่อสุขภาพของมนุษย์ รวมถึงส่งผลกระทบต่อ
คุณภาพทางชีววิทยาของดินตะกอนใต้บ่อเลี้ยง โดยการสะสมของยาปฏิชีวนะท าให้เกิดการสะสม
ตกค้างในเนื้อเยื่อของกุ้ง(9) และอาจท าให้เกิดการถ่ายทอดยีนดื้อยากับแบคทีเรียประจ าถิ่นในล าไส้
ของมนุษย์ หรือท าให้เกิดอาการอาหารเป็นพิษและภูมิแพ้ได้ (10) นอกจากนี้ จากการศึกษาการดื้อยา
ของแบคทีเรียก่อโรคในกุ้ง ประเทศเวียดนาม ของ Le และคณะ ในปี ค.ศ. 2005 ระบุว่าเมื่อใช้ยา
ปฏิชีวนะต่อเนื่องเป็นเวลานาน แบคทีเรียสกุล Vibrio มีการดื้อยาปฏิชีวนะมากที่สุด และยาปฏิชีวนะ
จะสลายตัวเร็วขึ้นในกุ้งเนื่องจากแบคทีเรียมีกลไกการต้านทานยา (11) ต่อมาในปี ค.ศ. 2006 จาก
การศึกษา ของ นนทวิทย์ และคณะ เกี่ยวกับการใช้จุลินทรีย์โปรไบโอติกในการเลี้ยงกุ้ง พบว่าเมื่อใช้ 
Bacillus subtilis และ Bacillus licheniformis จากล าไส้กุ้งกุลาด าผสมกับอาหารให้กุ้งกุลาด ากิน
เป็นเวลา 1 เดือน ในปริมาณเชื้อ 3 กรัม ต่อ อาหาร 1 กิโลกรัม สามารถกระตุ้นการท างานของระบบ
ภูมิคุ้มกันของกุ้งให้ดีขึ้น  และท าให้กุ้งมีจ านวน Vibrio spp. ในล าไส้ลดลง (12) ในปีพุทธศักราช 
2551 ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงชายฝั่ง จังหวัดสมุทรสาคร ได้คัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติกในกลุ่ม
บาซิลัส 3 ชนิด ได้แก่  Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium ซึ่ งมี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารอินทรีย์ มาใช้ในการผลิตหัวเชื้อจุลินทรีย์ ปม.1 เพ่ือช่วยย่อยสลาย
สารอินทรีย์ที่ตกค้างสะสมในบ่อเลี้ยงสัตว์น้ า ช่วยบ าบัดน้ าในบ่อเลี้ยง และลดการเกิดโรคตับและตับ
อ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง ซึ่งเชื้อ Bacillus subtilis มีความสามารถในการสร้างสารยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียก่อโรคและเชื้อราหลายชนิด (13) B. licheniformis มีความสามารถในการสร้างแบคทีริ
โอซินยับยั้งการเจริญของเชื้อ Vibrio alginolyticus ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของโรคซีดในกุ้ง และเป็น
แบคทีเรียที่มีส่วนท าให้โรคตับวายในกุ้งลุกลามรุนแรงขึ้น อีกทั้งแบคทีริโอซินที่สร้างจาก B. 
licheniformis มีคุณสมบัติทนความร้อนที่ 100 °C เป็นเวลา 60 นาที และท างานได้ในช่วง pH กว้าง 
คือ 3.0-10.0 (14) นอกจากนี้สารดังกล่าวยังสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Pseudomonas 
gessardii ซึ่งเป็นเชื้อฉวยโอกาสในกุ้ง (15) รวมถึง B. licheniformis สามารถเจริญร่วมกับเชื้อ V. 
parahaemolyticus ได้ และเจริญครอบคลุมเชื้อดังกล่าวเพ่ือช่วยจ ากัดการแพร่กระจายได้  (16) 
ส่งผลให้แบคทีริโอซินที่สร้างจาก B. licheniformis มีความน่าสนใจในการพัฒนาประสิทธิภาพและ
น ามาใช้ในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้ง 

ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะพัฒนาวิธีการเพ่ิมปริมาณและประสิทธิภาพของแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก
เชื้อ B. licheniformis ส าหรับยับยั้งเชื้อก่อโรคในกุ้ง ซึ่งสามารถน าไปใช้ในอุตสาหกรรมการร
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เพาะเลี้ยงกุ้ง และยังใช้ทดแทนยาปฏิชีวนะ เพ่ือป้องกันการติดเชื้อและลดโอกาสการเกิดโรคโรคตับ
และตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1.2.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างแบคทีริโอซินของเชื้อ Bacillus licheniformis ที่
แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง 

1.2.2 ศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีริโอซินที่สร้างจาก Bacillus 
licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง 

1.2.3 ศึกษาวิธีการเพ่ิมปริมาณและประสิทธิภาพของแบคทีริโอซินที่สร้างจาก Bacillus 
licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้งด้วยวิธีการเลี้ยงร่วม 

  
1.3 สมมติฐานของงานวิจัย 

1.3.1 เชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้งสามารถสร้างแบค
ทีริโอซินในสภาวะที่ก าหนดได้ 

1.3.2 แบคทีริโอซินที่สร้างจาก Bacillus licheniformis ทีแ่ยกจากระบบทางเดินอาหารของ
กุ้งสามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคในกุ้งได้ 

1.3.3 เทคนิคการเลี้ยงร่วมจะช่วยเพิ่มปริมาณในการสร้างสารยับยั้งและเพ่ิมประสิทธิภาพ
ของแบคทีริโอซินที่สร้างจาก Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้งได้ 

 
1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 

งานวิจัยนี้ได้รับความอนุเคราะห์เชื้อ B. licheniformis สายพันธุ์ ปม.1 จากคุณเบ็ญยมาศ 
บุญอบรม นักวิชาการประมงปฏิบัติการ ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าชายฝั่งเขต 2 
(สมุทรสาคร) กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ น าเชื้อที่ได้มาใช้ในการศึกษาเนื่องจากเป็น
หนึ่งในสามของหัวเชื้อ ปม.1 ที่เกษตรกรใช้ในการปรับสภาพน้ าในบ่อเลี้ยงกุ้งเพ่ือลดการเกิดอาการ
ตายด่วนในกุ้ง โดยเพาะเลี้ยงเชื้อเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างสารยับยั้งและน าสารส่วนใส
ปราศจากเซลล์มาใช้ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคในกุ้ง 2 สายพันธุ์ 
ได้แก่ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio alginolyticus ด้วยวิธี  Total Plate Count และ
ศึกษาลักษณะทางกายภาพของเซลล์เชื้อทดสอบหลังจากเลี้ยงร่วมกับสารยับยั้งด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด จากนั้นวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของสารยับยั้งที่เชื้อ B. licheniformis 
สร้างข้ึนด้วยเครื่อง LC-MS/MS  
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1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
จากผลการศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีริโอซินจากเชื้อ 

Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง ด้วยสภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบต่างๆ
และเทคนิคการเลี้ยงร่วม ผู้วิจัยคาดหวังว่าแบคทีริโอซินจะมีปริมาณและประสิทธิภาพสูงขึ้ นและ
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์น้ าเพ่ือลดการเกิดโรคตับและตับอ่อนวาย
เฉียบพลันในกุ้ง อีกท้ังยังสามารถประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ เพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคและ
เชื้อดื้อยา 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าในประเทศไทย 
 ประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งในประเทศผู้ผลิตสินค้าประมงที่ส าคัญของโลก โดยผลผลิตจาก
ภาคการประมงประกอบด้วยสัตว์น้ าที่ได้จากแหล่งน้ าธรรมชาติและสัตว์น้ าที่ได้จากการเพาะเลี้ยง ดัง
แสดงในรูปภาพที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพที่ 1 ปริมาณการจับสัตว์น้ าทั้งหมด จ าแนกตามวิธีการท าประมง ปี 2560 (2) 
 

 กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ได้จัดท าแผนแม่บทการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าของ
ประเทศไทย ปี พ.ศ. 2560-2564 โดยก าหนดวิสัยทัศน์ที่มุ่งพัฒนาและบริหารการเปลี่ยนแปลง เพ่ือ
น าไปสู่การประมงที่ยั่งยืน ซึ่งการท าประมงอย่างยั่งยืน (Sustainable Fisheries) ตามค านิยามของ
สภาพิทักษ์ทะเลหรือ Marine Stewardship Council : MSC (2017) หมายถึง การท าประมงใน
ระดับที่สามารถควบคุมรักษาปริมาณสัตว์น้ าในท้องทะเลให้มีจับได้อย่างต่อเนื่อง และก่อให้เกิดความ
สมดุลต่อระบบนิเวศในทะเล ลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม และบริหารจัดการประมงอย่างมี

ร้อยละ 8.1 

ร้อยละ 20.1 

ร้อยละ 37.4 

ร้อยละ 17.3 

ร้อยละ 62.6 

ร้อยละ 54.5 
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ประสิทธิภาพ (17) และการควบคุมก ากับดูแลการใช้ยาต้านจุลชีพอย่างเหมาะสม (antimicrobial 
stewardship) ระมัดระวังและมีความรับผิดชอบ เพ่ือลดการดื้อยาของแบคทีเรีย สอดคล้องกับแผน
ด าเนินการระดับโลกเรื่องการดื้อยาต้านจุลชีพ (global action plan on antimicrobial resistance) 
ที่ผ่านการรับรองในการประชุมสมัชชาอนามัยโลก สมัยที่ 68 ตามแผนยุทธศาสตร์การจัดการการดื้อ
ยาต้านจุลชีพประเทศไทย พ.ศ. 2560-2564 (18) นอกจากนี้ยังก าหนดยุทธศาสตร์ที่เกี่ยวข้องกับการ
ส่งเสริมพัฒนาให้เกษตรกรมีความรู้ความเข้าใจในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า ได้แก่ ยุทธศาสตร์ปลานิล 
และยุทธศาสตร์กุ้งทะเล ซึ่งโดยรวมแล้วนโยบายการพัฒนา การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าของประเทศไทย
ยังให้ความส าคัญในการพัฒนาเพื่อท ารายได้จากการส่งออกเป็นส าคัญ 
 การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าในประเทศไทยที่มีบทบาทส าคัญ คือ การเลี้ยงกุ้งซึ่งเป็นสัตว์เศรษฐกิจ
ท าเงินรายได้หลักเข้าประเทศ ในขณะที่การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าอ่ืนๆ เช่น ปลาน้ ากร่อย ปลาน้ าจืด และ
หอย มักจะเป็นการเพาะเลี้ยงขนาดเล็ก และท ากันในครัวเรือน (7) ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1  ผลผลิตการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าชายฝั่งที่ส าคัญในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2560 (2) 
                   ชนิดของสัตว์น้ า 
รายการ 

กุ้ง ปลาน้ ากร่อย หอย 

จ านวนฟาร์ม (ราย) 21,561 10,592 5,055 

เนื้อท่ีการเลี้ยง (ไร่) 294,683 13,529 66,614 

ผลผลิต (ตัน) 359,697 22,455 98,256 
ปริมาณการส่งออก* (ตัน) 111,411 207,365 45,839 

มูลค่าการส่งออก** (บาท) 33,446,728,000 18,056,875,000 92,783 
 * ปริมาณการส่งออก หมายถึง ปริมาณการส่งออกสัตว์น้ าทั้งหมดทั้งการเพาะเลี้ยงและจับ
จากธรรมชาติ หน่วยน้ าหนักเป็น ตัน  
 ** มูลค่าการส่งออก หมายถึง มูลค่าการส่งออกสัตว์น้ าทั้งหมดทั้งการเพาะเลี้ยงและจับจาก
ธรรมชาติ หน่วยค่าเงินเป็น บาท  
 
 กรมประมงได้วิเคราะห์จุดแข็ง จุดอ่อน โอกาส และอุปสรรค ของการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าใน
ประเทศไทยไว้ดังนี้ จุดแข็งของการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าในประเทศไทยอยู่ที่การมีที่ตั้งทางภูมิศาสตร์ของ
ประเทศอยู่ในจุดที่เหมาะสม มีองค์ความรู้ด้านการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า เกษตรกรมีทักษะพร้อมที่จะ
ปรับตัว มี อุตสาหกรรมต่อเนื่องที่ เข้มแข็ง ภาครัฐและภาคเอกชนพร้อมที่จะปรับตัวตาม
มาตรฐานสากล ทั้งยังมีสัตว์น้ าหลายชนิดที่พัฒนาเป็นสัตว์เศรษฐกิจได้ แต่ก็ยังมีจุดอ่อนคือ ต้นทุนการ
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ผลิตสูงขึ้น งบประมาณด้านการวิจัยและพัฒนายังไม่เพียงพอ เกษตรกรส่วนใหญ่เป็นรายย่อย เข้าถึง
แหล่งเงินทุนได้ยาก ในส่วนของโอกาสจากปัจจัยภายนอก คือ แนวโน้มความต้องการบริโภคสัตว์น้ า
ของประชากรโลกเพ่ิมขึ้น ต้องอาศัยผลผลิตจากการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าทดแทนการจับสัตว์น้ าตาม
ธรรมชาติ ในส่วนของอุปสรรค คือ การกีดกันทางการค้า ผลกระทบเชิงลบที่มีต่อระบบนิเวศที่อาจ
เกิดขึ้น ความผันผวนของราคา ภัยธรรมชาติ การระบาดของเชื้อก่อโรค (19) ซึ่งกรมประมงจะน า
ปัจจัยเหล่านี้มาประเมินเพื่อหาแนวทางในการพัฒนาศักยภาพการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าไทยต่อไป   
 
2.2 การเพาะเลี้ยงกุ้งและปัญหาในการเพาะเลี้ยงกุ้งในประเทศไทย 
 ในปี 2554 ประเทศไทยเป็นประเทศผู้ส่งออกกุ้งเป็นอันดับหนึ่งของโลก มีส่วนแบ่งการ
ส่งออกในตลาดโลกเป็นร้อยละ 15 รายได้จากการส่งออกสัตว์น้ าของไทยกว่าครึ่งหนึ่งมาจากการ
ส่งออกกุ้ง เฉพาะกุ้งที่มาจากการเพาะเลี้ยงท ารายได้ส่งออกโดยรวมประมาณหนึ่งแสนล้านบาท กุ้งจึง
เป็นสัตว์น้ าเศรษฐกิจที่มีความส าคัญอันดับหนึ่งของไทย 
 
 การเพาะเลี้ยงกุ้งในประเทศไทยเป็นการเพาะเลี้ยงชายฝั่ง ดังแสดงในรูปภาพที่ 2 โดยแบ่ง
เขตประมงออกเป็น 5 เขต ดังนี้ เขตประมง 1 ได้แก่ จังหวัดตราด จันทบุรี และระยอง  
   เขตประมง 2 ได้แก่ จังหวัดชลบุรี ฉะเชิงเทรา ปราจีนบุรี   
   สมุทรปราการ กรุงเทพมหานคร สมุทรสาคร สมุทรสงคราม เพชรบุรี 
   เขตประมง 3 ได้แก่ จังหวัดประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร สุราษฎร์ธานี 
   เขตประมง 4 ได้แก่ จังหวัดนครศรีธรรมราช สงขลา พัทลุง ปัตตานี  
   นราธิวาส 
   เขตประมง 5 ได้แก่ จังหวัดระนอง พังงา ภูเก็ต กระบี่ ตรัง สตูล 
 จากการส ารวจสถิติผลผลิตฟาร์มเลี้ยงกุ้งในพ้ืนที่ชายฝั่งทะเลของประเทศไทยและในจังหวัด
อ่ืนๆ ที่มีการเลี้ยงกุ้งทะเลในระบบความเค็มต่ า เช่น จังหวัดสุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี เป็นต้น โดย
ในปัจจุบันกุ้งที่เลี้ยงส่วนใหญ่เป็นกุ้งแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) ซึ่งการเลี้ยงกุ้งของ
ประเทศไทยมีการขยายตัวอย่างมากนับตั้งแต่ปี 2531 เป็นต้นมา โดยมีเนื้อที่การเลี้ยงกุ้งเพ่ิมขึ้นจากปี 
2530 ถึงร้อยละ 22.36 และผลผลิตเพ่ิมข้ึนถึงร้อยละ 136.07 นับเป็นช่วงการเปลี่ยนแปลงสูงสุด ในปี 
2559 ประเทศไทยสามารถผลิตกุ้งได้ปริมาณ 370,323 ตัน เป็นกุ้งจากฟาร์มเลี้ยง 334,434 ตัน เป็น
กุ้งจากธรรมชาติ 35,889 ตัน คิดเป็นร้อยละ 90.31 และ 9.69 ของปริมาณกุ้งทั้งหมดที่ผลิตได้ 
ตามล าดับ และในปี 2560 สามารถผลิตกุ้งได้ปริมาณ 382,933 ตัน เป็นกุ้งจากฟาร์มเลี้ยง 359,697 
ตัน เป็นกุ้งจากธรรมชาติ 23,236 ตัน คิดเป็นร้อยละ 93.93 และ 6.07 ของปริมาณกุ้งทั้งหมดที่ผลิต
ได้ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 
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รูปภาพที่ 2 แผนที่จังหวัด เขตประมงต่างๆ และความหนาแน่นของครัวเรือนเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า (20)  
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ตารางที่ 2 ปริมาณกุ้งจ าแนกตามวิธีประมง ปี พ.ศ. 2554 – 2560 (4) 

ปี พ.ศ. ปริมาณรวม จากธรรมชาติ จากการเพาะเลี้ยง 
(ตัน) (ตัน) (ร้อยละ) (ตัน) (ร้อยละ) 

2554 653,428 42,234 6.46 611,194 93.54 

2555 650,107 40,555 6.24 609,552 93.76 
2556 362,308 36,913 10.19 325,395 89.81 

2557 316,683 36,776 11.61 279,907 88.39 
2558 322,918 28,178 8.73 294,740 91.27 

2559 370,323 35,889 9.69 334,434 90.31 

2560 382,933 23,236 6.07 359,697 93.93 
   
 ในปี พ.ศ. 2554 – 2555 ประเทศไทยมีการเพาะเลี้ยงกุ้งในเขตประมงชายฝั่ง และสร้าง
ผลผลิตได้มากกว่าหกแสนตันต่อปี ดังแสดงในตารางที่ 3 อย่างไรก็ตาม ในปี พ.ศ. 2556 ปริมาณ
ผลผลิตของกุ้งแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) และกุ้งกุลาด า (Penaeus monodon) ลดลง 
และผลผลิตรวมของการเพาะเลี้ยงกุ้งชายฝั่งลดลงกว่าครึ่ง เนื่องจากประสบปัญหาโรคระบาดอย่าง
หนักคือเกิดอาการตายด่วนเนื่องจากตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน (EMS/AHPND)     
 
ตารางที่ 3 ปริมาณผลผลิตกุ้งจากการเพาะเลี้ยงชายฝั่งจ าแนกตามชนิดของกุ้ง ปี พ.ศ. 2554 – 2560 

(3, 4) 

ปี พ.ศ. ผลผลิตกุ้งชนิดต่างๆ (ตัน) 
กุ้งแชบ๊วย กุ้งกุลาด า กุ้งแวนนา

ไม 
กุ้งโอคัก กุ้งอ่ืนๆ รวม  

2554 271 6,514 603,227 516 666 611,194 

2555 262 20,558 588,370 38 38 609,552 

2556 222 14,279 310,705 154 35 325,395 
2557 196 16,292 263,245 146 28 279,907 

2558 237 12,098 281,918 450 37 294,740 

2559 270 12,366 321,542 219 37 334,434 
2560 129 12,962 346,309 111 186 359,697 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 10 

ช่วงก่อนปี พ.ศ. 2540 กุ้งกุลาด าได้รับความนิยมในการเพาะเลี้ยงอย่างมากเนื่องจากจ าหน่าย
ได้ราคาสูง ต่อมาเกิดโรคระบาดขึ้น จึงมีการน าเข้าพันธุ์กุ้งแวนนาไมเข้ามาทดลองเลี้ยงทดแทนกุ้ง
กุลาด า  
 กุ้งแวนนาไมหรือกุ้งขาว เป็นกุ้งสายพันธุ์ดั้งเดิมที่มีถ่ินอาศัยในธรรมชาติอยู่ในทวีปอเมริกา ซึ่ง
มีอุณหภูมิของน้ าประมาณ 20 °C และมีความเค็มประมาณ 35 ppt ลักษณะทั่วไปของกุ้งแวนนาไมจะ
มีสีขาวใส หางมีสีแดง ขามีสีขาวปลายขาสีแดง ขาว่ายน้ ามี 5 คู่ มีความยาวตลอดตัวประมาณ 230 
มิลลิเมตร มีล าตัว 6 ปล้อง หน้าอกใหญ่ สิ่งที่สังเกตได้ชัดเจนคือ จะเห็นล าไส้กุ้งชนิดนี้ชัดเจนกว่ากุ้ง
ขาวชนิดอ่ืนๆ น้ าหนักตัวเฉลี่ยอยู่ที่ 120 กรัม ดังแสดงในรูปภาพที่ 3 ในระยะโตเต็มวัยจะมีถิ่นอาศัย
ในทะเล แต่ในระยะที่ยังเจริญเติบโตไม่สมบูรณ์จะอาศัยอยู่บริเวณชายฝั่ง อย่างไรก็ตามไข่กุ้งจะฟัก
เป็นตัวอ่อนในทะเล และจะอยู่ในลักษณะของแพลงก์ตอนสัตว์ เมื่อเข้าสู่ระยะโพสลาวาจะอพยพเข้า
มาอาศัยบริเวณชายฝั่ง หรือป่าชายเลนซึ่งเป็นบริเวณที่มีแหล่งอาหารและหลบภัยจากศัตรู และใช้
เวลา 2-3 เดือนจะโตเต็มวัย และอพยพกลับสู่ทะเลอีกครั้ง ดังแสดงในรูปภาพที ่4 ในการเพาะเลี้ยงกุ้ง
แวนนาไมจะเจริญเติบโตได้ดีที่ระดับความเค็ม 10 – 22 ppt อุณหภูมิของน้ าในระดับที่เหมาะสมอยู่ที่ 
26 – 29 °C ค่าความเป็นกรด-ด่างควรอยู่ระหว่าง 7.2-8.6 ชอบน้ าที่มีความกระด้างรวม 120 
มิลลิกรัมต่อลิตร ลอกคราบบ่อย จึงต้องการแร่ธาตุสูงโดยเฉพาะแมกนีเซียมและแคลเซียม กุ้งชนิดนี้
เคลื่อนที่ตลอดเวลาจึงต้องการออกซิเจนปริมาณมาก ระดับออกซิเจนที่ละลายในน้ าควรมีค่า 4-9 
มิลลิกรัมต่อลิตร การกินอาหารของกุ้งชนิดนี้กินได้ทั้งพืช สัตว์ และซากของสิ่งมีชีวิตที่อยู่บริเวณกลาง
น้ า ต้องการอาการที่มีโปรตีนประมาณ 35% ซึ่งน้อยกว่ากุ้งชนิดอ่ืน เช่น กุ้งกุลาด า และกุ้งกุลาลาย 
(21)  

 
รูปภาพที่ 3 รูปร่างลักษณะของกุ้งแวนนาไม (22) 
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รูปภาพที่ 4 วงจรชีวิตและถ่ินที่อยู่อาศัยตามธรรมชาติของกุ้งแวนนาไม (22) 

  
เมื่อกรมประมงอนุญาตให้น าเข้าพ่อแม่พันธุ์มาเพาะฟักผลิตลูกพันธุ์กุ้งแวนนาไมได้ในประเทศ 

ผู้ประกอบการได้พัฒนาสายพันธุ์โดยให้ความส าคัญแก่การเพาะลูกกุ้งที่โตเร็ว ใช้เวลาเลี้ยงสั้น ท าให้
เกษตรกรหันมาเลี้ยงกุ้งแวนนาไมทดแทนการเลี้ยงกุ้งกุลาด า นอกจากนี้เกษตรกรสามารถเพาะเลี้ยง
ลูกกุ้งขายให้ประเทศอ่ืนๆ ในภูมิภาคอาเซียนได้ รวมทั้งขายอาหารกุ้งได้ด้วย ท าให้ในปัจจุบันผลผลิต
ของกุ้งที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในไทยส่วนใหญ่จึงเป็นกุ้งขาวแวนนาไม ดังแสดงในตารางที่ 3 อย่างไรก็
ตามการพัฒนาสายพันธุ์ที่เร่งการเจริญเติบโตของกุ้งมากเกินไปท าให้ลูกกุ้งอ่อนแอ และมีอัตราการ
รอดต่ า(7) เนื่องจากกุ้งสายพันธุ์ที่โตเร็วจะลอกคราบบ่อย จึงมีความอ่อนแอ ถ้าสภาวะแวดล้อมในบ่อ
เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยกุ้งก็จะตายในระหว่างการลอกคราบ ดังนั้นการเลี้ยงกุ้งสายพันธุ์ที่โตเร็วใน
สภาวะแวดล้อมที่มีเชื้อก่อโรคจึงท าได้ยากมาก  
 ในปี 2556-2557 เกิดปัญหาโรคระบาดอย่างหนักในกุ้ง คือเกิดอาการตายด่วนเนื่องจากตับ
และตับอ่อนวายเฉียบพลัน (EMS/AHPND) ท าให้ผลผลิตลดลง นอกจากปัญหาเรื่องโรคระบาดแล้ว 
ในประเทศไทยมีข้อจ ากัดด้านพ้ืนที่ ที่มีการน ามาใช้อย่างเต็มที่แล้วยากที่จะขยายพ้ืนที่ได้ การเพ่ิม
ผลผลิตจึงต้องมาจากการเพ่ิมผลผลิตต่อพ้ืนที่เป็นส าคัญ ซึ่งก็มีข้อจ ากัดด้านสภาพแวดล้อมและขีด
ความสามารถในการรองรับของพ้ืนที่ แม้จะมีการพัฒนาการเลี้ยงในระบบปิดแล้วก็ตาม อีกทั้งยังมี
ปัญหาสารเคมีตกค้างในกุ้งส่งออก และการใช้ยาปฏิชีวนะในปริมาณมาก ดังนั้นเพ่ือพัฒนาการ
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เพาะเลี้ยงสัตว์น้ าในประเทศไทยจึงควรส่งเสริมให้มีการ พัฒนาประสิทธิภาพของการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 
จัดระบบการเลี้ยงให้ปลอดโรคเพ่ือให้ได้ผลผลิตที่มีคุณภาพและปลอดภัย (19) 
 
2.3 อุบัติการณ์โรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งและวิธีการแก้ไขปัญหาในปัจจุบัน 

 2.3.1 อุบัติการณ์ของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง  
  โรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง พบครั้งแรกในประเทศจีนตอนใต้และเกาะ
ไหหล า เมื่อปี 2009 จากนั้นแพร่ระบาดไปยังประเทศเวียดนามตอนใต้ ในปี 2010 ประเทศมาเลเซีย
ตะวันตก ในปี 2011 ประเทศไทยในปี 2012 (23) และประเทศแม็กซิโกในปี 2013 (24) ส่งผลให้มีกุ้ง
ตายเป็นจ านวนมาก ทั้งกุ้งกุลาด า กุ้งแวนนาไม และ กุ้งน้ าเงินตะวันตก (Litopenaeus stylirostris) 
และมีรายงานว่าพบในกุ้งเพ่ิมอีกสามชนิดในทวีปอเมริกา ได้แก่ Farfantepenaeus aztecus, 
Farfantepenaeus californiensis, และ Litopenaeus setiferus (25) ในระยะแรกกุ้งที่ป่วยจะไม่
แสดงอาการของโรค ไม่พบการลอยหัวหรือเกยที่ขอบบ่อ อย่างไรก็ตามในบ่อเลี้ยงที่พบการติดเชื้อมาก
พบว่ากุ้งมีอาการป่วยหลายแบบ เช่น การว่ายน้ าเฉื่อยชาที่ผิวน้ า เซื่องซึม ไม่ตอบสนองหรือกระโดด
หนีเมื่อมีการกระตุ้น เริ่มกินอาหารน้อยลง เปลือกอ่อนนิ่มและมีสีซีด แต่จะเริ่มพบซากกุ้งลอยขึ้นที่ผิว
น้ า หรือทยอยตายที่ก้นบ่อภายใน 35-45 วันหลังจากติดเชื้อ อาการนี้จึงถูกเรียกว่าอาการตายด่วนใน
กุ้ง หรือ Early mortality syndrome (EMS) อย่างไรก็ตาม การเรียกชื่อดังกล่าวอาจท าให้เกิดความ
สับสนเนื่องจากการตายของกุ้งในระยะเริ่มเลี้ยงนั้นเกิดได้จากหลายสาเหตุ ดังนั้นในปี 2012 เมื่อ D.V. 
Lightner นักวิจัยจากมหาวิทยาลัยแอริโซน่าสามารถหาสาเหตุของการตายของกุ้งในระยะเริ่มเลี้ยงนี้
ได้ โดยใช้กลุ่มตัวอย่างเป็นกุ้งกุลาด าและกุ้งแวนนาไมจากประเทศจีนและเวียดนาม  พบว่าเนื้อเยื่อ
บริเวณตับและตับอ่อนของกุ้งหลุดลอกออกจากกัน เซลล์ของตับและตับอ่อนถูกท าลายรุนแรง และ
สะสมไขมันลดลงอย่างมาก ส่งผลให้ oil droplet ลดลง ท าให้ตับและตับอ่อนของกุ้งที่ป่วยมีสีซีด 
(26) สังเกตจากภายนอกจะพบว่าหัวของกุ้งจะใสกว่ากุ้งปกติ กระเพาะอาหารและทางเดินอาหารใส 
ดังแสดงในรูปภาพที่ 5 (27) จึงมีการเรียกชื่อโรคนี้ตามพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นกับกุ้ง คือ โรคตับและตับ
อ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง หรือ Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND)  
  การระบาดของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งในประเทศไทย ส่งผลให้การ
ผลิตกุ้งในประเทศไทยลดลงจาก 600,000 ตันในปี พ.ศ. 2555 เหลือเพียง 200,000 ตันในปี พ.ศ. 
2557 ดังแสดงในตารางที่ 3 และรูปภาพที่ 6 นอกจากนี้ยังเกิดจากการเพาะเลี้ยงกุ้งส่วนใหญ่ในไทย
ไม่ใช่ระบบปิด และมีการถ่ายเทน้ าระหว่างบ่อท าให้เกิดการแพร่ระบาดของโรคได้รวดเร็วยิ่งขึ้น ดังนั้น
หากเกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงกุ้งยังคงใช้วิธีการเลี้ยงดังกล่าว อาจก่อให้เกิดการระบาดของโรคซ้ าได้ 
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รูปภาพที่ 5 เปรียบเทียบลักษณะปรากฎระหว่างกุ้งที่เป็นโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง 
(ซ้าย) กับ กุ้งปกติ (ขวา) (27)  

  
 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าชายฝั่งระยอง รายงานสถานการณ์โรคสัตว์น้ า 
ประจ าเดือนพฤศจิกายน ปี พ.ศ. 2562 พบว่า ยังคงพบกุ้งแวนนาไมที่เกิดโรคตับและตับอ่อนวาย
เฉียบพลัน (EMS/AHPND) ร้อยละ 16.67 และยังคงพบเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคดังกล่าวปนเปื้อนในน้ าจาก
บ่อเลี้ยงกุ้ง ร้อยละ 9.09 
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รูปภาพที่ 6 ข้อมูลการผลิตกุ้งตั้งแต่ปี 1988 ถึง 2014 ที่ได้รับผลกระทบจากโรคตับและตัวอ่อนวาย
เฉียบพลันในกุ้งในประเทศไทย (28) 

* WSD = เริ่มพบอาการซีดในกุ้ง (White spot disease)  
**MSGS = กุ้งกุลาด าเริ่มเจริญเติบโตได้ช้าลง (Monodon slow growth syndrome)  
*** EMS/AHPND = เริ่มพบการระบาดของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง  
  

2.3.2 สาเหตุของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง  
  ในช่วงต้นปี ค.ศ. 2013 หน่วยพยาธิวิทยาสัตว์น้ า มหาวิทยาลัยแอริโซนา สามารถ
แยกเชื้อแบคทีเรียออกจากกุ้งที่ติดเชื้อได้ส าเร็จ และท าการทดลองเลี้ยงกุ้งในสภาวะปลอดเชื้อ 
จากนั้นบ่มเชื้อที่คาดว่าเป็นสาเหตุร่วมกับกุ้งดังกล่าว พบว่า กุ้งกลุ่มดังกล่าวแสดงอาการของโรคตับ
และตับอ่อนวายเฉียบพลัน ร้อยละ 100 จากนั้นแยกเชื้อแบคทีเรียออกจากกลุ่มตัวอย่างอีกครั้ง และ
ท าการทดสอบทางชีวเคมี และหาเอกลักษณ์ของเชื้อโดยการเปรียบเทียบล าดับเบสของ 16s rRNA 
พบว่าเป็นแบคทีเรียในกลุ่มเดียวกับ Vibrio harveyi และมีล าดับเบสของ 16s rRNA คล้ายกับ Vibrio 
parahaemolyticus ม า ก ที่ สุ ด  ( 6 )  จึ ง ส า ม า ร ถ ส รุ ป ไ ด้ ว่ า  โ ร ค นี้ เ กิ ด จ า ก เ ชื้ อ  Vibrio 
parahaemolyticus สายพันธุ์ที่ก่อโรคในกุ้ง (VPAHPND) ซึ่งสายพันธุ์นี้มี    พลาสมิด pVA1 ขนาด
ประมาณ 69 กิโลเบส พลาสมิดดังกล่าวจึงถูกน ามาใช้เป็นข้อบ่งชี้ของ VPAHPND เนื่องจากจะพบพ
ลาสมิดชนิดนี้ใน V. parahaemolyticus สายพันธุ์ที่ก่อโรคในกุ้งเท่านั้น (27) นอกจากนี้พบว่าใน
ระยะท้ายของการติดเชื้อที่กุ้งเลี้ยงในบ่อตายเป็นจ านวนมากพบว่ากุ้งจะมีการติดโรคแบบติดเชื้อซ้ า
อย่างรุนแรง โดยเกิดจากแบคทีเรียกลุ่มฉวยโอกาสประกอบกับผลจากการตายของเซลล์ตับและตับ
อ่อนอย่างเฉียบพลันส่งผลต่อเนื่องจนกุ้งตายในที่สุด  จากงานวิจัยของ Liu ในปี 2004 พบว่า กุ้งแวน
นาไมไต้หวันที่ติดเชื้อ V. alginolyticus จะเกิดโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันรุนแรงเพ่ิมมากขึ้น 

*** 

** 
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และจะเจริญเติบโตได้ไม่ดี เบื่ออาหาร (29) หากกุ้งกุลาด าและกุ้งลายเสือ (Penaeus japonicus) ติด
เชื้อดังกล่าวจะก่อให้เกิดอาการตัวซืด เบื่ออาหาร และตายในท่ีสุด (30)  
  แบคทีเรียสกุล Vibrio เป็นแบคทีเรียก่อโรคซึ่งเป็นสาเหตุการตายของกุ้งและปลา
จ านวนมาก พบทั่วไปในทะเลและบริเวณชายฝั่งรวมทั้งผิวล าตัวและในล าไส้ของสัตว์ทะเลบางชนิดพบ
ในแหล่งน้ าจืดหลายชนิดจะเป็นเชื้อที่ก่อโรคในคนด้วย ซึ่งแบคทีเรียสกุลนี้เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
รูปร่างเป็นแท่งโค้งหรือตรง ขนาด 0.5 - 0.8 x 1.4 - 2.6 ไมโครเมตร ไม่สร้างเอนโดสปอร์ เมื่ออยู่ใน
อาหารเหลวจะเคลื่อนที่โดยใช้แฟลกเจลลาเส้นเดียว (Monotrichous flagella) หรือแฟลกเจลลา
หลายเส้น (Multitrichous flagella) เมื่อเจริญในอาหารแข็งจะสร้างแฟลกเจลลาด้านข้าง (Lateral 
flagella) ทุกสายพันธุ์ต้องการเกลือเป็นตัวกระตุ้นเพ่ือการเจริญเติบโตด้วยความเข้มข้นที่เหมาะสม 
พบได้ในช่วงความเค็มกว้าง แบคทีเรียสกุลนี้สามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อหลายชนิดและ
สามารถเจริญได้ดีในอาหารเฉพาะ (selective media) คือ Thiosulfate Citrate Bile Salt agar 
(TCBS agar) เจริญได้ในสภาพที่มีช่วงกรด-ด่างระหว่าง 7 - 9 และก่อให้เกิดการติดเชื้อแบบทุติยภูมิ 
(secondary infection)  เมื่อร่างกายของสัตว์น้ า เช่นกุ้ งหรือปลาเกิดภาวะเครียดเนื่องจาก
สภาพแวดล้อมในการเจริญเติบโตไม่เหมาะสมท าให้สัตว์น้ าอ่อนแอแบคทีเรียชนิดนี้จะเข้ามาท าลาย
สุขภาพของสัตว์น้ าได้หรือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่าเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic pathogens) (31) 
  V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นแท่งสั้น หรือ โค้งมี
ขนาดความกว้าง 0.4 - 0.5 ไมโครเมตร และความยาว 1-3 ไมโครเมตร ดังแสดงในรูปภาพที่ 7 
สามารถเจริญได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 2-4 เปอร์เซ็นต์ มีจุดกลางโคโลนีสี
เข้ม เชื้อเจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิกว้าง คือ 5-45 °C และมีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญคือ 37.5 
°C ค่าความเป็นกรดด่างที่สามารถเจริญได้มีค่าตั้งแต่ 5-11 แต่มีช่วงทีเ่หมาะสมคือ 7.5 - 8.8 เจริญได้
ดีทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน พบในสภาพแวดล้อมบริเวณชายฝั่งทะเล เขตน้ าเกลือ 
ในตะกอนดิน รวมทั้งในตัวของสัตว์น้ า ได้แก่ ปลาทะเล หอยและกุ้งหลายๆพ้ืนที่ทั่วโลก (32) และจาก
การศึกษาพบว่า V. parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคในกุ้งกุลาด ามากที่สุดใน
ประเทศไทย (33)  
  V. alginolyticus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นแท่งสั้น หรือ โค้ง ดังแสดงใน
รูปภาพที่ 7 เป็น ชนิด biotype 2 ของ Vibrio parahaemolyticus ท าให้รูปร่างและสภาวะในการ
เจริญคล้ายคลึงกัน สามารถเจริญได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ 
(34) และจากการศึกษาพบว่า แบคทีเรีย V. alginolyticus เป็นเชื้อฉวยโอกาส จะพบเชื้อนี้หลังจาก
การติดโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน เมื่อกุ้งอ่อนแอเชื้อจะเพ่ิมจ านวนอย่างรวดเร็ว และท าให้กุ้ง
เกิดพยาธิสภาพของโรค เช่น กินอาหารลดลง เปลือกนิ่ม อาจมีดวงขาวที่เปลือกทั้งส่วนหัวและล าตัว 
ตัวกุ้งอาจมีสีแดง กล้ามเนื้อที่ตายพบว่ามีสีขาวขุ่น และมีการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อ
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เกิดก้อน (nodules) จ านวนมากล้อมรอบบริเวณของเนื้อเยื่อที่ถูกท าลายโดยมีเม็ดเลือด(hemocyte) 
เข้ามารวมกลุ่มเพ่ือก าจัดเซลล์ที่ถูกท าลายไป และมีการสะสมของเม็ดสี (melanization) บริเวณที่
เกิดบาดแผล จึงท าให้กุ้งตาย (35) 
  นอกจากนี้  มีรายงานเกี่ยวกับโปรโตซัว  Enterocytozoon hepatopenaei ที่
สามารถท าให้เกิดโรคในตับและตับอ่อนของกุ้ง ที่มีสาเหตุมาจากการติดเชื้อแบคทีเรียและโปรโตซัว 
(21) ซึ่งจากข้อมูลดังกล่าวจึงน าไปสู่การค้นหาวิธีการแก้ไขปัญหาและป้องกันการเกิดโรคตับและตับ
อ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปภาพที่ 7 รูปร่างลักษณะของ V. parahaemolyticus ที่ (ซ้าย) และ V. alginolyticus (ขวา) 
ถ่ายภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) 

(36) 
  

2.3.3 วิธีการแก้ไขปัญหาโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งในปัจจุบัน 
  วิธีการป้องกันและแก้ไขปัญหาโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง  ผู้เลี้ยง
จ าเป็นต้องหาแนวทางการเลี้ยงที่สามารถลดปริมาณสารอินทรีย์รวมถึงปริมาณของเชื้อแบคทีเรียก่อ
โรคในบ่อเลี้ยงให้ได้มากที่สุดตลอดระยะเวลาการเลี้ยง และต้องสามารถควบคุมคุณภาพน้ า ได้แก่ 
ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ า ค่ากรด-ด่าง และค่าความเป็นด่าง (alkalinity) ของน้ า ให้อยู่ในช่วงที่
เหมาะสมและเปลี่ยนแปลงน้อยที่สุดตลอดระยะเวลาการเลี้ยง (21) ส าหรับแนวทางการเลี้ยงกุ้งเพ่ือ
ลดความเสี่ยงของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งที่เป็นที่นิยมของผู้ประกอบการส่วนใหญ่มี 4 
แนวทาง ดังนี้ 
  1. แนวทางการเลี้ยงกุ้งโดยใช้ระบบไบโอฟล็อค ท าคอกขนาดเล็ก เพ่ือเลี้ยงลูกกุ้งให้
แข็งแรง ให้อาหารที่ประกอบด้วยสารอินทรีย์และโพรไบโอติกเพ่ือเป็นอาหารของลูกกุ้ง โพรไบโอติก 
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สามารถลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในตัวลูกกุ้งได้ และเม่ือลูกกุ้งแข็งแรงและมีอายุ 22-28 วัน จึง
ย้ายและน ามาเลี้ยงในบ่อดิน 
  2. แนวทางการเลี้ยงกุ้งแบบน้ าใส เน้นการก าจัดของเสียออกจากระบบเลี้ยง ติดตั้ง
เครื่องดูดตะกอนที่กลางบ่อเลี้ยง เพ่ือลดปริมาณเชื้อก่อโรคในบ่อเลี้ยง ซึ่งวิธีนี้สามารถลดความเสี่ยง
ของการเกิดโรคได้ดีที่สุด อย่างไรก็ตามมีข้อจ ากัดคือ มีค่าใช้จ่ายสูงในการติดตั้งระบบ 
  3. แนวทางการเลี้ยงกุ้งแบบน้ าเขียว เน้นการรักษาสมดุลของแบคทีเรียและแพลงก์
ตอนในบ่อเลี้ยงให้มีปริมาณท่ีเหมาะสม 
  4. แนวทางการเลี้ยงกุ้งร่วมกับปลานิลในพ้ืนที่น้ าจืด เพ่ือให้ปลานิลช่วยก าจัดของ
เสีย และควบคุมคุณภาพน้ า วิธีนี้มีข้อจ ากัดคือใช้ได้ในเขตน้ าจืดเท่านั้น   
  กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ประเทศไทย จัดตั้งโครงการกุ้งขาว โดยมี
วัตถุประสงค์เพ่ือสร้างประชากรพ่อแม่พันธุ์กุ้งขาวปลอดโรค สายพันธุ์ที่มีการเจริญเติบโตดี และ
พัฒนาสายพันธุ์ที่ทนทานต่อโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน เพ่ือเพ่ิมช่องทางให้เกษตรกรได้เข้าถึง
ลูกกุ้งคุณภาพ โดยมีระยะเวลาในการด าเนินโครงการในช่วงปี พ.ศ. 2561 – 2565 (37) นอกจากนี้มี
การออกข้อก าหนด และแนวปฏิบัติให้แก่เกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงกุ้ง เป็นประจ าทุกปี ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2559 
จนถึงปัจจุบัน (38) โดยในปี พ.ศ. 2562 มีแนวทางให้แก่เกษตรกร ดังนี้ 
 1. จัดการเลนก้นบ่อ น าเลนออกจากก้นบ่อ ตากบ่อให้แห้ง กรณีไม่เอาเลนออก ให้กระจาย
เลน โดยเติมน้ า 30-40 เซนติเมตร ไถ พรวน หรือคราดโซ่ให้ทั่วบ่อ 
 2. บ าบัดสารอินทรีย์ที่พ้ืนบ่อโดยการใส่จุลินทรีย์ย่อยสลายให้ทั่วบ่อ วัดแอมโมเนียให้ได้
ประมาณ 0.5 – 1.0 ppm 
 3. คราดโซ่ทุกวัน เช้าและเย็น 
 4. ก่อนเติมน้ าเข้าบ่อเลี้ยง ให้กรองน้ าจากบ่อพักและเติมสารฆ่าเชื้อตามความจ าเป็นในกรณี
ที่บ่อเคยติดเชื้อมาก่อน และปรับความเป็นกรด-ด่างของน้ าให้มีค่าพีเอชอยู่ที่ 7.8 – 8.2 ด้วยวัสดุปูน 
 5.  ใช้จุลินทรีย์หมักกากน้ าตาลเพ่ือรักษาระดับแอมโมเนียในบ่อ 
 6. ใช้ลูกกุ้งที่ผ่านการตรวจสุขภาพตามมาตรฐานของกรมประมง หรือห้องปฏิบัติการที่เชื่อถือ
ได ้
 7. ปล่อยลูกกุ้งไม่เกิน 120,000 ตัวต่อไร่ 
 8. ควบคุมเชื้อแบคทีเรียในตัวกุ้งระหว่างการเลี้ยง ด้วยการเสริมอาหารกุ้งด้วยแบคทีเรียกลุ่ม
โพรไบโอติกที่ผ่านการหมักแล้ว รวมถึงเติมสมุนไพร เช่น ข่า กระเทียม หรือสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
 จากแนวปฏิบัติข้างต้น แสดงให้เห็นว่า กรมประมงส่งเสริมให้เกษตรกรใช้วิธีการทางชีวภาพ
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคในกุ้ง และใช้ยาปฏิชีวนะในการฆ่าเชื้อเท่าที่จ าเป็น 
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นอกจากนี้ยังสนับสนุนให้เกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงกุ้ง ใช้หัวเชื้อ ปม.1 ซึ่งคิดค้นโดยศูนย์วิจัยและพัฒนา
ประมงชายฝั่ง สมุทรสาคร ร่วมกับ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ซึ่ง
ผลการวิจัยให้คัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติก กลุ่มบาซิลัส 3 ชนิด ได้แก่ Bacillus subtilis,  Bacillus 
licheniformis และ Bacillus megaterium ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ มาใช้ในการบ าบัดสารอินทรีย์ที่ตกค้างในบ่อเลี้ยง โดยกรมประมงผลิตทั้งแบบผงและแบบ
น้ าแจกจ่ายให้แก่เกษตรกรมาอย่างต่อเนื่องจนถึงปัจจุบัน  
 ถึงแม้ว่าในปัจจุบันเกษตรกรผู้เพาะเลี้ยงกุ้งจะมีแนวทางการเลี้ยงเพ่ือลดความเสี่ยงต่อโรคตับ
และตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง แต่พบว่าเมื่อน าแนวทางต่างๆไปประยุกต์ใช้กับการเพาะเลี้ยงบน
พ้ืนที่จริงกลับไม่ประสบความส าเร็จเท่าที่ควร (21) เห็นได้จากปริมาณผลผลิตของกุ้งในปี 2560 ยังมี
แนวโน้มที่ลดลงเมื่อเทียบกับปี 2554 ซึ่งเป็นปีก่อนเกิดการระบาดของโรคตับและตับอ่อนวาย
เฉียบพลันในกุ้ง จึงจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องมีการศึกษาค้นคว้าวิธีการอ่ืนๆเพ่ือช่วยในการแก้ปัญหา
ดังกล่าว 
 
2.4 โพรไบโอติกและแบคทีเรียกลุ่มบาซิลัส 

 2.4.1 โพรไบโอติก 
  โพรไบโอติก คือ จุลินทรีย์มีชีวิตซึ่งอาจเป็นชนิดเดี่ยวหรือชนิดผสม เซลล์จุลินทรีย์ที่
ตาย หรือส่วนประกอบของจุลินทรีย์ ที่เข้าสู่ร่างกายในปริมาณที่เหมาะสมแล้วจะก่อให้เกิดประโยชน์ 
(39) เนื่องจากตัวเชื้อและสารที่เชื้อสร้างไม่เป็นพิษต่อเซลล์เจ้าบ้าน  (Host cell) นอกจากนี้ยังสร้าง
ประโยชน์ให้แก่เจ้าบ้าน (Host) อีกด้วย (40) ส่งผลให้มีการน าโพรไบโอติกมาใช้ประโยชน์ในทาง
อุตสาหกรรมหลากหลายด้าน ได้แก่ อุตสาหกรรมการหมัก ซึ่งเกิดจากการท างานของจุลินทรีย์เพ่ือ
เปลี่ยนแปลงสารตั้งต้น ให้ได้เป็นผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ  เช่น ซีอ๊ิว น้ าปลา โยเกิร์ต และแหนม เนื่องจาก
ร่างการของมนุษย์สามารถรับประทานได้ ไม่เป็นพิษต่อร่างกาย และไม่สร้างสารพิษ ช่วยยืดอายุของ
อาหาร และเป็นการแปรรูปอาหารให้มีรสชาติที่แปลกใหม่ นอกจากนี้ยังพบการใช้โพรไบโอติกใน
การเกษตร เช่น อุตสาหกรรมปุ๋ยอินทรีย์และปุ๋ยชีวภาพ ที่มีการเติมโพรไบโอติกลงไปเพ่ือช่วยการย่อย
สลายซากพืชและซากสัตว์ การใช้โพรไบโอติกในการเลี้ยงสัตว์น้ า เพ่ือช่วยปรับความสมดุลของ
จุลินทรีย์ในล าไส้ ปรับปรุงคุณภาพน้ า ช่วยในการย่อยสลายสารอินทรีย์อ่ืนๆ กระตุ้นการท างานของ
ระบบภูมิคุ้มของสัตว์น้ าอย่างเหมาะสม และช่วยลดการเกิดโรค  เป็นต้น (41) อย่างไรก็ตาม การใช้
จุลินทรีย์โพรไบโอติกจะต้องมีเกณฑ์การคัดเลือก โดยทั่วไปจะพิจารณาคัดเลือกโดยมีแนวทาง ดังนี้ 
 1. สามารถอาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์หรือสัตว์ชนิดนั้นๆได้ 
 2. ไม่เป็นสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรค 
 3. สามารถเจริญเพิ่มจ านวนในทางเดินอาหารได้ 
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 4. มีปริมาณสูงเพียงพอที่จะก่อให้เกิดผลดีต่อสุขภาพ  
  อย่างไรก็ตามเมื่อจะใช้โพรไบโอติกกับมนุษย์ จะพิจารณาถึงความปลอดภัยเป็นหลัก 
ต้อง มีการศึกษาและทดลองทางวิทยาศาสตร์เพ่ือให้ทราบข้อมูล ทั้งเรื่องคุณสมบัติ ประสิทธิผลต่อ
สุขภาพ และความปลอดภัย ได้รับการรับรองจากสถาบันที่น่าเชื่อถือ เช่น ได้รับการรับรองจาก
องค์การอนามัยโลกว่าเป็นจุลินทรีย์ที่มีความปลอดภัย (Generally Regarced as Safe: GRAS) ใน
ส่วนของการใช้โพรไบโอติกในอุตสาหกรรมจะแบ่งประเภทของงานจากระดับความเสี่ยง ( risk level) 
ของจุลินทรีย์เพื่อน าไปสู่การปฏิบัติตามข้ันตอนปฏิบัติในการท างานที่ถูกต้องตรงตามแต่ละระดับความ
เสี่ยง ตลอดจนการเตรียมความพร้อมของบุคลากร และการเลือกใช้อุปกรณ์เครื่องมือและสถานที่
อย่างเหมาะสม (42) เพ่ือให้เกิดความปลอดภัยในการปฏิบัติงานกับจุลินทรีย์  

 2.4.2 แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัส 
  แบคทีเรียในกลุ่มบาซิลัส จัดอยู่ในตระกูล Bacillaceae สามารถจ าแนกแต่ละสาย
พันธุ์ได้โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบทางชีวเคมี และการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดย
แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรูปร่างเป็นแท่ง มีทั้งสายพันธุ์ที่ต้องเจริญเติบโตในที่
ที่มีออกซิเจน และสายพันธุ์ที่ไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต แต่ในบางสปีชี่ส์สามารถ
เปลี่ยนไปเป็นแกรมลบได้เมื่ออายุมากขึ้น มีทั้งสายพันธุ์ที่สร้างสปอร์ภายในเซลล์ (endospore 
forming cell) และสายพันธุ์ไม่สร้างสปอร์ สายพันธุ์ที่สร้างสปอร์ได้จะมีความทนทานต่อสภาวะที่ไม่
เหมาะสม เช่น อุณหภูมิที่ร้อนจัด อุณหภูมิที่เย็นจัด รังสี สารฆ่าเชื้อ เป็นต้น ตัวอย่างแบคทีเรียกลุ่มบา
ซิลัสที่ก่อโรคในมนุษย์ เช่น Bacillus anthracis เป็นแบคทีเรียที่สร้างแคปซูล และสร้างสารพิษได้ 
ก่อให้เกิดโรคแอนแทร็กซ์ ดังแสดงในรูปที่ 8  Bacillus cereus สามารถสร้างสปอร์ภายในเซลล์ได้ 
ท าให้ทนต่อความแห้งแล้งได้ดี จึงมักพบว่าปะปนมากับอาหารแห้ง เชื้อดังกล่าวสามารถสร้างสารพิษที่
ก่อให้เกิดอาการอาหารเป็นพิษได้ ดังแสดงในรูปที่ 9   (43) 
 นอกจากสายพันธุ์ที่ก่อโรค แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสยังมีบางสายพันธุ์ที่ถูกน ามาใช้เป็นโพรไบโอ
ติกด้วย โดยผลิตภัณฑ์แรกถูกจดทะเบียนเครื่องหมายการค้าในชื่อ Enterogermina ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์
ที่มีส่วนผสมของสปอร์จาก Bacillus clausii ซึ่งมีบันทึกว่าน ามาใช้งานตั้งแต่ปี 1958 (44) นอกจากนี้ 
ยังมีการน าบาซิลัสสายพันธุ์อ่ืนๆมาใช้ด้วย เช่น Bacillus coagulans, B. subtilis, B. licheniformis 
เป็นต้น ซึ่งสายพันธุ์ที่ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมพบว่าเป็นสายพันธุ์ที่สร้างสปอร์ เนื่องจากมี
ความทนทานต่อสภาวะแห้งแล้ง ทนอุณหภูมิสูงได้ โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหารมีการใช้โพรไบโอ
ติกกลุ่มบาซิลัสสายพันธุ์ที่สร้างสปอร์กันอย่างแพร่หลายเนื่องจากทนต่อกรดในกระเพาะอาหารได้ 
(45) นอกจากอุตสาหกรรมอาหารแล้ว ในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์ก็มีการน าแบคทีเรียกลุ่มบา
ซิลัสมาใช้เป็นโพรไบโอติก ดังแสดงในตารางที่ 4 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 20 

 
รูปภาพที่ 8 ลักษณะรูปร่างของเชื้อ B. anthracis ที่มีรูปร่างเป็นแท่ง ย้อมติดสี crystal violet เจริญ

อยู่ในน้ าไขสันหลัง และมีเซลล์เม็ดเลือดขาวล้อมรอบ (46) 

 
รูปภาพที่ 9 ลักษณะรูปร่างของเชื้อ B. cereus ที่เพาะเชื้อจากเลือด มีรูปร่างเป็นแท่ง ย้อมติดสี 

crystal violet (47) 
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ตารางที่ 4 เครื่องหมายการค้าของโพรไบโอติกท่ีใช้แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสในอุตสาหกรรม 
การเพาะเลี้ยงสัตว์ (48) 

เครื่องหมาย
การค้า 

สัตว์ท่ีเป็น
กลุ่มเป้าหมาย 

บริษัทผู้ผลิต ส่วนประกอบ 

AlCareTM สุกร Alpharma Inc., 
Melbourne, 
Australia 

สปอร์ของเชื้อ Bacillus 
licheniformis (NCTC 
13123)  

BioGrow® สัตว์ปีก สุกร ลูกโค Provita Eurotech 
Ltd., Omagh, 
Northern Ireland, 
UK 

สปอร์ของเชื้อ Bacillus 
licheniformis และ 
Bacillus subtilis  

BioPlus® 2B ลูกสุกร ไก่งวง Christian Hansen 
Hoersholm, 
Denmark 

เชื้อ Bacillus 
licheniformis และ 
Bacillus subtilis 

Esporafeed 
Plus® 

สุกร ลูกโค Norel, S.A. Madrid, 
Spain 

เชื้อ Bacillus cereus 

Lactopure สัตว์ปีก สุกร Pharmed 
Medicare, 
Bangalore, India 

เชื้อ Bacillus coagulans 

Neoferm BS 10 สัตว์ปีก สุกร ลูกโค Sanofi Sante 
Nutrition Animale, 
France 

เชื้อ Bacillus clausii  
2 สายพันธุ์ ได้แก่ CNCM 
MA23/3V และ CNCM 
MA66/4M 

Toyocerin® สัตว์ปีก สุกร ลูกโค 
กระต่าย สามารถ
ประยุกต์ใช้ในการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 

Asahi Vet S.A., 
Tokyo (Head Off.), 
Japan 

เชื้อ Bacillus cereus 
var. toyoi 

   ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า มีการใช้แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสเป็นโพรไบโอติกอย่าง
แพร่หลาย โดยเฉพาะในการเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาด า ดังแสดงในตารางที่ 5 
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ตารางที่ 5 เครื่องหมายการค้าของโพรไบโอติกท่ีใช้แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสในอุตสาหกรรม 
การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า (48, 49) 

เครื่องหมายการค้า บริษัทผู้ผลิต ส่วนประกอบ 

Biostart® Microbial Solutions, 
Johannesburg, South Africa 
and 
Advanced Microbial 
Systems, Shakopee, MN, 
USA 

เชื้อ Bacillus licheniformis 
เชื้อ Bacillus megaterium  
เชื้อ Paenibacillus polymyxa 
และเชื้อ Bacillus subtilis  

BioPlus2B® CHR Hansen เชื้อ Bacillus licheniformis 
และเชื้อ Bacillus subtilis 

BaoZyme-Aqua Sino-Aqua Corp., Kaohsiung, 
Taiwan 

เชื้อ Bacillus subtilis สายพันธุ์ 
Wu-S and Wu-T ผสมกับ เชื้อ 
Lactobacillus และ 
Saccharomyces spp. 

Promarine Sino-Aqua company 
Kaohsiung, Taiwan 

เชื้อ Bacillus subtilis 

Liqualife® Cargill, Animal Nutrition 
Division 

เชื้อ Bacillus ไม่เปิดเผยสายพันธุ์ 

Sanocare Sanolife 
Sanoguard 

INVE Technologies nv 
Dendermonde, Belgium 

เชื้อ Bacillus หลายสายพันธุ์ 

  จากข้อมูลข้างต้น แสดงให้เห็นว่าเชื้อกลุ่มบาซิลัสถูกน ามาใช้เป็นโพรไบโอติกใน
อุตสาหกรรมต่างๆอย่างแพร่หลาย รวมถึงถูกน ามาใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์ โดยหนึ่งในเชื้อที่ถูก
น ามาใช้มาก ได้แก่ B. licheniformis  

 2.4.3 คุณลักษณะทั่วไปของเชื้อ Bacillus licheniformis 
  2.4.3.1 ลักษณะรูปร่างและคุณลักษณะท่ัวไป 
   เชื้อ B. licheniformis เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก มีทั้งสายพันธุ์ที่สร้าง
สปอร์และไม่สร้างสปอร์ มีรูปร่างเป็นแท่ง ดังแสดงในรูปภาพที่ 10 ย้อมติดสี Crystal Violet ในการ
ย้อมแกรมแบคทีเรีย มีความทนต่อการเจริญในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม จัดอยู่ ในกลุ่ม 
mesophilic bacterium อย่างไรก็ตามสามารถเจริญเติบโตได้ในอุณหภูมิสูง โดยอุณหภูมิสูงสุดที่
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พบว่าเจริญได้ คือ 57 °C และอุณหภูมิต่ าสุดที่พบว่าเจริญได้ คือ 11 °C  ส าหรับค่าความเป็นกรดด่าง
ที่เหมาะสมกับการเจริญ คือ 8.1 และค่าความเป็นกรดด่างต่ าสุดที่สามารถเจริญได้ คือ 4.6 (50) 
ส าหรับค่า Water activity ต่ าสุดที่สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ คือ 0.915 (51) สามารถสร้างสารแบคทีริ
โอซินที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในกระเพาะส่วนรูเมนของสัตว์เคี้ยวเอ้ือง มีลักษณะเป็น
เปปไทด์สายสั้นๆความยาว 12 ล าดับกรดอะมิโน คือ ISLEICXIFH DN มีมวลโมเลกุลประมาณ 1,400 
ดาลตัน ท างานได้ดีที่อุณหภูมิ 37-39 °C pH 6.8-7 (52) และในงานวิจัยของ Halami และคณะ 
(2019) พบว่า B. licheniformis ATCC2512T มีคุณสมบัติสร้าง ซับแบคทีริโอซิน (sub-bacteriocin) 
ซึ่งเป็นสารยับยั้งที่มีโครงสร้างคล้ายซับทิลิน (subtilin) สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคและเชื้อดื้อยาในกลุ่ม
แบคทีเรียที่สร้างกรดแลคติกได้ สารดังกล่าวมีลักษณะเป็นสายเปปไทด์ยาว 56 กรดอะมิโน (53) 

 
รูปภาพที่ 10 ลักษณะรูปร่างของเชื้อ Bacillus licheniformis ที่ถ่ายภาพจากกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) (54) 
  

ปั จ จุ บั น  European Food Safety Authority ( EFSA)  แ ล ะ  Technical Rules for 
Biological Agents (TRBA) ประเทศเยอรมัน จัดให้เชื้อ B. licheniformis อยู่ในกลุ่มแบคทีเรียที่ใช้
อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหารและอาหารสัตว์ และ ส านักงานความปลอดภัยด้านอาหารแห่ง
สหภาพยุโรป (European Food Safety Authority: EFSA) จัดให้อยู่ในกลุ่มของจุลินทรีย์ที่ไม่จัดว่า
เป็นอันตราย เนื่องจากไม่ปรากฎว่าก่อให้เกิดโรคในคน (55)  
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  2.4.3.2 การน าเชื้อ B. licheniformis มาใช้ประโยชน์และงานวิจัยที่ 
  เกี่ยวข้อง 
   จากข้อมูลในตารางที่  5 พบว่า เชื้อ B. licheniformis ถูกน ามาใช้ใน
อุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์และการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ าอย่างแพร่หลาย นอกจากนี้ยังถูกน ามาใช้ใน
การศึกษาวิจัยด้านพันธุวิศวกรรม เพ่ือให้ B. licheniformis สร้างสารที่ต้องการ โดยส่วนใหญ่ใช้สร้าง
เอนไซม์เพ่ือน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร (56) มีงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับเชื้อ B. licheniformis มา
ทดลองใช้ปรับปรุงพันธุกรรมตั้งแต่ปี ค.ศ. 1983 โดย Barstow ได้ใช้เทคนิค genetic manipulation 
โดยใช้เชื้อ B. licheniformis เป็นเซลล์เจ้าบ้าน และน า monomeric plasmid DNA ที่บรรจุยีน 
thyP3 ซึ่งควบคุมการสร้างเอนไซม์ thymidylate synthetase บรรจุเข้าไปภายในเชื้อ และท าให้เชื้อ
สร้างเอนไซม์ดังกล่าวส าเร็จ (57) หลังจากนั้นจึงมีรายงานที่เกี่ยวข้องกับคุณสมบัติโพรไบโอติกของ B. 
licheniformis  โดย Fuller ในปี ค.ศ. 1997 ซึ่งได้น าเชื้อ B. licheniformis ผสมลงในอาหารของวัว 
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตน้ านมของวัว พบว่าวัวผลิตน้ านมได้เพ่ิมมากขึ้นเมื่อได้รับอาหารที่
ผสมโพรไบโอติก (Bacillus licheniformis) นอกจากนี้พบว่าวัวมีระบบย่อยอาหารที่ดีขึ้น กระเพาะ
ส่วนรูเมนมีสภาวะความเป็นกรดเบสเหมาะสมที่จะย่อยอาหารได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่ อเทียบกับ
กลุ่มควบคุม โดยโพรไบโอติกไม่รบกวนจุลินทรีย์ประจ าถิ่นชนิดเดิมที่อาศัยอยู่ที่กระเพาะส่วนรูเมน 
เมื่อวัดอุณหภูมิของไส้ตรงของวัวพบว่ามีอุณหภูมิที่เหมาะสม แสดงให้เห็นว่า เชื้อ B. licheniformis 
ไม่ท าให้วัวเกิดอาการท้องเสีย และสามารถน ามาใช้เป็นโพรไบโอติกเพ่ือเพ่ิมการสร้างน้ านมในวัวได้ 

(58) ในปี 2011 คณะวิจัยจากประเทศอินเดีย พบสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างเอนไซม์ α-amylase 

(α-1, 4-glucan-glucan hydrolase) ของเชื้อ B. licheniformis สองสายพันธุ์ ได้แก่ MTCC 2617 
และ MTCC 2618 โดยใช้สารตั้งต้น 4 ชนิด คือ แป้ง ข้าว ข้าวสาลี และ ข้าวฟ่าง พบว่า MTCC 2618 

สร้าง α-amylase ได้มากกว่า และเอนไซม์ดังกล่าวย่อยข้าวได้ดีที่สุด และท างานได้ดีที่สภาวะความ
เป็นกรดด่างเท่ากับ 7 และ อุณหภูมิที่ 37 °C (59) หลังจากนี้เริ่มมีงานวิจัยที่ให้ความสนใจเกี่ยวกับ
เชื้อ B. licheniformis เพ่ิมมากขึ้น โดยในปี 2015  Ramesh และคณะ รายงานผลการศึกษา
แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสที่แยกจากล าไส้ของปลายี่สกเทศ พบว่าส่วน โปรตีนที่ผนังเซลล์ (Cell wall 
proteins: CWPs) แ ล ะ  โ ป รตี นทั้ ง หมดข อ ง เ ซลล์  (Whole cell proteins: WCPs) ขอ ง  B. 
licheniformis มีความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของปลายี่สกเทศให้ท างานได้ดีขึ้น และ
ท างานได้ในสภาวะที่มีเกลือน้ าดีของปลาและสภาวะที่มีค่าความเป็นกรดด่างต่ า หลังจากให้ B. 
licheniformis โดยการผสมเชื้อในอัตราส่วน 108 CFU ต่ออาหารปลา 1 กรัม และใช้เลี้ยงปลายี่สก
เทศต่อเนื่องเป็นเวลา 14 วัน พบว่าสามารถยับยั้งการติดเชื้อ Aeromonas hydrophila ในปลายี่สก
เทศได้ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (60) ในปีเดียวกัน Ferreira และคณะ ได้รายงานการค้นพบ
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แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสที่แยกจากกุ้งแวนนาไม และประสิทธิภาพการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งแวน
นาไมเมื่อผสมแบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสดังกล่าวลงในน้ าและอาหารกุ้ง โดยติดตามพัฒนาการของกุ้งแวน
นาไมในระบบเลี้ยงเป็นเวลา 42 วัน พบว่า B. licheniformis รหัส CPQBA 571-12 DRM 07 เป็นไอ
โซเลทที่แสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ V. alginolyticus โดยออกฤทธิ์ยับยั้งกว้าง
ประมาณ 20 มิลลิเมตรในการทดสอบแบบ agar well diffusion เมื่อผู้วิจัยเติม B. licheniformis 
ปริมาณ 107 CFU ต่อ น้ า 1 มิลลิลิตร และฉีดพ่นในอาหารกุ้ง 400 กรัม และให้อาหารกับลูกกุ้งอายุ 7 
วัน พบว่า เชื้อ V. alginolyticus ในระบบเลี้ยงกุ้งแวนนาไมมีจ านวนลดลง และ B. licheniformis 
ท าให้ลูกกุ้งแวนนาไมมีปริมาณโปรตีนในซีรั่มเพ่ิมขึ้น กิจกรรมของ phenol oxidase ซึ่งบ่งชี้ถึง
ภาวะการติดเชื้อ มีระดับลดลงอย่างมีนัยยะส าคัญ แสดงให้เห็นว่าการน า B. licheniformis มาเป็น
โพรไบโอติกผสมกับอาหารเลี้ยงกุ้งแวนนาไมเพ่ือลดเชื้อก่อโรคในระบบเลี้ยงและเสริมสร้างระบบ
ภูมิคุ้มกันให้กุ้งแวนนาไมได้ (61) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยในสัตว์น้ าอ่ืน เช่น ในปี ค.ศ. 2018 Gao และ
คณะ พบเชื้อ B. licheniformis ที่มีผลต่อการเจริญเติบโต ระบบภูมิคุ้มกัน และการเกิดโรคของหอย
เป่าฮ้ือ ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อ V. parahaemolyticus โดยผู้วิจัยฉีดพ่นเชื้อ B. licheniformis ที่ความ
เข้มข้น 103 CFU/ml, 105 CFU/ml และ 107 CFU/ml  ลงในอาหารที่ใช้เลี้ยงหอยเป่าฮ้ือ เป็นเวลา 8 
สัปดาห์ จากผลการทดลองพบว่า กลุ่มท่ีได้รับอาหารที่ฉีดพ่นด้วย B. licheniformis ทั้ง 3 กลุ่ม มีการ
ท างานของเม็ดเลือดขาวชนิดฟาโกไซต์ (phagocyte) เอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (peroxidase) เอนไซม์
คะตะเลส (catalase) และการแสดงออกของ heat shock protein 70 มากกว่ากลุ่มควบคุมที่ได้รับ
อาหารปกติ พบว่า หลังจากนั้นเติมเชื้อ V. parahaemolyticus สังเกตผลเป็นเวลา 14 วัน พบว่า 
กลุ่มท่ีได้รับ B. licheniformis ปริมาณ 105 CFU/ml  มีการตอบสนองของเม็ดเลือดขาวต่อในระดับดี 
การเจริญของหอยเป่าฮ้ืออยู่ในระดับปกติ แสดงให้เห็นว่า การฉีดพ่น เชื้อ B. licheniformis ผสมลง
ในอาหารเลี้ยงหอยเป่าฮ้ือ ช่วยป้องกันโรคที่เกิดจากเชื้อ V. parahaemolyticus ได้ (62)  เมื่อปี 
2019 Fernandes และคณะ ได้รายงานผลของกลุ่มโปรไบโอติกที่เจริญได้ในน้ าเค็มเพ่ือน ามาใช้ใน
ก า ร เ พ า ะ เ ลี้ ย ง กุ้ ง แ ว น น า ไ ม  จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า พ บ ว่ า  B. licheniformis, B. subtilis, B. 
amyloliquefaciens และ Pseudomonas spp. มีความสามารถในการเพ่ิมน้ าหนักของกุ้งแวนนา
ไม และเพ่ิมประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์อะไมเลส โปรติเอส และไลเปส ในระบบย่อยอาหาร
ของกุ้งแวนนาไมได้ จึงสามารถน าแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวมาใช้เป็นโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า
ต่อไป (63) และเริ่มมีรายงานการสร้างแบคทีริโอซินซึ่งเป็นสารยับยั้งเชื้อก่อโรค ที่วิจัยโดย Halami  
พบว่า B. licheniformis MCC 2512T  สามารถสร้างสาร Sub-lichenin ซึ่งมีโครงสร้างคล้ายกับ 
Subtilin เป็นสารยับยั้ ง เชื้ อก่อโรคที่ สร้ างโดย B. subtilis นอกจากนี้ สาร Sub-lichenin มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในอาหารและเชื้อดื้อยาในกลุ่มแบคทีเรียแลคติกอีกด้วย (53)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 26 

   ในปี ค.ศ. 2020 Chen และคณะได้ค้นพบกลไกการต้านเชื้อก่อโรคของเชื้อ 
B. licheniformis ที่เกิดจากการสร้างแบคทีริโอซิน ซึ่งสามารถยับยั้งการก่อโรคของ A. hydrophila 
ในปลาม้าลาย พบว่าปลาม้าลายที่เลี้ยงในสภาวะที่มี A. hydrophila และ B. licheniformis มีอัตรา
การอยู่รอดมากถึง 70% และตรวจพบ quorum quenching ของ B. licheniformis โดยตรวจหายนี 

ytnP ซึ่งแปลรหัสแล้วจะได้เป็นโปรตีน acyl-homoserine lactone metallo-β-lactamase ซึ่ง
สารดังกล่าวช่วยลดความรุนแรงของการก่อโรคของเชื้อ A. hydrophila แสดงให้เห็นว่า B. 
licheniformis เป็นแบคทีเรียที่มีประโยชน์ต่อการรักษาการติดเชื้อในสัตว์น้ า (64) รวมถึงการผนวก
รวมเทคนิคในการเพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อโพรไบโอติกของ Panigrahi และคณะ ที่ใช้ตะกอนจุลินทรีย์ 
(biofloc) เพ่ือเสริมสร้างความแข็งแรง กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน และเพ่ิมอัตราการอยู่รอดในกุ้งขาว
อินเดีย  โดยเลือกแบคที เรียกลุ่ มบาซิลัส  ประกอบด้วย B. licheniformis, Bacillus sp., B. 
megaterium และ Oceanobacillus sp. พบว่ากุ้งขาวอินเดียที่เลี้ยงระบบที่มีการเติมตะกอน
จุลินทรีย์ มีอัตราการรอดชีวิตสูงถึง 80-95% มีน้ าหนักตัวเฉลี่ยอยู่ในเกณฑ์ปกติ คือ 10.89 ± 1.2 
กรัม มีค่า Phagocytic activity สูงกว่ากลุ่มควบคุม 14.43% และมีการแสดงออกของยีนในระบบ
ภูมิคุ้มกันมากขึ้น แสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสสามารถน ามาผลิตเป็นตะกอนจุลินทรีย์เติมลง
ในบ่อเลี้ยงกุ้งเพ่ือกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของกุ้งขาวอินเดียได้ (65) 
   จากผลงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้น แสดงให้เห็นว่า B. licheniformis เป็น
แบคทีเรียโปรไบโอติกที่มีประโยชน์ต่อสัตว์ มีความสามารถยับยั้งเชื้อก่อโรค และลดความรุนแรงของ
การเกิดโรคในสัตว์น้ า นอกจากนี้ยังสามารถสร้างแบคทีริโอซิน ซึ่งเป็นสารชีวโมเลกุลประเภทโปรตีนที่
มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นได้อีกด้วย 
 
2.5 แบคทีริโอซิน 

 2.5.1 แบคทีริโอซิน ประเภทของแบคทีริโอซิน และคุณสมบัติของแบคทีริโอซิน 
 แบคทีริโอซินเป็นสารประเภทโปรตีนที่แบคทีเรียสร้างขึ้นและปล่อยออกมานอก

เซลล์ มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสายพันธุ์ใกล้เคียง (66) แบคทีริโอซิน
มีหลายชนิด โดยคุณประโยชน์และกลไกการท างานของแบคทีริโอซินแต่ละชนิดก็มีความแตกต่างกัน 
แบคทีริโอซินพบว่าถูกสร้างจากแบคทีเรียกลุ่มโพรไบโอติก โดยเฉพาะโพรไบโอติกที่อาศัยอยู่ในระบบ
ทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์ แบคทีริโอซินที่สร้างขึ้นจะท าหน้าที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรค 
ส่งสัญญาณไปยังเซลล์ โพรไบโอติกอ่ืนเพ่ือเพ่ิมจ านวน หรือกระตุ้นให้สร้างแบคทีริโอซินเพ่ิมขึ้น 
นอกจากนี้ยังสามารถส่งแบคทีริโอซินเป็น signal peptide ไปยังเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันเพ่ือให้ก าจัด
เชื้อก่อโรคได้อีกด้วย โดยบทบาทของแบคทีริโอซินที่ส าคัญ ได้แก่ Colonizing peptide โดยกระตุ้น
เซลล์โพรไบโอติกอ่ืนให้เพ่ิมจ านวนและเจริญในต าแหน่งที่ต้องการ Killing peptide จะท าหน้าที่
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ยับยั้ง ท าลายเชื้อก่อโรค และ Signal peptide เป็นสัญญาณกระตุ้นการท างานของเซลล์ในระบบ
ภูมิคุ้มกันเพื่อก าจัดเชื้อก่อโรค ดังแสดงในรูปที่ 11 (67) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพที่ 11 บทบาทของแบคทีริโอซินที่สร้างจากโพรไบโอติกในล าไส้ของมนุษย์ (67) 
  
  แบคทีริโอซินแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มตามโครงสร้างและคุณสมบัติของแบคทีริ

โอซิน (68) ดังแสดงในตารางที่  6 อย่างไรก็ตามแบคทีริโอซินในกลุ่มที่  4 เป็นสารยับยั้งที่มี
ส่วนประกอบทั้ง โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมัน ท าให้ถูกเรียกว่า  แบคทีริโอไลซิน (bacteriolycin) 
บางต าราจึงไม่จัดเป็นแบคทีริโอซิน ดังนั้นหากกล่าวถึงแบคทีริโอซินจะมีอยู่ 3 กลุ่มหลักๆ (69) ได้แก่ 

  แบคทีริ โอซิน กลุ่มที่  1 เป็นเปปไทด์สายสั้น มีกระบวนการ post-
translational modification ของโปรตีน ท าให้กรดอะมิโนมีส่วนประกอบเพ่ิมเติมที่แตกต่างออกไป

จากแบคทีริ โอซินในกลุ่มอ่ืนๆ เช่น lanthionine, β-methyllanthionine, dehydrobutyrine, 
dehydroalanine และ labyrinthine เป็นต้น (70) แบคทีริโอซิน กลุ่มนี้ยังถูกแบ่งย่อยออกเป็นกลุ่ม 
Ia (lantibiotics), กลุ่ม Ib (labyrinthopeptins) และกลุ่ม Ic (sanctibiotics)  

  แบคทีริ โอซิน กลุ่มที่  2 เป็นเปปไทด์สายสั้น ทนความร้อน ไม่ เกิด
กระบวนการ post-translational modification ของโปรตีน แบคทีริโอซิน กลุ่มที่ 2 ถูกแบ่งย่อย
ออกเป็นกลุ่ม IIa (bacteriocins-like pediocin) กลุ่ม IIb มีองค์ประกอบสองส่วน ต้องท างานควบคู่
กัน กลุ่ม IIc (Circular bacteriocins) และกลุ่ม IId ตัวอย่างแบคทีริโอซินที่มีความโดดเด่นในกลุ่ม IId 
คือ แบคโทเฟนซิน เอ (71) เป็นแบคทีริโอซินที่มีคุณสมบัติพิเศษคือ มีประจุบวกสูงเทียบเท่าประจุ
บวกที่พบในสารยับยั้งที่สร้างจากเซลล์ในสิ่งมีชีวิตยูคาริโอต ประจุบวกดังกล่าวส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงประจุที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมาย และช่วยยับยั้งการเจริญของเชื้อเป้าหมายได้ 
โดยแบคทีริโอซินไม่จ าเป็นต้องจับตัวกับเซลล์แบคทีเรีย (72) 
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  แบคทีริโอซิน กลุ่มที่ 3 มีโครงสร้างเป็นก้อนโปรตีนขนาดใหญ่ ไม่ทนความ
ร้อน ซึ่งในกลุ่มนี้ยังไม่พบการศึกษามากนัก ตัวอย่างแบคทีริโอซินที่มีความโดดเด่นในกลุ่มนี้ คือ เฮลวีทิ
ซิน เอ็ม มีคุณสมบัติในการท าลายผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและเยื่อหุ้มชั้นนอกของแบคทีเรีย
แกรมลบ (73) 

 แบคทีริโอซินกลุ่มที่ 1 และ 2 ซึ่งเป็นแบคทีริโอซินที่มีขนาดเล็ก และเป็นเปปไทด์
สายสั้นจึงจัดอยู่ในกลุ่ม Antimicrobial peptides (AMPs) ซึ่งเป็นเพปไทด์สายสั้น มีบทบาทส าคัญใน
กลไกการป้องกันการบุกรุกของเชื้อจุลชีพก่อโรคในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ซึ่งในปัจจุบันมีการค้นพบและมี
การศึกษาเพปไทด์ต้านจุลชีพมากกว่าร้อยชนิด (74) เพปไทด์ต้านจุลชีพมีโครงสร้างหลายรูปแบบ 
ไ ด้ แ ก่  a-helical, cysteine-rich และ  b-sheet ซึ่ ง ส่ ว น ใหญ่ จ ะป ร ะก อบด้ ว ย ก ร ด อ ะมิ โ น
ชนิด histidine (his), arginine (arg), proline (pro) และ tryptophan (trp)  เพปไทด์ต้านจุลชีพจะ
มีฤทธิ์แบบกว้าง (broad spectrum) ในการท าลายเชื้อจุลชีพได้หลายชนิด เช่น แบคทีเรียแกรม
บวก แกรมลบ เชื้อรา และไวรัส แม้กระทั่งแบคทีเรียที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ โดยกลไกในการท าลายเชื้อ
จะมาจากคุณสมบัติของเพปไทด์  ที่ เป็น  amphipathic ประกอบด้วยประจุบวกและความ
เป็น hydrophobic ซึ่งเหมาะสมกับการท าปฏิกิริยา electrostatic interaction กับเยื่อหุ้มเซลล์ของ
เชื้อจุลชีพที่ประกอบด้วยไขมันชนิดที่เป็นประจุลบ แบบไม่จ าเพาะ แล้วจะท าให้เกิดการท าลายเยื่อหุ้ม
เซลล์ของเชื้อจุลชีพ จนท าให้เชื้อตายในที่สุด ซึ่งกลไกในการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อจุลชีพมีหลาย
รูปแบบ เช่น สามารถท าให้เกิดรูรั่วที่เยื่อหุ้มเซลล์ หรือสะสมบนเยื่อหุ้มเซลล์ แล้วท าให้เยื่อหุ้มเซลล์
ของเชื้อจุลชีพบางลงจนเกิด membrane dissolution จากคุณสมบัติของเพปไทด์ที่มีเป้าหมายใน
ท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อจุลชีพอย่างรวดเร็ว ท าให้ลดโอกาสที่เชื้อจุลชีพจะดื้อต่อเพปไทด์ (75)  

 2.5.2 การสร้างแบคทีริโอซินของแบคทีเรีย และการตรวจวิเคราะห์ 
  ยีนที่ควบคุมการสร้างแบคทีริโอซินพบในโครโมโซมของแบคทีเรีย ใช้ Promoter 
และ Operon ร่วมกับยีนอ่ืนๆ มีลักษณะการรวมกันของยีนอยู่เป็นกลุ่มยีนภายใต้ Promoter และ 
Operon เดียวกัน (operon cluster) และต้องการการเหนี่ยวน าด้วยกลไก Quarum sensing ซึ่ง
กลไกดังกล่าวขึ้นอยู่กับ peptide pheromones หรือ auto-inducer peptide ซึ่งสารเหล่านี้จะ
สร้างได้ดีขึ้นกับสภาวะในการเพาะเลี้ยง ได้แก่ สภาวะความเป็นกรด -ด่าง อุณภูมิที่เพาะเลี้ยง 
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง สารอาหารที่จุลินทรีย์ต้องการพิเศษ เช่น เชื้อ Bacillus licheniformis 
ต้องการน้ าตาลแลคโตสเป็น inducer เนื่องจากยีนที่สร้างแบคทีริโอซิน อยู่ในกลุ่มยีนเดียวกันกับ 

lacZ gene ซึ่งเป็นยีนที่สร้าง β-galactosidase และ Operator ของยีนดังกล่าวต้องการน้ าตาลแลค
โตสมากระตุ้น จึงจะเกิดการแสดงออก เป็นต้น (76) อีกทั้งการสร้าง auto-inducer peptide เพ่ือ
กระตุ้นให้เกิดการสร้างแบคทีริโอซินยังเกี่ยวข้องกับสภาวะการโตแบบแข่งขัน โดยสัมพันธ์กับปริมาณ
และชนิดของจุลินทรีย์คู่แข่ง (competing microorganism) และเม่ือเชื้อสร้างแบคทีริโอซินแล้ว แบค
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ทีริโอซินที่เชื้อสร้างขึ้นจะท าหน้าที่เป็น auto-inducer กระตุ้นให้แบคทีเรียสร้างแบคทีริโอซินเพ่ิมข้ึน
อีก รวมถึงสารยับยั้งอื่นๆด้วย  
  กลไก Quarum sensing ควบคุมด้วย Operon ที่มีการแปลรหัสได้เป็นโปรตีน 
induction factor (IF) หรือ peptide pheromone (Pph) มีการแปลรหัสได้เป็นโปรตีน histidine 
kinase (HK) และ โปรตีน response regulator (RR) ปริมาณของโปรตีน IF มีความสัมพันธ์กับ
ปริมาณของเซลล์ กล่าวคือเมื่อปริมาณโปรตีน IF มาก จะบ่งชี้ถึงความหนาแน่นของเซลล์มาก และ
โปรตีน IF ก็มีความสัมพันธ์กับโปรตีน HK หากมี โดยปริมาณโปรตีน IF ที่สูงนี้ จะส่งผลให้มีปริมาณ
โปรตีน HK สูงขึ้นตามมา ซึ่งหากมีโปรตีน IF และโปรตีน HK มากพอ จะเกิดการกระตุ้นให้ยีนที่
เกี่ยวข้องกับโปรตีน RR แสดงออก กลไกเหล่านี้ท าให้เกิดการสร้างแบคทีริโอซิน การขนส่งแบคทีริ
โอซินและปล่อยออกมานอกเซลล์ รวมถึงการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้ องกับการสร้าง
แบคทีริโอซิน (77) ดังนั้นการสร้างแบคทีริโอซินขึ้นอยู่กับการสร้างโปรตีน IF ของแบคทีเรีย โดย
แบคทีเรียแต่ละชนิดมีความไวต่อสภาวะแวดล้อมที่ส่งผลต่อการสร้างโปรตีน IF ที่แตกต่างกัน เช่น 
Lactobacillus sakei Lb706 และ Lactobacillus curvatus LTH1174 ที่มีความสามารถในการ
สร้าง sakacin A มีความไวต่ออุณหภูมิ หรือ กรณีของ Lactobacillus plantarum NC8 จะสร้าง 
plantaricin NC8 (PLNC8) ได้ดีขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วยการเลี้ยงร่วมกับแบคทีเรียแกรมบวกบางสาย
พันธุ์ในอาหารเหลว หรือ เลี้ยงร่วมกับเซลล์แบคทีเรียบางสายพันธุ์ที่ถูกฆ่าให้ตายด้วยความร้อน 
  เมื่อแบคทีเรียสร้างแบคทีริโอซิน เริ่มแรกจะเป็นแบคทีริโอซินที่ยังไม่สามารถท างาน
ได้ จึงเกิดกระบวนการ post-translational modification ของโปรตีน และตัดแต่งโปรตีนจนได้เป็น 
mature protein ท าให้ได้แบคทีริโอซินที่พร้อมท างาน (78) และจะถูกส่งออกนอกเซลล์ผ่านทาง 
ABC transporter และ sec-dependent exporters (79) ดังแสดงในรูปภาพที่ 12 
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รูปภาพที่ 12 การขนส่งแบคทีริโอซินที่พร้อมท างานผ่านช่องโปรตีน ABC  Transporter บนเยื่อหุ้ม

เซลล์ของแบคทีเรีย (79)  
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ตารางที่ 6 แสดงกลุ่ม กลุ่มย่อย โครงสร้างของแบคทีริโอซิน และตัวอย่างของแบคทีเรียที่สร้างแบคทีริ
โอซิน (53) 

กลุ่ม กลุ่ม
ย่อย 

โครงสร้าง ตัวอย่าง  
แบคทีริโอซิน 

แบคทีเรียท่ีสร้าง 

I Ia สายเปปไทด์สั้น ทนความร้อน 
ขนาดน้อยกว่า 5 kDa มีแลนไธ
โอนีนและ เบต้า-เมททิล แลนไธ
โอนีน เป็นองค์ประกอบ 

ไนซิน  
ซับทิลิน 
ไลเคนนิน ซับไลเคนนิน 

เชื้อ Lactococcus lactis  
เชื้อ Bacillus subtilis 
เชื้อ Bacillus licheniformis 

 Ib สายเปปไทด์สั้น ทนความร้อน 
แลนไธโอนีนเชื่อมกันเป็นวงกลม 

ลาไบรินโธเพปทิน-เอ  
แลคติน 

เชื้อ Thimargarita namibiensis 
เชื้อ Lactococcus sp. 

 Ic ภายในโครงสร้างมีหมู่ซัลเฟอร์
เชื่อมต่อกับแอลฟา-คาร์บอน 

ทูริซิน ซีดี  เชื้อ Bacillus thuringiensis 

II IIa สายสายเปปไทด์สั้น ทนความร้อน 
ที่ปลายด้าน N ของล าดับกรดอะมิ
โน มีล าดับของ YGNGV-C 

พีดิโอซิน พีเอ-1  เชื้อ Pediococcus pentosaceus 

 IIb มีองค์ประกอบสองส่วน ต้อง
ท างานควบคู่กัน 

แลคโทคอกซิน จี  เชื้อ Lactococcus lactis supsp. 
Cremoris 

 IIc โครงสร้างเป็นวงกลม แกเซอริซิน เอ  เชื้อ Lactococcus gasseri 

 IId เป็นสายยาว โปรตีนไม่ถูกปรับแต่ง
ก่อนส่งออกนอกเซลล์ 

แบคโทเฟนซิน เอ สร้าง
จาก  

เชื้อ Lactococcus salivarius 

III - โมเลกุลขนาดใหญ่ ไม่ทนความ
ร้อน 

เฮลวีทิซิน เอ็ม  เชื้อ Lactobacillus cripatus 

IIII - โมเลกุลมีบางส่วนเป็น
คาร์โบไฮเดรตและไขมัน 

ลิวโคโนซิน เอส 
แลคโตซิน 

 

 

 การตรวจวิเคราะห์แบคทีริโอซินที่เชื้อแบคทีเรียสร้างขึ้น ขึ้นอยู่กับชนิดของแบคทีริโอซิน 

หากเป็นแบคทีริโอซินที่อยู่ในกลุ่ม 1 และ 2 จะใช้การตรวจวิเคราะห์ด้วยการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์และ

ใช้เทคนิค Liquid chromatography/Mass spectrometry โดยหลักการท างานของเครื่องเป็นการ

แยกโปรตีนที่อยู่ในสภาวะของเหลวด้วยวิธ ี liquid chromatography และท าการวิเคราะห์โปรตีน

ด้วยเทคนิค Mass spectrometry ซึ่งเป็นเทคนิคการวิเคราะห์สารชนิดหนึ่งโดยอาศัยหลักเก่ียวกับ
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การตรวจวัดเชิงมวลของสารในรูปของไอออน  โดยสารตัวอย่างจะเข้าสู่ส่วนผลิตไอออน (ion source) 

ของเครื่อง mass spectrometer เมื่อโมเลกุลของสารได้รับพลังงานจะท าให้เกิด ionization 

กลายเป็นไอออน  จากนั้นไอออนต่างๆ จะถูกส่งผ่านเข้าสู่ส่วนวิเคราะห์มวล (mass analyzer) ซึ่งท า

การแยกไอออน ทั้งหมดที่ได้จากการแตกตัวออกจากกันตามค่ามวลต่อประจุ (mass-to-charge ratio 

หรือ m/z) ของไอออนแต่ละชนิด จากนั้นไอออนซึ่งผ่านการแยกมวลแล้ว จะถูกส่งผ่านเข้าไปสู่ส่วน

ตรวจวัด  (detector) หากต้องการศึกษาเปปไทด์ที่ข้อมูลการค้นพบแล้ว สามารถน าเปปไทด์ที่ได้

ค้นหาชนิดและคุณสมบัติได้ในฐานข้อมูล เช่น Blast P NCBI  MASCOT  Uniprot เป็นต้น แต่หาก

เปปไทด์ที่ศึกษาเป็นเปปไทด์ชนิดใหม่สามารถเลือกศึกษาล าดับกรดอะมิโนด้วยวิธี De novo peptide 

sequencing ด้วยเครื่อง tandem mass spectrometer (MS/MS) ซึ่งเป็นวิธีที่เหมาะกับการศึกษา

ล าดับกรดอะมิโนชนิดใหม่สายสั้นๆและเกิดจากกระบวนการ post-transitional modification โดย

เครื่องจะประมวลผลเปปไทด์ที่มีค่า de novo score ซึ่งเป็นค่าแสดงความน่าเชื่อถือของการ

ประมวลผล เนื่องจากความสามารถของซอฟแวร์ในการประมวลผลสเปกตรัมของ MS/MS ขึ้นอยู่กับ

ปัจจัยหลายประการ ได้แก่ ความละเอียดและคุณภาพของเครื่องมือ การกระจายตัวของกรดอะมิโน 

ทิศทางการกระจายตัวของไอออน การแตกตัวที่ผิดปกติของกรดอะมิโน ซึ่งปัจจัยเหล่านี้จะถูกค านวณ

และแปลผลออกมาในรูปของค่า de novo score (80) 
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 2.5.3 กลไกการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีริโอซิน 
  แบคทีริโอซินมีบริเวณเป้าหมายคือบริเวณที่มีประจุลบที่เกิดจากสารประเภท 
phosphatidylethanolamine (PE) phosphatidylglycerol (PG) lipopolysaccharide (LPS) 
lipoteichoic acid (LTA) และ cardiolipin (CL) ซึ่งสารเหล่านี้อยู่บริเวณผนังเซลล์ของแบคทีเรีย  
แกรมลบ ท าให้สารเหล่านี้กลายเป็นสารเป้าหมายของแบคทีริโอซิน (81) แบคทีริโอซินจะใช้ส่วนที่มี
ประจุบวกท าปฏิกิริยาดึงดูดทางประจุไฟฟ้า (Interact electrically) กับชั้น hydrophobic ที่เยื่อหุ้ม
เซลล์ของแบคทีเรียซึ่งมีประจุลบ จากนั้นจะใช้ชิ้นส่วนที่เหลือสอดแทงทะลุเข้าไปในชั้น Lipid bilayer 
ของเยื่อหุ้มเซลล์ (82) ท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ ส่งผลให้ประจุระหว่างภายในและภายนอกเซลล์ เสีย
สมดุล เกิดการลดลงของพลังงาน ATP ภายในเซลล์ (83) จนเซลล์เป้าหมายตายในที่สุด ดังแสดงใน
รูปภาพที่ 13 ตัวอย่างกลไกการยับยั้งของแบคทีริโอซิน เช่น ไนซินที่สร้างจาก L. lactis จะท าให้เกิด 
D-alanylation ของ teichoic acid ที่เยื่อหุ้มเซลล์ของ S. pneumoniae ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ไม่
แข็งแรง นอกจากนี้ไนซินยังสามารถท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงต าแหน่งไขมันบนเยื่อหุ้มเซลล์ของ L. 
monocytogenes ท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ ไซโทพลาสซึมไหลออกจากเซลล์ และเซลล์แตกตาย 
(84) การท างานของแลนติไบโอติกต้องการโมเลกุลเชื่อมต่อ (docking molecules) เช่น lipid II หรือ 
mannose permease ในระบบ phosphotransferase เพ่ือจับกับเยื่อหุ้มเซลล์ (85) นอกจากนี้การ
มีโมเลกุลเชื่อมต่อท าให้แลนติไบโอติกมีประสิทธิภาพในการจับกับเยื่อหุ้มเซลล์และท าให้เกิดรูเพ่ิมมาก
ขึ้น (86) อย่างไรก็ตาม แบคทีริโอซินบางชนิดไม่ต้องการโมเลกุลเชื่อมต่อ เช่น Garvicin ML ที่สร้าง
จาก Lactococcus garvieae DCC43 ซึ่งเป็นแบคทีริโอซินทรงกลม (87) เป็นต้น  

 
รูปภาพที่ 13 การท างานของแบคทีริโอซินกลุ่มท่ี 2 ในการท าลายเชื้อแบคทีเรียเป้าหมาย (66) 
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   อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียเป้าหมายบางสายพันธุ์มีความสามารถในการต่อต้านการ
ท างานของแบคทีริโอซิน ดังสรุปในตารางที่ 7 และแบคทีริโอซินบางชนิดสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
บางสายพันธุ์ได้เท่านั้น เนื่องจากคุณสมบัติของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียชนิดนั้นๆ 

ตารางที่ 7 แสดงแบคทีเรียและแบคทีริโอซินที่แบคทีเรียชนิดนั้นๆต่อต้านได้ 

แบคทีเรียเป้าหมาย แบคทีริโอซินที่ต่อต้าน ผู้ค้นพบ 

Listeria monocytogenes ไนซิน  ลิวโคซิน  พีดีโอซิน Harris, L.J. (1991) (88) 
Enterococcus faecium มันทิซีน Sakayori, Y. และคณะ (2003) (89) 

Staphylococcus aureus ไนซิน  แลคติซิน Piper C. และคณะ (2009) (90) 

Enterococcus faecalis พีดีโอซิน  ไนซิน  แลคติซิน Mona Osata และคณะ (2010) (91) 
 

 2.5.4 การน าแบคทีริโอซินมาใช้ประโยชน์ 
  แบคทีริโอซินส่วนใหญ่ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารและทางการ
แพทย์ โดยแบคทีริโอซินที่เป็นที่รู้จักและใช้กันอย่างแพร่หลาย คือ ไนซิน ซึ่งเป็นแบคทีริโอซินที่สร้าง
จาก เชื้อ L. lactis ไนซินมีคุณสมบัติทนความร้อนสูง และมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคที่ปนเปื้อนใน
ผลิตภัณฑ์ที่ท าจากนมในช่วงกว้าง  ซึ่งองค์การอาหารและยา ประเทศสหรัฐอเมริกาให้การรับรองว่า
ปลอดภัย สามารถใช้ถนอมอาหารได้ ท าให้ไนซินได้รับความนิยมอย่างมากในการใช้ยับยั้งเชื้อก่อโรค
ในผลิตภัณฑ์นม นอกจากไนซินแล้ว ยังมีแบคทีริโอซินในกลุ่ม I และ กลุ่ม IIa ที่ได้รับการยอมรับด้าน
ความปลอดภัยและถูกน ามาใช้ในการถนอมอาหารเช่นกัน เช่น ซับทิลิน ทูริซิน เป็นต้น (92) 
  แบคทีเรียกลุ่มบาซิลัสมีความสามารถในการสร้างแบคทีริโอซินที่มีความโดดเด่น 
เนื่องจากแบคทีริโอซินดังกล่าวถูกน ามาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ อุตสาหกรรมอาหาร และการ
เพาะเลี้ยงสัตว์อย่างแพร่หลาย โดยตัวอย่างการน าแบคทีริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียกลุ่มบาซิลัส
แสดงไว้ในตารางที่ 8  
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 2.5.5 แบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis   
  จากการที่แบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ B. licheniformis  มีคุณสมบัติที่โดดเด่น ทน
ความร้อนได้สูงถึง 100 °C นอกจากนี้ยังท างานได้ในช่วงค่าความเป็นกรด-ด่าง กว้าง จึงมีผู้สนใจศึกษา
การสร้างและสภาวะที่เหมาะสมในการกระตุ้นการสร้างแบคทีริโอซินจากเชื้อ B. licheniformis โดย 
Cladera-Olivera และคณะ (2004) ได้เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis P40 ด้วยเวย์ชีสและวิธี
พ้ืนผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology: RSM) พบว่าค่าความป็นกรดด่างที่เหมาะสม
คือ 6.5-7.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 26-37 °C ค่าความเข้มข้นของเวย์ชีสที่เหมาะสมในการ
เลี้ยงอยู่ที่ 70 กรัมต่อลิตร และพบว่ายิ่งเพ่ิมเวย์ชีสมาก การสร้างแบคทีริโอซินของเชื้อก็จะมากตามไป
ด้วย (96) นอกจากนี้ เชื้อ Bacillus licheniformis ยังสามารถสร้างสารไลเคนนินซึ่งเป็นแบคทีริโอซิน
อีกชนิดหนึ่ง โดย Pattnaik P และคณะ (2005) ได้ศึกษาสภาวะการเลี้ยงเชื้อที่มีผลต่อการสร้างไลเคน
นินของเชื้อ B. licheniformis 26L-10/3RA ที่แยกจากกระเพาะส่วนรูเมนของกระบือ พบว่าเชื้อนี้จะ
สร้างไลเคนนินได้ดีที่สุดเมื่ออยู่ในสภาวะไร้อากาศ บ่มที่อุณหภูมิ 39 °C และต้องเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยง
เชื้อ L-10 ที่มีการเติม 0.5% กลูโคส และ 20% inert thermocol beads และจะสร้างไลเคนนินได้ดี
ที่สุดเมื่อปรับค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อให้มี pH 6.8 บ่มนาน 72-96 ชั่วโมง (97)  
  Smitha S. และ Bhat SG. (2013) ได้รายงานเกี่ยวกับแบคทีริโอซินทน ความร้อน 
BL8 สร้างจากเชื้อ B. licheniformis ที่แยกจากตะกอนใต้ทะเล พบว่าเมื่อเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis 
ใน Zobell marine broth 2216 (HiMedia) บ่มที่อุณหภูมิ 28°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมงในสภาวะเขย่า
ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาท ีจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,400 g  เป็นเวลา 10 นาที 
ที่อุณหภูมิ 4°C ที่สภาวะดังกล่าวส่งผลให้เชื้อ B. licheniformis สร้างแบคทีริโอซิน BL8 ได้ เมื่อท า 
BL8 ให้บริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนโปรตีน และ  SDS PAGE น ามาหาปริมาณและศึกษาโครงสร้างของ
สารด้วย MOLDI-TOF Mass spectrometry พบว่า BL8 มีน้ าหนัก 1.4 กิโลดาลตัน มีความยาว 13 
กรดอะมิโน พบคุณสมบัติพิเศษของ BL8 ที่ทนความร้อนได้ถึง 100 °C เป็นเวลา 30 นาที และท างาน
ได้ใน pH ช่วงกว้างตั้งแต่ 1-12 นอกจากนี้ได้ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอ่ืนพบว่า 
มีความสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้หลายชนิด (95) และในปี 2019 Halami พบว่าเชื้อ B. 
licheniformis MCC 2512T สามารถสร้างสาร Sub-lichenin ซึ่งมีโครงสร้างคล้ายกับ Subtilin ซึ่ง
เป็นสารยับยั้งเชื้อก่อโรคที่สร้างจาก B. subtilis นอกจากนี้สาร Sub-lichenin มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเชื้อก่อโรคในอาหารและเชื้อดื้อยาในกลุ่มแบคทีเรียแลคติกอีกด้วย (53)  
  จากงานวิจัยและข้อมูลข้างต้น แสดงให้เห็นว่า เชื้อ Bacillus licheniformis เป็น
เชื้อโพรไบโอติกที่ไม่เป็นเป็นอันตรายต่อสัตว์น้ า และมีความสามารถในการสร้างแบคทีริโอซินซึ่งเป็น
สารชีวโมเลกุลประเภทโปรตีน จึงสามารถย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารของสัตว์น้ า 
ไม่ตกค้างในร่างกายของสัตว์ รวมถึงสารดังกล่าวมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อฉวยโอกาสใน
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ล าไส้สัตว์หลายชนิด เช่น เชื้อในล าไส้ หมู ได้แก่   Pediococcus lolii เชื้อในล าไส้วัว ได้แก่  
Enterococcus doran เชื้อในล าไส้ไก่และเป็นเชื้อก่อโรคที่พบได้ในไส้กรอกไก่ ได้แก่ Enterococcus 
faecalis และเชื้อในล าไส้ไก่ ได้แก่ Enterococcus faecium นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อที่มีแนวโน้มที่ จะดื้อต่อแบคทีริ โอซินชนิดอ่ืน ได้แก่  Listeria monocytogenes และ 
Staphylococcus aureus ยิ่งไปกว่านั้นเชื้อ Bacillus licheniformis มีความสามารถในการยับยั้ง 
Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio alginolyticus ซึ่งเป็นเชื้อฉวยโอกาสในกุ้ง โดยเชื้อทั้งสอง
เป็นสาเหตุส าคัญของการระบาดของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง (53, 95, 97) 
 

2.5.6 การเพิ่มปริมาณและประสิทธิภาพของแบคทีริโอซิน  
 การเพ่ิมปริมาณและพัฒนาประสิทธิภาพของแบคทีริโอซินมีวิธีการที่หลากหลาย ซึ่งทุกวิธี
เน้นการหาสภาวะที่เหมาะสมเพ่ือท าให้แบคทีเรียสร้างโปรตีน IF เพ่ือท าให้เกิดกลไก Quorum 
sensing โดยกลไกดังกล่าวสัมพันธ์กับการสร้างแบคทีริโอซินของเชื้อแบคทีเรีย ดังที่กล่าวไว้ในหัวข้อที่ 
2.5.2  ปัจจัยที่ต้องค านึงถึง การปรับสภาวะที่ เหมาะสมของแบคทีเรียเ พ่ือเพ่ิมปริมาณและ
ประสิทธิภาพของแบคทีริโอซิน เช่น 
          การปรับอุณหภูมิ ซึ่งพบว่ามีผลต่อกลไกการควบคุมการสร้างแบคทีริโอซินจาก Pheromone 
peptide ของเชื้อ Lactobacillus sakei Lb706 ที่จะสร้าง Sakacin A ได้ดีที่อุณหภูมิ 25 และ 30 
°C และการผลิตจะลดลงและไม่ผลิตเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 33.5-35 °C (98) และพบว่าอุณหภูมิยังมีผล
ต่อประสิทธิภาพของแบคทีริโอซินที่สร้างจาก Lactobacillus sakei subsp. sakei2a ซ่ึงสร้างแบคที
ริโอซินได้สูงที่สุดเมื่อเลี้ยงใน MRS broth ที่เติมกลูโคส 5.5 กรัมต่อลิตร และเติม 1.05% Tween 20 
และบ่มที่อุณหภูมิ 25 °C (99) แหล่งอาหารหรือสารเสริมพิเศษก็เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อการสร้าง
แบคทีริโอซิน โดย Amar A. Telke และคณะ (2019) ได้ค้นพบสูตรอาหารที่เพ่ิมปริมาณการสร้าง 
Garvicin KS (GarKS) ของเชื้อ Lactococcus garvieae KS1546 จากการเติมนมพาสเจอร์ไรส์และท
ริปโทน (PM-T) ท าให้ Lactococcus garvieae KS1546 สร้าง GarKS เพ่ิมขึ้น 4 เท่า และมีการ
แสดงออกของ bacteriocin gene cluster (gak) เพ่ิมมากขึ้น (100) หรืออาจจะใช้เทคนิคการเลี้ยง
ร่วม (Co-culture) คือการเลี้ยงเซลล์สองชนิดร่วมกันในอาหารเลี้ยง เพ่ือศึกษาและตรวจสอบผลของ
เซลล์หนึ่งที่มีผลต่อเซลล์อีกชนิดหนึ่ง ส่วนใหญ่ใช้ในการศึกษาเซลล์ในร่างกายของสิ่งมีชีวิต เช่น 
เซลล์มะเร็ง เซลล์สมอง เป็นต้น ซึ่งจะมีประโยชน์ในการตรวจสอบสารที่เซลล์หนึ่งหลั่งออกมาเมื่อมี
การเลี้ยงร่วมกับอีกเซลล์หนึ่ง เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างเซลล์ทั้งสองชนิด (101) 
 เทคนิคการเลี้ยงร่วมในแบคทีเรียเริ่มมีการศึกษามากขึ้น โดยอ้างอิงจากการอาศัยอยู่ร่วมกัน
แบบ symbiosis ที่ก่อให้เกิดสารต้านจุลชีพชนิดใหม่ๆ เนื่องจากการกระตุ้นกันเองของเซลล์ที่อาศัย
อยู่ร่วมกัน (102) นอกจากนี้เทคนิคการเลี้ยงร่วมถูกน ามาใช้ในแบคทีเรียที่ได้รับการตัดต่อพันธุกรรม 
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กระตุ้นให้เกิด cell-cell communication เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสร้างเคมีที่อุตสาหกรรม
ต้องการ เช่น การใช้เทคนิคการเลี้ยงร่วมในกระบวนการหมักเพ่ือเพ่ิมการสร้าง active enzyme และ
ลดผลพลอยได้ (by product) เป็นต้น (103) ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Rojo-Bezares B1 และคณะ 
(2007) พบว่า การเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus plantarum strain J23 ร่วมกับ inducing bacteria 
ในอาหารเหลว จะกระตุ้นให้เชื้อสร้างสาร plantaricin ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง Onococcus 
oeni และสารดังกล่าวท างานได้ที่อุณหภูมิสูงถึง 121 °C (104) งานวิจัยของ Carolina Gutiérrez-
Cortés และคณะ (2018) พบว่าแบคทีริโอซินที่สร้างจาก Pediococcus pentosaceus 147 มี
ประสิทธิภาพเพ่ิมขึ้นเมื่อเลี้ยงร่วมกับ Lactobacillus plantarum LE27 ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
เหลว Cheese Whey Broth (105) 
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บทที่ 3 
วัสดุ และวิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1  เครื่องมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 

3.1.1 เครื่องมือที่ใช้ในการศึกษาวิจัย บริษัทและประเทศผู้ผลิต 
1. ตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety cabinet type A2) Labconco, สหรัฐอเมริกา 
2. เครื่องวัดความขุ่นเชื้อ รุ่น Densimat BioMerieux, ฝรั่งเศส 
3. เครื่อง water bath รุ่น WNB 7 Memmert, เยอรมน ี
4. ตู้เย็น 4 °C Thermo Scientific, 

สหรัฐอเมริกา 
5. ตู้แช่แข็ง -20 °C SANYO Electric, ญี่ปุ่น 
6. เครื่องเผา loop VWR, สหรัฐอเมริกา 
7. ตู้อบ (Incubator) รุ่น INE300 Memmert, เยอรมน ี
8. หม้อนึ่งอัดไอ (Autoclave) รุ่น Hiclace HVA-85 Hirayama, ญี่ปุ่น  
9. หม้อนึ่งอัดไอ (Autoclave) รุ่น ES-315    Tomy Tech, สหรัฐอเมริกา 
10. ตู้อบความร้อน (Hot air oven) Memmert, เยอรมน ี
11. เครื่องเขย่าผสม (Vortex Mixer) รุ่น G560E Scientific Industries, 

สหรัฐอเมริกา 
12. เครื่องชั่งแบบละเอียด รุ่น CP2245 SARTORRES, เยอรมนี 
13. เครื่อง Thermal cycler   Biometra GmbH, เยอรมน ี
14. เครื่อง Electrophoresis  Labnet International 

Inc., สหรัฐอเมริกา  
14. ชุดถ่ายภาพเจล (Molecular Imager Chemidoc 
XRS) 

BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

15. เครื่อง Forma orbital Shaker Thermo Scientific, 
สหรัฐอเมริกา 

16. Solid-phase extraction (SPE)-C18 cartridges  Waters, สหรัฐอเมริกา 
17. เครื่อง TruView LC/MS vial  Waters, สหรัฐอเมริกา 
18. เครื่อง Orbitrap HF hybrid mass spectrometer Waters, สหรัฐอเมริกา 
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19. เครื่อง NanoDrop™ รุ่น 2000 
Spectrophotometers 

ThermoFisher, 
สหรัฐอเมริกา 

20. เครื่อง Critical Point Dryer  Leica, ออสเตรเลีย 
21. เครื่อง Sputter coater Balzers, เยอรมนี 
22. เครื่อง SEM-EDS รุ่น IT-500HR JEOL, ญี่ปุ่น 
3.1.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาวิจัย บริษัทและประเทศผู้ผลิต 
1. จานเพาะเชื้อ (Petri dishes) ZET, จีน 
2. Microcentrifuge tube (ขนาด 1.5 มิลลิตร) Axygen, สหรัฐอเมริกา 
3. Pipette tip (ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร) Fisherbrand, 

สหรัฐอเมริกา 
4. Auto Pipette (ขนาด 0.1-2, 2-10, 20-100,100-
1000 ไมโครลิตร) 

BIO-RAD, สหรัฐอเมริกา 

5. PCR tube  Axygen, สหรัฐอเมริกา 
6. Syringe filter 0.22 µm PALL Life science, 

อังกฤษ 
7. หลอดฉีดยา ขนาด 5,10 ml NIPRO (Thailand) 

Corporation Limited, 
ไทย 

8. Vivaspin-20 Sartorius, เยอรมนี 
3.1.3 สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาวิจัย บริษัทและประเทศผู้ผลิต 
1. Absolute Ethanol   Merck, เยอรมนี 
2. TE buffer Thermoscientific, อังกฤษ 
3. Phosphate buffer Thermoscientific, อังกฤษ 
4. dNTP Thermoscientific, อังกฤษ 
5. Polymerase Taq enzyme Thermoscientific, อังกฤษ 
6. 10X TBE Electrophoresis buffer Thermoscientific, อังกฤษ  
7. Loading dye Thermoscientific, อังกฤษ 
8. Gel Agarose 1st BASE, สิงคโปร ์
9. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient Broth (NB) OXOID, อังกฤษ 
10. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) OXOID, อังกฤษ 
11. อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar (NA) OXOID, อังกฤษ 
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12. อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Agar (TSA) Becton, Dickinson and 
company, ฝรั่งเศส 

13. อาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS agar EIKEN CHEMICAL, ญี่ปุ่น 
14. Poly-L-lysine Sigma-aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 
15. Acetonitrile Sigma-aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 
16. Formic acid Sigma-aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 
 
3.2 เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัย 

 3.2.1 เชื้อแบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจัยและแหล่งที่มาของเชื้อ 
  เชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากล าไส้กุ้ ง ได้รับความอนุเคราะห์จาก               
นางเบ็ญยะมาศ บุญอบรม นักวิชาการประมงปฏิบัติการ ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า
ชายฝั่ง เขต 2 (สมุทรสาคร) กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ประเทศไทย 
  เชื้อ Bacillus licheniformis ที่เป็นกลุ่มควบคุมแบบบวก สายพันธุ์มาตรฐาน รหัส 
ATCC 14850 รหัส TISTR 2144 และ รหัส TISTR 2192 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งประเทศไทย 
  เชื้ อก่อ โรคที่ น ามาใช้ เป็ น เชื้ อทดสอบ ไ ด้ แก่  Vibrio alginolyticus, Vibrio 
parahaemolyticus สายพันธุ์ที่ก่อโรคในกุ้ง เนื่องจากมีพลาสมิด pVA1 ซึ่งจะพบพลาสมิดชนิดนี้ใน
สายพันธุ์ที่ก่อโรคในกุ้งเท่านั้น ได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.นิติ ชูเชิด อาจารย์ประจ าภาควิชา
ชีววิทยาประมง คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

 3.2.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อ และการเก็บรักษาเชื้อ 
  3.2.2.1 Bacillus licheniformis ที่แยกจากล าไส้กุ้ง เพาะเลี้ยงใน TSA และ TSB 
บ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเข่ีย 1-2 โคโลนี เก็บรักษาท่ี -20 °C ใน TSB และกลีเซอรอล 
20% 
  3.2.2.2 Bacillus licheniformis ที่เป็นกลุ่มควบคุมแบบบวก สายพันธุ์มาตรฐาน 
รหัส ATCC 14850 รหัส TISTR 2144 และ รหัส TISTR 2192 เพาะเลี้ยงใน TSA และ TSB บ่มที่ 37 
°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และเข่ีย 1-2 โคโลนี เก็บรักษาท่ี -20 °C ใน TSB และกลีเซอรอล 20% 
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  3.2.2.3 เชื้อทดสอบ Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus สายพันธุ์
ที่ก่อโรคในกุ้ง เพาะเลี้ยงใน TSA ที่มีเกลือความเข้นข้น 1.5% บ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ
เขี่ย 1-2 โคโลนี เก็บรักษาที่ -20 °C ใน TSB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ กลีเซอรอล 20% 
 
3.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของ
กุ้งด้วยการหาล าดับเบส  

 3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอด้วยความร้อน 
  เลี้ยงเชื้อ Bacillus licheniformis ในอาหารเหลว TSB เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาปั่น
เหวี่ยงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เพ่ือตกตะกอนเซลล์ แยกส่วนใสออก น า
ตะกอนมาละลายด้วย TE buffer จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 96-100 °C เป็นเวลา 15 นาที และ
น ามาแช่ในน้ าแข็ง ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปั้นเหวี่ยงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 
นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C ดูดสารละลายส่วนใส เติม absolute alcohol 1 ml จนตกตะกอน และน าไป
แช่เย็นที่ -20 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอนที่ 12,000 rpm 4 °C เป็นเวลา 10 
นาที เทส่วนใส่ด้านบนทิ้ง ซับให้แห้ง และเติม 70% ethanol  1 มิลลิลิตร เพ่ือล้างตะกอน น าไปปั่น
ตกตะกอนที่ 12,000 rpm 4 °C เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใส่ด้านบนทิ้ง ซับให้แห้ง เติม TE buffer 50 
ไมโครลิตร เพ่ือละลายตะกอน จากนั้นเก็บไว้ที่ -20 °C เพ่ือน าไปเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
ต่อไป (106) 

 3.3.2 การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
   การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR เพ่ือหาเอกลักษณ์ของแบคทีเรียใน
การทดลองนี้จะใช้ 16s rRNA sequence ซึ่งมีความจ าเพาะกับ เชื้อ Bacillus licheniformis ได้แก่ 
Forward primer: CGC TCA CCA TAT GCA CAG CTC T และ  Reverse primer: CGG TTT ATC 
GCT TGA GAC TCG G ซึ่งอ้างอิงจากงานวิจัยของ Almeida ในปี 2014 เติมสารเคมีในปริมาณที่ระบุ
ในตารางที่ 9 ลงใน Micro tube โดยเติม DNA template เป็นล าดับสุดท้าย จากนั้นน าเข้าเครื่อง 
Thermo cycler โดยตั้งค่าสภาวะของปฏิกิริยาแต่ละขั้นตอน ดังนี้  ขั้น pre-Denature 94 °C เป็น
เวลา 5 นาที ขั้น Denature 94 °C เป็นเวลา 1 นาที ขั้น Annealing 60 °C เป็นเวลา 45 วินาที และ
ขั้น Extension 72 °C เป็นเวลา 5 นาท ี(107) 
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ตารางที่ 9 แสดงปริมาณสารเคมีเพ่ือเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 

ล าดับ สารเคมี ปริมาตรที่ปิเปต หมายเหตุ 
1 DNA template  1 µl/strain  

2 dNTP 2.5 µl  0.5 µl / tube 

3 F primer   2.5 µl  0.5 µl / tube 
4 R primer   2.5 µl  0.5 µl / tube 

5 Buffer 12.5 µl  2.5 µl / tube 
6 น้ ากลั่นปราศจากไอออน 95 µl  19 µl / tube 

7 Taq DNA polymerase 5 µl   1 µl / tube 

    
 3.3.3 เทคนิค Gel Electrophoresis 

  ผสม PCR product กับ Loading dye ความเข้มข้น 1 เท่า จากนั้นปิเปตดีเอ็นเอลง
ในหลุมเจลที่มีความเข้มข้นของ Agarose gel 1% การตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิค Gel 
Electrophoresis โดยใช้ 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis  ATCC14850 เป็นกลุ่มควบคุม
แบบบวก และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ เป็นกลุ่มควบคุมแบบลบ ผสม PCR product กับ Loading dye 
จากนั้นปิเปต DNA ลงในหลุมเจล ตั้งค่าใช้สนามไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นโดยเปรียบเทียบกับ DNA ladder ขนาด 100 bp บันทึกผลที่เกิดขึ้นด้วย
ด้วยชุดถ่ายภาพเจล (Molecular Imager Chemidoc XRS) 
 

 3.3.4 วิเคราะห์ล าดับเบสของ 16s rRNA ของเชื้อ Bacillus licheniformis ด้วยเทคนิค 
DNA sequencing 

  น า PCR product ที่มีความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร จากข้อ 3.3.3 ส่งไป
วิเคราะห์ล าดับเบสของ 16s rRNA ของเชื้อ Bacillus licheniformis ที ่Bionics, Gangwon-do 
(Republic of Korea)  จากนั้นใช้โปรแกรม Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi) ในการวิเคราะห์ผล 
 
3.4 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างสารยับย้ังเชื้อก่อโรคของเชื้อ Bacillus 
licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง 
 เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis บน TSA บ่มที่  37 °C นาน 24 ชั่วโมง น าโคโลนีมา
เพาะเลี้ยงต่อในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยให้ความเข้มข้นของเชื้อเป็น 106 

https://blast.ncbi.nlm.nih/
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CFU/ml ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 36, 48, 60, 72, 84, 96 ชั่วโมง เพ่ือทดสอบหาเวลาบ่มที่
เหมาะสมในการสร้างแบคทีริโอซิน จากนั้นท าการเก็บส่วนใสส าหรับน าไปทดสอบประสิทธิภาพการ
ยับยั้งเชื้อทดสอบ โดยน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,400 g เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C 
แยกตะกอนออก น าส่วนใส (Cell Free Supernatant: CFS(Bl))  มากรองผ่านที่กรองสารขนาด 0.22 
ไมครอน ที่เชื่อมต่อกับไซริงค์ เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของเซลล์แบคทีเรีย  จากนั้นน า CFS(Bl)ไป
ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งในขั้นตอนต่อไป โดยใช้เชื้อ  V. parahaemolyticus และ V. 
alginolyticus เป็นเชื้อทดสอบ ดังระบุในข้อ 3.2.2.3 ด้วยวิธี Total Plate Count (95) โดยมีล าดับ
ขั้นตอน ดังนี้ เลี้ยงเชื้อ V. parahaemolyticus และ V. alginolyticus บน TSA นาน 24 ชั่วโมง
จากนั้นเขี่ยเชื้อทดสอบ 1-2 โคโลนีเจือจางในน้ าเกลือ ปรับให้มีความเข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/
มิลลิลิตร เพ่ือให้ปริมาณตั้งต้นของเชื้อทดสอบให้เท่ากัน ปรับค่าความขุ่นโดยน้ าเกลือ  เติม CFS(Bl) 
จากข้อ 3.4 CFS(Bl+Vp) และ CFS(Bl+Va) จากข้อ 3.5 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเจือจาง 105 เท่า และน ามา Spread Plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ที่มี
เกลือ 1.5% บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตและนับจ านวนโคโลนีที่ขึ้นบน plate 
โดยมีกลุ่มควบคุมเชิงบวกคือ เชื้อทดสอบที่ไม่มี CFS ปราศจากเซลล์ของ B. licheniformis และกลุ่ม
ควบคุมเชิงลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่มีเกลือ 1.5% ที่ใช้เลี้ยง B. licheniformis (108) 
 เลือกเวลาบ่มที่ท าให้ส่วนใสมีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบดีที่สุด มาใช้ทดสอบหา
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสร้างแบคทีริโอซิน โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis บน TSA บ่มที่ 37 
°C นาน 24 ชั่วโมง น าโคโลนีมาเพาะเลี้ยงต่อในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยให้ความ
เข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/ml บ่มที่อุณหภูมิ 25, 30, 37, 42 °C จากนั้นท าการเก็บส่วนใสส าหรับ
น าไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบ โดยน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,400 g  เป็น
เวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C แยกตะกอนออก น าส่วนใส (Cell Free Supernatant: CFS(Bl)) มา
กรองผ่านที่กรองสารขนาด 0.22 ไมครอน ที่เชื่อมต่อกับไซริงค์ เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของเซลล์
แบคทีเรีย จากนั้นน า CFS(Bl) ไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งในขั้นตอนต่อไป โดยใช้เชื้อ  V. 
parahaemolyticus และ V. alginolyticus เป็นเชื้อทดสอบ ดังระบุในข้อ 3.2.2.3 ด้วยวิธี Total 
Plate Count  
 เลือกเวลาบ่ม และอุณหภูมิในการบ่มที่ท าให้ส่วนใสมีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบดี
ที่สุด มาใช้ทดสอบหาความเข้มข้นของเกลือที่เหมาะสมในการสร้างแบคทีริโอซิน โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ B. 
licheniformis บน TSA บ่มที่ 37 °C นาน 24 ชั่วโมง น าโคโลนีมาเพาะเลี้ยงต่อในอาหารเหลว TSB 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่เติมเกลือ 0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5%, 3%, 3.5%, 4%, 4.5%, 5%  โดย
ให้ความเข้มข้นของเชื้อเป็น 10 6 CFU/ml จากนั้นท าการเก็บส่วนใสส าหรับน าไปทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบ โดยน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,400 g  เป็นเวลา 10 นาที ที่
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อุณหภูมิ 4 °C แยกตะกอนออก น าส่วนใส (Cell Free Supernatant: CFS(Bl)) มากรองผ่านที่กรอง
สารขนาด 0.22 ไมครอน ที่เชื่อมต่อกับไซริงค์ เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของเซลล์แบคทีเรีย จากนั้นน า 
CFS(Bl) ไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งในขั้นตอนต่อไป โดยใช้เชื้อ V. parahaemolyticus และ 
V. alginolyticus เป็นเชื้อทดสอบ ดังระบุในข้อ 3.2.2.3 ด้วยวิธี Total Plate Count  
 เลือกเวลาบ่ม อุณหภูมิในการบ่ม และความเข้มข้นของเกลือที่ท าให้ส่วนใสมีประสิทธิภาพ
การยับยั้งเชื้อทดสอบดีที่สุด มาใช้ทดสอบหาสภาวะการเติมอากาศที่เหมาะสมในการสร้างแบคทีริโอ
ซิน โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis บน TSA บ่มที่ 37 °C นาน 24 ชั่วโมง น าโคโลนีมาเพาะเลี้ยง
ต่อในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยให้ความเข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/ml ภายใต้
สภาวะการเขย่าด้วยเครื่อง Shaker incubator ที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปรียบเทียบกับการเลี้ยง
ในสภาวะไม่เขย่า (109) จากนั้นท าการเก็บส่วนใสส าหรับน าไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ
ทดสอบ โดยน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,400 g เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C แยกตะกอน
ออก น าส่วนใส (Cell Free Supernatant: CFS(Bl)) มากรองผ่านที่กรองสารขนาด 0.22 ไมครอน ที่
เชื่อมต่อกับไซริงค์ เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของเซลล์แบคทีเรีย  จากนั้นน า CFS(Bl) ไปทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งในขั้นตอนต่อไป โดยใช้เชื้อ V. parahaemolyticus และ V. alginolyticus 
เป็นเชื้อทดสอบ ดังระบุในข้อ 3.2.2.3 ด้วยวิธี Total Plate Count  
 การทดสอบสภาวะที่ เหมาะสมในการสร้างสารยับยั้ งเชื้อก่อโรคของเชื้อ Bacillus 
licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง ผู้วิจัยท าการทดสอบ 3 ซ้ าในแต่ละครั้งและท า
การทดลอง 3 ครั้งในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน 
3.5 การใช้เทคนิคการเลี้ยงร่วม 
 เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 4 มิลลิลิตร โดยให้ความ
เข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/ml และเตรียม Vibrio parahaemolyticus สายพันธุ์ที่ก่อโรคในกุ้ง 
ใน TSB ที่มีเกลือความเข้มข้น 1.5% ให้ความเข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/ml บ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และน ามาต้มที่อุณหภูมิ 96-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นเติม Vibrio parahaemolyticus ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว TSB ที่มี Bacillus 
licheniformis และผสมด้วยเครื่องเขย่าสาร (vortex) บ่มที่สภาวะที่เหมาะสมกับการสร้างแบคทีริโอ
ซิน จากนั้นท าการเก็บส่วนใสส าหรับน าไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบ โดยน ามาปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,400 g  เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C แยกตะกอนออก น าส่วนใส (Cell 
Free Supernatant: CFS(Bl+Vp)) มากรองผ่านที่กรองสารขนาด 0.22 ไมครอน ที่เชื่อมต่อกับไซริงค์ 
เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของเซลล์แบคทีเรีย น า CFS(Bl+Vp) มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ V. 
parahaemolyticus และ V. alginolyticus ด้วยวิธี Total Plate Count ดังระบุในข้อ 3.6   
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 เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 4 มิลลิลิตร โดยให้ความ
เข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/ml และเตรียม Vibrio alginolyticus สายพันธุ์ที่ก่อโรคในกุ้ง ใน TSB 
ที่มีเกลือความเข้มข้น 1.5% ให้ความเข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/ml บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง และน ามาต้มที่อุณหภูมิ 95-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติม 
Vibrio alginolyticus ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว TSB ที่ม ีBacillus licheniformis และ
ผสมด้วยเครื่องเขย่าสาร (vortex) บ่มที่สภาวะที่เหมาะสมกับการสร้างแบคทีริโอซิน จากนั้นท าการ
เก็บส่วนใสส าหรับน าไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบ โดยน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 9 ,400 g  เป็นเวลา 10 นาที ที่ อุณหภูมิ  4 °C แยกตะกอนออก น าส่วนใส (Cell Free 
Supernatant: CFS(Bl+Va)) มากรองผ่านที่กรองสารขนาด 0.22 ไมครอน ที่เชื่อมต่อกับไซริงค์ เพ่ือ
ป้องกันการปนเปื้อนของเซลล์แบคทีเรีย น า CFS(Bl+Va) มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ V. 
parahaemolyticus และ V. alginolyticus ด้วยวิธี Total Plate Count ดังระบุในข้อ 3.6   

 
รูปภาพที่ 14 แสดงล าดับขั้นตอนการใช้เทคนิคการเลี้ยงร่วม 

 
3.6 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีริโอซิน 
 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคที ริ โอซินด้ วยวิธี  Total Plate Count  เลี้ ย ง เชื้ อ  V. 
parahaemolyticus และ V. alginolyticus บน TSA นาน 24 ชั่วโมงจากนั้นเขี่ยเชื้อทดสอบ 1-2 
โคโลนีเจือจางในน้ าเกลือ ปรับให้มีความเข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/มิลลิลิตร เพ่ือให้ปริมาณตั้งต้น
ของเชื้อทดสอบให้เท่ากัน ปรับค่าความขุ่นโดยน้ าเกลือ  เติม CFS(Bl) จากข้อ 3.4 CFS(Bl+Vp) และ 
CFS(Bl+Va) จากข้อ 3.5 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเจือ
จาง 105 เท่า และน ามา Spread Plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตและนับจ านวนโคโลนีที่ขึ้นบน plate โดยมีกลุ่มควบคุมเชิงบวก
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คือ เชื้อทดสอบที่ไม่มี CFS ของ B. licheniformis และกลุ่มควบคุมเชิงลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่
มีเกลือ 1.5% ที่ใช้เลี้ยง B. licheniformis (108)  
3.7 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
 เลี้ยงเชื้อ Bacillus licheniformis ในอาหารเหลว TSB ในสภาวะที่เหมาะสมกับการสร้าง
แบคทีริโอซินตามข้อ3.4 และ 3.5 และน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,400 g  เป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 °C แยกตะกอนออก น า CFS(Bl) จากข้อ 3.4 CFS(Bl+Vp) และ CFS(Bl+Va) จากข้อ 3.5 มา
กรองผ่านที่กรองสารขนาด 0.22 ไมครอน ที่เชื่อมต่อกับไซริงค์ เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของเซลล์
แบคทีเรีย  
 เพาะเลี้ยงเชื้อเชื้อ V. parahaemolyticus และ V. alginolyticus บน TSA นาน 24 ชั่วโมง
จากนั้นเขี่ยเชื้อทดสอบ 1-2 โคโลนีเจือจางในน้ าเกลือ ปรับให้มีความเข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/
มิลลิลิตร เพ่ือให้ปริมาณตั้งต้นของเชื้อทดสอบให้เท่ากัน ปรับค่าความขุ่นโดยน้ าเกลือ จากนั้นเติมส่วน
ใสปราศจากเซลล์ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อ
ทดสอบมาปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เพ่ือตกตะกอนเซลล์ แยกส่วน
ใสออก น าตะกอนมาละลายด้วยน้ าเกลือจากนั้นใส่น้ ายาดองเพ่ือหยุดการท างานของเซลล์ จากนั้น
เตรียมตัวอย่างเพ่ือศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อทดสอบภายหลังจากการเลี้ยงร่วมกับแบคทีริโอ
ซิน ดังนี้ 
 1. เตรียมกระจกสไลด์ที่ตัดเป็นชิ้นเล็กๆขนาดไม่เกิน 1 ตารางเซนติเมตร หยดสารละลาย 
Poly-L-lysine 1 หยด ลงบนกระจกสไลด์ทิ้งไว้ 10 นาที แล้วซับสารส่วนเกินออก 
 2. หยดเชื้อทดสอบท่ีเตรียมไว้ลงบนกระจกสไลด์ทิ้งไว้ 15 นาท ี
 3. ล้างด้วย Phosphate Buffer 2 ครั้ง และน้ ากลั่น 1 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
 4. ล้างด้วยเอทานอลที่ความเข้มข้น 30% 50% 70% 95% และ 100% โดยที่ความเข้มข้น 
100% ล้าง 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาท ี
 5. น าไปท าให้แห้ ง ณ จุดวิกฤติด้ วยเค รื่อง  Critical Point Dryer (Leica model EM 
CPD300, Austria)  
 6. ติดตัวอย่างบนแท่นวางด้วยเทปกาวสองหน้า แล้วน าไปฉาบทอง (Sputter coater, 
Balzers model SCD 040, Germany) 
 ศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
SEM-EDS รุ่น IT-500HR (Scanning Electron Microscope and Energy Dispersive X-ray 
Spectrometer (JEOL, JSM-IT-500HR and JEOL, JED-2300)) ที่ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประเทศไทย 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 48 

3.8 การท าแบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดิน
อาหารของกุ้งให้บริสุทธิ์ และการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนและปริมาณของแบคทีริโอซิน 

 3.8.1 การเตรียมตัวอย่างโปรตีน 
 เลี้ยงเชื้อ Bacillus licheniformis ในอาหารเหลว TSB ในสภาวะที่เหมาะสมกับการสร้าง
แบคทีริโอซิน และน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,400 g  เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °C แยก
ตะกอนออก น า CFS(Bl) มากรองผ่านที่กรองสารขนาด 0.22 ไมครอน ที่เชื่อมต่อกับไซริงค์ เพ่ือป้องกัน
การปนเปื้อนของเซลล์แบคทีเรีย น า CFS(Bl) ที่ได้มาคัดเลือกเพ่ือให้ได้โปรตีนในขนาดที่ต้องการโดยใช้ 
Vivaspin-20 (molecular weight cut-off of 10 kDa) จากนั้นท าโปรตีนให้บริสุทธิ์โดยใช้ Solid-
phase extraction (SPE)-C18 cartridges ปรับสมดุลของคอลัมน์ด้วย 20% acetonitrile ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร และน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และชะตัวอย่างด้วย 95% acetonitrile 
และน้ าปราศจากไอออน ระเหยสารชะด้วยเครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน ตรวจสอบปริมาณโปรตีน
ด้วยเครื่องนาโนดรอปที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร เก็บตัวอย่างโปรตีนที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส (110, 111) 

 3.8.2 การวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนและปริมาณของแบคทีริโอซิน 
  3.8.2.1 การท าตัวอย่างโปรตีนให้บริสุทธิ์  
        น าตัวอย่างโปรตีนจากข้อ 3.8.1 มาท าให้บริสุทธิ์และวิเคราะห์หาล าดับ
กรดอะมิ โนและปริมาณของแบคที ริ โอซิ นด้ วย เทคนิ ค  Liquid Chromatography - Mass 
Spectrometry (LC-MS/MS) ที่ศูนย์โอมิกส์แห่งชาติ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งชาติ ประเทศไทย โดยหลักการท างานของเครื่องเป็นการแยกโปรตีนที่อยู่ในสภาวะของเหลวด้วย
วิธี liquid chromatography และท าการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Mass spectrometry ซึ่งเป็น
เทคนิคการวิเคราะห์สารชนิดหนึ่งโดยอาศัยหลักเกี่ยวกับการตรวจวัดเชิงมวลของสารในรูปของไอออน  
โดยสารตัวอย่างจะเข้าสู่ส่วนผลิตไอออน (ion source) ของเครื่อง mass spectrometer เมื่อโมเลกุล
ของสารได้รับพลังงานจะท าให้เกิด ionization กลายเป็นไอออน  จากนั้นไอออนต่างๆ จะถูกส่งผ่าน
เข้าสู่ส่วนวิเคราะห์มวล (mass analyzer) ซึ่งท าการแยกไอออน ทั้งหมดท่ีได้จากการแตกตัวออกจาก
กันตามค่ามวลต่อประจุ (mass-to-charge ratio หรือ m/z) ของไอออนแต่ละชนิด จากนั้นไอออนซึ่ง
ผ่านการแยกมวลแล้ว จะถูกส่งผ่านเข้าไปสู่ส่วนตรวจวัด  (detector) โดยน าตัวอย่างโปรตีนมาละลาย
ใน 2% acetonitrile/0.1% formic acid จากนั้นตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง TruView LC/MS vial 
(Waters, UK) โดยใช้ reverse-phase C18 PepMap 100 trapping column และใช้ สารชะ A คือ 
0.1% HCO2H/H2O สารชะ B คือ 0.1% HCO2H/CH3CN และตั้งค่าอัตราการไหลของสารที่ 300 นา
โนลิตร/นาที และเก็บข้อมูล Spectrum ด้วยเครื่อง Orbitrap HF hybrid mass spectrometer 
และ UltiMate 3000 LC system (112)  
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  3.8.2.2 การวิเคราะห์ความน่าจะเป็นในการเป็นสารยับยั้งของล าดับกรดอะมิโนที่
เชื้อ Bacillus licheniformis สร้างข้ึน เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะท่ีเหมาะสม 
  น าผลล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากข้อ 3.8.2.1 ที่มีค่าพารามิเตอร์ De novo  score 
มากกว่า 70% มาวิเคราะห์หาโปรตีนที่มีแนวโน้มความน่าจะเป็น antimicrobial peptide  โดย
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล  Antimicrobial Peptide Database ด้วยโปรแกรม Antimicrobial  
Peptide Calculator and Predictor (APD, http://aps.unmc.edu/AP/main.php) เ พ่ื อ ศึ ก ษ า
ความเป็นไปได้ของเปปไทด์ในการเป็น antimicrobial peptide ซึ่ง APD server เป็นแหล่งรวบรวม 
ข้อมูลของเปปไทด์ต้านจุลชีพทั้งในส่วนของโครงสร้างและหน้าที่ที่ได้มีการค้นพบจากสิ่งมีชีวิต (102) 
โดยมีขั้นตอนดังนี้   
1. เปิดหน้าโปรแกรม (APD, http://aps.unmc.edu/AP/main.php)   
2. กดเลือกหัวข้อ Calculation and Prediction    
3. ใส่ล าดับกรดอะมิโน (peptide sequence) ที่ต้องการตรวจวิเคราะห์แล้วกดปุ่ม Submit    
4. จากนั้นเข้าสู่ระบบการท านายและวิเคราะห์สายเปบไทด์ของโปรแกรม  Antimicrobial Peptide 
Calculator and Predictor ซึ่งในโปรแกรมจะแสดงรายละเอียด จ านวนของกรดอะมิโนที่ เ ป็น 
hydrophobic และบอกความน่าจะเป็นของ peptide sequence ที่ถูกใส่เข้าไป ในระบบว่ามี
แนวโน้มความน่าจะเป็น antimicrobial peptide หรือไม ่  
5. กดปุ่ม do alignment ในกรณีที่โปรแกรมท านายว่ามีความน่าจะเป็น antimicrobial peptide 
เพ่ือค้นหาเปปไทด์ที่คล้ายกันมากที่สุดในฐานข้อมูล ซึ่งในโปรแกรมจะให้เปปไทด์ที่ใกล้เคียงกันมาก
ที่สุดมาให้ 5 อันดับแรก โดยเรียงตามล าดับเปอร์เซ็นต์ที่มีความเหมือนมากที่สุดจากมากไปน้อยซึ่ง
สามารถตรวจสอบรายละเอียดของเปปไทด์แต่ละชนิดได้ 
  ข้อมูลและคุณสมบัติของเปปไทด์ที่ได้จากการวิเคราะห์ประกอบด้วย ความยาวของ
เปปไทด์ ประจุ มวลโมเลกุล และค่า Protein binding potential (Boman index) น ามาใช้ในการ
คัดเลือกเปปไทด์ที่สนใจ โดยน าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลของแบคทีริโอซินที่เชื้อ B. licheniformis ที่
แยกได้จากล า ไส้วัวสร้ างขึ้น  (52) โดยค่า Protein binding potential (Boman index) บ่งชี้
ความสามารถของโปรตีนในการจับตัวกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ซึ่งมีความส าคัญในการเกิดปฏิกิริยา 
Electrostatic interaction ของแบคทีริโอซิน จึงน าเฉพาะค่าท่ีไม่ติดลบมาพิจารณา 
  3.8.2.3 การท านายโครงสร้างของโปรตีนด้วยโปรแกรม PEP-FOLD3 
  โปรแกรม PEP-FOLD3 De novo  peptide structure prediction เป็นโปรแกรม
ที่ใช้ในการท านายโครงสร้างในของเปปไทด์ที่มีความยาว 5-50 กรดอะมิโน โดยโปรแกรมจะท านาย
ลักษณะของโครงสร้างของล าดับกรดอะมิโนที่ใส่ข้อมูลเข้าในโปรแกรม และสร้างเป็นภาพสามมิติ โดย

http://aps.unmc.edu/AP/main.php
http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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อาศัยการจดจ าการเรียงตัวของกรดอะมิโนในเปปไทด์นั้นๆ (110) โดยการใช้โปรแกรม PEP-FOLD3 
De novo  peptide structure prediction มีข้ันตอนดังนี้   

1. เข้าเว็บไซต์ PEP-FOLD3 server (https://bioserv.rpbs.univ-paris-
diderot.fr/services/PEP-FOLD3/)  

2. ป้อนข้อมูลลงในช่องค้นหา “peptide sequence” จากนั้นกด RUN 
3. เลือกโครงสร้างสามมิติ 
4. คลิก Download Files 
 

3.9 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 การเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มทดลอง ใช้สถิติ Unpaired t-test ที่ก าหนดนัยส าคัญ 0.05 โดย
ใช้โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ SPSS เวอร์ชั่น 22 บริษัท SPSS: An IBM Company ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหาร
ของกุ้งด้วยการหาล าดับเบส  
   จากการสกัดดีเอ็นเอของเชื้อ B. licheniformis ด้วยการต้มที่อุณหภูมิ 96 – 100 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที และใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction เพ่ือเพ่ิมจ านวนยีน 16s 
rRNA ด้วย Forward primer คือ CGC TCA CCA TAT GCA CAG CTC T และ Reverse primer คือ 
CGG TTT ATC GCT TGA GAC TCG G และน าผลิตภัณฑ์ที่ได้มาตรวจสอบขนาดของยีนด้วยเทคนิค 
Gel Electrophoresis พบว่ายีนมีขนาดประมาณ 332  bp เช่นเดียวกับกลุ่มควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 
15 แสดงให้เห็นว่าเชื้อ B. licheniformis ปม.1 มีความเป็นไปได้ท่ีจะเป็นเชื้อ B. licheniformis  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพที่ 15 ผลการตรวจสอบขนาดของยีนของ Bacillus licheniformis  ด้วยเทคนิค Gel 
Electrophoresis พบว่ายีนมขีนาดประมาณ 332 bp เช่นเดียวกับกลุ่มควบคุม โดยเรียงล าดับ

ตัวอย่างจากซ้ายไปขวา ดังนี้ ladder(1), ATCC14850(2), TISTR2144(3), TISTR2192(4), Bacillus 
licheniformis (5-7) และควบคุมเชิงลบ(8) ตามล าดับ 

1    2   3   4   5   6   7   8 

ขนาดประมาณ 332 bp 
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   เมื่อวิเคราะห์ล าดับเบสของ ยีน 16s rRNA ได้ผลการวิเคราะห์จากโปรแกรม Blast ว่า
ใกล้เคียงกับ B. licheniformis strain ATCC 14580 chromosome และ complete genome ดัง
แสดงในตารางที ่10 
 
ตารางที่ 10 ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ ยีน 16s rRNA ของตัวอย่างด้วยโปรแกรม Blast เทียบกับ 

Bacillus licheniformis ในฐานข้อมูลของ NCBI 

ตัวอย่าง ขนาด (bp) % Identification 

TISTR 1109 (ATCC 14850) 315 80.95 

TISTR 2144 315 81.23 

TISTR 2192 312 89.49 

B. licheniformis ปม.1  314 89.78 
 

 
4.2 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสร้างสารยับย้ังเชื้อก่อโรคของ Bacillus 
licheniformis ที่แยกจากระบบทางเดินอาหารของกุ้ง 
   เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ในสภาวะต่างๆที่เหมาะสมในการสร้างสารยับยั้ง โดย
เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยให้ความเข้มข้นของ
เชื้อเป็น 106 CFU/มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ แตกต่างกันตั้งแต่ 25, 30, 37, 42 องศาเซลเซียส เมื่อน า 
Cell free supernatant (CFS(Bl)) มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ Vibrio 
parahaemolyticus และ Vibrio alginolyticus เมื่อเทียบกับชุดควบคุมพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แสดงประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อทดสอบทั้งสองสายพันธุ์ได้ดีที่สุด ดัง
แสดงผลในรูปที่ 16 
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* หมายถึง แตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุมเชิงบวก 

รูปภาพที่ 16 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  ที่บ่มท่ีอุณหภูมิ

ต่างๆ เป็นเวลา 60 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
 

  ผลการทดสอบช่วงเวลาที่เหมาะสมในการสร้างสารยับยั้ง เปรียบเทียบประสิทธิภาพของ CFS 
ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยให้ความ
เข้มข้นของเชื้อเป็น 106 CFU/มิลลิลิตร เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24, 36, 48, 
60, 72, 84 และ 96 ชั่วโมง พบว่า Cell free supernatant (CFS(Bl))  ที่เพาะเลี้ยงเชื้อนาน 72 ชั่วโมง 
มีประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus ได้ดีที่สุด ดังแสดงผลในรูปที่ 17  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

* 25 30 37 42

V.parahaemolyticus V.alginolyticus

อุณหภูมิ (°C) 

จ ำ
นว

นโ
คโ

ลน
 ี*1

06 

(C
FU

/m
l) 

กลุ่มควบคุมเชิงบวก 

V. parahaemolyticus V. alginolyticus 

* 

* * 

* 

* 

* 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 54 

 
 

* หมายถึง แตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุมเชิงบวก 

รูปภาพที่ 17 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  ที่บ่มท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียสในระยะเวลาต่างๆ เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
 

   ปัจจัยที่คาดว่ามีผลกระทบต่อการกระตุ้นให้เชื้อ B. licheniformis สร้างสารยับยั้งเชื้อก่อ
โรคในกุ้งที่น่าสนใจคือความเข้มข้นของเกลือโดยในการทดลองนี้ได้ปรับความเข้มข้นของเกลือตั้งแต่ 
0.5% ถึง 5% พบว่า ที่ความเข้มข้นของเกลือ 2.5 % จะช่วยส่งเสริมให้เชื้อ B. licheniformis สร้าง
สารยับยั้งเชื้อ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio alginolyticus ได้ดีที่สุด ดังแสดงผลในรูปที่ 
18         
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* หมายถึง แตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุมเชิงบวก 

 
รูปภาพที่ 18 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 

alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  ที่เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเติมเกลือที่ระดับความ

เข้มข้นต่างๆ เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
   อีกปัจจัยหนึ่งที่คาดว่ามีผลกระทบต่อการกระตุ้นให้เชื้อ B. licheniformis สร้างสารยับยั้ง
เชื้อก่อโรคในกุ้งที่น่าสนใจคืออากาศ โดยในการทดลองนี้เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ในสภาวะ
เติมอากาศด้วยการเขย่าที่ 150 รอบ/นาที และสภาวะไม่เติมอากาศด้วยการไม่เขย่า พบว่าเชื้อ B. 
licheniformis สร้างสารยับยั้งที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อทดสอบได้ดีอย่างมีนัยส าคัญทั้ง 2 
สภาวะ ดังแสดงผลในรูปที่ 19 ผู้วิจัยจึงเลือกเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ไม่สภาวะที่ไม่มีการเติม
อากาศ เนื่องจากเป็นการลดต้นทุนของการใช้เครื่องเขย่าเพ่ือเติมอากาศ 
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* หมายถึง แตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุมเชิงบวก 

รูปภาพที่ 19 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  ที่เพาะเลี้ยงด้วย

อาหารเหลว TSB ที่บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเติมเกลือที่ระดับความ
เข้มข้น2.5% ในสภาวะการเติมอากาศและไม่เติมอากาศ เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 

 
   นอกจากนี้ จากการศึกษาค้นคว้าการสร้างแบคทีริโอซินของเชื้อแบคทีเรียพบว่าการเลี้ยง
ร่วมมีผลต่อการกระตุ้นให้เชื้อสร้างแบคทีริโอซินเพ่ิมมากขึ้น และในงานวิจัยของ Rojo-Bezares B1 
และคณะ (2007)  พบว่าการเลี้ยงร่วมท าให้แบคทีเรียสร้างแบคทีริโอซินชนิดใหม่ที่มีประสิทธิภาพ
สู งขึ้น  (104)  ด้ วยเหตุนี้ ผู้ วิ จั ยจึ งทดลองเพาะเลี้ ย ง เชื้ อ  B. licheniformis ร่ วมกับเชื้ อ  V. 
parahaemolyticus และ V. alginolyticus ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน และน ามาทดสอบหา
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบ พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ร่วมกับเชื้อทดสอบทั้ง
สองเชื้อ พบว่าแบคทีริโอซินยังคงประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบ ดังแสดงผลในรูปที่ 20 อย่างไรก็
ตามประสิทธิภาพในการลดจ านวนเชื้อทดสอบแตกต่างจากแบคทีริโอซินที่ไม่ได้เกิดจากการเลี้ยงร่วม
อย่างไม่มีนัยส าคัญ  
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* หมายถึง แตกต่างอยา่งมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุมเชิงบวก 

รูปภาพที่ 20 แผนภาพแสดงจ านวนโคโลนีของ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio 
alginolyticus เมื่อบ่มกับสารยับยั้งที่สร้างจาก Bacillus licheniformis (CFS(Bl)) ที่เพาะเลี้ยงด้วย

อาหารเหลว TSB ที่บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเติมเกลือที่ระดับความ
เข้มข้น 2.5% ในสภาวะการไม่เติมอากาศ โดยทดสอบกับสารส่วนใสที่เกิดจากการเพาะเลี้ยง 
Bacillus licheniformis ร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp)) และ Bacillus 

licheniformis ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio alginolyticus (CFS(Bl+Va)) เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิง
บวก 
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4.3 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด 
 4.3.1 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบค
ทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 
1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพที่ 21 แสดงลักษณะทางกายภาพของเชื้อVibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริ
โอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 
1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ขวา) เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 

(ซ้าย) ศึกษาและถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก าลังขยาย 7,500 เท่า (A) 
20,000 เท่า (B) 30,000 เท่า (C) 
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   จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบค
ทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 
1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวกคือเชื้อ 
Vibrio parahaemolyticus ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะเดียวกันแต่ไม่ได้บ่มร่วมกับแบคทีริโอซิน พบว่า 
เชื้อ Vibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซินมีขนาดเล็กกว่ากลุ่มควบคุม นอกจากนี้ยัง
พบการบุบและแตกของเซลล์ ดังแสดงในรูปภาพที่ 21  
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 4.3.2 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริ
โอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 
1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพที่ 22 แสดงลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซินที่

สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ขวา) เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก (ซ้าย) ศึกษา
และถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก าลังขยาย 7,500 เท่า (A) 20,000 เท่า 

(B) 30,000 เท่า (C) 
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 จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซินที่
สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวกคือเชื้อ Vibrio 
alginolyticus ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะเดียวกันแต่ไม่ได้บ่มร่วมกับแบคทีริโอซิน พบว่า เชื้อ Vibrio 
alginolyticus มีรูปร่างผิดปกติ และผนังเซลล์เป็นรู ดังแสดงในรูปภาพที่ 22  
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 4.3.3 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบค
ทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus 
(CFS(Bl+Vp))  และ Vibrio alginolyticus (CFS(Bl+Va))   ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่ม
ควบคุมเชิงบวก 
                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพที่ 23 แสดงลักษณะทางกายภาพของ Vibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซิน
ที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp))  
(กลาง) และ Vibrio alginolyticus (CFS(Bl+Va))  (ขวา) ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับ

กลุ่มควบคุมเชิงบวก (ซ้าย) ศึกษาและถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด
ก าลังขยาย 7,500 เท่า (A) 20,000 เท่า (B) 30,000 เท่า (C) 

 

A 

B 

C 

กลุ่มควบคุมเชิงบวก 
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CFS(Bl+Va) CFS(Bl+Vp) 
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   จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ที่บ่มร่วมกับแบค
ทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus 
(CFS(Bl+Vp))  และ Vibrio alginolyticus ที่ (CFS(Bl+Va))  ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่ม
ควบคุมเชิงบวกคือเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะเดียวกันแต่ไม่ได้บ่มร่วมกับ
แบคทีริโอซิน พบว่าแบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio 
parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp))  ท าให้เซลล์ของเชื้อทดสอบเกิดรูที่ผนังเซลล์ และเชื้อเกาะกลุ่มกัน
มากขึ้น ในขณะที่แบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio 
alginolyticus (CFS(Bl+Va))  ให้ผลเหมือนกันคือท าให้เซลล์ของเชื้อทดสอบเกิดรูที่ผนังเซลล์ อย่างไรก็
ตาม มีผลที่แตกต่างออกไป คือ ท าให้เซลล์ของเชื้อทดสอบลดการเกาะกลุ่มกันอย่างเห็นได้ชัด เชื้อมี
ขนาดเล็กลงและลดการสร้าง Extracellular matrix ของเซลล์ 
 
   4.3.4 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคที
ริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่ เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus 
(CFS(Bl+Vp)) และ Vibrio alginolyticus (CFS(Bl+Va))  ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่ม
ควบคุมเชิงบวก 
  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 64 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพที่ 24 แสดงลักษณะทางกายภาพของVibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซินที่สร้าง

จากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp))  
(กลาง) และ Vibrio alginolyticus (CFS(Bl+Va))  (ขวา) ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับ

กลุ่มควบคุมเชิงบวก (ซ้าย) ศึกษาและถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด
ก าลังขยาย 7,500 เท่า (A) 20,000 เท่า (B) 30,000 เท่า (C) 

 
   จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริ
โอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่ เลี้ยงร่วมกับเชื้อ  Vibrio parahaemolyticus 
(CFS(Bl+Vp))  และ Vibrio alginolyticus ที่ (CFS(Bl+Va))  ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่ม
ควบคุมเชิงบวกคือเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ที่เพาะเลี้ยงในสภาวะเดียวกันแต่ไม่ได้บ่มร่วมกับ

A 

B 
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กลุ่มควบคุมเชิงบวก CFS(Bl+Va) CFS(Bl+Vp) 
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แบคทีริโอซิน พบว่าแบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis ที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio 
parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp))  ท าให้เซลล์ของเชื้อทดสอบเกิดรูที่ผนังเซลล์ และเซลล์เสียรูปร่าง 
ในขณะที่ แบคทีริ โอซินที่ สร้ างจากเชื้ อ  Bacillus licheniformis ที่ เลี้ ยงร่ วมกับเชื้ อ  Vibrio 
alginolyticus (CFS(Bl+Va))  ให้ผลเหมือนกันคือท าให้เซลล์ของเชื้อทดสอบเกิดรูที่ผนังเซลล์ อย่างไรก็
ตาม มีผลที่แตกต่างออกไป คือ ท าให้เซลล์ของเชื้อทดสอบลดการเกาะกลุ่มกัน ดังแสดงผลในตารางที่ 
11 
 

ตารางที่ 11 แสดงผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus และ 
Vibrio alginolyticus ที่บ่มร่วมกับแบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl))  

และสภาวะที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ Vibrio parahaemolyticus (CFS(Bl+Vp))  และ Vibrio alginolyticus 
(CFS(Bl+Va))  ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือ 1.5% บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวก 

แหล่งสร้าง Cell-Free 

Supernatant 

ลักษณะทางกายภาพของเชื้อ 

Vibrio parahaemolyticus 

ลักษณะทางกายภาพของเชื้อ 

Vibrio alginolyticus 

B. licheniformis (CFS(Bl))   - เกิดรูที่ผนังเซลล์ - เกิดรูที่ผนังเซลล์ 

B. licheniformis เพาะเลี้ยง

ร่วมกับ V. parahaemolyticus 

(CFS(Bl+Vp))    

- เกิดรูที่ผนังเซลล์ 

- เซลล์เกาะกลุ่มกันมากขึ้น 

- เกิดรูที่ผนังเซลล์ 

B. licheniformis เพาะเลี้ยง

ร่วมกับ V.  alginolyticus 

(CFS(Bl+Va))   

- เกิดรูที่ผนังเซลล์ 

- ขนาดของเซลล์ลดลง 

- ลดการเกาะกลุ่มกันของเซลล์ 

- สร้าง Extracellular ลดลง 

- เกิดรูที่ผนังเซลล์ 

- ลดการเกาะกลุ่ มกันของ

เซลล์ 

 
4.4 ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนและความน่าจะเป็นในการเป็นสารยับยั้งของแบคทีริโอซินที่
เชื้อ Bacillus licheniformis (CFS(Bl)) สร้างขึ้น เม่ือเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะท่ีเหมาะสม 
   จากการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของน้ าเลี้ยงเชื้อ (Cell-Free Supernatant) ที่ได้จากการ
คัดเลือกโปรตีนให้มีน้ าหนักไม่เกิน 10 kDa และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค liquid  chromatography- 
mass spectrometry (LC-MS/MS) พบว่าได้ peptide sequence ที่ไม่พบในอาหาร เลี้ยงเชื้อที่ใช้
เป็นกลุ่มควบคุมเชิงลบ ที่ค่า De novo  score มากกว่าร้อยละ 70 จ านวน 617 ชิ้น  
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   การศึกษาความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial peptide ผู้วิจัยใช้โปรแกรม 
Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor พบว่ามีล าดับกรดอะมิโนที่มีความน่าจะเป็น
ของโปรตีนในการเป็น antimicrobial peptide จ านวน 349 เปปไทด์ ดังแสดงในภาคผนวก ตารางที่ 
29 จัดจ าแนกข้อมูลโดยพิจารณาจากล าดับความยาวของกรดอะมิโน ประจุของโปรตีน น้ าหนัก
โมเลกุล ค่า Protein binding potential และระดับ De novo score ได้ผลดังแสดงในรูปภาพที่ 25-
29 ตามล าดับ 
 

 
 

รูปภาพที่ 25 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 
peptide จ านวน 349 เปปไทด์ ตามความยาวของล าดับกรดอะมิโน เมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 

Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor 
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รูปภาพที่ 26 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 
peptide จ านวน 349 เปปไทด์ตามประจุของโปรตีน เมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Antimicrobial 

Peptide Calculator and Predictor 
 

 
รูปภาพที่ 27 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์ที่มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 

peptide จ านวน 349 เปปไทด์ตามช่วงของน้ าหนักโมเลกุลเมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor 

4.5 2.25 2 1.5 1.25 1 0.5 0.25 0 -0.5 -0.75 -1 -1.5 -1.75 -2 -3
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รูปภาพที่ 28 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 

peptide จ านวน 349 เปปไทด์ตามช่วงของค่า Protein binding potential (Boman index) เมื่อ
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor 

 

 
รูปภาพที่ 29 แสดงการจัดจ าแนกเปปไทด์มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 

peptide จ านวน 349 เปปไทด์ ตามระดับ De novo  score เมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor 
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เมื่อพิจารณาจากค่าความน่าเชื่อถือของระดับ De novo  score ประจุของโปรตีน และค่า Protein 
binding potential (Boman index)  ที่แสดงถึงความสามารถของโปรตีนในการจับกับสารอ่ืน ซึ่ง
อ้างอิงจากแบคทีริโอซินไลเคนนินที่เชื้อ B. licheniformis ที่แยกได้จากล าไส้วัวสร้างขึ้น พบว่ามีค่า
ประจุของโปรตีน -1.75 และค่า Protein binding potential (Boman index)  0.52 kcal/mol จึง
น าค่าดังกล่าวมาร่วมเป็นเกณฑ์ในการพิจารณาคัดเลือกเปปไทด์ที่จะน ามาศึกษาต่อ โดยก าหนดให้ค่า
ประจุของโปรตีนเป็นลบ ค่า Protein binding potential (Boman index)  อยู่ในช่วงกลาง คือ 0-2 
kcal/mol รวมถึงพิจารณากรดอะมิโนอะลานีนที่เป็นส่วนประกอบในล าดับอะมิโน เนื่องจากเชื้อ B. 
licheniformis สร้างสารแบคทีริโอซินในกลุ่ม IA แลนไธโอนีน ซึ่งต้องมีกรดอะมิโนอะลานีนเป็น
ส่วนประกอบ ผู้วิจัยจึงเลือกเปปไทด์ที่มีความน่าสนใจในการศึกษา จ านวน 6 เปปไทด์ ดังนี้ 
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ตารางที่ 12 แสดงล าดับกรดอะมิโนตามเป็นไปตามเกณฑ์การคัดเลือก 

 
 อย่างไรก็ตาม ยังมีเปปไทด์ที่น่าสนใจในการเป็นแบคทีริโอซินในกลุ่มแลนไธโอนีน เนื่องจากมี
กรดอะมิโนอะลานีนเป็นส่วนประกอบ 2 ตัว  สามารถเกิดเป็น Disulfide  bridge ค่า Protein 
binding potential (Boman index)  อยู่ในช่วงที่ก าหนด และมีค่า De novo  score สูง จ านวน 2 
เปปไทด์ ดังนี้ 

ตารางที่ 13 แสดงล าดับของกรดอะมิโนที่มีกรดอะมิโนอะลานีนเป็นส่วนประกอบ 2 ตัว 

 ผู้วิจัยน าเปปไทด์ที่น่าสนใจและมีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial 

peptide ทั้ง 8 ล าดับ มาท านายรูปร่างสามมิติของโปรตีนด้วยโปรแกรม PEP-FOLD3 ดังแสดงในรูป

ที่ 24  

  

ล าดับ
ที ่

รหัส ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 

potential 

(kcal/mol) 

ค่า De novo  

Score 

1 S001 EAMECP 6 -2 678.787 1.36 84 
2 S002 ETHMAM 6 -0.75 718.854 1.25 83 
3 S003 TAALSDT 7 -1 677.71 1.24 83 
4 S004 AANTLEP 7 -1 714.775 1.06 81 
5 S005 SSDAFVP 7 -1 721.766 0.95 81 
6 S006 EAPLTCST 8 -1 820.92 0.91 80 

ล าดับ
ที ่

รหัส ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 

potential 

(kcal/mol) 

ค่า De novo  

Score 

1 S007 KDLAAH 6 0.25 653.733 1.73 86 
2 S008 AFKPDAG 7 0 704.778 0.96 81 
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S001 S002 

  
S003 S004 

 

 
 

S005 S006 
 

 
 

S007 S008 
 

รูปภาพที่ 30 แสดงรูปร่างโครสร้างสามมิติของโปรตีนที่น่าสนใจและมีความน่าจะเป็นของโปรตีนใน
การเป็น antimicrobial peptide ด้วยโปรแกรม PEP-FOLD3  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปราย และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 อภิปรายผลการทดลอง 
 แบคทีริโอซินเป็นโปรตีนสร้างขึ้นจากแบคทีเรียชนิดหนึ่งและมีผลกระทบในการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียชนิดอ่ืน การศึกษาสารกลุ่มแบคทีริโอซินพบว่าส่วนมากถูกสร้างจากเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม
โพรไบโอติก โดยเฉพาะที่พบในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์ที่แสดงคุณสมบัติการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อก่อโรค (67) มีการน าแบคทีริโอซินมาใช้ในวงการอุตสาหกรรมอาหารและทางการ
แพทย์เพ่ิมมากขึ้น บางส่วนได้มีการรับรองความปลอดภัยในการใช้งานมาอย่างยาวนาน เช่น ไนซิน  
(92) เชื้อ Bacillus spp. เป็นจีนัสหนึ่งที่มีคุณสมบัติการสร้างสารแบคทีริโอซินหลากหลายชนิด โดย
ขึ้นกับสายพันธุ์ แต่เมื่อมีการน าแบคทีริโอซินมาใช้งานในเชิงอุตสาหกรรมซึ่งมีข้อจ ากัดที่แตกต่างกัน
ตามชนิดของอุตสาหกรรม เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง ความคงทนของแบคทีริโอซินในสภาวะ
ต่างๆ ดังนั้นในการเลือกใช้งานจึงจ าเป็นต้องพิจารณาคุณสมบัติเหล่านี้ เพ่ือให้เหมาะสมต่อการใช้งาน
จึงมีการค้นหาเชื้อโพรไบโอติกที่เกี่ยวข้องกับอุตสาหกรรมที่ต้องการใช้งาน ดังเช่น จุลินทรีย์โพรไบโอ
ติกที่ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงชายฝั่ง จังหวัดสมุทรสาคร ได้มีการทดสอบประสิทธิภาพการย่อย
สลายสารอินทรีย์ และน ามาพัฒนาเป็นหัวเชื้อจุลินทรีย์ ปม.1 เพ่ือมุ่งเน้นการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่
ตกค้างสะสมในบ่อเลี้ยงสัตว์น้ า ช่วยบ าบัดน้ าในบ่อเลี้ยง และยังพบว่ามีประสิทธิภาพในการลดการ
เกิดโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง โดยในกลุ่มหัวเชื้อ ปม.1 นี้มี เชื้อประกอบส าคัญ คือ B. 
licheniformis ซึ่งสามารถสร้างแบคเทอริโอซินที่แสดงผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Vibrio 
alginolyticus ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของโรคซีดในกุ้ง และเป็นแบคทีเรียที่มีส่วนท าให้โรคตับและตับอ่อน
วายเฉียบพลันในกุ้งลุกลามรุนแรงขึ้น และสารแบคทีริโอซินที่สร้างจากเชื้อสายพันธุ์นี้ได้มีรายงานถึง
คุณสมบัติเด่นที่ทนต่อความร้อนสูงถึง 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 60 นาที ทั้งยังมี
ประสิทธิภาพในสภาวะที่เป็นกรดต่ า (3.0) จนถึงด่างแก่ (10.0) ได้ (14) จึงเป็นที่น่าสนใจในการหา
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารยับยั้งเชื้อก่อโรคในกุ้งพร้อมกับทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อสาย
พันธุ์นี้ที่พบในประเทศไทย เมื่อท าการเปรียบเทียบข้อมูลล าดับของสารพันธุกรรมในส่วน 16s rRNA 
จ ากฐ านข้ อมู ล  NCBI (National Center for Biotechnology Information) พบว่ า  เ ชื้ อ  B. 
licheniformis จากหัวเชื้อ ปม.1 จากศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงชายฝั่ง จังหวัดสมุทรสาคร เป็นเชื้อ 
B. licheniformis เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของสารยับยั้งที่เชื้อ B. licheniformis สายพันธุ์ ปม.1 
นั้น โดยให้ความส าคัญกับการทดสอบเชื้อ Vibrio parahaemolyticus เป็นล าดับแรก เนื่องจากเชื้อ
ดังกล่าวเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิดโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง (27) และจากงานวิจัยของ 
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Liu (2004) พบว่ากุ้งแวนนาไมไต้หวันที่ติดเชื้อ V. alginolyticus จะเกิดโรคตับและตับอ่อนวาย
เฉียบพลันรุนแรงเพ่ิมมากขึ้น และจะเจริญเติบโตได้ไม่ดี เบื่ออาหาร ส่งผลให้ในระยะท้ายของการติด
เชื้อ กุ้งเลี้ยงที่ ในบ่อจะตายเป็นจ านวนมาก และติดเชื้อซ้ าอย่างรุนแรง (29) จัดว่าเชื้อ V. 
alginolyticus เป็นแบคทีเรียกลุ่มฉวยโอกาสที่ท าให้โรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันมีความรุนแรง
มากขึ้น จึงถูกน ามาใช้เป็นเชื้อทดสอบร่วม โดยผลการทดสอบเทียบกับชุดควบคุมพบว่าสารที่ผลิตและ
หลั่งออกมาในน้ าเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis สายพันธุ์ ปม.1 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อทดสอบ
ที่เป็นสาเหตุของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งได้ดี  
   สภาวะในการเพาะเลี้ยงที่ผู้วิจัยน ามาพิจารณาได้แก่ อุณหภูมิ ช่วงระยะเวลาในการบ่ม 
ความเข้มข้นของเกลือ สภาวะการเติมอากาศ และการเลี้ยงร่วม โดยพบ  CFS(Bl) อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส แสดงผลการยับยั้งเชื้อทั้ง V. parahaemolyticus และ V. alginolyticus ได้ดีที่สุด จาก
การทดสอบเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ตั้งแต่ 25-42 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมนี้มี
ความสอดคล้องกับหลายงานวิจัยก่อนหน้าที่รายงานเกี่ยวกับอุณหภูมิของ Baril และคณะ (2012) 
และ Trunet และคณะ (2015) ซึ่งแสดงเป็นช่วงกว้างตั้งแต่ 11-59 องศาเซลเซียส (50, 51) ร่วมกับ
ผลการศึกษาในระบบเลี้ยงกุ้งแวนนาไม และหอยเป่าฮ้ือ ของ Ferreira และคณะ (2015) และ Gao 
และคณะ (2018) ที่มีการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis พบช่วงอุณหภูมิที่น่าสนใจการศึกษาคือ 
25-42 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังมีผลการศึกษาในห้องทดลองจากงานวิจัยของ Cladera-Olivera 
และคณะ (2004) เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis P40 อุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 26-37 °C 
(96) และงานวิจัยของ Pattnaik P และคณะ (2005) ได้ศึกษาสภาวะการเลี้ยงเชื้อที่มีผลต่อการสร้าง
แบคทีริโอซินของเชื้อ  B. licheniformis 26L-10/3RA ที่แยกจากกระเพาะส่วนรูเมนของกระบือ 
พบว่าเชื้อนี้จะสร้างแบคทีริโอซินได้ดีที่สุดเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 39 °C (97) และในการงานวิจัยดังกล่าวยัง
แสดงถึงช่วงระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเพ่ือให้เชื้อ B. licheniformis สร้างแบคทีริโอซินนั้น ควร
บ่มเชื้อจนถึงช่วง stationary phase เนื่องจากเชื้อจะเริ่มสร้างแบคทีริโอซินในระยะการเจริญเติบโต
ดังกล่าว ผลการศึกษาพบว่า CFS(Bl) ที่ 72 ชั่วโมงแสดงผลการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus ได้ดี
ที่สุด จากการทดสอบบ่มเชื้อ B. licheniformis ตั้งแต่ 36-96 ชั่วโมงและเชื้อดังกล่าวเป็นสาเหตุหลัก
ของโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง ผู้วิจัยจึงเลือกระยะเวลาการบ่มที่ 72 ชั่วโมงมาใช้ใน
การศึกษาต่อ สอดคล้องกับรายงานการสร้างแบคทีริโอซินของเชื้อ  B. licheniformis 26L-10/3RA 
ที่แยกจากกระเพาะส่วนรูเมนของกระบือ เนื่องจากเชื้อนี้จะสร้างแบคทีริโอซินได้ดีที่สุดเมื่อบ่มเป็น
เวลา 72-96 ชั่วโมง นอกจากนี้ผู้วิจัยสนใจทดลองเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ที่ความเข้มข้นของ
เกลือในระดับต่างๆ และสภาวะการเติมอากาศ เนื่องจากในสภาวะการเพาะเลี้ ยงในธรรมชาติเชื้อ B. 
licheniformis ซึ่งเป็นสายพันธุ์  ปม.1 ที่แยกได้จากล าไส้ของกุ้งที่ถูกเลี้ยงในน้ ากร่อยจะต้อง
เจริญเติบโตในสภาวะที่มีความเข้มข้นของเกลือในระดับต่างๆ รวมถึงจะอยู่ภายในสภาวะการเติม
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อากาศ จากกิจกรรมการตีน้ าเพ่ือเติมอากาศในบ่อกุ้งของเกษตรกร อีกทั้ งจากการศึกษาของ Uzelac 
และคณะ ในปี ค.ศ. 2015 พบว่า ยีนที่ควบคุมการสร้างแบคทีริโอซินพบในโครโมโซมของแบคทีเรีย 
ใช้ Promoter และ Operon ร่วมกับยีนอ่ืนๆ มีลักษณะการรวมกันของยีนอยู่เป็นกลุ่มยีนภายใต้ 
Promoter และ Operon เดียวกัน (operon cluster) และต้องการการเหนี่ยวน าด้วยกลไก Quarum 
sensing ซึ่งกลไกดังกล่าวขึ้นอยู่กับ peptide pheromones หรือ auto-inducer peptide ซึ่งสาร
เหล่านี้จะสร้างได้ดีขึ้นกับสภาวะในการเพาะเลี้ยง เช่น อุณหภูมิ ระยะเวลา สารอาหารที่จุลินทรีย์
ต้องการพิเศษ เป็นต้น (76) และจากการศึกษาของ Amar และคณะ (2019) พบว่าการปรับสูตร
อาหารเลี้ยงเชื้อส่งผลต่อปริมาณและประสิทธิภาพของแบคทีริโอซินที่แบคทีเรียกลุ่มโพรไบโอติกสร้าง
ขึ้น (100) ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจทั้งสภาวะที่มีเกลือแตกต่างกัน และการเติมอากาศในระบบเลี้ยงเชื้อ 
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสร้างสารยับยั้งของเชื้อ B. licheniformis กระบวนการสร้างแบคทีริโอซิ
นของแบคทีเรียจ าเป็นต้องอาศัย auto-inducer peptide ที่ท าหน้าที่กระตุ้นการสร้างแบคทีริโอซิน 
ซึ่งสารดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับสภาวะการโตแบบแข่งขัน โดยเกี่ยวข้องกับปริมาณและชนิดของ
จุลินทรีย์คู่แข่ง (competing microorganism) หลังจากที่เชื้อสร้างแบคทีริโอซินแล้ว แบคทีริโอซินที่
สร้างขึ้นมาจะท าหน้าที่เป็น auto-inducer กระตุ้นให้แบคทีเรียสร้างแบคทีริโอซินเพ่ิมขึ้นได้อีก 
รวมทั้งสารยับยั้งอื่นด้วย (76) ในการศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ที่เหมาะสมใน
การสร้างสารยับยั้งเชื้อทดสอบทั้งสองชนิดนั้น พบว่าปัจจัยในการเพาะเลี้ยงทั้งอุณหภูมิ ช่วงระยะเวลา
ในการเพาะเลี้ยง ความเข้มข้นของเกลือ และการเลี้ยงร่วมกับเชื้อ V. parahaemolyticus และ V. 
alginolyticus ที่ท าให้ตายแล้ว มีผลต่อประสิทธิภาพในการผลิตสารยับยั้งเชื้อทดสอบ โดยสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตสารคือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และเลี้ยงในอาหาร
เหลว TSB ที่มีเกลือความเข้มข้น 2.5% จะสามารถให้ผลผลิตที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ 
อย่างไรก็ตาม ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis  ในสภาวะการเติมอากาศและไม่เติมอากาศ 
พบว่าเชื้อ B. licheniformis สร้างสารยับยั้งที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อทดสอบแตกต่างกัน
อย่างไม่มีนัยส าคัญ แสดงให้เห็นว่าการเติมอากาศไม่ใช่ปัจจัยในการสร้างแบคทีริโอซินของเชื้อ B. 
licheniformis ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสารยับยั้งเชื้อโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันนี้ 
ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาเทคนิคการเลี้ยงร่วม โดยมีแนวคิดจากการอาศัยอยู่ร่วมกันในธรรมชาติของ
สิ่งมีชีวิต จะถูกกระตุ้นให้มีการสร้างสารต้านจุลชีพชนิดใหม่ของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพแตกต่าง
จากเดิม เพ่ือรักษาสมดุลในการด ารงชีวิต (102) ทั้งนี้ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis  ร่วมกับ
เซลล์ตายของเชื้อทดสอบทั้ง CFS(Bl+Va) และ CFS(Bl+Vp)  เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. 
licheniformis (CFS(Bl)) แม้จะพบว่าประสิทธิภาพการสร้างสารยับยั้ งต่อเชื้อทดสอบทั้ ง  V. 
parahaemolyticus และ V. alginolyticus แต่ก็ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  
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   การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อที่แบคทีเรียสร้างขึ้นมีหลากหลายวิธี เช่น วิธี Agar 
well diffusion (15) แม้ว่าวิธีการดังกล่าวมักจะถูกน ามาใช้ในงานวิจัยเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของ
สารยับยั้งที่เชื้อ B. licheniformis สร้างขึ้นเนื่องจากทดสอบได้ง่าย ประหยัดเวลาและทรัพยากร
มากกว่าวิธี Total Plate Count อย่างไรก็ตามเมื่อผู้วิจัยได้ทดสอบด้วยวิธีการดังกล่าวพบว่าแสดง
ผลลัพธ์ที่ไม่ชัดเจนเนื่องจาก Clear zone มีขนาดเล็กมาก ไม่ชัดเจน ท าให้ไม่สามารถเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการสร้างสารยับยั้งในสภาวะต่างๆได้ นอกจากนี้เชื้อก่อโรคที่ใช้เป็นเชื้อทดสอบ ได้แก่ 
Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio alginolyticus เป็นเชื้อที่มีความสามารถในการสร้าง 
Biofilm (113, 114) ดังนั้นการใช้วิธีการวัดค่าความขุ่นจึงไม่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ทดสอบ นอกจากนี้ 
การใช้วิธี MTT assay อาจเกิดผลทดสอบที่ไม่ตรงกับความผลจริง เนื่องจากกรดอะมิโนทั้งในอาหาร
เลี้ยงเชื้อและสารยับยั้งส่งผลต่อกระบวนการเกิดฟอร์มาซาน ซึ่งเป็นปฏิกิริยาทางเคมีที่ใช้ในการวัด
เซลล์เป็น เซลล์ตายของวิธีการนี้ (115) ดังนั้นวิธีการ Total Plate Count จึงเป็นวิธีการที่ได้มาตรฐาน 
ได้รับการยอมรับและเหมาะสมในการทดสอบประสิทธิภาพของสารยับยั้งที่เชื้อ B. licheniformis 
สร้างขึ้น เนื่องจากเห็นผลการทดสอบชัดเจนที่สุด อีกทั้งเป็นวิธีการที่เหมาะสมในการศึกษาเพ่ือหา
ความแตกต่างของประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อก่อโรคของสารยับยั้ง เช่น งานวิจัยของ Seleshe และ
คณะ (2021) ศึกษาสารยับยั้งเปปไทด์สายสั้นในใบมะรุม และใช้วิธี Total Plate Count ในการหา
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อก่อโรคในเนื้อหมู (116) งานวิจัยของ Yousuf และคณะ (2020) ศึกษา
ประสิทธิภาพของสารสกัดจากมะนาวและโปรตีนถั่วเหลืองที่มีผลต่อการยับยั้งเชื้อที่ท าให้พืชตระกูล
แตงเน่าเสีย (117) เป็นต้น   
   จากการศึกษาลักษณะ รูปร่าง ทางกายภาพภายนอกด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนใน
ระดับก าลังขยายสูงของเชื้อทดสอบ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio alginolyticus สาย
พันธุ์ที่ก่อโรคในกุ้ง เมื่อเปรียบเทียบระหว่างเซลล์เชื้อทดสอบที่ถูกบ่มร่วมกับ CFS(Bl) กับเซลล์ของเชื้อ
ทดสอบในกลุ่มควบคุม คือเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อปกติ (ไม่มีสารยับยั้ง) ดังรูปแสดงที่ 21 
และ 22 ของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus และ Vibrio alginolyticus ตามล าดับ แสดงให้เห็น
คุณสมบัติการท าให้เกิดรู (Pore formation) บนผนังเซลล์ของเชื้อทดสอบทั้งสองชนิด เป็นไปตาม
กลไกการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีริโอซิน โดยแบคทีริโอซินมักจะออกฤทธิ์ต่อเยื่อหุ้มเซลล์และจะ
เข้าสู่เยื่อหุ้มเซลล์เป้าหมายโดยอาศัยแรง Electrostatic มีเป้าหมายคือบริเวณที่มีประจุลบที่เกิดจาก
ส า ร ป ร ะ เ ภ ท  phosphatidylethanolamine (PE) phosphatidylglycerol (PG) 
lipopolysaccharide (LPS) lipoteichoic acid (LTA) และ cardiolipin (CL) (71, 81) แบคทีริโอซิน
จะใช้ส่วนที่มีประจุบวกท าปฏิกิริยาดึงดูดทางประจุ ไฟฟ้า ( Interact electrotically) กับชั้น 
hydrophobic ที่เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียซึ่งมีประจุลบ จากนั้นจะใช้ชิ้นส่วนที่เหลือสอดแทงทะลุ
เข้าไปในชั้น Lipid bilayer ของเยื่อหุ้มเซลล์ (82) เหนี่ยวน าท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ ส่งผลให้เกิดการ
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รั่วไหลของไอออน ประจุระหว่างภายในและภายนอกเซลล์เสียสมดุล เกิดการลดลงของพลังงาน ATP 
ภายในเซลล์ และรบกวนการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมาย (71, 83) จนเซลล์เป้าหมายตาย
ในที่สุด นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการยับยั้งการงอกของสปอร์ของแบคทีเรียเป้าหมายได้อีกด้วย 
โดยกลไกการยับยั้งของแบคทีริโอซินนี้ได้มีการอธิบายศึกษาพบจากไนซินที่สร้างจาก Lactobacillus 
lactis จะท าให้ เกิด  D-alanylation ของ teichoic acid ที่ เยื่ อหุ้ ม เซลล์ของ Streptococcus 
pneumoniae ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ไม่แข็งแรง นอกจากนี้ไนซินยังสามารถท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ต าแหน่งไขมันบนเยื่อหุ้มเซลล์ของ Listeria monocytogenes ท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ ไซโทพลาส
ซึมไหลออกจากเซลล์ และเซลล์แตกตาย (84) ซึ่งเป็นกลไกท่ีพบได้ในแบคทีริโอซินกลุ่ม I ทั้งนี้ยังมีการ
รายงานถึงการสร้างแบคทีริโอซินของเชื้อ B. licheniformis ที่เรียกว่า ไลเคนนิน (52) และ ซับไลเคน
นิน (53) ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับไนซิน มีล าดับกรดอะมิโนสายสั้นไม่เกิน 12 เปปไทด์ และมีขนาดไม่
เกิน 10 กิโลดาลตัน (97) 
   จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ร่วมกับ V. parahaemolyticus ที่ถูกท าให้ตาย
ด้วยความร้อน เพ่ือมุ่งหวังให้เกิดการกระตุ้นจากส่วนของเซลล์จากเชื้อทดสอบและมีประสิทธิภาพการ
ยับยั้งเชื้อได้ดียิ่งขึ้น แม้ผลการยับยั้งไม่แตกต่างจากการไม่เลี้ยงร่วม แต่ในการวิเคราะห์จากลักษณะที่
การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนในระดับก าลังขยายสูง ท าให้พบลักษณะของเชื้อทดสอบ V. 
parahaemolyticus มีผนังเซลล์ที่เกิดรูพรุนขึ้นจ านวนมาก และยังพบ V. parahaemolyticus มี
การเกาะกลุ่มกันมากขึ้นเมื่อเทียบกับการบ่มเชื้อทดสอบที่มี CFS(Bl+VP) กับกลุ่มควบคุม CFS(Bl) ซึ่ง
ขั้นตอนการเกาะกลุ่มกันของเซลล์แบคทีเรียพบเห็นได้ในกระบวนการเกิดไบโอฟิล์ม โดยเฉพาะในกลุ่ม
ที่มีความสามารถในการสร้าง Extracellular Matrix ในกระบวนการสร้างไบโอฟิล์มจะเริ่มจาก
แบคทีเรียมีการเข้ายึดเกาะพ้ืนผิว ซึ่งสามารถเหนี่ยวน าให้แบคทีเรียชนิดอ่ืนเข้าร่วมเกาะพ้ืนผิวใน
บริเวณเดียวกันได้  ในระยะเริ่มต้นของการยึดเกาะกับพ้ืนผิว เซลล์จะเรียงตัวเป็นชั้นเดียว 
(monolayer) จากนั้นจึงเริ่มมีการเรียงตัวเป็นชั้นถัดขึ้นมาด้วยการเคลื่อนที่แบบคืบคลานไปบนชั้น
เซลล์เดิม (twitching motility) เกิดจากการส่งสัญญาณประสานงานระหว่างเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย 
หรือ Quorum sensing (QS) โดยแบคทีเรียแกรมลบจะสร้างสารกลุ่ม acyl-homoserine lactones 
(AHL) เพ่ือใช้ในการส่งสัญญาณระหว่างเซลล์ (118) ไบโอฟิล์มที่เกิดขึ้นนี้เกิดจากคุณสมบัติของส่วนที่
ห่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของแบคทีเรียแกรมลบที่ประกอบด้วย Lipopolysaccharide ก่อให้เกิดประจุบน
ผิวด้านนอกของแบคทีเรีย และปล่อยสารกลุ่มพอลิแซคคาไรด์ออกมาเพ่ือช่วยในการยึดเกาะ ท าให้
เกิดไบโอฟิล์มหนาขึ้น (119) สอดคล้องกับลักษณะปรากฎของเชื้อ V. parahaemolyticus เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TSB ในสภาวะที่เหมาะสม และบ่มร่วมกับสารยับยั้งที่สร้างจากการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ร่วมกับ V. parahaemolyticus ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน 
(CFS(Bl+Vp)) พบว่าเชื้อมีความหนืดมากกว่าเมื่อเทียบกับ V. parahaemolyticus ที่ไม่ได้บ่มร่วมกับ
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สารยับยั้ง และบ่มร่วมกับสารยับยั้งที่ไม่ได้เลี้ยงร่วมกับเชื้อทดสอบ (CFS(Bl))  แสดงให้เห็นว่าในน้ า
เ ลี้ ย ง เ ชื้ อ ชนิ ด  CFS(Bl+Vp) มี ส า รที่ ส ามา รถกระตุ้ น ให้ เ กิ ดกา ร เกาะกลุ่ ม กั นของ เ ชื้ อ  V. 
parahaemolyticus สาร เหล่ านี้ ใ นบางครั้ ง เ รี ยกว่ า  Auto inducer ได้ แก่  กลุ่ ม  acylated 
homoserine lactones (AHL) พบในแบคทีเรียแกรมลบ กลุ่มสารประกอบเปปไทด์  ที่พบใน
แบคทีเรียแกรมบวก เมื่อแบคทีเรียสร้างสารเหล่านี้ขึ้น เสมือนเป็นการส่งสัญญาณไปยังเซลล์ข้างเคียง 
(Quorum sensing) จนท าให้เกิดการรวมตัวกันของแบคทีเรียเพ่ือความอยู่รอดของเชื้อ (120) แม้ว่า
การศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดจะแสดงให้เห็น
การเกาะกลุ่มกันของเชื้อ โดยผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสารยับยั้งที่สร้างจากการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ร่วมกับ V. parahaemolyticus ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน 
(CFS(Bl+Vp)) พบว่ามีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ V. parahaemolyticus แต่เมื่อน าเชื้อทดสอบ V. 
parahaemolyticus มาเพาะเลี้ยงร่วมกับสารยับยั้งที่สร้างจากการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis 
ร่วมกับ V. alginolyticus ที่ถูกท าให้ตายด้วยความร้อน (CFS(Bl+Va)) ให้ผลการทดลองที่น่าสนใจคือ 
เชื้ อ  V. parahaemolyticus มีขนาดเซลล์ เล็กลง รูปร่ าง  โครงสร้ างบิด เบี้ ยว  พบลักษณะ 
Extracellular Matrix ลดลง  และ ไม่ พบการ เกาะกลุ่ ม กั นของ เซลล์  ซึ่ ง โ ดยปกติ เ ชื้ อ  V. 
parahaemolyticus มีความสามารถในการจับกลุ่มกันของเซลล์เนื่องจากโครงสร้างของผนังเซลล์
และสารที่แบคทีเรียสร้างขึ้น การจับกลุ่มกันนี้เป็นขั้นตอนหนึ่งในกลไกการก่อตัวของไบโอฟิล์ม จาก
งานวิจัยของ Quai Hui และคณะ (2020) พบว่าเมื่อกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับการก่อตัวของไบโอฟิล์ม
ลดลง ส่งผลให้ยีนที่เกี่ยวข้องกับการก่อโรคและสร้างสารพิษแสดงออกลดลงด้วย (121) แสดงให้เห็น
ว่าเมื่อเซลล์ลดการเกาะกลุ่มกันจะส่งผลให้การสร้างสารพิษของแบคทีเรียลดลง (122) กระบวนการ
สร้างไบโอฟิล์มจัดว่าเป็นการปกป้องเซลล์ของแบคทีเรียเมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม โดยพบว่าการ
เกาะกลุ่มกันของเซลล์จนเกิดเป็นไบโอฟิล์มสามารถทนต่อยาปฏิชีวนะได้สูงกว่าปกติ นอกจากนี้ยัง
ป้องกันเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันเข้าจับกินเมื่อเชื้อมีการเกาะกลุ่มรวมกัน อีกท้ังเชื้อที่อยู่ร่วมกันในไบโอ
ฟิล์มอาจเอ้ือให้เกิดการแลกเปลี่ยนยีนดื้อยาข้ามกลุ่มได้ (123, 124) จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็น
ว่าสารยับยั้งที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis ร่วมกับ V. alginolyticus ที่ถูกท าให้ตาย
ด้วยความร้อนมีคุณสมบัติบ่งชี้ว่าสามารถท าลายเชื้อก่อโรคตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งได้โดย
รบกวนกระบวนการสร้างไบโอฟิล์มในขั้นตอนการเกาะกลุ่มกันของเชื้อ ซึ่งเพ่ิมเติมมาจากการท าให้
ผนังเซลล์เกิดรูพรุน อันเป็นคุณสมบัติที่พบได้จากแบคทีริโอซินของเชื้ อ B. licheniformis อีกทั้งยัง
พบเซลล์ของเชื้อทดสอบมีขนาดเล็กลง จึงเป็นที่น่าสนใจในการศึกษาคุณลักษณะเพ่ือพัฒนาสารที่
สามารถป้องกันการเกิดโรคตายด่วนในกุ้งเนื่องจากตับและตับอ่อนวายเฉียบพลัน  
   จากผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนที่พบในน้ าเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis (CFS(Bl)) ที่

เพาะเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสม การศึกษานี้ได้จ ากัดขนาดของโปรตีนโดยคัดเลือกที่น้ าหนักโมเลกุล
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ขนาดน้อยกว่า 10 กิโลดาลตัน โดยใช้ Vivaspin-20 (molecular weight cut-off of 10 kDa) 

จากนั้นท าโปรตีนให้บริสุทธิ์และวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนด้วย liquid chromatography ที่เชื่อมต่อ

กั บ  Mass spectrometer (LC-MS/MS) และ อ่ านผลด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Orbitrap HF hybrid mass 

spectrometer และ UltiMate 3000 LC system ซึ่ ง เทคนิคดั งกล่ าวมีความแม่นย า  แสดง

ค่าพารามิเตอร์ De novo  score ที่มีความน่าเชื่อถือ เหมาะสมกับการศึกษาโปรตีนที่มีความยาวของ

กรดอะมิโนสายสั้น มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า (125) จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคดังกล่าวพบล าดับกรดอะ

มิโนที่มีความยาว 5-12 เปปไทด์จ านวนมากถึง 617 ล าดับ จากการเปรียบเทียบข้อมูลกับฐานข้อมูล 

Antimicrobial Peptide Database (APD, http://aps.unmc.edu/AP/main.php) แม้ ว่ า จ ะ ไ ม่

พบเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียในฐานข้อมูล แต่เมื่อน าข้อมูลเปปไทด์ท านายมาความน่าจะ

เป็นของโปรตีนในการเป็น  antimicrobial peptide ด้วยโปรแกรม Antimicrobial  Peptide 

Calculator and Predictor พบเปปไทด์จ านวน 349 ล าดับ ที่มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการ

เป็น antimicrobial peptide จากตัวอย่าง CFS(Bl) ที่แสดงประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบทั้งสอง

ชนิด โดยการวิเคราะห์จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนที่แสดงให้เห็นการเกิดรูพรุนบนผิวเซลล์ ร่วมกับ

การพิจารณาขนาดของเปปไทด์ที่มีขนาดไม่เกิน 10 kDa ซึ่งคุณสมบัติดังกล่าวเป็นคุณสมบัติที่

สอดคล้องกับแบคทีริโอซินในกลุ่ม I (53) แบคทีริโอซินในกลุ่มนี้ แบ่งออกเป็น 3 subclass ได้แก่ Ia  

Ib และ Ic จากงานวิจัยของ Pattnaik และคณะในปี 2001 ศึกษาไลเคนนิน ซึ่งเป็นแบคทีริโอซินที่

สร้างจากเชื้อ B. licheniformis ที่แยกได้จากล าไส้วัว พบว่าไลเคนนินมีล าดับกรดอะมิโน ดังนี้ 

ISLEICAIFHDN และเป็นแบคทีริโอซินในกลุ่ม Ia หรือที่เรียกว่า แลนติไบโอติก (lantibiotic) (126) 

มีเปปไทด์สายสั้น ขนาดไม่เกิน 5 kDa และมีกรดอะมิโนอะลานีนเป็นส่วนประกอบ ซึ่งกรดอะมิโน

ดังกล่าวมีความสามารถในการสร้างพันธะ Disulfide กับกรดอะมิโนในเปปไทด์เดียวกัน เรียกเปปไทด์

ในลักษณะนี้ว่า แลนไธโอนีน (127) ผู้วิจัยจึงน าคุณสมบัติของไลเคนนินมาเป็นคุณสมบัติตั้งต้นและ

ก าหนดเกณฑ์ในการคัดเลือกเปปไทด์ที่น่าสนใจ ได้แก่ ค่า De novo  score ร้อยละ 70 ขึ้นไป ค่า 

Protein binding potential (Boman index)  อยู่ในช่วงกลาง คือ 0-2 kcal/mol รวมถึงพิจารณา

กรดอะมิโนอะลานีนที่เป็นส่วนประกอบในล าดับอะมิโน พบเปปไทด์ที่น่าสนใจ 8 เปปไทด์ เมื่อน ามา

ท านายโครงสร้างสามมิติพบว่าเปปไทด์มีลักษณะโค้งงอและมีส่วนที่บิดเป็นเกลียวเล็กน้อย ซึ่ งมี

คุณสมบัติสอดคล้องกับแบคทีริโอซินที่มีฤทธิ์เป็นสารยับยั้ง (126) เนื่องจากกลไกในการยับยั้ง

แบคทีเรียเป้าหมายของแบคทีริโอซิน คือ แบคทีริโอซินจะใช้ส่วนที่มีประจุบวกท าปฏิกิริยาดึงดูดทาง

ประจุไฟฟ้า (Interact electrically) กับชั้น hydrophobic ที่เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียซึ่งมีประจุลบ 
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จากนั้นจะใช้ชิ้นส่วนโค้งงอที่เหลือสอดแทงทะลุเข้าไปในชั้น Lipid bilayer ของเยื่อหุ้มเซลล์ (82) ท า

ให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ ส่งผลให้ประจุระหว่างภายในและภายนอกเซลล์เสียสมดุล เกิดการลดลงของ

พลังงาน ATP ภายในเซลล์ จนเซลล์เป้าหมายตายในที่สุด (83) 

   จากการศึกษาน้ าเลี้ยงเชื้อ Bacillus licheniformis ที่แยกจากล าไส้กุ้ง เพ่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อก่อโรคตายด่วนเนื่องจากตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้ง ด้วยการปรับ
สภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม รวมทั้งกระตุ้นการออกฤทธิ์โดยการใช้เทคนิคการเลี้ยงร่วม พบว่า
สารที่หลั่งออกมาเชื้อ Bacillus licheniformis มีคุณสมบัติในการท าลายเชื้อทดสอบทั้งสองชนิด ซึ่ง
พบว่าโรคตายด่วนเนื่องจากตับและตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งยังคงเป็นปัญหาที่พบต่อการผลิตกุ้ง
ขาว ท าให้ผลผลิตภาพรวมของประเทศลดลงกว่าครึ่งหนึ่งของผลผลิตที่ผลิตได้ เกิดความเสียหายต่อ
เกษตรกร อีกทั้งยังส่งผลกระทบต่อภาคอุตสาหกรรม รวมไปถึงสูญเสียส่วนแบ่งการตลาดและมูลค่า
การส่งออกกุ้งทะเลในตลาดโลกเนื่องจากกุ้งเป็นสัตว์น้ าที่มีความส าคัญต่อเศรษฐกิจของประเทศ (4) 
อีกท้ังยังพบการระบาดของโรคนี้ในประเทศอ่ืนๆด้วย เช่น ประเทศจีน เวียดนาม มาเลเซีย เป็นต้น (5)  
การศึกษาค้นคว้าหาแนวทางในการแก้ไขปัญหาโรคตายด่วนในกุ้งอย่างยั่งยืนด้วยวิธีการทางชีวภาพ 
เป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่ช่วยสนับสนุนการควบคุมการใช้ยาปฏิชีวนะในการเพาะเลี้ยงกุ้งเท่าที่จ าเป็น 
เพ่ือน าไปสู่การลดแบคทีเรียดื้อยาในระบบเพาะเลี้ยง และลดการส่งต่อยีนดื้อยาของแบคทีเรียในกุ้งมา
สู่แบคทีเรียประจ าถิ่นในร่างกายของมนุษย์  นอกจากนี้ยังเป็นแนวทางในการศึกษา antimicrobial 
peptide ที่จะน ามาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ เพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคและเชื้อดื้อยา
ต่อไป 
 
5.2 สรุปผลการทดลอง 
 เชื้อ B. licheniformis สร้างแบคทีริโอซินได้ดีเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
72 ชั่วโมง และเลี้ยงในอาหารเหลว TSB ที่มีเกลือความเข้มข้น 2.5% ในสภาวะที่ไม่เติมอากาศ โดยใช้ 
Vibrio alginolyticus และ Vibrio parahaemolyticus ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่เป็นสาเหตุของโรคตับและ
ตับอ่อนวายเฉียบพลันในกุ้งเป็นเชื้อทดสอบ โดยแบคทีริโอซินที่เชื้อ B. licheniformis สร้างขึ้นมี
ความสามารถท าให้ผนังเซลล์ของเชื้อทดสอบเกิดรู ส่งผลให้ของเหลวภายในเซลล์ไหลออก เซลล์ไม่
สามารถรักษาดุลยภาพของเซลล์ได้ ท าให้เชื้อทดสอบตายในที่สุด นอกจากนี้ เมื่อเลี้ยงเชื้อ  
B. licheniformis ร่วมกับเชื้อทดสอบที่ท าให้ตายด้วยความร้อน 95-100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 
นาที พบว่าแบคทีริโอซินที่สร้างจาก B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับ Vibrio alginolyticus มี
ความสามารถในการลดการสร้าง Extra cellular matrix ของเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ได้ด ี
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   ผลจากการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนในน้ าเลี้ยงเชื้อ (Cell-Free Supernatant) ที่ได้จาก
การคัดเลือกโปรตีนให้มีน้ าหนักไม่เกิน 10 kDa และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค liquid  chromatography- 
mass spectrometry (LC-MS/MS) พบว่าได้ peptide sequence ที่ไม่พบในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้
เป็นกลุ่มควบคุมเชิงลบ ที่ค่า De novo  score ร้อยละ 70 ขึ้นไป จ านวน 617 ล าดับ ซึ่งมีความน่าจะ
เป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial peptide จ านวน 349 ล าดับ คัดเลือกเปปไทด์ที่มี
คุณสมบัติใกล้เคียงกับไลเคนนินที่เป็นแบคทีริโอซินที่เชื้อ B. licheniformis ที่แยกได้จากล าไส้วัวสร้าง
ขึ้น โดยก าหนดเกณฑ์การคัดเลือกให้เปปไทด์มีค่า De novo score ร้อยละ 70 ขึ้นไป ค่า Protein 
binding potential (Boman index) อยู่ในช่วงกลาง คือ 0-2 kcal/mol มีกรดอะมิโนอะลานีนที่เป็น
ส่วนประกอบในล าดับอะมิโน พบเปปไทด์ที่น่าสนใจ 8 เปปไทด์  
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 
 จากการศึกษาล าดับกรดอะมิโนในน้ าเลี้ยงเชื้อของการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. licheniformis (CFS(Bl))   
ในสภาวะที่เหมาะสมโดยคัดเลือกศึกษาโปรตีนที่มีน้ าหนักไม่เกิน 10 กิโลดาลตัน ที่ค่า De novo  
score ร้อยละ 70 ขึ้นไป พบว่าได้ล าดับกรดอะมิโนที่มีความยาวของกรดอะมิโน 5-12 เปปไทด์จ านวน
มากถึง 617 ล าดับ และมีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น antimicrobial peptide จ านวน 
349 ล าดับและมีล าดับกรดอะมิโนที่น่าสนใจ 8 ล าดับ เมื่อน ามาท านายโครงสร้างแล้วพบว่าสอดคล้อง
กับโครงสร้างของแบคทีริโอซินกลุ่ม Ia ซึ่งกลไกการท างานของแบคทีริโอซินนั้นต้องอาศัยแรงดึงดูด
ทางประจุไฟฟ้าระหว่างเปปไทด์กับผนังเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมาย ดังนั้นจากข้อมูลการศึกษาล าดับ
กรดอะมิโนที่มีความน่าจะเป็นในการเป็น antimicrobial peptide สามารถน าไปต่อยอดเพ่ือ
สังเคราะห์สายเปปไทด์ และน ามาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบในรูปแบบต่างๆ เช่น 
ความสามารถในการยับยั้งที่อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง ที่แตกต่างกัน การทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งเชื้อดื้อยาอ่ืนๆที่พบได้ในการเพาะเลี้ยงกุ้ง การทดสอบผลของเปปไทด์ต่อการท างานของ
เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง เป็นต้น   
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ตารางที่ 14 แสดงผลการศึกษาล าดับกรดอะมิโนที่มีความน่าจะเป็นของโปรตีนในการเป็น 
antimicrobial peptide   

ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

1 KDWFLLTVDDK 11 -1 1379.57 1.87 78 

2 KDSQKSPSVPT 11 +1 1173.281 3.09 76 
3 EHQPHQPLPTP 11 -0.5 1280.408 2.25 75 
4 KDDPLPTGPPT 11 -1 1137.253 2.02 75 
5 TTFPLPACAT 10 0 1021.204 -0.5 74 
6 KSPDVPDAPK 10 0 1053.174 2.6 88 

7 KMTFACLTT 9 +1 1015.26 0 76 
8 TTTAYFFPQ 9 0 1075.187 0.62 76 

9 EEPFKPRK 9 +1 1127.303 4.07 75 
10 PHQHQPLPP 9 +0.5 1050.187 1.71 74 

11 HGEETPPLP 9 -1.75 976.056 1.66 71 
12 TTALVTAP 8 0 772.898 -0.6 71 

13 EHALTTET 8 -1.75 900.942 2.4 85 
14 AGPLHPPT 8 +0.25 788.903 -0.05 80 
15 EAPLTCST 8 -1 820.92 0.91 80 

16 EPQVLPPK 8 0 907.076 1.11 79 
17 KHSRKHPK 8 +4.5 1017.19 5.53 79 

18 TTALTVAP 8 0 772.898 -0.6 78 
19 PLELMTTT 8 -1 905.082 0.29 77 

20 TALTVTAP 8 0 772.898 -0.6 75 
21 EPALTPPP 8 -1 820.943 0.33 75 

22 ESAPPWPP 8 -1 879.969 0.75 74 
23 AGGKPPGA 8 +1 653.733 -0.11 72 
24 TAALGKAM 8 +1 761.938 -0.69 71 

25 EPGLLPAP 8 -1 792.933 -0.72 71 
26 EPGHVTTT 8 -0.75 840.889 1.77 71 
27 ALFALCAP 8 0 805.011 -2.44 70 
28 KPPLHALP 8 +1.25 872.076 -0.18 70 
29 EMFPMPK 7 0 879.11 0.66 96 
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ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

30 EEPFPKK 7 0 873.998 3.1 95 

31 KPPGMET 7 0 758.891 1.66 87 
32 QPLGLYT 7 0 790.916 -0.36 86 

33 LYVDDKH 7 -0.75 826.902 3.03 86 
34 AGDLGMK 7 0 690.816 0.47 84 
35 EAFAPGA 7 -1 661.714 -0.36 83 

36 TAALSDT 7 -1 677.71 1.24 83 
37 ECTLPPK 7 0 786.945 1.24 83 

38 HLVHSTT 7 +0.5 793.878 1.27 83 
39 KAVPYPQ 7 +1 801.938 0.76 83 
40 EYLLTAT 7 -1 809.916 0.06 83 
41 KVPQHLQ 7 +1.25 848.998 1.76 83 
42 KVVGLDT 7 0 730.857 0.41 82 
43 KMHLPAP 7 +1.25 792.998 0.16 82 
44 LSQKFPK 7 +2 847.018 1.73 82 

45 AGFAPTT 7 0 663.729 -0.34 81 
46 KEMPGLP 7 0 770.946 0.59 81 
47 TSSEWLS 7 -1 808.843 1.76 81 
48 HQGLPQR 7 +1.25 834.935 3.54 81 

49 EAAPKST 7 0 702.759 2.1 80 
50 TPNPMPM 7 0 786.973 0.64 80 
51 PDNQPFK 7 0 844.92 3.35 80 
52 TGTSPTT 7 0 663.682 1.82 79 

53 STTTSPK 7 +1 720.773 2.86 79 
54 EFPMPKR 7 +1 904.099 3.13 78 
55 LTVDSGV 7 -1 689.765 0.1 78 

56 EPPVYLK 7 0 845.004 0.5 78 
57 EFMMLPQ 7 -1 895.114 -0.03 78 

58 AGHGVGF 7 +0.25 643.701 -0.99 77 
59 AGFAECP 7 -1 693.78 -0.28 77 
60 AFKPDAG 7 0 704.778 0.96 77 
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ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

61 TTSLVER 7 0 804.9 3.04 77 

62 TPPLYPE 7 -1 815.923 0.65 77 
63 EMMMLPK 7 0 879.175 0.05 77 

64 SLLAVAK 7 +1 700.874 -1.22 76 
65 ALGHFLT 7 +0.25 757.889 -1.19 76 
66 QLPKNLT 7 +1 812.962 1.49 76 

67 KAVHHPQ 7 +1.5 815.927 2.07 76 
68 FLPPKPK 7 +2 826.043 0.45 76 

69 KVQLEPK 7 +1 841.012 2.06 76 
70 YGAMYLQ 7 0 844.988 -0.6 76 
71 DVMGGKT 7 0 706.815 1.22 75 
72 QPPGLMT 7 0 742.896 -0.01 75 
73 QPLGCHH 7 +0.5 790.902 1.1 75 
74 NPPPLHH 7 +0.5 810.912 1.57 75 
75 AVPYPQR 7 +1 829.956 2.1 75 

76 KLMGWPK 7 +2 859.096 0.07 75 
77 SSSSQTT 7 0 696.668 3.46 74 
78 TLPAFDT 7 -1 763.847 0.59 74 
79 KDKLGET 7 0 789.877 3.33 74 

80 ESLAPER 7 -1 800.869 3.6 74 
81 KYMLPPP 7 +1 845.071 -0.22 74 
82 TNPLNYE 7 -1 849.897 2.55 74 
83 QDAAPPT 7 -1 698.732 1.88 73 

84 KDLAALT 7 0 730.857 0.48 73 
85 TVSSLDQ 7 -1 748.789 2.09 73 
86 STSFPPK 7 +1 762.857 1.7 73 

87 EAQTQLP 7 -1 785.854 1.96 73 
88 VDDAFPH 7 -1.75 799.84 1.89 73 

89 ENASLLR 7 0 801.9 2.87 73 
90 TESSWVT 7 -1 808.843 1.76 73 
91 PPVLYPE 7 -1 813.951 -0.28 73 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 100 

ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

92 EESAGVT 7 -2 691.694 1.82 72 

93 EMMPFPK 7 0 879.11 0.66 94 
94 EEPFKPK 7 0 873.998 3.1 88 

95 KNDNAGP 7 0 714.73 3.54 72 
96 ALLSKTT 7 +1 732.872 0.34 72 
97 TAPLMMT 7 0 763.979 -0.89 72 

98 ERLGPPQ 7 0 795.896 3.05 72 
99 QHGLPQK 7 +1.25 806.917 2.2 72 

100 TVTKHQP 7 +1.25 809.917 2.4 72 
101 LTVDDQH 7 -1.75 826.863 3.03 72 
102 HGAGLPQ 7 +0.25 678.747 0.22 71 
103 AGLVPPK 7 +1 680.843 -0.88 71 
104 KPEAAST 7 0 702.759 2.1 71 
105 QPTADYT 7 -1 794.817 2.53 71 
106 KRNNVAP 7 +2 797.91 3.98 71 

107 ETSSWVT 7 -1 808.843 1.76 71 
108 TQFVFTT 7 0 842.948 0.46 71 
109 HLCAFLM 7 +0.25 834.076 -1.94 71 
110 ACCAKTT 7 +1 696.843 0.64 70 

111 AANTLEP 7 -1 714.775 1.06 70 
112 SSDAFVP 7 -1 721.766 0.95 70 
113 TSRVATT 7 +1 734.808 2.88 70 
114 EATQLQP 7 -1 785.854 1.96 70 

115 EALSKNK 7 +1 788.892 3.03 70 
116 QPLLHAE 7 -0.75 806.91 0.76 70 
117 QPTNQLM 7 0 830.962 1.86 70 

118 HLSSFLM 7 +0.25 834.008 -0.53 70 
119 AMEDLK 6 -1 705.828 2 97 

120 LTVDDK 6 -1 689.761 2.76 95 
121 EEPFPK 6 -1 745.828 2.69 96 
122 EYPMPK 6 0 763.91 1.69 95 
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ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

123 KDLAAH 6 +0.25 653.733 1.73 87 

124 KDLSDT 6 -1 677.706 4 87 
125 TELDLP 6 -2 686.762 1.37 87 

126 TYLVLM 6 0 738.948 -2.25 87 
127 TLYLVF 6 0 754.926 -2.35 87 
128 AFQPWQ 6 0 775.863 0.66 87 

129 MFLDHH 6 -0.5 798.922 1.29 87 
130 ENAPPT 6 -1 627.653 2.36 86 

131 AFQPAM 6 0 718.811 -0.56 86 
132 ETLDLP 6 -2 686.762 1.37 86 
133 TTFKTH 6 +1.25 733.818 2.48 86 
134 KQEETT 6 -1 734.758 4.97 86 
135 TMYLYT 6 0 790.936 -0.3 86 
136 PYFYPE 6 -1 814.894 0.68 86 
137 TALPPK 6 +1 625.763 0.23 85 

138 TAFVCT 6 0 640.759 -0.82 85 
139 NTVDDK 6 -1 690.705 4.69 85 
140 EPQLHP 6 -0.75 719.797 2.01 85 
141 PPLSTT 6 0 614.697 0.6 84 

142 TPLVPP 6 0 622.764 -1.06 84 
143 SGPLRP 6 +1 625.727 2.07 84 
144 RASPPT 6 +1 627.699 3.18 84 
145 DNPPLP 6 -1 651.719 1.74 84 

146 HQGLPQ 6 +0.25 678.747 1.64 84 
147 HGFPPK 6 +1.25 681.789 1.04 84 
148 EVNVPK 6 0 684.788 1.82 84 

149 EVELEP 6 -3 714.773 1.91 84 
150 LMEEPK 6 -1 745.893 1.98 84 

151 EHLTLM 6 -0.75 742.896 0.3 84 
152 SSHPVP 6 +0.25 622.679 1.23 83 
153 ACFVGF 6 0 642.778 -2.33 83 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 102 

ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

154 EVPPLP 6 -1 650.775 -0.35 83 

155 PVEPLP 6 -1 650.775 -0.35 83 
156 ETPVPL 6 -1 654.763 0.06 83 

157 TTKLPT 6 1 659.777 1.39 83 
158 QLLNDT 6 -1 702.764 2.27 83 
159 QTMKDT 6 0 722.814 3.76 83 

160 FPEEPK 6 -1 745.828 2.69 83 
161 EVFPYP 6 -1 750.851 -0.01 83 

162 KYVFPK 6 +2 780.958 0.7 83 
163 TTVSVP 6 0 602.686 0.07 82 
164 EALPPT 6 -1 626.709 0.44 82 
165 ESMKTT 6 0 695.788 3.09 82 
166 EHLMLT 6 -0.75 742.896 0.3 82 
167 AELPPT 6 -1 626.709 0.44 81 
168 TTLTPV 6 0 630.74 -0.2 81 

169 TTNTVP 6 0 631.684 1.71 81 
170 TPEVPL 6 -1 654.763 0.06 81 
171 MALPPK 6 +1 655.857 -0.58 81 
172 PPMPPK 6 +1 665.852 0.53 81 

173 GHFPPK 6 +1.25 681.789 1.04 81 
174 TLQVPQ 6 0 684.792 0.78 81 
175 KMLLNQ 6 +1 745.939 0.92 81 
176 YQKFPQ 6 +1 809.917 2.29 81 

177 TVLLLP 6 0 654.85 -2.7 80 
178 TLNVPN 6 0 656.738 1.14 80 
179 DSFLAF 6 -1 698.775 -0.09 80 

180 HTLVPH 6 +0.5 702.812 0.48 80 
181 TMLQDT 6 -1 707.804 2.02 80 

182 KYQFPQ 6 +1 809.917 2.29 80 
183 EARRWQ 6 +1 844.93 6.34 80 
184 KGKVVP 6 +2 626.79 0.34 79 
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ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

185 ATLKTT 6 +1 633.739 1.08 79 

186 KDVDAT 6 -1 647.68 3.28 79 
187 NDPPLP 6 -1 651.719 1.74 79 

188 TAYCLT 6 0 670.785 -0.45 79 
189 TVLDDK 6 -1 689.761 2.76 79 
190 KDCQTT 6 0 694.76 3.94 79 

191 THLVPH 6 +0.5 702.812 0.48 79 
192 QPNCQQ 6 0 716.774 3.66 79 

193 TFMLTM 6 0 742.96 -1.24 79 
194 TFMLTF 6 0 758.938 -1.34 79 
195 YAMLLH 6 +0.25 746.93 -1.53 79 
196 EPYFPK 6 0 779.888 1.58 79 
197 KDMFPK 6 +1 764.937 2.41 79 
198 KALLVT 6 +1 643.822 -1.26 78 
199 ALMLVT 6 0 646.851 -2.57 78 

200 TMTFAP 6 0 666.797 -0.33 78 
201 LKMGKT 6 +2 676.871 0.9 78 
202 QLVPPK 6 +1 680.843 0.35 78 
203 TTMPLR 6 +1 717.889 2.13 78 

204 YKQFPQ 6 +1 809.917 2.29 78 
205 TVMQVS 6 0 663.794 0.17 77 
206 AYVMAP 6 0 650.798 -1.64 77 
207 LLNPPK 6 +1 680.843 0.39 77 

208 ENTKMT 6 0 722.814 3.63 77 
209 EHLVVY 6 -0.75 758.874 -0.23 77 
210 KYLWLS 6 +1 808.972 -0.51 77 

211 KQFYPQ 6 +1 809.917 2.29 77 
212 RTVGST 6 +1 619.676 3.08 76 

213 SRAPPT 6 +1 627.699 3.18 76 
214 LHATTT 6 +0.25 642.71 0.94 76 
215 LSMPPK 6 +1 671.856 0.27 76 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 104 

ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

216 HAMPPQ 6 +0.25 679.799 1 76 

217 LVQPPK 6 +1 680.843 0.35 76 
218 QTLVQP 6 0 684.792 0.78 76 

219 TPYPLP 6 0 686.807 -0.36 76 
220 EPTELT 6 -2 688.734 2.3 76 
221 HQHSPQ 6 +0.5 732.754 3.96 76 

222 HLKELP 6 +0.25 735.879 1.19 76 
223 DFKFPQ 6 0 780.876 2.3 76 

224 FEQRET 6 -1 808.848 5.61 76 
225 EGDEGP 6 -3 602.557 3.4 75 
226 SHVCTT 6 +0.25 646.722 1.31 75 
227 NPDPLP 6 -1 651.719 1.74 75 
228 ETVLVV 6 -1 658.795 -1.27 75 
229 ETTPPK 6 0 671.745 2.91 75 
230 LMLSDT 6 -1 678.806 0.41 75 

231 EVDLDP 6 -3 686.719 2.54 75 
232 KSLMSK 6 +2 692.87 1.77 75 
233 FPMFLP 6 0 750.962 -2.2 75 
234 TFFLYT 6 0 790.915 -0.93 75 

235 TVTSVP 6 0 602.686 0.07 74 
236 AVPPPK 6 +1 607.748 -0.04 74 
237 TGFSSL 6 0 610.665 0.08 74 
238 TAFTSL 6 0 638.719 -0.19 74 

239 NMCKTT 6 +1 696.843 2.28 74 
240 TFTSPF 6 0 698.774 0.42 74 
241 EVENKP 6 -1 714.771 3.62 74 

242 HSHTLQ 6 +0.5 721.771 2.65 74 
243 TTMRLP 6 +1 717.889 2.13 74 

244 KDHLLH 6 +0.5 761.876 2.29 73 
245 HLMHLQ 6 +0.5 777.947 0.44 73 
246 LLLGCT 6 0 618.797 -2.4 73 
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ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

247 SSCVET 6 -1 624.67 1.8 73 

248 KGVPPK 6 +2 624.774 1.01 73 
249 AGWPPT 6 0 627.698 -0.41 73 

250 TAFTVT 6 0 638.719 -0.18 73 
251 TVFACT 6 0 640.759 -0.82 73 
252 QQAVPL 6 0 654.766 0.05 73 

253 KNCLLT 6 +1 690.859 0.6 73 
254 TVKMSK 6 +2 692.87 1.78 73 

255 EAMECP 6 -2 678.787 1.36 73 
256 TVMQTT 6 0 679.793 1.14 73 
257 KDPKDT 6 0 702.755 5.18 73 
258 EECTLK 6 -1 721.827 2.59 73 
259 KYGVKH 6 +2.25 730.857 1.82 73 
260 ETHMAM 6 -0.75 718.854 1.25 73 
261 THHDEL 6 -1.5 750.767 3.75 73 

262 HLELTM 6 -0.75 742.896 0.3 73 
263 YAFLLH 6 +0.25 762.908 -1.63 73 
264 KLEQFK 6 +1 791.939 2.59 73 
265 PPLTST 6 0 614.697 0.6 72 

266 KQGPPT 6 +1 626.707 2.12 72 
267 ESTVVT 6 -1 634.685 1.21 72 
268 EVRAAT 6 0 645.715 2.77 72 
269 TTMMAP 6 0 650.819 -0.22 72 

270 EVDVPQ 6 -2 685.734 2.16 72 
271 TFTLAM 6 0 682.84 -1.15 72 
272 LPVKPT 6 +1 653.817 -0.14 72 

273 TTLTVP 6 0 630.74 -0.2 72 
274 LVSVPK 6 +1 641.806 -0.67 72 

275 EFPMPK 6 0 747.911 1.17 72 
276 MEPFPK 6 0 747.911 1.17 72 
277 TLYLVM 6 0 738.948 -2.25 72 
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ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

278 KVPPLP 6 +1 649.829 -0.56 72 

279 EPVPLP 6 -1 650.775 -0.35 72 
280 TPLPVP 6 0 622.764 -1.06 72 

281 DPPFPK 6 0 699.802 1.88 72 
282 TFELVF 6 -1 754.883 -0.92 72 
283 PPPTLS 6 0 610.709 0.17 72 

284 TTLSLP 6 0 630.74 -0.21 72 
285 YAKPAV 6 +1 647.769 -0.32 72 

286 EVPLPP 6 -1 650.775 -0.35 72 
287 TLTLSP 6 0 630.74 -0.21 72 
288 AMLPPK 6 +1 655.857 -0.58 72 
289 QYVFPQ 6 0 780.88 0.69 72 
290 NNAYLQ 6 0 721.769 2.03 72 
291 TMNKDT 6 0 708.787 3.95 72 
292 QYALCQ 6 0 724.837 0.53 72 

293 ELHMLT 6 -0.75 742.896 0.3 72 
294 YFVDEF 6 -2 818.883 0.94 72 
295 SLTVSP 6 0 602.686 0.06 71 
296 KSSGPK 6 +2 602.68 2.82 71 

297 TTGHAH 6 +0.5 622.638 1.95 71 
298 FHPGAP 6 +0.25 624.698 -0.17 71 
299 KGKVPV 6 +2 626.79 0.34 71 
300 CLCVGF 6 0 640.827 -2.57 71 

301 EVTLVV 6 -1 658.795 -1.27 71 
302 ATYCLT 6 0 670.785 -0.45 71 
303 KCKLEV 6 +1 718.909 1.27 71 

304 TYLFLP 6 0 752.91 -1.68 71 
305 FFVDLF 6 -1 786.928 -1.53 71 

306 QYKFPQ 6 +1 809.917 2.29 71 
307 FYPYEP 6 -1 814.894 0.68 71 
308 FGAPAF 6 0 608.696 -1.75 70 
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ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

309 PPMPLP 6 0 650.842 -1.21 70 

310 QLNSCL 6 0 676.793 0.74 70 
311 KRMPVP 6 +2 726.939 2.34 70 

312 HDNDMT 6 -1.75 731.742 4.82 70 
313 QMPFPQ 6 0 746.887 0.95 70 
314 THHFLP 6 +0.5 750.856 0.66 70 

315 LTTLSP 6 0 630.74 -0.21 87 
316 ELHLTM 6 -0.75 742.896 0.3 70 

317 PKRLP 5 +2 609.767 3.11 96 
318 QPSMM 5 0 592.739 0.84 87 
319 HLPKL 5 +1.25 606.763 0.07 85 
320 KEDDT 5 -2 606.584 6.47 84 
321 SRYSP 5 +1 608.652 4.37 81 
322 DVVMM 5 -1 593.768 -0.81 81 
323 PYPQR 5 +1 659.744 4.12 80 

324 KSLHH 5 +1.5 620.705 2.67 80 
325 EDKEY 5 -2 682.682 5.6 80 
326 ENSEF 5 -2 624.606 4.13 79 
327 AAYTW 5 0 610.667 -0.64 78 

328 QWPPT 5 0 627.698 1.15 78 
329 PKPER 5 +2 643.784 3.49 78 
330 DPPYQ 5 -1 618.645 2.88 77 
331 KFGKW 5 +2 664.797 0.97 77 

332 KYLVL 5 +1 634.814 -1.63 75 
333 MMSKP 5 +1 592.778 0.85 74 
334 TGFTW 5 0 610.667 -0.22 74 

335 WMNTT 5 0 651.741 1.42 73 
336 RQPPQ 5 +1 624.699 5.2 72 

337 SPYPR 5 +1 618.691 3.69 94 
338 MPFPK 5 +1 618.795 0.04 93 
339 HLPHL 5 +0.5 615.734 -0.1 92 
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ล าดับ
ที ่

ล าดับกรดอะมิโน ความยาว 
อะมิโน 

Net 
charge 

Molecular 
weight 

Protein binding 
potential 
(kcal/mol) 

ค่า De novo  
Score 

340 KQAFQ 5 +1 620.703 2.36 90 

341 YPMPK 5 +1 634.794 0.66 90 
342 WFLTT 5 0 666.775 -1.01 90 

343 EYQTT 5 -1 640.648 3.52 89 
344 EYKTT 5 0 640.687 3.52 89 
345 KLHPL 5 +1.25 606.763 0.07 88 

346 HPLKH 5 +1.5 630.744 1.98 88 
347 LLFLV 5 0 603.805 -4.35 71 

348 PMPHF 5 +0.25 627.766 -0.13 70 
349 EAAAP 5 -1 457.485 0.27 70 
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