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บทคัดย่อ 

        จุลสาหร่าย (Microalgae) เป็นหนึ่งในแหล่งทรัพยากรชีวภาพที่สำคัญเพื่อใช้ในการผลิต acyl-lipid ซึ่ง

มีประโยชน์ในอุตสาหกรรมทางเทคโนโลยีชีวภาพ รวมถึงเป็นสารตั้งต้นในการผลิตไบโอดีเซลอีกด้วย ใน

กระบวนการการสังเคราะห์ acyl-lipid นั้นมีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องมากมายหลากหลายชนิดโดยหนึ่งในเอนไซม์ที่

สำค ัญในกระบวนการด ังกล ่าวค ือ malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase (MAT) โดยใน

กระบวนการแรกของการสังเคราะห์ acyl-lipid เริ่มในส่วนพลาสติด ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้จากในส่วนดังกล่าวจะ

อยู่ในรูปของกรดไขมันอิสระ (Free Fatty Acid (FFA)) หลังจากนั้นจะเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ triacylglycerol 

(TAG) และเก็บสะสมอยู่ในไซโทซอล งานวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษาต่อยอดจาก Atikij และคณะ (2019) ที่ได้มี

การสร้างสายพันธุ์ ไซยาโนแบคทีเร ีย Synechococcus elongatus PCC7942 ให้ม ีการแสดงออกเกิน 

(overexpression) ของเอนไซม์ MAT เพ่ือส่งเสริมกระบวนการสังเคราะห์ acyl-lipid ให้มากยิ่งขึ้น การศึกษา

ครั้งนี้ได้ใช้สายพันธุ์ที่แสดงออกเกินของเอนไซม์ MAT มาเลี้ยงในสภาวะเครียดจากเกลือ โซเดียมคลอไรด์ 

(NaCl) และโพแทซเซียมคลอไรด์ (KCl) และตรวจสอบเชิงสรีรวิทยารวมทั้งการแสดงออกของเอนไซม์ MAT 

พบว่า ในส่วนของค่าการเจริญเติบโต ค่าปริมาณสารสีของไซยาโนแบคทีเรียภายใต้สภาวะเครียดจากเกลือชนิด 

NaCl มีค่าสูงกว่าในเกลือชนิด KCl และท่ีความเข้มข้นของเกลือเป็น 0.3 M และทำการเลี้ยงเป็นเวลา 5 วันนั้น

สูงกว่าการเลี้ยงที่ 0.35 M เป็นเวลา 7 วัน แต่อย่างไรก็ตามค่าการเจริญและปริมาณสารสีที่ได้ยังคงต่ำกว่า

ภายใต้การเลี้ยงที่สภาวะปกติ ต่อมาในส่วนของขนาดความยาวของเซลล์พบว่าภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิด 

NaCl 0.3 M เป็นเวลา 5 วันให้ค่าของขนาดความยาวที่สูงที่สุดโดยสูงกว่าการเลี้ยงภายใต้สภาวะปกติประมาณ 

2.5 เท่า และในส่วนของการแสดงออกของเอนไซม์ MAT นั้นสามารถพบการแสดงออกของเอนไซม์ MAT 

ภายใต้สภาวะเครียดจากเกลือที่ความเข้ม 0.3 M โดยพบการแสดงออกในเกลือชนิด NaCl สูงกว่าเกลือชนิด 

KCl แต่การแสดงออกภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือของเอนไซม์ MAT ดังกล่าวยังคงต่ำกว่าที่สภาวะปกติ จาก

การศึกษาในครั้งนี้ทำให้ทราบว่าสภาวะในการเลี้ยงเช่น ชนิดของเกลือ ความเข้มข้นของเกลือ และระยะเวลา

ในการเลี้ยงที่แตกต่างกันส่งผลต่อสรีรวิทยาและการแสดงออกเอนไซม์ MAT ซึ่งเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ 

acyl-lipid ที่แตกต่างกัน ทั้งนี้สภาวะที่ได้ทำการทดลองอาจยังไม่ใช่สภาวะที่เหมาะสมในการเหนี่ยวนำให้เกิด

การตอบสนองต่อกระบวนการสังเคราะห์ acyl-lipid จึงควรจะต้องมกีารศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อไป 
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Abstract 

         Microalgae are one of important bioresources for production of acyl-lipid in which 

valuable nutritional ingredients in biotechnological industries and as precursors for biodiesel 

production. Acyl-lipid production in microalgae involved in many enzymes. One of the 

important enzymes is malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase (MAT). The first step in 

acyl-lipid biosynthesis occurs in plastid and product from this step is in free fatty acid (FFA) 

form and then turns to accumulate as triacylglycerols (TAGs) in cytosol. This study further 

expands from the previous work by Atikij (2019) that  generated the strain overexpressing MAT 

in Synechococcus elongatus PCC7942 for promoting acyl-lipid metabolism. Here, we cultured 

the overexpressed strain under salt-stress conditions, sodium chloride (NaCl) and potassium 

chloride (KCl) and examined the physiology  as well as protein expression level of MAT. The 

results showed that overexpressed cells had  higher growth and retained pigments than 

control cells under salt-stress condition. In terms of cell length, we found that the 

overexpressed cells cultured under salt stress (0.3 M NaCl) for 5 days exhibited the highest  

cell length, up to 2.5 times compared with normal conditions. We could detect the expression 

of MAT under shocking condition (0.3 M salts). Moreover, MAT expression under NaCl stress 

was higher than KCl stress; however, it is lower than normal condition. This study revealed 

that acyl-lipid metabolism in cyanobacteria depends on culture conditions, such as type of 

salt, salt concentrations and incubation times. These physical parameters affect the physiology 

and expression of MAT. However, the condition in this study may not suitable for acyl-lipid 

metabolism. So, the optimization of suitable condition will be required for further study. 
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บทที่1 

บทนำ 

          ไซยาโนแบคทีเรีย เป็นสิ่งมีชีวิตจำพวกแบคทีเรีย ที่มีความหลากหลายสูง และมีวิวัฒนาการมาอย่าง 

ยาวนาน โดยมีลักษณะเป็น Prokaryotic Cell (Shih และคณะ, 2013) สามารถสังเคราะห์ด้วยแสงได้ โดยใช้ 

คลอโรฟิลล์ เอ คลอโรฟิลล์ บี แคโรทีนอยด์ และกลุ่มไฟโคบิลิโปรตีน ประกอบด้วยไฟโคไซยา-นิน อัลโลไฟ โคไซ

ยานิน และไฟโคอิริธริน เป็นรงควัตถุหลักในการสังเคราะห์ด้วยแสง (Elanskaya และคณะ, 2018) ภาพโครงสร้าง

โดยสังเขปได้แสดงในภาพที่ 1.1  

           โดยจากการที ่สิ ่งมีชีวิตขนาดเล็กชนิดนี้สามารถเกิดกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงได้จึงสามาร ถ

สังเคราะห์ สารประกอบอินทรีย์ได้หลากหลายชนิดนอกจากนั้นไซยาโนแบคทีเรียยังมีอัตราการเจริญที่สูงและมี

ค่าใช้จ่ายในการเพาะเลี้ยงที่ต่ำ รวมถึงสามารถทำการตัดแต่งดัดแปลงทางพันธุกรรมและสามารถตรวจสอบการ

เปลี่ยนแปลงภายในห้องปฏิบัติการได้ (Kumar และคณะ, 2018)   

 

 

 

 

    

 

 

 

 

ภาพที่ 1.1 โครงสร้างของไซยาโนแบคทีเรีย 

(ที่มา: https://en.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria เข้าถึงข้อมูลวันที่ 5 พฤษภาคม 2563) 

 

       

https://en.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Cyanobacterium-inline.svg
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         ในปัจจุบันมีการใช้เชื้อเพลิงชีวภาพจากซากดึกดำบรรพ์ในกิจกรรมต่างๆทางสังคมไม่เพียงแต่ในส่วนของ 

การคมนาคม และการผลิตกระแสไฟฟ้า แต่ยังรวมไปถึงการใช้เป็นวัตถุดิบในทางด้านอุตสาหกรรมเคมีอีกด้วย 

ความต้องการในการใช้งานเชื้อเพลิงจากซากดึกดำบรรพ์ดังกล่าวนำมาซึ่งปัญหา โลกร้อนในปัจจุบันและปัญหา

มลพิษ และรวมไปถึงการลดลงของเชื้อเพลิงดึกดำบรรพ์จากความต้องการในการใช้งานที่เพิ่มมากขึ้นการหาแหล่ง

พลังงานทางเลือกอื ่นจึงถือเป็นสิ ่งที ่น ่าสนใจ โดยในปัจจุ บันไซยาโนแบคทีเรียซึ ่งเป็นหนึ ่งในจุลสาหร่าย 

(microalgae) ได้รับความสนใจในการนำมาใช้เป็นแหล่งพลังงานทางเลือกสำหรับการผลิตเชื้อเพลิงและวัตถุดิบ

จำพวกลิพดิเนื่องจากพบว่าจุลสาหร่ายบางชนิดมีการผลิตและสะสมในส่วนของไขมันในปริมาณสูง (Machida และ

คณะ, 2016) 

           โดยในกระบวนการผลิต acyl-lipid ในจุลสาหร่ายนั้นจะเกิดผ่านกระบวนการ fatty acid biosynthesis 

(ภาพที่ 1.2) โดยกระบวนการดังกล่าวจะเริ่มจากการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์และเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของ pyruvate 

ผ่านกระบวนการในวัฏจักร Calvin และ วิถี glycolysis ตามลำดับ โดย Acetyl CoA ที่ได้รับมาจาก pyruvate 

จะถูก นำไปใช้ประโยชน์ในการสังเคราะห์กรดไขมันต่อไปโดยใช้เอนไซม์หลากหลายชนิดเช่น Pyruvate 

dehydrogenase (PDH) , acetyl-coenzyme A carboxylase (ACCase) , acetyl-CoA:acyl carrier protein 

(ACP) transacylase และ malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase (MAT) โดย กระบวนการในการ

รวมตัวกันของ Acetyl CoA และ malonyl-CoA นั้นจะเกิดจากการเร่งปฏิกริยาของ เอนไซม์ MAT หลังจากนั้น

สารตัวกลางที่ได้จะถูกเร่งปฏิกริยาต่อด้วยเอนไซม์ 3-ketoacyl-ACP synthase (KAS) ได้เป็น 3-ketoacyl-ACP 

ซึ่งจะเป็นสารตั้งต้นในการเข้าสู่กระบวนการต่อสายกรดไขมันให้ยาวขึ้นหลังจากเกิด กระบวนการ condensation, 

reduction, dehydration และ reductionลำดับที่สอง ขั้นต่อมาคือการเร่งปฏิกริยาด้วยเอนไซม์ซึ่งโดยรวมว่า  

FAS complex ต่อมาเอนไซม์ fatty acyl-ACP thioesterase (FAT) จะสร้างเป็นสายของกรดไขมันอิสระ โดย

การ hydrolysis fatty acyl-ACPs ผ่านกระบวนการในวิถี FA biosynthesis  และกรดไขมันอิสระที่ผลิตได้ก็จะ

ถูกปลดปลดปล่อยออกสู่  cytosol และเข้าสู ่กระบวนการเปลี ่ยนแปลงรูปและ เก็บสะสมให้อยู ่ในรูปของ 

Triacylglycerol ต่อไปโดยกระบวนการ TAG biosynthesis จากที่กล่าวมาเอนไซม์ที่สำคัญในการเกิดกรดไขมัน

อิสระหนึ่งในนั้นคือ เอนไซม์ MAT จึงนำมาสู่การพัฒนาสายพันธุ์ของไซยาโนแบคทีเรียให้มีการแสดงออกที่เพ่ิม

มากขึ้นของเอนไซม์ MAT โดยการทำพันธุวิศวกรรมในส่วนของยีน MAT  ให้มีการแสดงออกที่เพ่ิมมากขึ้นโดยการ

ใช้ constitutive promotor ในไซยาโนแบคทีเรีย (Atikij และคณะ, 2019) 
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ภาพที่ 1.2 แสดงวิถีการสังเคราะห์ Acyl-lipid ในจุลสาหร่าย 

(Radakovits และคณะ, 2010) 

 

            ในส่วนของการศึกษาการผลิตลิพิดเพื ่อใช้เป็นแหล่งเชื ้อเพลิงชีวภาพก่อนหน้านี้พบว่าเมื ่อทำการ

เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียภายใต้สภาวะเครียดที่เหมาะสมเช่น สภาวะเครียดจากความร้อน ความเย็น แสงความ

เข้มสูง  ความเป็นกรดเบส และรวมไปถึงความเค็ม จะช่วยกระตุ้นให้มีการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้อง

กับกระบวนการลิพิดเมแทบอลิซึม (lipid metabolism) ได้ (Babele และคณะ, 2019)  แต่ทั้งนี้การผลิตลิพดิจาก

สาหร่ายเซลล์เดียวเหล่านี้ยังคงประสบปัญหาในส่วนของต้นทุนการผลิตที่ยังคงสูงอยู่เนื ่องด้วยการผลิตลิพิด

ดังกล่าวในสาหร่ายและสาหร่ายเซลล์เดียวจะให้ผลผลิตปริมาณสูงเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะเครียดเป็นส่วนใหญ่  

การศึกษาในส่วนของปัจจัยที่จะสามารถนำไปสู่การส่งเสริมการสร้างลิพิดในสาหร่ายเซลล์เดียวเหล่านี้จึงถือเป็นสิ่ง

ที ่สำคัญที ่ควรศึกษาดังในบทความปริทัศน์ของ Li-Beisson และคณะ ที ่ได้มีการรวบรวมการศึกษาปัจจัยที่

เกี่ยวข้องกับลิพิดเมแทบอลิซึมต่างๆไม่ว่าจะเป็นปัจจัยภายในเช่นเอนไซม์ชนิดต่างๆที่เกี่ยวข้องในวิถีการสังเคราะห์
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ไขมันรวมถึงปัจจัยจากสิ่งแวดล้อมเช่น สารอาหารที่ได้มีการเหนี่ยวนำให้เกิดความเครียดจากสภาวะการพร่อง 

ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และซัลเฟอร์ เป็นต้น รวมถึงการเหนี่ยวนำให้เกิดความเครียดจากปัจจัยของความเข้มแสง 

และอุณหภูมิ ซึ่งพบว่าความเครียดจากปัจจัยต่างๆดังกล่าวนี้ล้วนส่งผลต่อ lipid metabolism (Li-Beisson และ

คณะ, 2019) การศึกษาพัฒนาในส่วนของการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการสังเคราะห์ไขมันจึงถือเป็นสิ ่งที่

จำเป็นต้องศึกษาต่อไป 

             สำหรับจุลินทรีย์ที ่ใช้ในการทดลองนี้คือ ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ Synechococcus elongatus 

PCC7942 ซึ่งเป็นโมเดลไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์น้ำจืด มีลักษณะเป็นทรงกระบอกและได้มีการหาลำดับทั้งหมด

ของสารพันธุกรรมเรียบร้อยแล้ว (whole genome sequence) (Gonzalez และคณะ, 2018) นอกจากนี้ไซยาโน

แบคทีเรียสายพันธุ ์ดังกล่าวยังจัดเป็นหนึ่งในสามของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ต้นแบบในการตัดแต่งทาง

พันธุกรรมเพ่ือผลิตกรดไขมันอิสระอีกด้วย (Kato และคณะ, 2016)  

 

 

            

 

 

 

ภาพที่ 1.3 ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ Synechococcus elongatus PCC7942 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอน 

(ที่มา:https://en.wikipedia.org/wiki/File:Synechococcus_elongatus_PCC_7942_electron_micrograp

h_showing_carboxysomes.jpeg เข้าถึงข้อมูลวันที่ 5 พฤษภาคม 2563) 

            

           จากที่ได้กล่าวมาข้างต้นจึงนำมาสู่การพัฒนาต่อยอดจากงานวิจัยของ Atikij และคณะที่ได้ทำการตัดแต่ง

พันธุกรรมไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ Synechococcus elongatus PCC7942 ให้มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้น

ของเอนไซม์ malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase (MAT) โดยในงานวิจัยฉบับนี้จะเป็นการพัฒนา

ต่อยอดจากการนำไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ได้ทำการพัฒนาไว้ก่อนหน้ามาเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะเครียดที่เกิด

จากเกลือโดยมุ่งหวังศึกษาเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการการ lipid metabolism โดย ในที่นี้จะมุ่งเน้นเป็น

เอนไซม์ MAT และรวมไปถึงการศึกษาผลของสภาวะเครียดที่เกิดจากเกลือความเข้มข้นสูง ต่อลักษณะทาง

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/3/34/Synechococcus_elongatus_PCC_7942_electron_micrograph_showing_carboxysomes.jpeg
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กายภาพของเชื้อและการเจริญของเชื้อภายใต้สภาวะดังกล่าว ซึ่งผลของสภาวะความเครียดที่ เกิดจากเกลือต่อ

กระบวนการการสังเคราะห์กรดไขมันของไซยาโนแบคทีเรียนั้นยังมีการศึกษาที่ไม่แพร่หลายมากนักทางผู้วิจัยจึง

เลือกที่จะศึกษาภายใต้สภาวะนี้โดยคาดหวังว่าจะได้รับองค์ความรู้ใหม่จากงานวิจัยนี้เพ่ือพัฒนาต่อยอดให้ไปสู่การ

นำมาใช้ประโยชน์ใ์นอนาคต 

 

 

วัตถุประสงค์ 

         เพื่อศึกษาการตอบสนองของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์  Synechococcus elongatus PCC7942 ที่ทำ

พันธุวิศวกรรมให้มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของเอนไซม์ malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase 

(MAT) ทั้งในแง่ของลักษณะทางกายภาพ การเจริญเติบโต และการแสดงออกของเอนไซม์ MAT ซึ่ง เกี่ยวข้องกับ

เมแทบอลิซึมของลิพิด ภายใต้ภาวะเครียดที่เกิดจากเกลือ 
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บทที่ 2 

อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์ 

2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. เครื่องแก้ว บริษัท Pyrex (USA) 

2. จานเพาะเชื้อ (Petri dish) บริษัท Greiner bio-one (Thailand) 

 3. เครื่องชั่ง (Balance) รุ่น PG2002-S บริษัท Metler Toledo (Thailand) 

4. เครื่องอบฆ่าเชื้อไอน้ำ (Autoclave) รุ่น ES-215 บริษัท Meditop (Thailand) 

5. ตู้อบฆ่าเชื้อ (Hot air oven) บริษัท Contherm Scientific Limited (New Zealand) 

6. หลอดไฟฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescent lamp) บริษัท Lamton (Thailand) 

7. เครื่องบ่มเชื้อแบบเขย่า (Rotary shaker) บริษัท Hercuvan Lab-system (USA) 

8. เครื่องปั่นแยกสารชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น KUBOTA 6500 บริษัท  

           KUBOTA (Japan) 

        9. เครื่องปั่นเหวี่ยงให้ตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated microcentrifuge) รุ่น 

           Centrifuge 5418R บริษัท Eppendorf (Germany) 

        10. เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) รุ่น Vortex-Genie 2 บริษัท Scientific industries (USA) 

11. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงของสาร (Spectrophotometer) รุ่น genesis 20 และ Biomate 35 
     บริษัท Thermo scientific (Thailand) 
12. ตู้ปลอดเชื้อ (Lamina flow) รุ่น Microtech บริษัท Labmicro (Thailand) 

13. ตู้แช่เย็น 4 องศาเซลเซียส (Refrigerator) บริษัท MITSUBISHI (Japan) 

14. ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท Thermoelectron Corparation (USA) 

15. ตู้แช่แข็ง -40 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท Haier (China) 

16. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท SANYO (Japan) 

17. เครื่องกำเนิดคลื่นความถี่สูง (Sonicator) รุ่น Sonics Vibra cellTM 
     บริษัท Sonics & Materials (USA) 
18. ปิเปตอัตโนมัติ (Autonomic pipette) รุ่น Proline Plus บริษัท Sarorious BioHit (Germany) 
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19. หลอดเซนติฟิวจ์ขนาดเล็ก (Microcentrifuge tube) 

20. หลอดเซนติฟิวจ์ขนาดใหญ่ (Centrifuge tube) 

21. เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer) รุ่น MMS-3000 บริษัท Biosan (Latvia) 

22. เตาอบไมโครเวฟ รุ่น R-250 บริษัท SHARP (Japan) 

23. ชุดอุปกรณ์ทำ SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
    รุ่น Mini-PROTEIN II® Tetra Cell และเครื่องจ่ายไฟ รุ่น PowerPacTM HC บริษัท BIO-RAD  
    Laboratories (USA) 
24. กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) บริษัท Olympus (Japan) 
25. คิวเวทท์ (Cuvette) รุ่น Spectronic 401 บริษัท Milton Roy (USA) 

26. ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) รุ่น Model UE600 บริษัท Memmert (Germany) 

27. เครื่องเขย่าแบบเอียงซ้ายสลับขวา (Rocking platform) รุ่น Mini Rocker บริษัท Bio-Rad 
     Laboratories (USA) 
28. ทิป (tip) บริษัท Biohit Proline tip (Finland), บริษัท NEPTUNE (Mexico), บริษัท Axygen 
     Scientific (China), บริษัท Rainin (USA) 

 
2.2 เคมีภัณฑ์ 
       1. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท Emsure (Germany) 

       2. เอทานอล (Ethanol) บริษัท Ensure (Germany) 

       3. ทริส (tris(hydrizymethyl)aminomethane; (HOCH2)3CNH2) บริษัท Merck Ag Dramstadt 

          (Germany) 

       4. มาร์กเกอร์ (Dyna Marker DNA low D) บริษัท BioDynamics Laboratory (USA) 

       5. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck Ag Dramstadt (Germany)   

       6. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck Ag Dramstadt (Germany)  

       7. ผงวุ้น (Agar) บริษัท HiMedia (India) 

       8. TEMED (Tetramethylethylenediamine) บริษัท Bio-Rad Laboratories (USA) 

       9. Antibody raised against 6-histidine บริษัท R&D system (USA) 

       10. Antibody raised against mouse-IgG HRP conjugated บริษัท New Englands Biolabs 
    (USA)  

       11. สคิมมิล์ค บริษัท Himedia (India) 
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       12. ยาปฏิชีวนะสเปคติโนมัยซิน บริษัท AMRESCO (USA) 

       13. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท Emsure (Germany) 

       14. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Emsure (Germany) 

       15. แมกนีเซียมซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

       16. แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

       17. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) บริษัท Emsure (Germany) 

       18. ไดโซเดียม เอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก ไดไฮเดรต (Na2EDTA.2H2O) บริษัท Amresco (USA) 

       19. กรดซิตริก (Citric acid) บริษัท Emsure (Germany) 

       20. แอมโมเนียม ไอรอน (III) ซิเทรต (Ammonium iron (III) citrate) บริษัท Ajax Finechem (New  

            Zealand) 

       21. กรดบอริก (H3BO3) บริษัท Emsure (Germany) 

       22. แมงกานีส (II) คลอไรด์ เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) บริษัท Univar (New Zealand) 

       23. ซิงค์ซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) บริษัท Univar (New Zealand) 

       24. แอมโมเนียมโมลิบเดต เตตระไฮเดรต ((Na4)6Mo7O24.4H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

       25. คอปเปอร์ (II) ซัลเฟต เพตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

 

2.3 ชุดทดสอบสำเร็จ 

        1. ชุดคอนจูเกตโปรตีน Horseradish Peroxidase Conjugate Substrate kit บริษัท Bio-Rad 

           Laboratories (USA) 

 

2.4 เมมเบรน 

 1. PVDF (Polyvinylidene difluoride) บริษัท Millipore Cooperation (USA) 
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินการทดลอง 

 

3.1 การเลี้ยง Synechococcus elongatus PCC7942 ภายใต้สภาวะปกติ      
    3.1.1 อาหารและสภาวะในการเลี้ยง Synechococcus elongatus PCC7942   
           ทำการเลี้ยง Synechococcus elongatus PCC7942 ที่นำพาเวกเตอร์เปล่า (pSyn_6 vector) และ

สายพันธุ์ที่มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของเอนไซม์ MAT (SynMAT/pSyn_6 ) ซ่ึงได้รับมาจากศึกษาก่อน
หนา้ (Atikij และคณะ 2019) โดยทำการเลี้ยงในอาหาร Blue Green medium (BG11) ที่ม ีspectinomycin 
(10 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร) โดยรายละเอียดการเตรียมอาหารแสดงในภาคผนวก ก . ภายใต้ความเข้มแสง 
950-1,000 lux จากหลอดฟลูออเรสเซ็นต์เป็นการให้แสงตลอดเวลาที่อุณหภูมิห้อง 25 องศาเซลเซียส ใน
การทดลองต่อๆไปที่มีีการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียทุกครั้งจะมีการเติม spectinomycin ทีค่วามเข้มข้นสุดท้าย
เป็น (10 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร)  

     3.1.2 การติดตามการเจริญของ Synechococcus elongatus PCC7942   
            ติดตามการเจริญของเซลล์ Synechococcus elongatus PCC7942 ที่นำพาเวกเตอร์เปล่า 
(pSyn_6 vector) และสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกท่ีเพ่ิมมากข้ึนของเอนไซม์ MAT (SynMAT/pSyn_6) โดย
วิธีสเปคโตรโฟโตเมทรี ที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร (OD730) โดยแบ่งสารละลายเซลล์ที่เพาะเลี้ยงไปใส่
ในคิวเวตต์ ปริมาตร 1-1.5 มิลลิลิตรและ นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นดังกล่าว ซึ่งเป็นการวัด
ความหนาแน่นของเซลล์ โดยใช้อาหาร BG11 เป็น blank เลี้ยงเซลล์จนกระทั่งได้ค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 
0.8-1.0 จึงทำการปั่นเก็บเซลล์เพื่อเลี้ยงภายใต้สภาวะเครียด ที่เกิดจากเกลือต่อไป 

         3.1.3 การปั่นเก็บเซลล์ก่อนการเตรียมเลี้ยงภายใต้สภาวะเครียดจากเกลือ 
                 เก็บเซลล์ที่เลี้ยงจากข้อ 3.1.2 โดยการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนทริฟิวจ์ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
         ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีหลังจากนั้นแบ่งเซลล์ทั้งสองสายพันธุ์ออกเป็นสายพันธุ์ละ 
         สามส่วนโดยมีรายละเอียดดังนี้ 
         สำหรับเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรก 
                 ส่วนที่ 1 ชุดควบคุม เลี้ยงโดยใช้อาหาร BG11 
                 ส่วนที่ 2 ชุดทดลองเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด NaCl 0.35 โมลาร์ 
                 ส่วนที่ 3  ชุดทดลองเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด KCl 0.35 โมลาร์ 
         และสำหรับการเลี้ยงภายใต้สภาวะเครียดจากเกลือสภาวะที่สองนั้นทำการแบ่งเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียทั้งสอง 
         สายพันธุ์ออกเป็นสายพันธุ์ละสามส่วนเช่นเดียวกันกับสภาวะแรกโดยมีรายละเอียดดังนี้ 
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         สำหรับเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะที่สอง 
               สว่นที่ 1 ชุดควบคุม เลี้ยงโดยใช้อาหาร BG11 
               สว่นที่ 2 ชุดทดลองเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด NaCl 0.3 โมลาร์ 
               สว่นที่ 3  ชุดทดลองเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด KCl 0.3 โมลาร์               
          โดยรายละเอียดการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นแสดงในภาคผนวก ก. 
 
3.2 การเลี้ยงเซลล์ Synechococcus elongatus PCC7942 ภายใต้ภาวะเครียดที่เกิดจากเกลือ  
         3.2.1 อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล์และสภาวะในการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ 
                โดยจะทำการเลี้ยง Synechococcus elongatus PCC7942 ทั้งสายพันธุ์ pSyn_6 vector และ 
         สายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6  ในอาหารดังนี้ 
         ภายใต้สภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรก 
                 ชุดที่ 1 ชุดควบคุม โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อคือ BG11 
                 ชุดที่ 2 ชุดทดสอบภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด NaCl 0.35 โมลาร์ โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อคือ 
                           BG11 + NaCl 0.35 โมลาร์ 
                 ชุดที่ 3 ชุดทดสอบภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด KCl 0.35 โมลาร์ โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อคือ 
                           BG11 + KCl 0.35 โมลาร์ 
         ภายใต้สภาวะเครียดจากเกลือสภาวะที่สอง 
                 ชุดที่ 1 ชุดควบคุม โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อคือ BG11 
                 ชุดที่ 2 ชุดทดสอบภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด NaCl 0.3 โมลาร์ โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อคือ 
                           BG11 + NaCl 0.3 โมลาร์ 
                 ชุดที่ 3 ชุดทดสอบภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด KCl 0.3 โมลาร์ โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อคือ 
                           BG11 + KCl 0.3 โมลาร์ 
         โดยหลังการย้ายเซลล์มาเลี้ยงในสภาวะเครียดแล้วนั้นกำหนดให้ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 730 นาโน 
         เมตร ตั้งต้นของแต่ละขวดทดลองมีค่าประมาณ 0.8 และเลี้ยงภายใต้สภาวะมีแสงบนเครื่องเขย่า ความเร็ว 
         1,000 rpm เป็นเวลา 7 วันสำหรับสภาวะแรก และ 5 วันสำหรับสภาวะที่สอง 
         3.2.2 การติดตามการเจริญของเซลล ์Synechococcus elongatus PCC7942 ภายใต้สภาวะเครียดที่ 
                เกิดจากเกลือ 

              วัดค่า OD730 ด้วยวิธิีสเปคโตรโฟโตเมทรี เพื่อติดตามการเจริญของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียสาย

พันธุ์ pSyn_6 vector และ SynMAT/pSyn_6 เป็นเวลา7วันสำหรับภาวะเครียดที่เกิดจากเกลือในสภาวะ

แรกและ 5 วันสำหรับภาวะเครียดที่เกิดจากเกลือในสภาวะที่สองและวัดค่าสารสีต่างๆ ได้แก่คลอโรฟิลล์ เอ 

(C) (ติดตามจากค่า OD665) ไฟโคไซยานิน (PC) (ติดตาม จากค่า OD620) อัลโลไฟโคไซยานิน (AP) (ติดตาม

จากค่า OD565) และ ไฟโคอิริธริน (PE) (ติดตามจากค่า OD650) ที่วันที่ 7 ของสภาวะแรก และวันที่ 5 ของ
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สภาวะที่สองของการเลี้ยงเซลล์ภายใต้ภาวะเครียดตามลำดับและนำค่าข้อมูลที่วัดได้มาวิเคราะห์แนวโน้มใน

การเจริญและปริมาณสารสีของเซลล์หลังจากเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ โดยการคำนวณสารสีจาก

สูตรของ de Marsac และ Houmard (1988) ดงันี ้

             Chlorophyll a (μg ml⁻¹)                = OD665nm x 13.9 

             Phycocyanin (PC) (mg ml⁻¹)           = (OD620 nm - 0.7 x OD650nm)  / 7.38 

             Allophycocyanin (AP) (mg ml⁻¹)     = (OD650nm – 0.19 x OD620nm)  / 5.65 

             Phycoerythrin (PE) (mg ml⁻¹)         = (OD565nm – 2.8 [PC]–1.34 [AP])  / 7.38  
 

3.3 การตรวจสอบสัญฐานวิทยาภายหลังการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ   

     หลังจากทำการเลี้ยงเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียทั้งสองชนิดคือสายพันธุ์ pSyn_6 vector และ SynMAT/pSyn_6 

ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือเป็นเวลา7วันและ5วันสำหรับภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรกและสองตามลำดับ จะ

ทำการเก็บตัวอย่างเซลล์โดยดูดเซลล์จากขวดทดลองมา 10 μl จากแต่ละชนิดในทุกๆสภาวะเพื่อดูลักษณะและ

รูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศ์กำลังขยาย 1000 เท่าเพื่อสังเกตลักษณะและขนาดที่เปลี่ยนแปลงของเซลล์

ในแต่ละสภาวะเครียดจากเกลือแต่ละชนิดเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ เลี ้ยงภายใต้ภาวะปกติ หลังจากนั้นทำการ

บันทึกภาพเซลล์ที่ไดแ้ละวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม imageJ (ที่มา: https://imagej.nih.gov/ij/download.html g-

เข้าถึงข้อมูลวันที่ 10 พฤษภาคม 2563) และ microbeJ (ที่มา: https://www.microbej.com/download-2/

เข้าถึงข้อมูลวันที ่10 พฤษภาคม 2563) 

3.4 การวิเคราะห์ western blotting 

     3.4.1 การปั่นเก็บเซลล์ 

             นำเซลล์ทั้งสองชนิดคือสายพันธุ์ pSyn_6 vector และ SynMAT/pSyn_6 ที่เลี้ยงภายใต้ภาวะเครียด

จากเกลือทั้งสองสภาวะเและเลี้ยงภายใต้สภาะปกติ (ชุดควบคุม) มาทำการปั่นเก็บเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงดว้ย

เครื่องเซนทริฟิวจ์ ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีหลังจากนั้น

ทำการเก็บเซลล์ที่ได้ในหลอด ไมโครเซนทริฟิวจ์ หรือ Eppendorf และนำไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

เพ่ือนำไปใช้ใน ขั้นตอนของการสกัดโปรตีนต่อไป 

      3.4.2 การสกัดโปรตีนจากเซลล์ 

              นำเซลล์ที่ได้ทำการเก็บในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์มาเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.2 หลอดละ

ประมาณ 200 ไมโครลิตร ทำการผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน หลังจากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่ องเซนทริฟิวจ์ 

ที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นแยกส่วนใสที่เป็น

น้ำ (supernatant) ทิ้งไป จากนั้นทำการเติม Tris-HCl pH 8.2 หลอดละประมาณ 2 ไมโครลิตร และผสมให้

เป็นเนื้อเดียวกันในแต่ละหลอดหลังจากนั้นนำไปสกัดโปรตีนด้วยเครื ่อง สั่นสะเทือนคลื ่นอัลตราโซนิค 

https://www.microbej.com/download-2/
https://www.microbej.com/download-2/
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(Sonicator MODEL) ด้วยค่าแอมพลิจูด 40 เปอร์เซ็น เป็นเวลา 2 นาทีต่อหลอด จากนั้นทำการแยกเซลลท์ี่

ได้จากการสกัดโปรตีนแล้วออกเป็นสองส่วนจากแต่ละตัวอย่างโดยจะทำการดูดเซลล์ที่สกัดโปรตีนแล้วใส่ใน

หลอด Eppendorf ใหม่หลอดละ 100 ไมโครลิตร โดยส่วนนึงจะใช้สำหรับตรวจสอบโปรตีนจากส่วนที่สกัด

ได้ (Crude Protein) และอีกส่วนจะใช้สำหรับตรวจสอบโปรตีนที ่ละลายในส่วนใส(Soluble Protein) 

หลังจากนั้นนำหลอด Eppendorf ของแต่ละเซลล์แต่ละสภาวะ สำหรับ Soluble Protein มาทำการปั่น

เหวี่ยงด้วยเครื่องด้วยเครื่องเซนทริฟิวจ์ ที่ ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที และทำการเก็บเฉพาะ ส่วน supernatant หลังจากได้ Crude Protein และ Soluble Protein 

ของเซลล์ทุกชนิดในทุกๆสภาวะแล้วจะทำการเก็บหลอด Eppendorf แต่ละหลอดดังกล่าวที่อุณหภุมิ -20 

องศาเซลเซียสเพื่อ เตรียมทำการตรวจสอบระดับการแสดงออกของโปรตีนที่สนใจด้วยวิธีเวสเทิร์น บลอททิง 

(Western blotting) ต่อไป 

     3.4.3 การวัดความเข้มข้นของโปรตีนหยาบโดยวิธีแบรดฟอร์ด 

             นำโปรตีนหยาบที่สกัดได้ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกับแบรดฟอร์ดรี เอเจนต์ โดยใช้ชุดคิท Bio-

Radprotein assay (dye reagent concentrate) (Bio-Rad Laboratories, USA) นำไปวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ช่วงความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร และนำค่าที่วัดได้มาคำนวณหาความเข้มข้นของโปรตี นหยาบ

ตัวอย่างโดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (Bovine Serum Albumin; BSA) 

(ภาคผนวก ค.) ที่มีความเข้มข้นในช่วง 2-20 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 

     3.4.4 การวิเคราะห์โปรตีนโดยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต พอลิอะคริลาไมด์ เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส  

           (SDS-PAGE) 

   นำโปรตีนหยาบที่สกัดได้มาวิเคราะห์ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยเตรียมเจลสำหรับทำ SDS-PAGE ซึ่ง

เตรียมจากวิธีมาตรฐาน (Laemmli, 1970) เจลสำหรับการทำ SDS-PAGE จะแบ่งเป็น 2 ส่วน คือสารละลาย

เซพาเรติงเจล (Separating gel) ที่มีความเข้มข้น 10 %  และสารละลายสแต็กกิงเจล (Stacking gel) ที่มี

ความเข้มข้น 5 % โดยเตรียมเจลในชุดคิท SDS-PAGE: Model MiniPROTEIN II®Tetra cell (Bio-Rad 

Laboratories, USA) แล้วนำเจลที่เตรียมได้มาประกอบเข้ากับชุดคิทอิเล็กโทรโฟรีซิส แล้วเติมรันนิ่งบัฟเฟอร์ 

(Running buffer)  ลงในชุดคิทอิเล็กโทรโฟรีซิสจนเต็ม แล้วนำโปรตีนหยาบที่สกัดได้จากข้อ 3.4.2 มาปรับ

ความเข้มข้นให้เท่ากับ 20 ไมโครกรัมจากนั้นหยอดโปรตีนหยาบตัวอย่างที่ต้องการทดสอบลงในหลุมเจล 

กำหนดให้กระแสไฟฟ้ามี ค่าคงที่เท่ากับ 75 โวล์ต เป็นเวลา 90 นาทีรายละเอียดการเตรียมสารเคมีทั้งหมด

แสดงในภาคผนวก ข. 
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    3.4.5 การวิเคราะห์โปรตีนโดยเวสเทิร์น บลอททิง (Western blotting) 

            เวสเทิร์น บลอททิง ใช้สำหรับศึกษาการแสดงออกของโปรตีนจากยีน MAT ที่ติดฉลากด้วย 6X 

Histidine tag ตามวิธีมาตรฐาน (Timmons and Dunbar, 1990) ซึ่งหลังจากการแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-

PAGE แล้วย้ายโปรตีนไปยังแผ่นเมมเบรน PVDF ที่ปรับสภาพด้วยสารละลายเมทานอล 90%(V/V) เป็นเวลา 

10 วินาที จากนั้นล้างด้วยบัฟเฟอร์เวสเทิร์น บลอททิง (Western blotting buffer)  และทำการบลอทโปรตีน

โ ดย ใ ช ้  Semi-dry transfer cell (Model Trans-Blot® SD Cell, Bio-Rad Laboratories, USA) ที่0.12 

แอมแปร์ เป็นเวลา 50 นาที ป้องกันการเกิดโปรตีนอ่ืนๆที่ไม่จำเพาะเข้ามาจับกับแผ่นเมมเบรนนวยสารละลาย 

Skim milk 5% (W/V) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ทิ้งสารละลายที่ใช้ในการบล็อกโปรตีน (Blocking solution) ต่อมา

นำแผ่นเมมเบรนไปบ่มกับแอนติบอดีปฐมภูมิ (Antibody raised against 6-histidine, R&D system, USA) 

ข้ามคืน และล้างด้วยสารละลาย Skim milk 5% (W/V) 3 ครั้ง ในระยะเวลา20 นาที, 10 นาที และ 10 นาที 

ตามลำดับ จากนั้นล้างอีกครั้งด้วยบัฟเฟอร์ 1X PBS โดยมีขั้นตอนการล้างเหมือนตอนล้างด้วยสารละลาย 

Skim milk 5% (W/V) จากนั ้นบ่มด้วย แอนติบอดีทุติยภูมิ (Antibody raised against mouse-IgG HRP 

conjugated) (New Englands Biolabs, USA) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และล้างด้วยสารละลาย Skim milk 5% 

(W/V) และ บัฟเฟอร์ 1X PBS เหมือนขั้นตอนที่กล่าวก่อนหน้านี้ตรวจสอบผลโดยแช่แผ่นเมมเบรนลงใน

สารละลายที ่จำเพาะต่อเอนไซม ์ฮอสแรดิชเปอร ์ออกซ ิเด  (Horseradish peroxidase) โดยใช ้ช ุดคิท 

Horseradish Peroxidase Conjugate Substrate (Bio-Rad Laboratories, USA) ซึ่งจะเกิดการพัฒนาของ

สี โดยจะเกิดแบนที่จำเพาะต่อโปรตีนเป้าหมาย รายละเอียดการเตรียมสารเคมีทั้งหมดแสดงในภาคผนวก ง. 
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3.5 แผนผังการดำเนินการทดลอง 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง  

 

4.1 ไซยาโนแบคทีเรีย Synechococcus elongatus PCC7942 ภายหลังการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดที่ 
     เกิดจากเกลือ 

      จาการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย Synechococcus elongatus PCC7942 ทั้งสายพันธุ์ที่ไม่มีการแสดงออก 
ที่เพิ่มมากขึ้นของเอนไซม์ MAT (pSyn_6 vector) และสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของเอนไซม์ 
MAT (SynMAT/pSyn_6 ) ภายใต้ภาวะเครียดที่เกิดจากเกลือโดยทำการเลี้ยงเป็นเวลา7 วันสำหรับการเลี้ยง
ภายใต้ภาวะความเครียดจากเกลือที่สภาวะแรกซึ่งมีค่าความเข้มข้นของเกลือในอาหารที่ใช้เลี้ยงเซลล์คือ NaCl 
มีความเข้มข้น 0.35 โมลาร์ และ KCl 0.35 โมลาร์ และสำหรับในสภาวะที่สองของการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียด
จากเกลือมีค่าความเข้มข้นของเกลือที่ใช้ในการเลี้ยงคือ NaCl ความเข้มข้น 0.3 โมลาร์ และ KCl 0.3 โมลาร์ ซึ่ง
สำหรับสภาวะที่สองจะทำการเลี้ยงเป็นเวลา 5 วัน (รูปภาพที่.4.1.1.) 

 
  
(ก)                                                                                  (ข)  
 

                                                                                             

 

 

 

                                                                                                

 

 

ภาพที่ 4.1.1 ไซยาโนแบคทีเรียหลังทำการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ 

(ก) ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ไม่มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของเอนไซม์ MAT (pSyn_6 vector)
และสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของเอนไซม์ MAT (SynMAT/pSyn_6 ) หลังจากเลี้ยง
ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ NaCl 0.35 M และ KCl 0.35 M (สภาวะแรก) เป็นเวลา 7 วัน 

(ข) ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ไม่มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของเอนไซม์MAT (pSyn_6 vector)
และสายพันธุ์ที่มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของเอนไซม์ MAT (SynMAT/pSyn_6 ) หลังจากเลี้ยง
ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ NaCl 0.3 M และ KCl 0.3 M (สภาวะที่สอง) เป็นเวลา 5 วัน 

BG11 

(Control) 
BG11 + NaCl 0.35 M 

 

BG11 + KCl 0.35 M 

 

BG11 

(Control) 

BG11 + 

 NaCl 0.3M 

 

  BG11 + 

 KCl 0.3M 
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     หลังจากการเลี้ยงเซลล์ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือที่สภาวะแรกพบว่าหลังจากผ่านไปเป็นเวลา7วันพบการ
ฟอกจางสี (bleaching) ของเซลล์ที ่เลี ้ยงโดยอาหารที่มี KCl 0.35 M โดยพบการฟอกจางสีเซลล์ในสายพันธุ์ 
pSyn_6 vector มากกว่า SynMAT/pSyn_6 และสำหรับในอาหารที่มี NaCl 0.35Mนั้นไม่พบการ bleaching 
ของเซลล์ทั้งสองสายพันธุ์ แต่มีความเข้มของสีที่น้อยกว่าเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียที่เลี้ยงภายใต้ภาวะปกติ 
     และสำหรับสภาวะที่สองของการเลี้ยงเซลล์ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือซึ่งมีการปรับลดความเข้มข้นของเกลือ
ลงโดยใช้อาหารที่ม ีNaCl 0.3Mและ KCl 0.3 M โดยพบว่ามีแนวโน้มเช่นเดียวกับสภาวะแรกคือมีการจางลงของสีใน
เกลือชนิด KCl มากกว่าเกลือชนิด NaCl แต่ไม่พบการ bleaching ของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียที่สภาวะนี้ และเนื่อง
ด้วยเกิดความผิดพลาดระหว่างการทำการทดลองในส่วนของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ pSyn_6 vector ของ
ตัวผู้ปฏิบัติงานเองจึงทำให้ไม่มีผลการทดลองในส่วนของ pSyn_6 vector  

4.2 การเจริญและปริมาณสารสีของไซยาโนแบคทีเรีย Synechococcus elongatus PCC7942 ภายหลัง 
    การเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดท่ีเกิดจากเกลือ 

      ทำการติดตามการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียภายใต้สภาวะเครียดจากเกลือโดยวิธิีสเปคโตรโฟโตเมทรีซึ่ง

สำหรับการติดตามการเจริญทำโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 730 นาโนเมตร และสำหรับการวัคค่าของสารสี

ต่างๆนั้นทำโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงสำหรับคลอโรฟิลล์ เอ (ติดตามจากค่า OD665) ไฟโคไซยานิน (ติดตาม 

จากค่า OD620) อัลโลไฟโคไซยานิน (ติดตามจากค่า OD565) และ ไฟโคอิริธริน (ติดตามจากค่า OD650) ซึ่งสำหรับ

การคำนวนคา่ปริมาณสารสีต่างๆหลังจากทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงแล้วจะนำมาคำนวนตามสมการของ  
de Marsac และ Houmard (1988) 

        สำหรับในสภาวะแรกทีเลี้ยงภายใต้ความเข้มข้นของเกลือชนิด NaCl และ KCl 0.35 M หลังทำการติดตาม
การเจริญเป็นเวลา 7 วันพบว่าการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียในอาหาร BG11 ดีที่สุดและรองลงมาคือในอาหาร 
BG11 ที่มี NaCl 0.35 M และ KCl 0.35 M ตามลำดับและพบว่าที่ทุกสภาวะของการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียสาย
พันธุ์ SynMAT/pSyn_6 มีการเจริญที่สูงกว่าสายพันธุ์ pSyn_6 vector ภายใต้สภาวะอาหารชนิดเดียวกัน (รูปภาพ
ที ่4.2.1 ก) สำหรับสภาวะที่สองของการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือซึ่งใช้อาหารในการเลี้ยง
ทีม่ีการปรับลดความเข้มข้นของเกลือ NaCl และ KCl ลงเหลือ 0.3 M รวมถึงปรับลดเวลาในการเลี้ยงลงเหลือ 5 วัน 
พบว่าในส่วนของการเจริญนั้นมีแนวโน้มเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับสภาวะแรกซึ่ งมีการเจริญในอาหาร BG11 ดี
ที่สุดและรองลงมาคือในอาหาร BG11 ที่มี NaCl 0.3 M และ KCl 0.3 M ตามลำดับ (รูปภาพที่ 4.2.1 ข) และใน
สภาวะที่สองเมื่อทำการเปรียบเทียบการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 กับสภาวะแรก
พบว่า การเจริญของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือที่สภาวะที่สองมีการเจริญที่สูง
กว่าในสภาวะแรกเม่ือทำการเปรียบเทียบภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิดเดียวกัน 
        นอกจากนี้มีการวัดค่าปริมาณสารสีต่างๆของไซยาโนแบคทีเรียร่วมด้วยเพื่อสนับสนุนผลการเจริญและการ
ตอบสนองของเซลล์ต่อภาวะเครียดสำหรับค่าปริมาณสารสีคลอโรฟิลล์ เอ  ไฟโคไซยานิน  อัลโลไฟโคไซยานิน และ 
ไฟโคอิริธริน ที่สภาวะแรกพบว่าแนวโน้มของค่าปริมาณสารสีที่วัดได้ไซยาโนแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารที่มี NaCl 
0.35 M สูงกว่าในอาหารที่มี KCl 0.35 M แต่ต่ำกว่าที่เลี้ยงในสภาวะปกติที่ไม่ได้เหนี่ยวนำให้เกิดความเครียดด้วย
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เกลือ และเม่ือทำการเปรียบเทียบภายในเกลือชนิดเดียวกันพบว่าไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 จะ
ให้ค่าของปริมาณสารสีที่สูงกว่าสายพันธุ์ pSyn_6 vector ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ (รูปภาพ 4.2.1 ค) และ
สำหรับค่าสารสีที่สภาวะที่สองจากการเกิดความผิดพลาดของผู้ทำการทดลองทำให้ในส่วนนี้มีเพียงผลการทดลอง
ของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 เท่านั้นโดยพบว่าหลังจากการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ
เป็นเวลา 5 วัน ค่าปริมาณสารสีที่ได้มีแนวโน้มเป็นเช่นเดียวกันกับสภาวะแรกโดยปริมาณสารสีที่วั ดได้ไซยาโน
แบคทีเรียนที่เลี้ยงในอาหารที่มี NaCl 0.3 M สูงกว่าในอาหารที่มี KCl 0.3 M แต่ต่ำกว่าที่เลี้ยงในสภาวะปกติที่ไม่ได้
เหนี่ยวนำให้เกิดความเครียดด้วยเกลือ (รูปภาพ 4.2.1 ง) ซึ่งเมื่อทำการเปรียบเทียบค่าปริมาณสารสีชนิดเดียวกัน
ภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิดเดียวกันที่วัดได้ในสภาวะแรกและสภาวะที่สองของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ 
SynMAT/pSyn_6 พบว่าในสภาวะที่สองมีค่าสูงกว่าที่วัดได้ในสภาวะแรก รวมไปถึงค่าปริมาณสารสีที่วัดได้นั้นมี
แนวโน้มเป็นไปในทิศทางเดียวกับค่าการเจริญของไซยาโนแบคที่เรียภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ   
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 (ง)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.2.1 กราฟแสดงการเจริญและค่าปริมาณสารสีต่างๆของไซยาโนแบคทีเรีย Synechococcus sp. 
               PCC7942 ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ 

(ก) กราฟแสดงการเจร ิญของไซยาโนแบคทีเร ียสายพันธุ์ pSyn_6 vector (Empty vector) และ 

SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรก เป็นเวลา 7 วัน 

(ข) กราฟแสดงการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) ภายใต้ภาวะ

เครียดจากเกลือสภาวะที่สอง เป็นเวลา 5 วัน 

(ค) กราฟแสดงค่าปริมาณมาณสารสีของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ pSyn_6 vector (Empty vector) 

และ SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) ภายหลังการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรก เป็น

เวลา 7 วัน 

(ง) กราฟแสดงค่าปริมาณมาณสารสีของไซยาโนแบคทีเร ียสายพันธุ์  SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) 

ภายหลังการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรก เป็นเวลา 5 วัน 
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4.3 ขนาดความยาวและลักษณะของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ 

       จากการสังเกตลักษณะของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย1,000 เท่า ภายหลังการ

เลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดที่เกิดจากเกลือสภาวะแรกซ่ึงเลี้ยงภายใต้ความเข้มข้นของเกลือชนิด NaCl และ KCl 0.35 

M เป็นเวลา 7 วันสำหรับสภาวะแรก และสภาวะที่สองซึ่งเลี้ยงภายใต้ความเข้มข้นของเกลือชนิด NaCl และ KCl 

0.3 M เป็นเวลา 5 วัน โดยพบว่าเมื่อทำการวัดขนาดของเซลล์โดยใช้โปรแกรม imageJ และ microbe ร่วมด้วย

ในการวัดค่าขนาดความยาวของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียทั ้งสายพันธุ์ pSyn_6 vector (Empty vector) และ 

SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) ให้ค่าดังแสดงในตารางที่ 1 และสำหรับลักษณะของเซลล์ที่สังเกตได้ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 1000 เท่านั้นพบว่าภายใต้สภาวะปกติไซยาโนแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ์และสองสภาวะ

นั้นสามารถเห็นตัวเซลล์มีสีเขียว แต่เมื่อทำการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือที่สภาวะแรกพบว่าภายใต้เกลือ

ชนิด NaCl นั้นเซลล์บางเซลล์มีความเข้มของสีเขียวที่ลดลงและพบการยืดยาวขึ้นอย่างชัดเจน และสำหรับเซลล์

ภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิด KCl นั้นพบว่าเซลล์ส่วนใหญ่มีการฟอกจางของสีอย่างเห็นได้ชัด และเซลล์มีขนาด

เล็กลง (รูปภาพ 4.3.1)  สำหรับลักษณะของเซลล์ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะที่สองซึ่งในส่วนของผลการ

ทดลองจะมีเพียงแค่ผลของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT เท่านั้น โดยพบว่าภายใต้ภาวะภาวะเครียดจาก

เกลือชนิด NaCl เซลล์บางเซลล์มีการยืดยาวออกอย่างชัดเจนและยังคงมีสีเขียวอยู่ และสำหรับลักษณะของเซลล์

ภายใต้เกลือชนิด KCl นั้นพบว่าเซลล์มีการยืดยาวออกเช่นเดียวแต่น้อยกว่าที่สภาวะเกลือชนิด NaCl และยังคง

เห็นเซลล์เป็นสีเขียวอยู่  

 

ตารางท่ี 1 ตารางแสดงค่าความยาวเฉลี่ยของ Synechococcus sp. PCC7942 

(N = 20) 

ภาวะเครียดจากเกลือ pSyn_6 vector (Empty vector) 

(μm) 

SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) 

(μm) 

 
สภาวะแรก 

(ความเข้มข้นเกลือ 0.35M) 

BG11 4.83 ± 0.68 3.31 ± 0.7 

NaCl 6.29 ± 3.12 6.118 ± 2.67 

KCl 2.94 ± 0.8 2.21 ± 0.36 

 
สภาวะที่สอง 

(ความเข้มข้นเกลือ 0.3M) 

BG11 - 3.91 ± 1.07 

NaCl - 9.47 ± 3.53 

KCl - 5.45 ± 1.31 
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ข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3.1 ไซยาโนแบคทีเรีย Synechococcus sp. PCC7942 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 

                1,000เท่า 

(ก) ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ pSyn_6 vector (Empty vector) และ SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) 

หลังจากเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรก 

(ข) ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) หลังจากเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ

สภาวะที่สอง 

BG11  

 

SynMAT/pSyn_6 (SynMAT) 

 

BG11 +  

NaCl 0.3M  

 

 

BG11 +  

KCl 0.3M  
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+ 

4.4 ระดับการแสดงออกของเอนไซม์ malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase (MAT) ใน  

     ไซยาโนแบคทีเรียหลังการเลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ 

        ในการติดตามการแสดงออกของเอนไซม์ MAT ภายหลังการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียภายใต้ภาวะเครียดจาก

เกลือสภาวะแรกซึ่งเลี้ยงภายใต้ความเข้มข้นของเกลือชนิด NaCl และ KCl 0.35 M เป็นเวลา7วันสำหรับสภาวะ

แรก และสภาวะที่สองซึ่งเลี้ยงภายใต้ความเข้มข้นของเกลือชนิด NaCl และ KCl 0.3 M เป็นเวลา 5 วัน 

โดยการนำส่วนของโปรตีนมาตรวจจับสัญญาณการแสดงออกของโปรตีนเป้าหมายด้วยวิธีเวสเทิร์น บลอททิง โดย

นำโปรตีนไปบลอทกับ แอนติบอดีปฐมภูมิ (Antibody raised against 6-histidine, R&D system, USA) และ

แอนต ิบอด ีท ุต ิยภ ูม ิ  (Antibody raised against mouse-IgG HRP conjugated) (New Englands Biolabs, 

USA) จากนั้นตรวจสอบผลโดยแช่แผ่นเมมเบรนลงในสารละลายที่จำเพาะต่อเอนไซม์ฮอสแรดิชเปอร์ออกซิเดส 

(Horseradish peroxidase) โ ด ย ใ ช ้ ช ุ ด ค ิ ท  Horseradish Peroxidase Conjugate Substrate (Bio-Rad 

Laboratories, USA) ซึ่งจะเกิดการพัฒนาของสี โดยพบว่าที่สภาวะแรก (รูปภาพ 4.4.1 ก) ไม่สามารถตรวจจับ

สัญญาณของโปรตีนเป้าหมายที่ 33 KD ได้ทั้งในเกลือชนิด NaCl และ KCl แต่ภายใต้สภาวะที่สอง (รูปภาพ 4.4.1 

ข) นั้นสามารถตรวจจับสัญญาณของโปรตีนเป้าหมายที่ราว 33 KD ได้ทั้งในส่วนของ Crude extract และ Soluble 

extract ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด NaCl และ KCl โดยพบว่าแถบโปรตีนที่สนใจจากสภาวะเกลือชนิด NaCl นั้น

มีความเข้มของแถบโปรตีนที่มากกว่าแถบโปรตีนจากเกลือชนิด KCl แต่อย่างไรก็ตามสัญญาณที่ได้ภาตใต้สภาวะ

เครียดจากเกลือทั้งสองชนิดยังคงมีการแสดงออกท่ีน้อยกว่าแถบสัญญาณจากสภาวะปกต ิ 

      (ก) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crude extract Soluble extract 

M    1      2      3     4     5     6  7      8     9     10     11    12 

31 kDa 

45 kDa 

 

BG11 NaCl BG11 NaCl  KCl  KCl 
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(ข)  

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4.1 ผลจากการทำเวสเทิร์น บลอททิง โดยความเข้มข้นของโปรตีนคือ 20 ไมโครกรัม 

(ก) ผลจากการทำเวสเทิร์น บลอททิงจากสภาวะแรก 

 M: โปรตีนมาร์กเกอร์ DynaMarker® Protein Multicolor III 

 +: positive control (MAT enzyme) 

 1: pSyn_6 vector จากส่วนCrude extractของสภาวะปกติ   

 2: SynMAT/pSyn_6 จากส่วนCrude extract ของสภาวะปกติ   

 3: pSyn_6 vector จากส่วนCrude extract ของสภาวะ NaCl 0.35M 

 4: SynMAT/pSyn_6 จากส่วนCrude extract ของสภาวะ NaCl 0.35M 

 5: pSyn_6 vector จากส่วนCrude extract ของสภาวะ KCl 0.35M 

 6: SynMAT/pSyn_6 จากส่วนCrude extract ของสภาวะ KCl 0.35M 

 7: pSyn_6 vector จากส่วน Soluble extract ของสภาวะปกติ    

 8: SynMAT/pSyn_6 จากส่วน Soluble extract ของสภาวะปกติ    

 9: pSyn_6 vector จากส่วน Soluble extract ของสภาวะ NaCl 0.35M 

 10: SynMAT/pSyn_6 จากส่วน Soluble extract ของสภาวะ NaCl 0.35M 

 11: pSyn_6 vector จากส่วน Soluble extract ของสภาวะ KCl 0.35M 

 12: SynMAT/pSyn_6 จากส่วน Soluble extract ของสภาวะ KCl 0.35M 

(ข) ผลจากการทำเวสเทิร์น บลอททิงจากสภาวะที่สอง 

 M: โปรตีนมาร์กเกอร์ DynaMarker® Protein Multicolor III 

 1-2: SynMAT/pSyn_6 จากส่วนCrude extract ของสภาวะปกติ   

 3-4: SynMAT/pSyn_6 จากส่วนCrude extract ของสภาวะ NaCl 0.3M 

 5-6: SynMAT/pSyn_6 จากส่วนCrude extract ของสภาวะ KCl 0.3M 

 7-8: SynMAT/pSyn_6 จากส่วน Soluble extract ของสภาวะปกติ    

 9-10: SynMAT/pSyn_6 จากส่วน Soluble extract ของสภาวะ NaCl 0.3M 

 11-12: SynMAT/pSyn_6 จากส่วน Soluble extract ของสภาวะ KCl 0.3M 

BG11 NaCl KCl BG11 NaCl KCl 

Crude extract Soluble extract 

  45 kDa 

31 kDa 

M    1      2       3      4      5      6  7       8      9      10      11    12 

MAT 33 kDa 
 



25 
 

บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

           จากการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย Synechococcus elongatus PCC7942 ทั้งสายพันธุ์ pSyn_6 vector 

และสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 ซึ่งมีการทำพันธุวิศกรรมให้มีการแสดงออกเกิน (Overexpression) ของ เอนไซม์ 

MAT ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด NaCl และ KCl โดยพบว่าภายใต้สภาวะแรกที่ความเข้มข้นของเกลือทั้ง

สองชนิดเป็น 0.35 M และทำการเลี ้ยงเป็นเวลา 7 วันนั ้นพบการฟอกจากสี (bleaching) ของเซลล์ไซยาโน

แบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ์ภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิด KCl  แต่ไม่พบการ bleaching ของไซยาโนแบคทีเรียทั้ง

สองสายพันธุ์ภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิด NaCl แต่อย่างไรก็ตามในเกลือชนิด NaCl นั้นพบว่าไซยาโนแบคทีเรีย

มีสีเขียวจางกว่าไซยาโนแบคทีเรียที่เลี้ยงภายใต้สภาวะปกติ ทั้งนี้อาจเนื่องจากความเข้มข้นที่ 0.35M และการเลี้ยง

เป็นเวลา 7 วันนั้นอาจเป็นสภาวะที่รุนแรงเกินไปในการเลี้ยงจึงพบการจางลงของสีและการ bleaching  หลังจาก

ลองปรับความเข้มข้นของเกลือลงเป็น 0.3 M รวมถึงการลดจำนวนวันในการเลี้ยงลงเป็น 5 วันสำหรับการเลี้ยง

ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือภาวะที่สองซ่ึงจากความผิดพลาดของผู้ทดลองทำให้มีเพียงผลของไซยาโนแบคทีเรีย

สายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 เท่านั้น พบว่าไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 ภายหลังการเลี้ยงไม่พบ

การ bleaching ของเซลล์เกิดขึ้นในเกลือทั้งสองชนิด โดยไซยาโนแบคทีเรียยังคงมีสีเขียวอยู่และเมื่อเปรียบเทียบ

ระหว่างเกลือชนิด NaCl และ KCl ของสภาวะนี้พบว่าที่เกลือชนิด KCl นั้นส่งผลให้สีของไซยาโนแบคทีเรียจางลง

มากกว่าสภาวะที่มีเกลือชนิด NaCl ซึ่งผลการทดลองที่ได้นี้แตกต่างจากงานวิจัยของ Janchot และคณะ ที่กล่าวว่า

เกลือชนิด NaCl นั้นมีความเป็นพิษต่อจุลสาหร่ายมากกว่าเกลือชนิด KCl จากการที่เกลือชนิด NaCl และ KCl 

สามารถเหนี่ยวนำให้เกิดอนุพันธุ์ออกซิเจนที่ว่องไว (ROS) ในสิ่งมีชีวิตดังกล่าวได้ 81% และ 50% ตามลำดับ รวม

ไปถึงในงานวิจัยนี้กล่าวว่า แคทไอออนของโพแทสเซียม จาก KCl ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในส่วนของคาร์บอน

เมแทบอลิซึมปฐมภูมิได้ แต่ไม่พบความสามารถในการเปลี่ยนแปลงคาร์บอนเมแทบอลิซึมปฐมภูมิดังกล่าวในเกลือ

ชนิด NaCl (Janchot และคณะ, 2019) จากการส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในส่วนของคาร์บอนเมแทบอลิซึม

ปฐมภูมิดังกล่าวอาจเป็นสาเหตุที่ทำให้เกิดการตอบสนองของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียในการศึกษาครั้งนี้แตกต่าง

จากในงานวิจัยของ Janchot และคณะ ที่ได้มีการใช้จุลสาหร่ายในการศึกษาคือ Chlorococcum sp. strain 

TISTR 9500 แต่ในการศึกษาครั้งนี้ได้มีการใช้จุลสาหร่ายคือ Synechococcus elongatus PCC7942 จากความ

แตกต่างในส่วนของชนิดของจุลสาหร่ายดังกล่าวอาจเป็นปัจจัยที่ทำให้ผลการทดลองในครั้งนี้แตกต่างจากใน

งานวิจัยของ Janchot และคณะ เนื่องจากแมทาบอลิซึมในจุลสาหร่ายต่างชนิดกันอาจมีความแตกต่างกันและ

ส่งผลให้เกิดการตอบสนองภายใต้เกลือชนิดเดียวกันแตกต่างกันได้ จากการสังเกตเพียงอย่างเดียวนั้นไม่สามารถ

ยืนยันการอยู่รอดของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียได้จึงได้มีการติดตามวัดค่าการเจริญและค่าปริมาณสารสีของไซยาโน

แบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ์โดยวิธีสเปคโตรโฟโตเมทรีร่วมด้วย 
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           โดยจากการวัดค่าการเจริญและสารสีด้วยวิธีสเปคโตรโฟโตเมทรีพบว่าภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือทั้ง

สองสภาวะของการเลี้ยงนั้นค่าการเจริญและปริมาณสารสียังคงน้อยกว่าที่วัดได้ในสภาวะปกติ  และในสภาวะ

เครียดจากเกลือชนิด NaCl พบว่าให้ผลของการเจริญและค่าปริมาณสารสีที่สูงกว่าในเกลือชนิด KCl ซ่ึงเมื่อทำการ

เปรียบเทียบค่าการเจริญรวมถึงค่าปริมาณสารสีภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิดเดียวกันของไซยาโนแบคทีเรียสาย

พันธุ์ SynMAT/pSyn_6 พบว่าที่ความเข้มข้นของเกลือ 0.3 M ของสภาวะที่สองให้ค่าสูงกว่าที่ 0.35 M ของ

สภาวะแรกทำให้สามารถกล่าวได้ว่าความเข้มข้นและชนิดของเกลือรวมถึงจำนวนวันในการเลี้ยงภายใต้ภาวะ

เครียดส่งผลต่อการอยู่รอดของเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย แต่ทั้งนี้สภาวะความเข้มข้นของเกลือที่ 0.3 M และการเลี้ยง

เป็นเวลา 5 วันนั้นยังไม่สามารถสรุปได้ว่าเป็นสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงที่สุดอาจจำเป็นต้องมีการทดลองหา

สภาวะอื่นๆที่เหมาะสมต่อไปในอนาคต ส่วนสำหรับค่าการเจริญและค่าปริมาณสารสีของไซยาโนแบคทีเรียสาย

พันธุ์ SynMAT/pSyn_6  ในสภาวะแรกที่สูงกว่าในไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ pSyn_6 vector ในทุกอาหารที่ใช้

เลี้ยงนั้นอาจเนื่องมาจากรงควัตถุในการสังเคราะห์ด้วยแสงของไซยาโนแบคทีเรียนั้นประกอบด้วยลิพิดและกรด

ไขมันต่างๆเป็นองค์ประกอบซึ่งเมื่อมีการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียภายใต้ภาวะเครียดจะส่งผลให้เกิดการทำลายรงค

วัตถุดังกล่าวเกิดขึ้น (Aizouq และคณะ, 2020) แต่จากการที่ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 นั้นมี

การ Overexpression ของเอนไซม์ MAT เอนไซม์ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการในการสังเคราะห์ลิพิด

และกรดไขมันต่างๆ ซึ่งอาจทำให้มีส่วนในการสังเคราะห์ลิพิดและกรดไขมันขึ้นทดแทนในส่วนที่ถูกทำลายได้จึง

ส่งผลให้ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 ยังคงมีค่าสารสีที่สูงกว่าในสายพันธุ์ pSyn_6 vector และ

จากการทีมีสารสีต่างๆที่สูงกว่าจึงอาจนำไปสู่การเกิดกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงที่เพ่ิมมากขึ้นและนำไปสู่การ

เจริญที่สูงขึ้นด้วย 

            สำหรับในส่วนของขนาดความยาวและลักษณะของเซลล์ไซยาโนแบคทีเร ีย  Synechococcus 

elongatus PCC7942 ทั้งสายพันธุ์ pSyn_6 vector และสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 พบว่าที่สภาวะแรกไซยา

โนแบคทีเรียภายใต้การเลี้ยงในอาหารที่มี NaCl 0.35 M นั้นส่งผลให้เซลล์มีความยาวเฉลี่ยที่เพิ่มขึ้นเมื่อทำการ

เปรียบเทียบกับสภาวะปกติทั้งสองสายพันธุ์ รวมถึงยังคงสังเกตเห็นเซลล์ที่มีสีเขียวได้อยู่ แต่สำหรับไซยาโน

แบคทีเรียภายใต้การเลี้ยงในอาหารที่มี KCl 0.35 M นั้นพบว่าเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ์มีความยาว

เฉลี่ยที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะปกติและพบการฟอกจากสีของเซลล์อย่างเห็นได้ชัดจากการไม่พบเซลล์เป็น

สีเขียว และสำหรับการเปรียบเทียบภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิดเดียวกันที่สภาวะแรกนี้พบว่าไซยาโนแบคทีเรีย

สายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 มีค่าความยาวเฉลี่ยที่เพิ่มขึ้นมากกว่าสายพันธุ์ pSyn_6 vector สำหรับสภาวะที่มี

เกลือชนิด NaCl โดยพบว่ามีความยาวที่เพิ่มขึ้นประมาณเกือบสองเท่าที่สภาวะนี้ และที่สภาวะเกลือชนิด KCl 

พบว่าไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 มีค่าความยาวเฉลี่ยลดลงน้อยกว่าสายพันธุ์ pSyn_6 vector 

สำหรับในส่วนของไซยาโนแบคทีเรียภายใต้สภาวะเครียดที่สองนั้นพบว่าแนวโน้มของค่าความยาวเฉลี่ยในไซยาโน

แบคทีเรียสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด NaCl 0.3 M นั้นมีค่าเพิ่มขึ้นประมาณ 
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2.5 เท่าเมื่อทำการเปรียบเทียบกับสภาวะปกติ และภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือชนิด KCl 0.3 M พบว่ามีการ

เพ่ิมข้ึนเช่นเดียวกันแต่น้อยกว่าภายใต้สภาวะเครียดจากเกลือชนิด NaCl 0.3 M นอกจากนีเ้ซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย

ทั้งสองสายพันธุ์ภายใต้เกลือทั้งสองชนิดที่สภาวะที่สองยังสามารถสังเกตเห็นเซลล์เป็นสีเขียวได้อย่างชัดเจน แต่

จากข้อผิดพลาดในการทดลองจึงทำให้ไม่มีผลในส่วนของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์  pSyn_6 vector จึงไม่

สามารถเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างไซยาโนแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ์ที่สภาวะนี้ได้ แต่อย่างไรก็ตามจาก

ข้อมูลที่ได้ทำให้สามารถสรุปได้ว่าชนิดของเกลือและความเข้มข้นของเกลือนั้นส่งผลให้เกิดความเปลี่ยนแปลงของ

ความยาวเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียได้โดยที่สภาวะที่สองภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือ NaCl 0.3 M เป็นเวลา 5 วันส่งผล

ให้มีการเพิ่มขึ้นของขนาดความยาวเซลล์ได้มากที่สุด ซึ่งขนาดของเซลล์ที่เพิ่มขึ้นหรือลดลงนั้นอาจส่งผลต่อการ

สังเคราะห์ลิพิดและไขมันที่อาจเพิ่มข้ึนหรือลดลงได้ ทั้งนี้อาจมีการศึกษาและวิเคราะห์เพ่ิมเติมในส่วนของลิพิดและ

ไขมันที่ผลิตได้ต่อไป 

             ในส่วนของการติดตามการแสดงออกของเอนไซม์ MAT ซึ ่งเป็นหนึ่งในเอนไซม์ที่มีความสำคัญใน

กระบวนการ Acyl-lipid เมแทบอลิซึม ด้วยวิธีเวสเทิร์น บลอททิง จากการที่ก่อนหน้านี้มีงานวิจัยกล่าวว่ายีนบาง

ยีนที ่เกี ่ยวข้องกับกระบวนการผลิต Acyl-lipid จะมีการแสดงออกที่เพิ ่มมากขั ้นเมื ่ออยู ่ภายใต้ภาวะเครียด 

(Babele และคณะ, 2019) โดยพบว่าจากการทดลองภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรกซึ่งความเข้มข้นของ

เกลือทั้งสองชนิดคือ 0.35 M และทำการเลี้ยงเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียทั้งสองชนิดเป็นเวลา 7 วันก่อนการสกัด

โปรตีนมาตรวจติดตามด้วยวิธีการดังกล่าว ภายหลังการทำเวสเทิร์น บลอททิง พบว่าไม่พบสัญญาณของโปรตีนที่

สนใจภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือทั้งสองชนิด ทั้งนี้อาจเกิดจากความเข้มข้นของเกลือและจำนวนวันที่ใช้ในการ

เลี้ยงภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือที่มากเกินไป ทำให้สภาวะดังกล่าวอาจไม่เหมาะสมต่อการแสดงออกของเอนไซม์ 

MAT และสำหรับผลการติดตามการแสดงออกของเอนไซม์ MAT ด้วยวิธีเวสเทิร์น บลอททิง ที่สภาวะที่สองซึ่งเป็น

สภาวะที่ได้มีการปรับลดค่าความเข้มข้นของเกลือและจำนวนวันที่ใช้ในการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียลงเป็น 0.3 M 

เป็นเวลา 5 วันนั้นพบว่าสามารถตรวจจับสัญญาณของแถบโปรตีนที่สนใจได้ซึ่งมีขนาดประมาณ 33 KD ได้ทั้งใน

ส่วนของ crude extract และ soluble extract รวมไปถึงทั้งจากสภาวะเกลือชนิด NaCl และ KCl โดยพบว่าที่

สภาวะเครียดจากเกลือ NaCl 0.3 M นั้นให้สัญญาณของแถบโปรตีนที่สนใจเข้มกว่าที่สภาวะเครียดจากเกลือชนิด 

KCl 0.3 M แต่อย่างไรก็ตามแถบโปรตีนที่สนใจดังกล่าวจากสภาวะเครียดจากเกลือทั้งสองชนิดยังคงให้แถบ

สัญญาณที่น้อยกว่าที่สภาวะปกติ จากผลการทดลองดังกล่าวทำให้สรุปได้ว่าเกลือชนิ ด NaCl นั้นส่งผลต่อการ

แสดงออกของเอนไซม์ MAT ได้ดีกว่า เกลือชนิด KCl แต่อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้นของเกลือ 0.3 M นั้นอาจยัง

ไม่เหมาะสมต่อการเหนี่ยวนำให้มีการเพิ่มการแสดงออกของเอนไซม์ MAT ซึ่งจำเป็นต้องมีศึกษาและปรับในส่วน

ของความเข้มข้นของเกลือหรือจำนวนวันที่ใช้ในการเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียต่อไปในอนาคต 

             ทั้งนี้สำหรับแผนงานในอนาคตเพ่ิมเติมที่อาจช่วยให้สามารถมีความรู้ความเข้าใจในส่วนของ Acyl-lipid 

ที่ผลิตได้จากไซยาโนแบคทีเรียภายใต้การเหนี่ยวนำด้วยภาวะเครียดจากเกลือทั้งสองชนิดนั้นอาจสามารถทำได้โดย
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อ้างอิงวิธีการศึกษาลิพิตในไซยาโนแบคทีเรียจากงานวิจัยของ Aizouq และคณะ ที่ได้มีการศึกษาวิเคราะห์ชนิด

ของลิพิดที ่ได้จากไซยาโนแบคทีเรียด้วย Q-TOF mass spectrometer และ Thin layer chromatography 

(TLC) ซึ่งจะช่วยให้สามารถจำแนกชนิดของลิพิตและกรดไขมันมันอิสระที่ผลิตได้จากไซยาโนแบคทีเรีย 

 

ข้อเสนอแนะ 

            เนื่องจากสถานการณ์การแพร่ระบาดของโรค Covid-19 ที่เกิดขึ้นทำให้ทางผู้วิจัยไม่สามารถปฏิบัติการ

ทดลองได้ตามปกติ จึงทำให้ขาดผลการทดลองในส่วนของการแก้ไขข้อผิดพลาดที่เกิดจากการเลี้ยงไซยาโน

แบคทีเรียสายพันธุ์ pSyn_6 vector ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะที่สอง โดยหากได้มีการแก้ไขในส่วน

ดังกล่าวและได้มีการทดสอบทางสรีรวิทยาและการแสดงออกของเอนไซม์ MAT ที่สภาวะนี้ได้สำเร็จ ผลที่คาดว่า

จะได้รับคือ ในส่วนของค่าการเจริญและปริมาณสารสีนั้นต่ำกว่าในสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 เมื่อเปรียบเทียบ

ภายใต้การเลี้ยงด้วยเกลือชนิดเดียวกัน ต่อมาในส่วนผลค่าความยาวของเซลล์นั้นคาดว่ามีค่าความยาวที่เพิ่มขึ้น

ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือทั้งสองชนิดแต่ต่ำกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ SynMAT/pSyn_6 ภายใต้เกลือ

ชนิดเดียวกัน และในส่วนของเวสเทิร์น บลอททิง นั้นไม่สามารถตรวจจับสัญญาณได้แช่นเดียวกับท่ีสภาวะแรก โดย

ผลการทดลองที่คาดว่าจะได้รับนี้อ้างอิงจากผลที่ได้ในสภาวะแรก  
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ภาคผนวก ก. 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ BG11 +10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ของยา Spectinomycin ปริมาตร 1 ลิตร สำหรับเลี้ยง 
Synechococcus elongatus PCC7942ภายใต้ภาวะปกติ  

 

สารละลาย BG11 

NaNO3         1.5 กรัม 

K2HPO4         0.04 กรัม 

MgSO4.7H2O        0.075 กรัม 

CaCl2.2H2O        0.036 กรัม 

Na2CO3         0.02 กรัม 

EDTA.2Na        0.01 กรัม 

Citric acid        0.006 กรัม 

Ferric ammonium citrate      0.006 กรัม 

สารละลายแร่ธาตุ 

 H3BO3         2.83 กรัม 

 MnCl2.4H2O        1.81 กรัม 

 ZnSO4.7H2O        0.22 กรัม 

 Na2MoO4.2H2O        0.39 กรัม 

 CuSO4.5H2O        0.079 กรัม 

 Co(NO3)2.6H2O        0.049 กรัม 

ยาปฏิชีวนะ 

        Spectinomycin                                                                           10.00    ไมโครลิตร 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสำหรับเลี้ยง Synechococcus elongatus PCC7942 ภายใต้ภาวะเครียดจากเกลือ 

ปริมาตร 1 ลิตร 

 

ภาวะเครียดจากเกลือ NaCl 0.35 โมลาร์ 

      สารละลาย BG11                                                                         ตามสูตรในสภาวะปกติ 

      สารละลายแร่ธาตุ                                                                         ตามสูตรในสภาวะปกติ 

      NaCl                                                                                        20.45     กรัม 

      ยาปฏชิีวนะ Spectinomycin                                                            10.00    ไมโครลิตร 

 

ภาวะเครียดจากเกลือ NaCl 0.3 โมลาร์ 

      สารละลาย BG11                                                                         ตามสูตรในสภาวะปกติ 

      สารละลายแร่ธาตุ                                                                         ตามสูตรในสภาวะปกติ 

      NaCl                                                                                        17.53    กรัม 

      ยาปฏชิีวนะ Spectinomycin                                                           10.00    ไมโครลิตร 

 

ภาวะเครียดจากเกลือ KCl 0.35 โมลาร์ 

      สารละลาย BG11                                                                         ตามสูตรในสภาวะปกติ 

      สารละลายแร่ธาตุ                                                                         ตามสูตรในสภาวะปกติ 

      KCl                                                                                          26.09    กรัม 

      ยาปฏชิีวนะ Spectinomycin                                                           10.00    ไมโครลิตร 
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ภาวะเครียดจากเกลือ KCl 0.3 โมลาร์ 

      สารละลาย BG11                                                                         ตามสูตรในสภาวะปกติ 

      สารละลายแร่ธาตุ                                                                         ตามสูตรในสภาวะปกติ 

      KCl                                                                                          22.37    กรัม 

      ยาปฏชิีวนะSpectinomycin                                                            10.00    ไมโครลิตร 

ผสมส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน หากต้องการเตรียมเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เติมผงอะกาโรส 12 กรัม แล้วเติมน้ำ
ปราศจากไอออน 1 ลิตร จากนั้นนำไปฆ่าเชื้อภายในตู้อบฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ถ้าต้องการใส่ยาปฏิชีวนะ ต้องใส่ขณะที่อาหารมีอุณหภูมิอุ ่น ซึ่งความเข้มข้น
สุดท้ายของยาปฏิชีวนะคือ 10 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข. 

วิธีการเตรียมสารเคมีสำหรับทำโซเดียมซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (SDS-PAGE) 

1. 30% อะคริลาไมด์ และ 0.8 บิสอะคริลาไมด์ (bis acrylamide) 

    อะคริลาไมด์        29.2 กรัม 

    N, N’ เมทิลลีน บิส อะคริลาไมด์      0.8 กรัม 

    ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้ำปราศจากไอออนให้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร 

2. สารละลายบัฟเฟอร์ ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ pH 8.8 

    Trisma base (C4H11NO3)      18.17 กรัม 

ละลาย Trisma base ในน้ำปราศจากไอออนปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับค่า pH ของสารละลายให้
เท่า8.8ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร 

3. สารละลายบัฟเฟอร์ ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 6.8 

    Trisma base (C4H11NO3)      6.06 กรัม 

  ละลาย Trisma base ในน้ำปราศจากไอออนปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับค่า pH ของสารละลายให้
เท่ากับ  6.8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายบัฟเฟอร์ ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 8.0 

    Trisma base (C4H11NO3)      1.21 กรัม 

ละลาย Trisma base ในน้ำปราศจากไอออนปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับค่า pH ของสารละลายให้
เท่ากับ 8.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 % 

    โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS)      15 กรัม 

    น้ำปราศจากไอออน       150 มิลลิลิตร 

6. สารละลายเซพาเรติงเจล (Separating gel) ความเข้มข้น 10% 

   น้ำปราศจากไอออน       7.12 มิลลิลิตร 

   สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ pH 8.8  4.5 มิลลิลิตร 

   10% SDS        180 ไมโครลิตร 
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    30% อะคริลาไมด์       6 มิลลิลิตร 

    TEMED        15 ไมโครลิตร 

    APS (Ammonium persulphate)     50 ไมโครลิตร 

7. สารละลายสแต็กกิงเจล (Stacking gel) ความเข้มข้น 5% 

    น้ำปราศจากไอออน       2.8 มิลลิลิตร 

    สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ pH 8.8  1.25 มิลลิลิตร 

    10% SDS        50 ไมโครลิตร 

    30% อะคริลาไมด์       0.83 มิลลิลิตร 

    TEMED        5 ไมโครลิตร 

    APS (Ammonium persulphate)     50 ไมโครลิตร 

8. สารละลายบัฟเฟอร์โปรตีนตัวอย่าง 4X (4X protein loading buffer) 

    สารละลาย Tris-HCl ควาเข้มข้น 1 โมลาร์ pH 6.8    0.6 มิลลิลิตร 

    2-Mercaptoethanol       0.5 มิลลิลิตร 

    10% SDS        2 มิลลิลิตร 

    1% บรอมฟีนอลบลู       1 มิลลิลิตร 

    50% กลีเซอรอล       5 มิลลิลิตร 

    น้ำปราศจากไอออน       0.9 มิลลิลิตร 

9. สารละลายรันนิ่งบัฟเฟอร์ 10X (10X Running buffer) 

    Trisma base (C4H11NO3)      30.2 กรัม 

    ไกลซีน         144 กรัม 

    โซเดียมลอริลซัลเฟต (Sodium lauryl sulfate)    10 กรัม 

    ผสมสารแต่ละชนิดให้เข้ากันด้วยน้ำปราศจากไอออนปริมาตร 1 ลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง        
ก่อนนำสารละลายไปใช้ ต้องเจือจางให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1X ด้วยน้ำกลั่นปลอดประจุ 
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ภาคผนวก ค. 

กราฟมาตรฐานโปรตีน  

สำหรับวัดความเข้มข้นของโปรตีนในวิธี แบรดฟอร์ด 

 

1. ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะแรกท่ีความเข้มข้นของเกลือ 0.35 โมลาร์ 
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2. ภาวะเครียดจากเกลือสภาวะที่สองที่ความเข้มข้นของเกลือ 0.3 โมลาร์ 
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ภาคผนวก ง. 

วิธีการเตรียมสารเคมีสำหรับทำเวสเทิร์น บลอททิง 

1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน 1X (Phosphate buffer saline: PBS) pH 7.4 

    NaCl         8 กรัม 

    KCl         0.2 กรัม 

    Na2HPO4         1.44 กรัม 

    KH2PO4         0.24 กรัม 

                ละลายด้วยน้ำปราศจากไอออนปลอดประจุ ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้ได้ 7.4 ด้วย HCl หรือ 
NaOH แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

2. สารละลาย 0.1% Tween 20 ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน 1X 

    Tween 20        1 มิลลิลิตร 

    สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน 1X     1 ลิตร 

3. Blocking solution 

    ผง Skim milk        5 กรัม 

    สารละลาย 0.1% Tween 20 ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน 1X 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายบัฟเฟอร์เวสเทิร์นบลอททิง 

    Tris base        3 กรัม  

    ไกลซีน         14.4 กรัม 

    เมธานอล        200 มิลลิลิตร 

    น้ำปราศจากไอออน       800 มิลลิลตร 
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