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53401208 : สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพ 
ค าส าคญั :  เมทธิลพาราไธออนไฮโดรเลส/ยนี mpdB/การหลัง่เอนไซมอ์อกนอกเซลล ์
  เมธสั  สวนจนัทร์ : การโคลนและการแสดงออกของยนี mpdB ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ย 
ยาฆ่าแมลงเมทธิลพาราไธออน โดยใช้พาหะท่ีออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีน.อาจารยท่ี์ปรึกษา
วิทยานิพนธ์ : ผศ.ดร.เจษฎาวรรณ  วิจิตรเวชการ , ผศ.ดร.บุษราภรณ์  งามปัญญา และ อ.ดร. 
รุจิกาญจน์  นาสนิท.  125 หนา้. 
 

ยาฆ่าแมลงเมทธิลพาราไธออน (methyl parathion; MP) จดัเป็นสารท่ีมีความเป็นพิษสูงเป็น
อนัตรายต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม ในประเทศไทยมีการคน้พบเช้ือ Burkholderia cepacia ท่ีสามารถผลิต
เอนไซมเ์มธิลพาราไธออนไฮโดรเลส (methyl parathion hydrolase; MPH) โดยไดมี้การโคลนยนี mpdB 
และท าการแสดงออกใน E. coli แต่อย่างไรก็ตามการไดม้าซ่ึงเอนไซมท์ าไดย้าก เน่ืองจากขอ้เสียบาง
ประการของการผลิตเอนไซมภ์ายในเซลล ์เช่น เอนไซมท่ี์ไดจ้ะอยูใ่นรูปของโปรตีนท่ีไม่ละลายน ้ า และยงั
ตอ้งการกระบวนการในการแตกเซลล ์ซ่ึงเป็นวิธีการท่ียุง่ยากซบัซอ้น   ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีความสนใจท่ี
จะศึกษาการผลิตเอนไซม ์MPH โดยการหลัง่ออกสู่ periplasmic space หรือสู่อาหารเล้ียงเช้ือ โดยท าการ
โคลนยนี mpdB เขา้สู่พลาสมิด pHisFlag-1 ซ่ึงเป็นพาหะท่ีออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีนออกสู่ periplasmic 
space ท่ีมีการเติมล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีสร้าง polyhistidine ซ่ึงจะช่วยให้ง่ายต่อการแยกบริสุทธ์ิโปรตีน 
และการแสดงออกใน E. coli   จากการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม ์MPH โดยวิธี microtiter plate MPH 
assay พบว่ารีคอมบิแนนทโ์คลนท่ีไดมี้การแสดงออกและผลิตเอนไซม ์MPH ท่ีสามารถยอ่ยสลาย MP  
ไดเ้ป็นสีเหลืองของพาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol; PNP)   ท าการตรวจสอบความสามารถในการ
แสดงออกของเอนไซม ์MPH ท่ีหลัง่ออกนอกเซลล ์โดยทดสอบบนอาหารแขง็ MP agar ท่ีมี MP พบว่า
ปรากฏสีเหลืองของ PNP รอบๆ โคโลนี (yellow halo) ของรีคอมบิแนนท์โคลน แสดงให้เห็นว่า 
รีคอมบิแนนทโ์คลนท่ีไดมี้ความสามารถในการผลิตเอนไซม ์MPH ใหห้ลัง่ออกนอกเซลล ์  เอนไซม ์MPH 
ท่ีไดจ้ากส่วนของ periplasmic space และอาหารเล้ียงเช้ือ ถูกท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้ cobalt column พบว่า
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิท่ีไดมี้ค่า specific activity เท่ากบั 9.03 และ 3.44 U/mg ตามล าดบั และมีขนาดประมาณ 
36 kDa ซ่ึงเป็นขนาดของเอนไซม ์MPH ท่ีมีขนาดประมาณ 35 kDa รวมอยูก่บั polyhistidine-tag ท่ีมีขนาด
ประมาณ 0.84 kDa   จากการวิเคราะห์ดว้ย zymogram analysis ปรากฏแถบสีเหลืองของ PNP ท่ีต  าแหน่ง
ของแถบโปรตีนขนาด 36 kDa  จึงยนืยนัไดว้า่แถบโปรตีนนั้นเป็น MPH จริง 
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 MATHUS SUANJAN : CLONING AND EXPRESSION OF mpdB GENE RESPONSIBLE FOR 
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 Methyl parathion (MP) pesticide widely used in many developing countries is 
highly toxic, imposing threats to human health and environment. The MP-degrading 
Burkholderia cepacia indigenous to Thailand have been reported to produce methyl parathion 
hydrolase (MPH), an enzyme capable of degrading this insecticide. Its gene, mpdB, was 
previously cloned in E. coli, and the expression, purification and characterization of the 
recombinant MPH were performed. However, because of some difficulties and disadvantages 
of intracellular enzyme production such as protein insolubility and complicated cell lysis, this 
research then aims at an attempt to secrete MPH into either periplasmic space or culture 
medium. This was done by subcloning the mpdB gene into E. coli using expression vector 
pHisFlag-1, a vector designed for periplasmic expression. The coding sequence for 
polyhistidines added to its C-terminus would allow easier purification by metal affinity column. 
Using microtiter plate MPH assay, the recombinant clone was shown to produce MPH with 
enzymatic activity for degrading MP to the yellow-colored hydrolytic product, p-nitrophenol 
(PNP). The expressed enzyme was observed as yellow halo around the colony on MP agar 
plate assay, indicating the secretion of MPH. The recombinant MPH, as a polyhistidine C-
terminal fusion protein, were separated from periplasmic fraction and culture medium fractions 
and purified by cobalt column. The specific activities of these purified proteins are 9.03 and 
3.44 U/mg protein, respectively. The purified recombinant MPH was shown to have the 
molecular weight of about 36 kDa, corresponding to the 35 kDa of MPH and 0.84 kDa of 
polyhistidine-tag. The zymogram analysis revealed yellow color at the position of the 36-kDa 
protein band, confirming that the band was MPH.  
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

ความส าคญัและที่มาของปัญหา 
        ปัจจุบนัทัว่โลกไดใ้ห้ความส าคญักบัความปลอดภยัดา้นอาหารเป็นอย่างมาก ประเทศไทย 
ซ่ึงอยูภ่ายใตร้ะบบเกษตรเชิงพาณิชย ์ท่ีเนน้การส่งออกไปยงัต่างประเทศจึงจ าเป็นตอ้งเตรียมความ
พร้อมท่ีจะปฏิบติัตามกฎเกณฑ์ดา้นการผลิตสินคา้ให้ไดม้าตรฐานและคุณภาพเป็นท่ียอมรับใน
ระดับสากล อย่างไรก็ตามในช่วงหลายสิบปีท่ีผ่านมา ยาฆ่าแมลงในกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต 
(organophosphate; OP) ไดแ้ก่ เมทธิลพาราไธออน (methyl parathion; MP) ไดถู้กน ามาใชอ้ยา่ง
กวา้งขวางในบริเวณท่ีเป็นแหล่งเกษตรกรรมของไทย โดยใชเ้ป็นยาฆ่าแมลง (insecticide) ยาฆ่าเช้ือ
รา (fungicides) และสารก าจดัศตัรูพืช (pesticide) ซ่ึงการใชส้ารเหล่าน้ีในภาคเกษตรกรรมมีปริมาณ
มากข้ึนอย่างต่อเน่ือง จึงส่งผลให้สารพิษเหล่าน้ีตกคา้งในส่ิงแวดลอ้มทั้งแหล่งดิน แหล่งน ้ า และ 
ในผลิตผลทางการเกษตร ซ่ึงจะส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจและการส่งออกสินคา้เกษตรของไทย 
(Konstantinou และคณะ, 2006;  Siddavattam และคณะ, 2006; Yang และคณะ, 2008) ดงันั้นจึง
จ าเป็นตอ้งมีการตรวจสอบผลิตผลและผลิตภณัฑเ์กษตรใหมี้คุณภาพตามมาตรฐานสากล ซ่ึงวิธีการ
ก าจดั และ/หรือ ตรวจสอบการตกคา้งของยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ี โดยวิธีทางชีวภาพเป็นวิธีหน่ึงท่ีมี
ประสิทธิภาพสูง ง่าย ราคาถูก และมีความปลอดภยัสูงเม่ือเทียบกบัวิธีทางเคมี ในประเทศไทยมีการ
คน้พบเช้ือ Burkholderia cepacia ท่ีไดจ้ากการคดัแยก (isolation) จากดิน ซ่ึงมียนี mpdB ท่ีสามารถ
ผลิตเอนไซมเ์มทธิลพาราไธออนไฮโดรเลส (methyl parathion hydrolase; MPH) (Keprasertsup 
และคณะ, 2001) โดยไดมี้การโคลนยนี mpdB เขา้สู่พลาสมิด pGEX-6P-1 และท าการแสดงออกใน 
E. coli ซ่ึงเอนไซม ์MPH ท่ีไดน้ี้ถูกน ามาศึกษาต่อเพื่อการประยกุตใ์ชใ้นการตรวจสอบการตกคา้ง
ของยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ี เช่น น ามาสร้างเป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจวดัยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OP 
ท่ีมีความจ าเพาะสูง (Wongthianlai และคณะ, 2007; Anh และคณะ, 2011; Ekkhunnatham และคณะ
, 2010; Ekkhunnatham และคณะ, 2012) แต่อยา่งไรก็ตามการไดม้าซ่ึงเอนไซมท์ าไดย้าก เน่ืองจาก
การผลิตเอนไซมภ์ายในเซลล ์(intracellular production) จะท าใหเ้อนไซมท่ี์ไดอ้ยูใ่นรูปของโปรตีน
ท่ีไม่ละลายน ้ า (inclusion body) หรือเอนไซมอ์าจถูกย่อยสลายโดยเอนไซม ์protease และยงั
ตอ้งการกระบวนการในการแตกเซลล์ (cell lysis)  ซ่ึงเป็นวิธีการท่ียุ่งยากซับซ้อน รวมทั้ ง 
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เสียค่าใชจ่้ายในการท าให้เสียสภาพของโปรตีน (denaturation) และกระบวนการ refold โปรตีน
ก่อนการท าบริสุทธ์ิ (Suppaluknaree และคณะ, 2007) ดงันั้นผลผลิตสุดทา้ยท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิ
จึงมีปริมาณท่ีต ่า (Ekkhunnatham และคณะ, 2012) มีหลายเทคนิคท่ีพฒันาเพื่อแกไ้ขปัญหาเหล่าน้ี
โดยเทคนิคหน่ึง ไดแ้ก่ การหลัง่โปรตีนออกสู่ periplasmic space หรืออาหารเล้ียงเช้ือ (culture 
medium) (Yoon และคณะ, 2010) งานวิจยัน้ีจึงไดท้  าการศึกษาเพื่อแกไ้ขปัญหาดงักล่าวขา้งตน้ โดย
การผลิตรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์MPH ใหห้ลัง่โปรตีนออกนอกเซลลข์อง E. coli  ซ่ึงการหลัง่ของ
โปรตีนออกนอกเซลลน้ี์จะอาศยัการท างานของ signal peptide (Choi and Lee, 2004; Mergulhao 
และคณะ, 2005; Yoon และคณะ, 2010) ขอ้ดีของกระบวนการน้ีคือ รีคอมบิแนนทเ์อนไซมท่ี์ไดจ้ะมี
ผลผลิต และมีกิจกรรมของเอนไซม ์(activity) ท่ีสูง มีความเสถียร (stability) สูง มีการละลาย 
(solubility) ท่ีดี และมีปริมาณผลผลิตท่ีสูง รวมทั้งง่ายต่อการท าบริสุทธ์ิเน่ืองจากใน periplasmic 
space มีโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีปนเป้ือนอยูต่  ่า อีกทั้งภายใน periplasmic space จะพบ protease activity 
ต ่ากวา่ไซโตพลาสซึมมาก (Choi and Lee, 2004; Yamabhai และคณะ, 2008) แต่อยา่งไรก็ตามยงัไม่
มีการศึกษาท่ีเก่ียวข้องกับการผลิตและการหลั่งเอนไซม์ MPH ออกนอกเซลล์ในระบบการ
แสดงออกของ E. coli เท่าใดนกั ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดท้  าการศึกษาการโคลนและการแสดงออก
ของยนี mpdB จากเช้ือ Burkholderia cepacia ใน E. coli เพื่อใหเ้กิดการหลัง่ของเอนไซม ์MPH ออก
นอกเซลล ์ซ่ึงจะสามารถน ามาใชเ้ป็นแหล่งในการผลิตเอนไซม ์MPH ท่ีมีประสิทธิภาพสูง ง่ายต่อ
การน าไปใช ้และช่วยลดตน้ทุนในการผลิตเอนไซมน้ี์ได ้เพื่อประโยชน์ในการน าเอนไซมท่ี์ไดจ้าก
งานวิจัยมาพฒันาต่อยอดเป็นนวตักรรมและผลิตภัณฑ์ท่ีจะช่วยตรวจสอบ หรือก าจัด/ลดการ
ปนเป้ือนของยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ี ในแหล่งทรัพยากรดินและน ้ าใหอ้ยูใ่นสภาพสมดุลเป็นการรักษา
สภาพแวดลอ้มให้เกิดความยัง่ยืนต่อไปในอนาคต และเป็นการเพิ่มคุณภาพผลผลิตทางการเกษตร
ใหมี้มาตรฐานเพียงพอในการส่งออก ซ่ึงจะก่อใหเ้กิดความปลอดภยัอาหารดา้นพืช และเป็นการเพิ่ม
มูลค่าสินคา้เกษตรไดอี้กดว้ย 

 
วตัถุประสงค์ 
        1. เพื่อท าการโคลนยนีเมทธิลพาราไธออนไฮโดรเลส (mpdB gene) ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่า
แมลงเมทธิลพาราไธออน (MP) โดยใชพ้าหะท่ีออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีนได ้

2. เพื่อศึกษาการผลิตและแยกบริสุทธ์ิเอนไซมเ์มทธิลพาราไธออนไฮโดรเลส (MPH) ท่ีเกิดจาก
การแสดงออกของโคลน mpd ลูกผสม 
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ขอบเขตงานวจิัย 
        1. ศึกษาการโคลนยนียอ่ยสลายเมทธิลพาราไธออน (mpdB gene) ใน E. coli โดยใชพ้าหะท่ี
ออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีน 
        2. ศึกษาการแสดงออกและการหลัง่เอนไซมเ์มทธิลพาราไธออนไฮโดรเลส ออกนอกเซลลใ์น 
E. coli 
        3. ศึกษาการผลิตและแยกบริสุทธ์ิเอนไซม์เมทธิลพาราไธออนไฮโดรเลส จากโคลน mpdB 
ลูกผสม 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
        นกัวิจยัสามารถผลิตเช้ือท่ีไดรั้บการถ่ายโอนโคลน mpdB ลูกผสม โดยใชพ้าหะท่ีออกแบบเพื่อ
การหลัง่เอนไซม ์MPH และสามารถผลิตและหลัง่เอนไซม ์MPH จากโคลน mpdB ลูกผสม ซ่ึงง่าย
ต่อการท าบริสุทธ์ิ มีการละลาย (solubility) ท่ีดี และมีกิจกรรมของเอนไซมท่ี์สูงได ้

หากสามารถโคลนยีน mpdB น้ี ซ่ึงมีคุณสมบติัในการย่อยสลายยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OP  
และสามารถท าใหเ้อนไซม ์MPH ท่ีผลิตจากยนี mpdB หลัง่ออกมาจากโคลน กจ็ะน ามาใชเ้ป็นแหล่ง
ในการผลิตเอนไซม ์MPH ท่ีมีประสิทธิภาพสูง ง่ายต่อการน าไปใช ้และช่วยลดตน้ทุนในการผลิต
เอนไซม์น้ีได้ ก็จะเป็นความส าเร็จท่ีส าคญั ซ่ึงท าให้ง่ายต่อการน าไปประยุกต์ใช้ในการก าจัด  
และ/หรือ ตรวจสอบการตกคา้งของยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ีท่ีปนเป้ือนอยูใ่นแหล่งทรัพยากรดินและน ้า
ให้อยูใ่นสภาพสมดุลเป็นการรักษาสภาพแวดลอ้มให้เกิดความยัง่ยืนต่อไปในอนาคต และเป็นการ
เพิ่มคุณภาพผลผลิตทางการเกษตรใหเ้ป็นไปตามมาตรฐานการส่งออก อนัเป็นการเพิ่มมูลค่าผลิตผล
ทางดา้นการเกษตรอีกทางหน่ึงดว้ย  
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 
 

1. ยาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนฟอสเฟต (Organophosphate Insecticides) 
        ออร์กาโนฟอสเฟต (organophosphate; OP) เป็นยาฆ่าแมลงท่ีนิยมใชก้นัอย่างแพร่หลายใน
ประเทศเกษตรกรรม โดยเป็นยาฆ่าแมลงกลุ่มใหญ่ท่ีสุดท่ีใชใ้นปัจจุบนั   แทนท่ียาฆ่าแมลงประเภท
ออร์กาโนคลอรีน (organochlorine insecticides)   เน่ืองจากมีความสามารถในการฆ่าแมลงไดอ้ยา่ง
กวา้งขวางมากกว่ายาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนคลอรีน และไม่มีความคงทน อย่างไรก็ตามยาฆ่า
แมลงประเภทน้ีมีความเป็นพิษต่อมนุษยแ์ละสัตว์มีกระดูกสันหลงัสูงกว่ายาฆ่าแมลงประเภท
ออร์กาโนคลอรีน และเม่ือเปรียบเทียบปัญหาการเกิดภาวะเป็นพิษจากสารเคมีทางการเกษตรแลว้ 
OP จดัเป็นสาเหตุอนัดบัตน้ๆ ของปัญหาดงักล่าว ทั้งยงัเป็นปัญหาท่ีพบบ่อยและเป็นสาเหตุท่ีมีอตัรา
การตายสูง (ดีพร้อม  ไชยวงศเ์กียรติ, 2527 และ Perry  และคณะ,1998) 

  1.1 สูตรโครงสร้างของยาฆ่าแมลงประเภท OP  
ยาฆ่าแมลงประเภท OP มีสารอินทรียท่ี์มีฟอสฟอรัสเป็นองคป์ระกอบส าคญั 

โดยมีสูตรโครงสร้างทัว่ไป (general structure) ดงัน้ี 
 

 
 
ภาพท่ี 1 สูตรโครงสร้างทัว่ไปของยา่ฆ่าแมลงประเภท OP                                                              
ท่ีมา: http://www.ams.ac.ir/AIM/08111/0015.html 
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1.2 คุณสมบัติของสาร OP ซ่ึงจะมีฤทธ์ิฆ่าแมลงได้ 
      จากสูตรโครงสร้างในภาพท่ี 1 สามารถอธิบายถึงคุณสมบติัของสาร OP ท่ีจะมีฤทธ์ิเป็น 

ยาฆ่าแมลงได ้ดงัน้ี 
1.2.1 ซลัเฟอร์หรือออกซิเจนตอ้งเช่ือมโดยตรงกบัฟอสฟอรัส   ซ่ึงมีวาเลนซีเป็นห้า 

(pentavalent phosphorus) 
1.2.2 R1 และ R2 ตอ้งเป็นกลุ่มอลัคอกซี (alkoxy), อลัคิล (alkyl) หรือ อะมิโน (amino) 
1.2.3 X คือ กลุ่มเอซิล (acyl) ตอ้งเป็นกลุ่มท่ีมีประจุลบในกรดอินทรีย ์หรืออนินทรีย ์  เช่น    

ฟลูโอรีน (fluorine), ไซยาเนท (cyanate), ไธโอไซยาเนท (thiocyanate)   หรือตอ้งเป็นส่วนหน่ึงของ
กรด   เช่น ส่วนอีนอล (enol), เมอแคบโต (mercapto) เป็นตน้ 

 1.3 ประเภทของยาฆ่าแมลงประเภท OP 
ยาฆ่าแมลงประเภท OP แบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
1.3.1 กลุ่มไดเมททอ็กซี (dimethoxy)   ยาฆ่าแมลงประเภท OP กลุ่มน้ี เป็นสารแปร 

(derivative) ได้โดยง่ายของกรดฟอสฟอริกท่ีประกอบด้วยโซ่คาร์บอนสั้ นๆ ต่อเน่ืองกันใน 
ทางตรง โดยมีสูตรโครงสร้างหลกัของยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ี ดงัแสดงในรูปท่ี 2 (A) ซ่ึงไดแ้ก่  
มาลาไธออน (malathion),  ไตรคลอร์ฟอน (trichlorfon),  โมโนโครฟอส (monochlophos),  คาร์-
โบฟีโนไธออน (carbophenothion),  คูมาฟอส (coumaphos),  ครูฟอเมต (crufomate) , ไดคลอร์วอส 
(dichlorvos),   เฟนไธออน (fenthion),  เมวินฟอส (mevinphos),  รอนเนล (runnel)   และฟอสฟา- 
มิดอน (phosphamidon)   มีการน ามาลาไธออนมาใชใ้นครัวเรือนและสัตวเ์ล้ียง   ไตรคลอร์ฟอนใช้
ในทางการเกษตรกบัพืชและการควบคุมแมลงวนัในฟาร์ม   ยาฆ่าแมลงกลุ่มน้ีมีสารดูดซึมมาก   เช่น    
ไดเมโธเอท (dimethoate),  ไดโครโตฟอส (dicrotophos),  และไดซลัโฟตอน (dicylphoton)    

1.3.2 กลุ่มไดเอททอ็กซี (diethoxy)   ยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ีมีสูตรโครงสร้างหลกั   ดงัแสดงใน
รูปท่ี 2 (B)   ยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ีจะมีความคงทนสูงกว่าและมีพิษตกคา้งนานกว่ายาฆ่าแมลงใน
กลุ่มไดเมททอ็กซี   ตวัอยา่งยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ีคือ   ดีมีตอน (demeton), ไดอาซีนอน (diazinon), 
โฟเรต (phorate)   และทีอีพีพี (TEPP) 
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ภาพท่ี 2 ตวัอยา่งสูตรโครงสร้างของยาฆ่าแมลงประเภท OP 

A ไดเมททอ็กซี (dimethoxy) 
B ไดเอททอ็กซี (diethoxy) 

 
 1.4 ระดับอนัตรายของยาฆ่าแมลงประเภท OP 

          ปัจจุบนัน้ีมีการผลิตยาฆ่าแมลงประเภท OP ในรูปแบบการคา้ประมาณ 100  
ชนิด   แบ่งตามระดบัอนัตรายโดยใชค่้าแอลดี 50 (LD50) เป็นเกณฑ ์  ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1 ระดบัอนัตรายของยาฆ่าแมลงประเภท OP 
ประเภท ระดบัอนัตราย ค่าแอลดี 50 ส าหรับหนู (mg/kg) 

พิษทางปาก พิษทางผวิหนงั 

ยาผง ยาน ้า ยาผง ยาน ้า 

Ia 

Ib 

II 

III 

อนัตรายร้ายแรงท่ีสุด 

อนัตรายร้ายแรงสูง 

อนัตรายร้ายแรงปานกลาง 

อนัตรายต ่า 

<5 

5-50 

50-500 

>500 

<20 

20-200 

200-2,000 

>2,000 

<10 

10-100 

100-1,000 

>1,000 

<40 

40-400 

400-4,000 

>4,000 

ท่ีมา: ดีพร้อม ไชยวงศเ์กียรติ, 2527  
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ตัวอย่างของยาฆ่าแมลงประเภททีมี่อนัตรายร้ายแรงทีสุ่ด   ไดแ้ก่ 
1. ออลลิคาร์บ   เช่น   เทมิค 
2. เดมีตอน   เช่น   ซิสตอ๊กซ์,   ,โซลวิเร็กซ์    
3. ไดซลัโฟตอน   เช่น   ไดซีสตอน,   โซลิวเร็กซ์,   ไธโอเดมิตอน 
4. เมวินฟอส   เช่น   ฟอสดริน,   ฟีนิฟอส,   ฟอสฟีน 
5. พาราไธออน   เช่น   โฟลิดอล  อี 605,   พาราดอล,   พาราทอ็กซ์ 
6. ฟอเรท   เช่น   ไธเมท,   แกรนนูทอ็กซ ์
7. ชราดาน   หรือ   โอเอมพีเอ   เช่น   ไดแพค,   เพสต๊อกซ์ 3,   ไซแตม 
8. เทพพ ์  เช่น   ฟ๊อสเวกซ์,   นีฟอส,   คิลเลกซ์ 
9. ไธโอนาซีน   เช่น   ไซเนม,   นีมาฟอส,   ซีโนฟอส 

ตัวอย่างของยาฆ่าแมลงประเภททีมี่อนัตรายร้ายแรงสูง   ไดแ้ก่ 
1. ออลดริน   เช่น   ออลเดร็กซ์,   ออลไดร้ท,์   อโกรดิน 
2. ไดโครโตฟอส   เช่น   ไบดริน,   คาร์บีครอน,   เอคตาฟอส 
3. คาร์โบฟีโนไธออน   เช่น   ไตรไธออน 
4. ไดโคลวอส   หรือ   ดีดีวพีี   เช่น   แอท๊การ์ด,   เดเดวบั,   โนโกส์,  วาโปน่า 
5. ดีลดริน   เช่น   ดีลเดร็กซ์,   ดีลไดร้ท,์   เอนโดซีน 
6. เอนดริน   เช่น   ไดรน่าฟ๊อก,   เอนเดร็กซ,์   เฮกซาดริน 
7. เมทธิลพาราไธออน   เช่น   อรามูล,   มาลิโซล,   โฟลิดอล-เอม็,   เมตาฟอส 

ตัวอย่างของยาฆ่าแมลงประเภทที่มีอนัตรายปานกลาง   ไดแ้ก่ 
1. อซินฟอสเมธิล   เช่น   เบนไธออน,   กซูาไธออน,  กไูธออน 
2. บีเอชชี   และ   ลินเดน 
3. คลอร์เดน   เช่น   คลอร์เดน,   คลอร์ดิลล ์
4. คูมาฟอส   เช่น   โค-ราล,   เบยเ์ออร์ 21/199 
5. ไดอาร์ซีโนน   เช่น   แอลฟาทอ็กซ์,   บาซูดิน,   สเปคตราไซด ์
6. ไดเมโธเอท   เช่น   ไซกอน,   ริดไมท๊ ์  โรเกอร์ 
7. เอนโดซลัเฟน   เช่น   ไธโอดาน,  เบโอสิท,   โอเน็กซ์ 
8. เฟนไธออน   เช่น   เบยโ์ทก๊ซ์,   เลเบซิด,   เมอร์แคปโตฟอส 
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ตัวอย่างของยาฆ่าแมลงประเภทที่มีอนัตรายต ่า   ไดแ้ก่ 
1. เทมีฟอส   เช่น   อะเบท 
2. อราไม๊ท ์  เช่น   อราไซด ์
3. คาร์บาริล   เช่น   เซวิน,   เอส-85 
4. คลอโรเบนซิเลท   เช่น   อคาราแบน,   คอพไมท้ ์
5. ดีดีดี 
6. ไดโคฟอล   เช่น   เคลเธน 
7. มาลาไธออน 

(ดีพร้อม   ไชยวงศเ์กียรติ, 2527) 
 

 1.5 การเปลีย่นแปลงสูตรโครงสร้างของยาฆ่าแมลงประเภท OP ในพชืและสัตว์ 
ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม   มีการเปล่ียนแปลงสารแปลกปลอมท่ีเขา้ไปในร่างกายโดยท าให้อยู่

ในรูปซ่ึงมีประจุมากข้ึน   จึงละลายน ้ าไดดี้ข้ึน   และถูกก าจดัออกจากร่างกายทางปัสสาวะในรูป
ดงักล่าว   หรือในรูปของคอนจูเกตส์ (conjugates)   ส่วนพืชมกัจะเปล่ียนแปลงสารแปลกปลอมให้
อยูใ่นรูปซ่ึงจะท าปฏิกิริยากบัเพปไทด ์(peptides)   โปรตีน   หรือคาร์โบไฮเดรต 

การเปล่ียนแปลงสูตรโครงสร้างของยาฆ่าแมลงประเภท OP ในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม การ
เปล่ียนแปลงส่วนใหญ่เกิดข้ึนท่ีตบั ซ่ึงมีเอนไซมเ์อสเทอเรส (esterase) อยูเ่ป็นจ านวนมาก ปฏิกิริยา
ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงสูตรโครงสร้างของยาฆ่าแมลงประเภท OP ท่ีส าคญั   ไดแ้ก่ 

1.5.1 ปฏิกิริยาการเปล่ียนกลุ่มไธโอโน (thiono) เป็นกลุ่มออกโซ (oxo) ซ่ึงปฏิกิริยาการเกิด
ออกซิเดชนัของซลัเฟอร์จะเปล่ียนสารฟอสฟอโรไธโอเนทส์ (phosphorothionates) เป็นฟอสเฟต 
(phosphate) ปฏิกิริยาดังกล่าวเป็นปฏิกิริยาซ่ึงท าให้ได้สารมีฤทธ์ิเกิดข้ึนท่ีส่วนไมโครโซม 
(microsome) ของตบัโดยมี NADPH2 และออกซิเจน   ดงัแสดงในภาพท่ี 3 
 

 
 

ภาพท่ี 3 การเปล่ียนแปลงสูตรโครงสร้างของยาฆ่าแมลงฟอสฟอโรไธโอเนทส์เป็นสารในรูปท่ี 
ออกฤทธ์ิ (ฟอสเฟต) 
ท่ีมา : พาลาภ   สิงหเสนี, 2531 
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1.5.2 ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟดีอลัคิเลชนั (oxidative dealkylation) เป็นปฏิกิริยาซ่ึงกลุ่มอลัคิล
เช่ือมกบัไนโตรเจน จะถูกก าจดัออกโดยปฏิกิริยาออกซิเดทีฟดีอลัคิลเลชนั เช่น การท่ียาฆ่าแมลง 
ไดเมโธเอท (dimethoate) และฟอสฟามิดอน (phosphamidon) ดงัแสดงในภาพท่ี 4 และยาฆ่าแมลง   

เช่น ไดโครโทฟอส (dicrotophos), โอเอ็มพีเอ (OMPA) และเอโซดริน (azodrin®) สลายตวัได ้
เอไมดท่ี์ไม่มีการแทนท่ี 
 

 
 

ภาพท่ี 4 การสลายตวัของยาฆ่าแมลง ฟอสฟามิดอน และไดเมโธเอท 
ท่ีมา: พาลาภ   สิงหเสนี, 2531 
 

1.5.3 ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไธโออีเธอร์ส (oxidation of thioethers) เป็นปฏิกิริยาการ
สลายตวัท่ีมีความส าคญัปฏิกิริยาหน่ึง   ซ่ึงเป็นการเปล่ียนยาฆ่าแมลงประเภท OP ท่ีเป็นไธโออีเธอร์
ให้เป็นสารซลัฟอกไซด์ (sulfoxides) และซัลโฟน (sulfones) เช่น   การสลายตวัของยาฆ่าแมลง
โฟเรต (phorate)   ดงัแสดงในภาพท่ี 5 
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ภาพท่ี 5 การสลายตวัของยาฆ่าแมลงโฟเรต 
ท่ีมา : พาลาภ   สิงหเสนี, 2531 
 

1.5.4 ปฏิกิริยารีดกัชนั (reduction) เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนพร้อมๆกบัปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ
ไธโอโนซลัเฟอร์และปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ตวัอยา่งเช่น การเกิดปฏิกิริยารีดคัชนั โดยใชเ้อนไซมซ่ึ์ง
เปล่ียนแปลงกลุ่มไนโตรของพาราไธออน (parathion) เป็นกลุ่มอะมิโน ดงัแสดงในภาพท่ี 6 
 

 
 

ภาพท่ี 6 ปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงยาฆ่าแมลงพาราไธออน 
ท่ีมา : พาลาภ   สิงหเสนี, 2531 
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1.5.5 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (hydrolysis) เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดร่วมกบัปฏิกิริยาการสลายตวัอ่ืน
แทบทุกแบบ เอนไซมท่ี์ใชใ้นปฏิกิริยาน้ีมกัเรียกว่า ฟอสฟาเทส (phosphatase) หรืออาจเรียกตามช่ือ
ของสารท่ีถูกเปล่ียนแปลง เช่น พาราออกซอนเนส (paraoxonase) เป็นตน้ ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส
โดยเอนไซม ์เป็นปฏิกิริยาท่ีส าคญัท่ีสุดในการท าให้ OP หมดฤทธ์ิ ขณะท่ีในปฏิกิริยาการเกิดพิษจะ
เกิดข้ึน เม่ือกลุ่มฟอสฟอริลถูกยา้ยไปใหแ้ก่กลุ่มซีรีนแอลกอฮอล ์(serine-alcohol group) ในเอนไซม์
โคลีนเอสเทอเรส (cholinesterase) ปฏิกิริยาทั้งสองจะแข่งขนักนั ฤทธ์ิของยาฆ่าแมลง OP จะสูงสุด
เม่ือยาฆ่าแมลงเขา้สู่ร่างกาย และขนส่งภายในร่างกายในรูปท่ีไม่ไวต่อการเกิดไฮโดรไลซิสท่ีท าให้
หมดฤทธ์ิ และยาฆ่าแมลงในรูปท่ีถูกขนส่งควรถูกเปล่ียนแปลงเป็นรูปท่ีออกฤทธ์ิท่ีจุดออกฤทธ์ิ 
(site of action) 

1.5.6 ปฏิกิริยาคอนจูเกชนั (conjugation) เป็นปฏิกิริยาท่ีน าไปสู่การเกิดสารไร้พิษซ่ึงละลาย
น ้าได ้และจะถูกก าจดัออกจากสตัวห์รือสะสมไวใ้นพืช    

  1.6 กลไกการออกฤทธ์ิของยาฆ่าแมลงประเภท OP 
ระบบประสาทโดยสังเขปของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม ประกอบดว้ยระบบประสาทส่วนกลาง 

(central  nervous  system) และระบบประสาทส่วนปลาย (peripheral  nervous  system) ระบบ
ประสาทส่วนกลางประกอบดว้ย สมองและไขสันหลงั ท าหนา้ท่ีเป็นระบบกลางในการผสมผสาน 
(integration) โดยใชเ้ซลลป์ระสาทจ านวนลา้นๆเซลล ์ส่วนระบบประสาทส่วนปลาย ประกอบดว้ย
ระบบยอ่ย คือ ระบบโซมาติค (somatic system) ซ่ึงเป็นระบบท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมการเคล่ือนไหว   
โดยมีการท างานของกลา้มเน้ือสนองตอบการกระตุน้จากส่ิงแวดลอ้ม และระบบประสาทอตัโนมติั 
(autonomic  nervous  system) ซ่ึงควบคุมการท างานของกลา้มเน้ืออวยัวะภายในและต่อมต่างๆ   
ระบบน้ีถูกควบคุมโดยระบบยอ่ยสองระบบ ซ่ึงออกฤทธ์ิตรงขา้มกนั และส่ิงมีชีวิตไม่สามารถบงัคบั
ได ้(involuntary) ระบบย่อยดงักล่าว ไดแ้ก่ ระบบประสาทซิมปาเธติค (sympathetic  nervous  
system) และระบบพาราซิมปาเธติค (parasympathetic  nervous  system) 
 ระบบซิมปาเธติค (sympathetic) ประกอบดว้ยปุ่มประสาท (ganglia) ขนาดใหญ่ต่อกนัอยู่
นอกระบบประสาทส่วนกลาง แบ่งออกเป็นช่วงๆ โดยสัญญาณจะส่งผ่านช่องว่างซินแนปส์ท่ีอยู่
บริเวณปุ่มประสาท (synaptic  gaps) โดยส่ือเคมีอะซิติลโคลีน เส้นประสาทในช่วงท่ีต่อจากสมอง
ส่วนกลางมายงัปุ่มประสาท ซ่ึงเราเรียกว่า เส้นประสาทแอคซอนก่อนปุ่มประสาท (preganglionic  
axon) เสน้ประสาทในช่วงท่ีต่อจากปุ่มประสาทไปยงัอวยัวะ เช่น กลา้มเน้ือหรือต่อม เราเรียกว่าเส้น 
ประสาทแอคซอนหลงัปุ่มประสาท (postganglionic  axon) ซ่ึงส่ือเคมีแอดรีนะลิน (adrenaline)  
หรือ นอร์แอดรีนะลิน (noradenaline) เป็นสารส่ือสัญญาณส่งผา่นช่องว่างซินแนปส์ไปยงักลา้มเน้ือ
หรือต่อม (ยกเวน้ต่อมเหง่ือและต่อมแอดรีนลั (adrenals) ซ่ึงใชส่ื้อเคมีอะซิติลคอลีน) ส่วนระบบ
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พาราซิมปาเธติคจะมีขนาดของปุ่มประสาทเล็กกว่า  กระจายอยู่ทัว่ไปในส่วนต่างๆของร่างกาย
ส่วนมากมกัพบทางดา้นขวาของอวยัวะต่างๆจึงท าให้เส้นประสาทแอคซอนหลงัปุ่มประสาทสั้ น
กวา่ระบบพาราซิมปาเธติคมีสารส่ือประสาททั้งก่อนและหลงัปุ่มประสาทเป็นอะซิติลคอลีน 
 ตวัอยา่งการควบคุมซ่ึงตรงกนัขา้มกบัระบบซิมปาเธติคและพาราซิมปาเธติค เช่น ระบบซิม
ปาเธติค ท าให้เกิดการเร่งการเตน้ของหัวใจ การลดการเคล่ือนไหวของทางเดินอาหาร การหร่ีม่าน
ตา การหยุดย ั้งการหลัง่น ้ าลาย ในขณะท่ีระบบพาราซิมปาเธติคท าให้การเตน้ของหัวใจชา้ลง เพิ่ม
การเคล่ือนไหวของทางเดินอาหาร เป็นตน้ ในการท่ีส่ือเคมีอะซิติลคอลีนจะท าหน้าท่ีในการส่ือ
สัญญาณไดน้ั้น ส่ือเคมีอะซิติลคอลีนซ่ึงจดัทางเคมีอยู่ในพวกเอสเทอร์จะตอ้งถูกยา้ยไปท่ีอ่ืน หรือ
ถูกท าให้หมดฤทธ์ิลงภายในเวลาอนั รวดเร็วระยะเวลาหน่ึงซ่ึงข้ึนอยู่กบัลกัษณะเฉพาะของแหล่ง
ออกฤทธ์ิ ในส่วนของเหลวและเน้ือเยือ่ของร่างกาย มีเอนไซมซ่ึ์งเรียกว่าเอนไซมอ์ะซิติลคอลีนเอส
เทอเรส (acetylcholinesterase หรือ AChE) สามารถไฮโดรไลส์อะซิติลคอลีนให้เป็นคอลีน และ
กรดอะซิติค พบว่าสารซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นเอนไซมอ์ะซิติลคอลีนเอสเทอเรสเกือบทั้งหมดออกฤทธ์ิโดย
การยบัย ั้งการท างานของเอนไซมอ์ะซิติลคอลีนเอสเทอเรสน้ี 
 ยาฆ่าแมลงประเภท OP จะออกฤทธ์ิโดยไปยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์อะซิติลคอลีน 
เอสเทอเรส ดงัแสดงในภาพท่ี 7 โดยในขั้นแรก เอนไซมจ์ะจบักบัสารประกอบ OP ในรูปของ
สารประกอบเชิงซอ้นท่ีสามารถยอ้นกลบัได ้(reversible complex) จากนั้นเอนไซมจ์ะถูกฟอสฟอ- 
รีเลท (phosphorylated) แลว้ปล่อยสารประกอบ OP (leaving  group)  ซ่ึงในขั้นตอนน้ีจะใชร้ะยะ
เวลานาน และในขั้นสุดทา้ยจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสไดเ้อนไซมอ์ะซิติลคอลีนเอสเทอเรสและ
ฟอสเฟต  เน่ืองจากในขั้นตอนเหล่าน้ีใช้ระยะเวลานานในการเกิดปฏิกิริยา ท าให้เกิดการสะสม
ของอะซิติลคอลีนท่ีซินแนปส์ของเสน้ประสาท ดงันั้นจึงท าใหเ้กิดการกระตุน้ปลายประสาทเพิ่มข้ึน
อยา่งมาก ในกรณีรุนแรงจะท าใหส่ิ้งมีชีวิตถึงแก่ชีวิตได ้
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ภาพท่ี 7 การยบัย ั้งการท างานของเอนไซมเ์อสเทอเรสโดยสารประกอบ OP 
ท่ีมา : Perry และคณะ, 1998 
 

  1.7 อาการพษิของยาฆ่าแมลงประเภท OP 
1.7.1 อาการแบบมสัคารินิค (muscarinic  signs  and  symptoms) จุดรับสัมผสัมสัคารินิค 

(muscarinic receptors) ส าหรับอะซิติลคอลีนพบส่วนใหญ่ท่ีกลา้มเน้ือเรียบ หัวใจและต่อมมีท่อ   
อาการท่ีเกิดข้ึนในระยะแรกคือ เบ่ืออาหาร คล่ืนไส้ อาเจียน ทอ้งเดิน น ้ าตาไหล เหง่ือออก ม่านตา
หดตวั ถ่ายอุจจาระ และปัสสาวะโดยกลั้นไม่อยู ่การเกร็งของหลอดลม หลอดลมมีเมือก และเสมหะ
มาก เป็นตน้ 

1.7.2 อาการแบบนิโคตินิค (nicotinic signs and symptoms) อาการแบบน้ีเกิดข้ึน เน่ืองจาก
การสะสมของอะซิติลคอลีนท่ีปลายประสาทมอเตอร์และท่ีซินแนปส์ของระบบประสาทอัตโนมติั   
อาการท่ีเกิดข้ึนคือ กลา้มเน้ือถูกกระตุน้มากกว่าปกติ มีการกระตุกของกลา้มเน้ือท่ีหนา้ หนงัตา ล้ิน 
ถา้อาการรุนแรงข้ึนจะพบว่ากระตุกมากข้ึนทัว่ร่างกาย ต่อมาจึงจะมีอาการอ่อนเพลียตามกลา้มเน้ือ
ทัว่ไป และเกิดเป็นอมัพาตของกลา้มเน้ือในท่ีสุด 

1.7.3 อาการทางสมอง เน่ืองจากความผิดปกติของระบบประสาทส่วนกลาง อาการท่ีพบ
ไดแ้ก่ มึนศีรษะ ปวดศีรษะ งง และกระสับกระส่าย ต่ืนตกใจง่าย อารมณ์พลุ่งพล่าน ถา้อาการมาก
อาจชกัและหมดสติได้ ผูป่้วยท่ีมีอาการรุนแรงมากอาจถึงตายไดเ้น่ืองจากระบบหายใจลม้เหลว 
(respiratory failure) ซ่ึงอาจเกิดข้ึนไดจ้ากหลอดลมตีบตนั กลา้มเน้ือของระบบหายใจเป็นอมัพาต   
และศูนยก์ารควบคุมการหายใจในสมองหยุดท างาน ในรายท่ีมีอาการไม่รุนแรงนกั อาการจะดีข้ึน
ใน 2-3 วนั แต่จะอ่อนเพลีย ไม่มีแรงเป็นเวลานาน (พาลาภ สิงหเสนี, 2531) 
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  1.8 ผลกระทบของยาฆ่าแมลงประเภท OP ต่อส่ิงแวดล้อม 
ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมมีพื้นท่ีทั้งหมดประมาณ 320.6 ลา้นไร่ โดยเม่ือแบ่งเน้ือ

ท่ีการใชท่ี้ดินออกเป็น 3 ประเภทใหญ่ๆ ไดแ้ก่ 1.เน้ือท่ีป่าไม ้2.เน้ือท่ีถือครองทางการเกษตร และ  
3.เน้ือท่ีนอกการเกษตร โดยในปี 2553 ประเทศไทยมีเน้ือท่ีถือครองทางการเกษตรมากท่ีสุด
กล่าวคือเป็นเน้ือท่ีถือครองทางการเกษตรถึง 151.9 ลา้นไร่ (ร้อยละ 47.31) รองลงมาคือเน้ือท่ีป่าไม ้
107.2 ลา้นไร่ (ร้อยละ 33.41) ส่วนเน้ือท่ีนอกการเกษตรมีจ านวนเพียง 61.5 ลา้นไร่ (ร้อยละ 19.28) 
ซ่ึงเป็นประเภทท่ีนอ้ยท่ีสุด ดงัแสดงในภาพท่ี 8 

 

 
 

ภาพท่ี 8 การใชท่ี้ดินในประเทศไทย ปี 2553 
ท่ีมา: เอกสารสถิติการเกษตรของประเทศไทย ปี  2554 ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร   
 
เน่ืองจากประเทศไทยตั้งอยูใ่นเขตศูนยสู์ตร  ภูมิอากาศร้อนช้ืน  ฝนตกชุก  มีความเหมาะสมส าหรับ
โรคและแมลงท่ีจะแพร่ขยายพนัธ์ุไดอ้ยา่งดี  ทั้งชนิดและปริมาณ  การแกไ้ขปัญหาศตัรูพืชท่ีปฏิบติั
กนัอยู่อย่างแพร่หลายในปัจจุบนัของเกษตรกรคือ  การใช้สารป้องกนัและก าจดัศตัรูพืชในการ
ป้องกนัและก าจดัโรคแมลง  และวชัพืช  ท าใหมี้แนวโนม้การน าเขา้สารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชสูงข้ึน
ทุกปี  สารก าจดัแมลงท่ีนิยมใชก้นัมากในประเทศไทย  โดยมีปริมาณน าเขา้สูงสุด 10 ชนิดแรกในปี 
พ.ศ. 2530   ดงัแสดงในตารางท่ี 2  
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ตารางท่ี 2 รายช่ือสารก าจดัแมลงน าเขา้ในปี พ.ศ. 2530   ท่ีมีปริมาณสูงสุด 10 ชนิดแรก 
Type of Insecticide   Quantity (kg)                  Value (B) 
 1. Methyl parathion                  1,538,599    83,927,568 

 2. Monocrotophos                              951,043                                     96,042,709 

 3. Methamidophos                              417,452                                     45,273,444 

 4. Dimethoate                                     415,650                                     34,131,532 

 5. Methomyl                                       358,296                                    130,693,483 

 6. Malathion                                       309,354                                      17,965,900 

 7. Carbaryl                                          242,150                                      25,006,268 

 8. Mevinphos                                      240,691                                      18,803,315 

 9. Carbofuran                                      204,661                                      71,077,271 

10. Ethyl parathion                               174,038                                     34,131,532 

      Other (58 types)                           1,821,361                                   207,920,359    
       Total                                            6,673,295                                  764,937,381   
ท่ีมา: นวลศรี   ทยาพชัร, 2533  
 

ปัญหาเก่ียวกบัสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชตกคา้งในส่ิงแวดลอ้มนั้น มิไดเ้กิดข้ึนเฉพาะพื้นท่ี  
ท่ีมีการใชส้ารเหล่าน้ีเท่านั้น แต่สามารถแพร่กระจายและตกคา้งในบริเวณกวา้งได ้ซ่ึงก่อให้เกิด
ปัญหาส่ิงแวดลอ้มตามมา เร่ิมจากสารพิษตกคา้งในดินและล าตน้พืชหลงัจากการฉีดพ่น จะเกิดการ
สะสมส่วนหน่ึง บางส่วนฟุ้ งกระจายในบรรยากาศ และบางส่วนซึมลงไปในดิน ส่วนใหญ่จะถูก 
ฝนชะ แลว้พดัพาไปกบัน ้ าหน้าดินไหลลงสู่แหล่งน ้ า จากนั้นจะเกิดการถ่ายทอดสารเหล่าน้ีผ่าน 
ห่วงโซ่อาหารเขา้สู่ส่ิงมีชีวิตต่างๆ ต่อไป 

1.8.1 การแพร่กระจายของสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชในดิน 
 ในการเพาะปลูกพืชนั้ น เกษตรกรส่วนใหญ่ต้องใช้สารป้องกันก าจัดศัตรูพืชทั้ ง 

ก่อนปลูก ขณะท่ีพืชก าลงัเติบโต และก่อนการเก็บเก่ียว ดินจึงเป็นแหล่งรองรับสารเหล่าน้ีโดยตรง  
นอกจาก น้ีสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชบางชนิดยงันิยมใชใ้นอาคารบา้นเรือนดว้ย ท าใหโ้อกาสท่ีสาร
เหล่าน้ีจะสะสมในดินจึงมีมากยิ่งข้ึน สารป้องกันก าจัดศัตรูพืชท่ีตกค้างอยู่ในดิน อาจมีการ
เปล่ียนแปลงไปในหลายลกัษณะไดแ้ก่ 
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1.8.1.1 การสลายตวัโดยปฏิกิริยาทางเคมี (chemical decomposition) 
1.8.1.2 การสลายตวัโดยแสง (photodegradation) 
1.8.1.3 การสลายตวัโดยถูกจุลินทรียย์อ่ยสลาย (microbial degradation) 
1.8.1.4 การระเหยจากดินสู่บรรยากาศ (volatilization) 
1.8.1.5 การเคล่ือนยา้ยไปสู่แหล่งน ้า (movement by runoff and water-table) 
1.8.1.6 การเขา้สู่ส่ิงมีชีวิต (plant or organism uptake) 

จากการศึกษาปริมาณสารตกคา้งของสารป้องกนัและก าจดัศตัรูพืชในประเทศไทย ตรวจพบ
สารตกคา้งในดินอยูม่ากทั้งชนิดและปริมาณ กระจายไปตามดินเกษตรกรรมต่างๆ ทัว่ประเทศ    
ดงัแสดงในตารางท่ี 3 
 
ตารางท่ี 3 ระดบัสารพิษตกคา้งประเภท OP ในดินเป็น ppm (mg/kg)   จากแหล่งเกษตรกรรมทัว่
ประเทศ   ส ารวจและวิเคราะห์ผลระหวา่งปี พ.ศ. 2530-2531 

Organophosphate 

pesticide 

No. of positive 
sample 

% of positive 
sample 

concentration (ppm) 

Range Average 

Dimethoate 

Diazinon 

Methyl parathion 

Malathion  
Parathion  

31 

49 

59 

10 

26 

10.26 

63.64 

76.62 

12.99 

33.77 

tr – 0.051 

tr – 0.054 

tr – 0.475 

tr – 0.009 

tr – 0.018 

0.016 

0.010 

0.023 

0.004 

0.005 

Total 77 samples; tr = trace (less than 0.001 ppm) 
ท่ีมา: นวลศรี   ทยาพชัร, 2533  
 

 1.8.2 การแพร่กระจายของสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชในแหล่งน ้า 
 การปนเป้ือนของสารป้องกันก าจัดศัตรูพืชในแหล่งน ้ านั้ น มาจากหลายสาเหตุ
ดงัต่อไปน้ี 

1.8.2.1 การฉีดพน่สารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชลงสู่แหล่งน ้าโดยตรง 
1.8.2.2 การกดัชะดินของฝนและน ้ าไหลบ่าหนา้ดินผ่านพื้นท่ีท่ีมีการใชส้ารป้องกนั

ก าจดัศตัรูพืชก่อนลงสู่แหล่งน ้า 
1.8.2.3 การระบายน ้าท้ิงจากบา้นเรือนและโรงงานอุตสาหกรรมท่ีใชส้ารป้องกนัก าจดั

ศตัรูพืชลงสู่แหล่งน ้า โดยมิไดมี้วิธีก าจดัสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืช 
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1.8.2.4 การท้ิงหรือลา้งภาชนะท่ีบรรจุสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชลงสู่แหล่งน ้า 
1.8.2.5 การใชส้ารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชในบริเวณพื้นท่ีการเกษตรใกลก้บัแหล่งน ้า 

ส าหรับประเทศไทย   มีการตรวจสอบชนิดและปริมาณสารพิษตกคา้งในแหล่งน ้ าทัว่ไปและ
แหล่งน ้ าในแปลงเกษตรกรรมทัว่ประเทศ ในปี พ.ศ. 2530-2531 จ านวน 149 ตวัอยา่ง พบสารใน
กลุ่ม OP จ านวน 3 ชนิด โดยสารในกลุ่มน้ีท่ีพบมากท่ีสุดคือ MP ความเขม้ขน้ 0.68 ppb    
ดงัแสดงในตารางท่ี 4  

นอกจากน้ียงัมีการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกคา้งในดินตะกอนจากแหล่งน ้ าต่างๆ ทัว่ประเทศ   
จ  านวน 71 ตวัอยา่ง ตรวจพบสารตกคา้งกลุ่ม OP 5 ชนิด ไดแ้ก่ ไดเมทโธเอท, ไดอะซีนอน, เมทธิล
พาราไธออน, มาลาไธออน และพาราไธออน 
 
ตารางท่ี 4 ระดบัสารพิษตกคา้งประเภท OP ในน ้ าจากแหล่งน ้ าทัว่ไป และแหล่งเกษตรกรรมเป็น 
ppb (µg/l) ส ารวจและวิเคราะห์ผลระหวา่งปี พ.ศ. 2530-2531 

Organophosphate  
pesticide 

No. of positive 
sample 

% of positive 
sample 

ppb (g/l) 

Range Average 
Dimethoate 

Diazinon 

Methyl parathion 

Matathion 

Parathion 

1 

4 

5 

0 

0 

0.67 

2.68 

3.36 

0 

0 

tr-0.06 

tr-0.28 

tr-068 

ND 

ND 

0.06 

0.15 

ND 

ND 

ND 

Total 149 samples  ND = Non detectable tr = trace (less than 0.01 ppb) 
ท่ีมา : นวลศรี   ทยาพชัร, 2533  
 

 1.8.3 การตกคา้งของสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชในพืชอาหาร 
พืชสามารถรับสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชไดห้ลายทาง เช่น การฉีดพน่ลงบนพืชโดยตรง   

พืชอาจดูดซึมจากดินหรือมากบัน ้ า หรือจากสารพิษท่ีปลิวอยู่ในอากาศ โดยส่วนใหญ่เกษตรกร 
มกัใชส้ารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชเกินความจ าเป็น จนเป็นอนัตรายต่อพืชหรือเกิดการสะสมในพืช  
ท าใหเ้กิดสารตกคา้งในพืช 
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 1.8.4 การตกคา้งของสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชในสตัว ์
สาเหตุท่ีสัตว์ไดรั้บสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืช เน่ืองจากสัตวไ์ดรั้บสารป้องกนัก าจดั

ศตัรูพืชโดยตรงจากการฉีดพน่ เพื่อป้องกนัหรือท าลายแมลงท่ีเป็นศตัรูพืช สัตวส์ามารถรับสารเขา้สู่
ร่างกายได ้3 ทาง คือ ทางอาหาร ทางการหายใจ และทางผวิหนงั ปริมาณสารท่ีสัตวไ์ดรั้บเขา้ไปนั้น
อาจไม่มากพอท่ีจะท าอนัตรายกบัสัตว ์แต่ก็อาจเกิดการสะสมในเน้ือเยื่อและอวยัวะต่างๆ ของสัตว์
ได ้

1.8.4.1 สัตวไ์ดรั้บสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชโดยทางออ้ม กล่าวคือสัตวกิ์นอาหาร
ตามล าดบัขั้นในห่วงโซ่อาหาร ถา้ผูผ้ลิตหรือพืชมีสารพิษตกคา้งอยู ่สัตวจ์ะไดรั้บสารพิษและสะสม
ในร่างกายได ้โดยเฉพาะในสัตวน์ ้ า ท่ีมีการปนเป้ือนของสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชจะสามารถสะสม
สารพิษไดจ้ากห่วงโซ่อาหารของแหล่งน ้ านั้น ไดมี้ผูร้ายงานถึงความเป็นพิษเฉียบพลนัของยาฆ่า
แมลงประเภท OP ต่อปลา ไดแ้ก่ อาการว่ายน ้ ารวดเร็วอย่างผิดปกติ อาการชกักระตุก เป็นตน้   
ปลาบลูกิล (bluegill, Lepomis macrochirus) ท่ีไดรั้บยาฆ่าแมลงมาลาไธออน จะมีลกัษณะกางครีบ
จนสุดก่อนตาย และปลาท่ีไดรั้บยาฆ่าแมลงชนิดน้ีขนาดต ่าเพียง 10 ppm เป็นเวลานานๆ อาจ 
ใหก้ าเนิดลูกท่ีมีความผดิปกติทางโครงสร้างของกระดูกสันหลงัได ้นอกจากน้ียงั พบว่ายาฆ่าแมลง
ประเภท OP มีพิษต่อผึ้งโดยท าใหน้ ้ าและน ้าหวานซ่ึงเป็นอาหารของผึ้งปะปนดว้ยสารพิษ 

1.8.4.2 การตกคา้งของสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชในมนุษย ์มนุษยก์็เช่นเดียวกนักบัสัตว์
ทั้งหลาย ท่ีสามารถรับสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืชได ้2 ทาง คือ โดยทางตรงจากการฉีดพ่น ไดแ้ก่ ผูท่ี้
เก่ียวขอ้งกบัสาร เช่น เกษตรกร ประชาชนท่ีใชส้ารเหล่าน้ีตามบา้นเรือน หรือคนงานในโรงงานท่ี
เก่ียวขอ้งกบัสารพิษ เม่ือไดรั้บสารเขา้ไปในปริมาณมากพอก็จะแสดงอาการพิษไดอี้กทางหน่ึงคือ  
โดยทางออ้ม จากการกินอาหารหรือด่ืมน ้ าท่ีมีสารพิษเจือปนอยู ่เช่น บริโภคขา้ว ผกั ผลไม ้เน้ือสัตว ์
ไข่ เป็นตน้ (พาลาภ สิงหเสนี, 2531 และนวลศรี ทยาพชัร, 2533) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



19 
 

 
 

2. เมทธิลพาราไธออน (Methyl Parathion) 
  2.1 การบ่งช้ีลกัษณะและคุณสมบัติ (Identification and Properties) 

เมทธิลพาราไธออน (methyl parathion; MP) เป็นยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OP ชนิดหน่ึงมีช่ือทาง
เคมี (chemical name) หลายช่ือไดแ้ก่  o,o-dimethyl o-(4-nitrophenyl) ester หรือ  o,o-dimethyl o-p-
nitrophenyl phosphorothiate  หรือ phosphorothioic acid หรือ o,o-dimethyl o-4-nitrophenyl 
phosphorothiate (IUPAC systematic name) นอกจากน้ียงัมีช่ืออ่ืนๆ (synonyms) อีก เช่น 
alenthione, Bayer E-601, carthion M, demethylfenitrothion dimethyl parathiofolidol-M, malatyr, 
demethylfenitrothion dimethyl parathion, folidol-M, metacid, methaphos, methylfolidol, nitrox, 
vofatox  และช่ือทางการคา้ (trade name) เช่น A-Gro, Folidol M, Metacide, Methyl-E 605, Metron, 
M-Parathion, Nitrox, Paratox, Paridol, Vofatox, Wofatox 

สูตรโมเลกลุของ MP คือ C8H10O5NSP และมีสูตรโครงสร้าง 
ดงัแสดงในภาพท่ี 9  
 

 

ภาพท่ี 9 สูตรโครงสร้างของ MP                                                                                                    
ท่ีมา: http://www.pesticideinfo.org/ChemGifs/PC35110.gif 
 

โดย MP ท่ีบริสุทธ์ิมีลกัษณะเป็นผลึกไม่มีสี มีน ้ าหนกัโมเลกุล (molecular weight) 263.22 มี
จุดหลอมเหลว (melting point) ท่ี 35-36 องศาเซลเซียส มีจุดเดือด (boiling point) ท่ี 160 องศา-
เซลเซียส ท่ีความดนั 1 มิลลิเมตรของปรอท สามารถละลายไดดี้ในสารอินทรียทุ์กชนิด เสถียร 
(stability) ในสภาพสารละลายท่ีเป็นกลางและกรดท่ีอุณหภูมิปกติ แต่จะถูก hydrolyze โดยด่าง และ
สลายตวัเลก็นอ้ยท่ี 100 องศาเซลเซียส 
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  2.2 กรรมวธีิการผลติและการน าไปใช้ (Production Processes and Uses) 
ในวงการอุตสาหกรรม MP ไดจ้ากปฏิกิริยาของ dimethyl chlorothiophos-phate กบั p-

nitrophenol โดยมีตวัเร่งปฏิกิริยา คือ hydrogen chloride หรือ sodium p-nitrophenolate ปฏิกิริยาจะ
เกิดข้ึนในน ้ าในรูปของสารท่ีจบัตวักบัน ้ าและน ้ ามนัไดดี้ (emulsifier) ตวัอย่างเช่น ammonium 
naphthenate หรือ amines หรือสารละลายอินทรีย ์

ซ่ึง MP เป็นสารก าจดัแมลงท่ีใชใ้นทางการเกษตรไดอ้ยา่งกวา้งขวางโดยมีประสิทธิภาพสูง
ในการป้องกนัก าจดัศตัรูพืชหลายชนิดทั้งประเภทปากดูดหรือปากกดั (sucking and biting) 
โดยเฉพาะ ดว้งงวงเจาะสมอฝ้าย (cotton bollweevil)  นอกจากน้ียงัใชก้ าจดัแมลง  หมดั  ไร  หนอน
ผเีส้ือ  หนอนกอชนิดต่างๆ  หนอนมว้นใบ  หนอนกระทู ้ หนอนใยผกั  หนอนคืบ  หนอนกดักินใบ  
แมลงชนิดท่ีมีปากดูด  ไดแ้ก่  เพล้ียชนิดต่างๆ  แมลงชนิดอ่ืนๆ เช่น  บัว่  ดว้งดีด  มวนต่างๆ  และ
แมลงหวี่ขาว   MP ถูกน าไปใชใ้นพืชสวน  ส้ม  กาแฟ  ชา  องุ่น  พืชไร่  แตงโม  ยาสูบ  ออ้ย  ฝ้าย  
สับปะรด  ขา้ว  ขา้วโพด  ขา้วฟ่าง  ธญัพืช  สตรอเบอร่ี  มนัฝร่ัง  พืชตระกูลถัว่เช่น  ถัว่ลิสง  พืชผกั  
และไมด้อก  ไมป้ระดบัทัว่ไป   (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 

  2.3 กระบวนการเมตาบอลซึิม และการขับถ่ายในส่ิงมีชีวติ (Metabolism and Excretion) 
ส่ิงมีชีวิตสามารถดูดซึม MP ผ่านปาก  ผิวหนงั และการหายใจ โดยจะแพร่กระจายอย่าง

รวดเร็วไปตามเน้ือเยื่อของร่างกาย ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดภ้ายใน 1-2 ชัว่โมง หลงัจากไดรั้บสาร   
การเปล่ียน MP เป็นเมทธิลพาราออกซอน (methylparaoxon) เกิดข้ึนภายในเวลาไม่ก่ีนาทีหลงัจาก
ไดรั้บสาร และกระบวนการก าจดัพิษ (metabolism and detoxification) จาก MP และเมทธิล 
พาราออกซอนจะเกิดข้ึนท่ีตบัเป็นส่วนใหญ่ โดยปฏิกิริยา oxidation, hydrolysis และ demethylation  
หรือ dealkylation ดว้ยการ reduce glutathione (GSH) ไดเ้ป็น o-methyl-o-p-nitrophenyl 
phosphorothioate หรือ dimethyl phosphorothioic หรือ dimethyl phosphorothioic acids และ p-
nitrophenol ดงัแสดงในรูปท่ี 9 ดงันั้นจึงสามารถตรวจสอบปริมาณ MP ท่ีไดรั้บจากปริมาณ 
 p-nitrophenol ท่ีถูกขบัออกมากบัปัสสาวะ โดยพบว่า p-nitrophenol จะถูกขบัออกมาร้อยละ 60   
ภายใน 4 ชัว่โมง และขบัออกมาทั้งหมดภายใน 24 ชัว่โมง  
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ภาพท่ี 10 กระบวนการเมตาบอลิซึมของ MP ในสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม 
ท่ีมา: http://www.inchem.org/documents/jmpr/jmpmono/v95pr14.htm 
 

  2.4 ความเป็นพษิต่อสัตว์เลีย้งลูกด้วยนม (Mammalian Toxicity) 
ฝุ่ นผง MP เขา้สู่ร่างกายมนุษยโ์ดยการสูดดมเขา้ไปในปริมาณความเขม้ขน้ของ MP เท่ากบั

0.4-11 มิลลิกรัมต่อลูกบาศกเ์มตร ซ่ึงจะมีผลท าให้การท างานของเอนไซม ์cholinesterase ลดลง 
หลายวนั  

2.4.1 อาการไดรั้บพิษอย่างเฉียบพลนัจาก MP แยกไดเ้ป็น 3 กลุ่มหลกัๆ ตามกลไกการ 
ออกฤทธ์ิท่ีเกิดข้ึนดงัน้ี 

  2.4.1.1 ฤทธ์ิมสัคารินิค มีผลมาจากการกระตุน้ M-cholinergic receptor เป็นการ
กระตุน้ระบบประสาทพาราซิมพาเธติค มีผลต่อกลา้มเน้ือเรียบเกิดการหดตวัท่ีระบบทางเดินอาหาร  
มีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน ปวดเกร็งในทอ้งและทอ้งเดิน น ้ าลายออกมากผิดปกติ เหง่ือออก ส าหรับ
ระบบการหายใจมีอาการแน่นในอก หายใจมีเสียงหวีด มีผลต่อกลา้มเน้ือหัวใจท าให้เตน้ช้าลง  
ความดนัโลหิตต ่า ส่ิงหลัง่เพิ่มมากข้ึน และรูม่านตาหด 
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2.4.1.2 ฤทธ์ินิโคตินิค มีผลมาจากการกระตุน้ N-cholinergic receptor เป็นการกระตุน้
ระบบประสาทซิมพาเธติคและกลา้มเน้ือลาย  ท าให้มีฤทธ์ิตรงขา้มกับการกระตุน้ระบบพารา 
ซิมพาเธติค ซ่ึงอาการของผูไ้ดรั้บพิษท่ีแสดงอาการซิมพาเธติค  จะมีอาการหัวใจเตน้เร็ว  รูม่านตา
ขยาย  ความดนัโลหิตสูงมีการกระตุกของกลา้มเน้ือบริเวณเปลือกตา ใบหน้า  และคอ  กลา้มเน้ือ
อ่อนแอ  โดยในระยะแรกจะแสดงอาการเด่นทางซิมพาเธติค   แต่ต่อมาจะแสดงอาการเด่นทางพารา 
ซิมพาเธติค   ส่วนการกระตุน้กลา้มเน้ือลายท่ี motor end plate ท าใหก้ลา้มเน้ืออ่อนก าลงั   ในท่ีสุด
จะเกิดอมัพาตโดยเฉพาะกลา้มเน้ือท่ีใชใ้นการหายใจ 

2.4.1.3 ฤทธ์ิต่อระบบประสาทส่วนกลาง อาจมีผลมาจากการกระตุน้ระบบ central M-
cholinergic   ท าใหมี้อาการวิงเวียน ความคิดฟุ้ งซ่าน การเคล่ือนไหวเปะปะ พดูไม่ชดั การหายใจ
ผิดปกติ ไม่มีปฏิกิริยาโตต้อบต่อส่ิงกระตุน้   มีการกระตุกของกลา้มเน้ือ การชกัเกร็งของกลา้มเน้ือ
อยา่งรุนแรง มีการสบัสนทางจิต ชกั อาการโคม่า และหมดสติ 

2.4.2 ส่วนอาการท่ีไดรั้บพิษจาก MP อาจแยกประเภทตามความรุนแรงของอาการได ้3 
ประเภท คือ 

2.4.2.1 อ าการขั้ น เล็กน้อย  ผู ้ป่ วยย ังพอ ท่ีจะ เค ล่ือนไหวได้โดยไ ม่ต้อง รับ 
ความช่วยเหลือ มกัแสดงอาการคล่ืนเหียน น ้ าลายออกมากผิดปกติ น ้ าตาไหล อาเจียน ปวดทอ้ง 
ทอ้งร่วง ไม่อยากรับประทานอาหาร อ่อนเพลีย ปวดศีรษะ ทรงตวัล าบาก ในทางตรงกนัขา้ม อาจมี
อาการง่วงนอน กลา้มเน้ือบิด เหง่ือออกมาก การหายใจผิดปกติ หวัใจเตน้ชา้สลบักบัเตน้เร็ว หายใจ
มีเสียงหวีด เน่ืองจาก MP มีผลท าให้การท างานของเอนไซม ์acetylcholinesterase ในเมด็เลือดแดง   
และการท างานของเอนไซม ์cholinesterase ใน serum ของเลือดลดลงถึง 50 % การท างานของ
เอนไซมด์งักล่าวสามารถกลบัสู่สภาวะปกติไดอ้ยา่งรวดเร็วในกรณีท่ีการไดรั้บพิษอยูใ่นขั้นเลก็นอ้ย 

2.4.2.2 อาการขั้นปานกลาง ผูป่้วยไม่สามารถเคล่ือนไหวได ้หากไม่ไดรั้บความ
ช่วยเหลือจะแสดงลกัษณะต่างๆท่ีบริเวณระบบประสาทส่วนกลาง และระบบประสาทอตัโนมติั 
อวยัวะท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบหายใจ ระบบท่ีเก่ียวกบัหวัใจและหลอดเลือด และระบบทางเดินอาหาร   
ผูป่้วยมกัแสดงอาการน ้ าลายออกมากผิดปกติ อาเจียนมีอาการเสียดทอ้ง (โดยเฉพาะบริเวณสะดือ)   
ทอ้งร่วงและเหง่ือออกมาก กลา้มเน้ือบิด มือสั่น ตากระตุก กลา้มเน้ือไม่ประสานงานกนั การหายใจ
ล าบาก ความดนัโลหิตสูง อุณหภูมิของร่างกายอยูใ่นช่วง 37.2-38.8 องศาเซลเซียส การท างานของ
เอนไซม ์acetylcholinesterase ในเม็ดเลือดแดง และการท างานของเอนไซม ์cholinesterase ใน 
serum ของเลือดมีเพียง 10-20 %  
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2.4.2.3 อาการขั้นรุนแรง ผูป่้วยไม่สามารถเคล่ือนไหวและมีความสับสนทางจิตใจ
เกิดข้ึนจะแสดงอาการชัก และเกิดความผิดปกติของระบบหายใจ กลา้มเน้ือบิดทัว่ร่างกายอตัรา 
การหาย ใจมากกว่า 40 คร้ังต่อนาที บริเวณปลายแขนขาเขียวเน่ืองจากการขาดออกซิเจน  
ปฏิกิริยาโต้ตอบต่อส่ิงกระตุ้นเกิดข้ึนอย่างแผ่วเบา อุณหภูมิในร่างกายเพิ่มสูงข้ึนเท่ากับ  
39 องศาเซลเซียส การถ่ายอุจจาระและปัสสาวะเกิดข้ึนโดยไม่รู้ตวั ม่านตาหร่ี การท างานของ
เอนไซม ์ acetylcholinesterase ในเมด็เลือดแดง และการท างานของเอนไซม ์cholinesterase ใน 
serum ของเลือดจะลดลงหรือถูกยบัย ั้งอยา่งส้ินเชิง การไดรั้บพิษอยา่งเฉียบพลนัของ MP เป็นผล
เน่ืองมาจากการยบัย ั้งการท างานของ acetylcholinesterase ตรงบริเวณปลายประสาท ซ่ึงจะท าให้
การสะสมของ endogenous acetylcholine อาการท่ีปรากฏ ไดแ้ก่ เหง่ือออก มีน ้ าลายไหล ทอ้งร่วง 
อาการโคม่า และตายเน่ืองจากระบบหายใจลม้เหลว 

  2.5 การทดสอบความเป็นไปในส่ิงแวดล้อม (Environmental Fate Tests) 
2.5.1 การย่อยสลายโดยชีววิธีและการเปล่ียนรูปโดยชีววิธี (Biodegradation and 

Biotransformation) 
 การยอ่ยสลายโดยชีววิธีของ MP พบว่าสารชนิดน้ีสามารถสลายตวัไดด้ว้ยจุลินทรียท่ี์

อาศยัอยู่ในดิน ซ่ึง pathway ในการยอ่ยสลาย MP ของจุลินทรียเ์ก่ียวขอ้งกบัปฏิกิริยา hydrolysis 
และปฏิกิริยา reduction ดงัแสดงในภาพท่ี 10 

ปฏิกิริยา hydrolysis ของ MP เกิดท่ีพนัธะ nitrophenyl (C-O-P)  แลว้ไดผ้ลผลิตเป็น
พาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol; PNP) และกรดไดเมทธิลไธโอฟอสฟอริค (dimethyl 
thiophosphoric acid) หลงัจากนั้นจะเกิดกระบวนการ metabolism ของ PNP ไดเ้ป็นไนไตรท ์
(nitrite) และไฮโดรควิโนน (hydroquinone) หรือพาราไนโตรเคทิคอล (p-nitrocatechol) ปฏิกิริยา 
reduction ของ MP เกิดท่ีกลุ่มไนโตร (nitro group) ไดเ้ป็นอะมิโนเมทธิลพาราไธออน 
(aminomethyl-parathion) ซ่ึงจะถูกไฮโดรไลส์ (hydrolyse) ต่อไปไดพ้าราอะมิโนฟีนอล (p-
aminophenol)  และกรดไดเมทธิลไธโอฟอสฟอริค (dimethylthiophosphoric acid) อยา่งไรก็ตาม    
PNP ซ่ึงเป็น metabolite ของ MP ในปฏิกิริยา hydrolysis สามารถถูกรีดิวซ์เป็นพาราอะมิโนฟีนอล
ในสภาวะไร้อากาศ (Keprasertsup, 1995) 
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ภาพท่ี 11 Proposed pathways ของ MP ในจุลินทรียโ์ดยทัว่ไป 
ท่ีมา: Keprasertsup, 1995 
 

 2.5.2 การยอ่ยสลายโดยแสง (Photodegradation) 
การยอ่ยสลายโดยแสงของ MP สามารถถูกยอ่ยสลายไดเ้ป็น dimethyl thiophosphoric 

acid, paranitrophenol และ methyl paraoxon ในสภาพแวดลอ้มหลงัจาก 8 ชัว่โมงไปแลว้
กระบวนการเกิด methyl paraoxon โดยอาศยัแสงอลัตร้าไวโอเลตจะเกิดเพิ่มข้ึน 
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 2.5.3 การแตกตวัท าปฏิกิริยากบัน ้า (Hydrolysis) 
การแตกตวัท าปฏิกิริยากบัน ้ าของ MP ข้ึนกบัค่าพีเอช และอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนการแตก

ตวัท าปฏิกิริยากบัน ้ า 50% ณ อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ใชร้ะยะเวลา 175 วนั ในขณะท่ีพีเอช
เท่ากบั 1-5 ท่ีอุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส ใชร้ะยะเวลา 5 วนั และ 4 วนั ตามล าดบั และเม่ือ 
พีเอชเท่ากบั 12 ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ใชร้ะยะเวลาเพียง 12 ชัว่โมงเท่านั้น ในขณะท่ีพีเอช
เท่ากบั 6-7 และ 9 ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ใชร้ะยะเวลาในการแตกตวัท าปฏิกิริยากบัน ้ าเพียง 
6.9  และ 1.5 ชัว่โมง ตามล าดบั  

อตัราการแตกตวัท าปฏิกิริยากบัน ้ าโดยด่าง (alkali) ของ MP เท่ากบั 4.3 ซ่ึงสูงกว่า
พาราไธออน คร่ึงชีวิต (half-life) ของ MP ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ในเอทานอล ซ่ึงมีพีเอช
เท่ากบั 6.0 และในสารละลายบฟัเฟอร์ (1:4) มีค่าคร่ึงชีวิตเท่ากบั 8.4 ชัว่โมง 

จากการศึกษาของ Douglas M. Munnecke (1974) พบว่าเอนไซมท่ี์เตรียมไดจ้าก
แบคทีเรียท าให้เกิดการแตกตวัท าปฏิกิริยากบัน ้ าไดอ้ย่างรวดเร็วกว่าการแตกตวัท าปฏิกิริยากบัน ้ า
ดว้ยสารเคมี โดยท่ีคร่ึงชีวิตของสารละลายสูตรผสมเจือจางของสารเคมีป้องกนัก าจดัศตัรูพืชและ
สตัว ์อยูใ่นช่วง 27-80 ชัว่โมง และการท างานของเอนไซมด์งักล่าวไม่ถูกขดัขวางโดยผงซกัฟอกและ
องคป์ระกอบตวัท าละลายท่ีเป็นสูตรผสมทางการคา้ 

 2.5.4 การกลายเป็นไอ (Evaporation) 
การกลายเป็นไอจากพื้นผิวดินของ MP ข้ึนกบัปริมาณความเขม้ขน้ของ MP ในดิน   

และอตัราการเคล่ือนยา้ยอากาศเหนือผิวดิน ดชันีการกลายเป็นไอเท่ากบั 4 หรืออตัราการกลายเป็น
ไอเท่ากบั 7-14 กิโลกรัมต่อพื้นท่ี 1 เฮคตาร์ต่อปี 

  2.5.5 การเปล่ียนเป็นออกซิไดส์ (Oxidation) 
การเปล่ียนเป็นออกซิไดส์ เป็นการลดก ามะถนัท่ีรวมตวัอยูใ่น MP โดยล าพงัแลว้ MP

ไม่สามารถกระตุ้นฤทธ์ิ (active) ได้ ต้องอาศัยการกระตุ้นฤทธ์ิจากระบบเอนไซม์ท่ีท าให้เกิด
กระบวนการเปล่ียนเป็นออกซิไดส์ (mixed-function oxidases:  MFO) ซ่ึงปรากฏในร่างกายของ
แมลง สัตวท์ดลอง และคน ระบบเอนไซมด์งักล่าวอยูใ่น microsome และตอ้งอาศยั NADPH และ 
O2 ในการท างานดว้ย ดงัภาพต่อไปน้ี 
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ภาพท่ี 12 การกระตุน้ (activation) ของ MP ใหเ้ปล่ียนเป็น active metabolite ซ่ึงออกฤทธ์ิโดยการจบั
กบัเอนไซม ์acetylcholinesterase และยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
ท่ีมา: พรพิมล   เจริญส่ง, 2533 
 

  2.6 การแพร่กระจายสู่ส่ิงแวดล้อม (Environmental Exposure) 
การกระจายของ MP ในอากาศ น ้ า ดิน และในส่ิงมีชีวิตในส่ิงแวดลอ้ม มกัเกิดข้ึนจากปัจจยั

ทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ การแพร่กระจายของ MP ในอากาศส่วนใหญ่เกิดจากการฉีดพ่น  
ท าให้ละอองฟุ้ งกระจาย และการระเหยของน ้ าจากใบไมแ้ละผิวดิน พบว่าระดับ MP ใน 
ชั้นบรรยากาศบริเวณพื้นท่ีท าการเกษตรมีค่าสูงสุดประมาณ 70 นาโนกรัมต่อตารางเมตร และลดลง
สู่ระดบัปกติเม่ือผา่นไป 9 วนั 

จากการศึกษาระดบั MP ในดิน พบว่า MP สามารถคงสภาพในดินไดน้านกว่าในอากาศหรือ
ในน ้ า โดยระยะเวลาท่ีอยู่ในดินจะแตกต่างกนัไปข้ึนอยู่กบัชนิดของดิน เช่น MP ในดินทรายจะ
สลายไดเ้ร็วกว่าในดินเหนียว การยอ่ยสลาย MP ในสัตวแ์ละการขบัถ่ายของเสียเกิดข้ึนภายในเวลา
สั้นๆ อย่างไรก็ตาม กระบวนการเหล่าน้ีจะเกิดในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมและสัตวปี์กไดร้วดเร็วกว่า
สตัวท่ี์มีกระดูกสนัหลงัชั้นต ่าและสตัวไ์ม่มีกระดูกสนัหลงั  

แนวทางการย่อยสลาย MP ในส่ิงแวดลอ้มท่ีส าคญัท่ีสุด คือ การย่อยสลายดว้ยจุลินทรีย ์  
เน่ืองจากในส่ิงแวดลอ้มมีจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลงได ้โดยมีรายงานการ
วิจยัมากมายเก่ียวกบัการศึกษาจุลินทรียท่ี์สามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลงได ้ดงัแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 ชนิดของจุลินทรียท่ี์สามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลงได ้
Compound microorganism 

Parathion 

Bacillus                                                              
Arthrobacter 
Flavobacterium sp. ATCC 27551 

Pseudomonas sp. ATCC 29353 

Pseudomonas spp. 
Pseudomonas sp. 
Pseudomonas strain CTP-01 

Pseudomonas diminuta MG 

Pseudomonas sp. strain SC 

Methyl parathion 

Pseudomonas sp. 
Pseudomonas sp. isolate 50541 

Flavobacterium sp. ATCC 27551 

Plesiomonas sp. M6 

Burkholderia cepacia 

Aufwuchs 

p-Nitrophenol 

Flavobacterium sp. 
Pseudomonas spp. PNP-1, 2, and 3 

Pseudomonas sp. isolate 50445 

Moraxella sp. 
Pseudomonas strain 24 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Chaudhry, 1994 
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ตารางท่ี 5 (ต่อ) ชนิดของจุลินทรียท่ี์สามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลงได ้
Compound microorganism 

Diazinon 

Flavobacterium sp. ATCC 27551 
Pseudomonas sp. ATCC 29353 

Pseudomonas spp. 
Pseudomonas sp. 
Arthrobacter sp. SB3 and SB4 

Isofenphos Arthrobacter sp. 
Pseudomonas sp. 

Fenetrothion Flavobacterium sp. ATCC 27551 

Dichlorovos Pseudomonas aeruginosa sp. 
Pseudomonas sp. 

Coumaphos Isolates B-1, B-2, and B-3 

Mathidathion Bacillus coagulans 
 

  2.7 ผลกระทบต่อส่ิงมีชีวติในส่ิงแวดล้อม (Effects on Organisms in the Environment) 
ยาฆ่าแมลง MP เป็นยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OP ท่ีใชป้้องกนัและก าจดัแมลงซ่ึงเกษตรกรนิยมใช้

กนัอยา่งแพร่หลาย โดยในปี พ.ศ. 2536 มีสถิติการน าเขา้มาใชใ้นประเทศไทยสูงเป็นอนัดบัท่ี 3 ของ
สารก าจดัศตัรูพืชในกลุ่มเดียวกนั คิดเป็นปริมาณท่ีน าเขา้ 1,117 ตนั หรือเป็นมูลค่ากว่า 70 ลา้นบาท   
จากการท่ีมีการใช้ MP อยา่งแพร่หลายเป็นเหตุให้ตรวจพบการปนเป้ือนและตกคา้งอยูใ่นผลิตผล
ทางการเกษตร เช่น พืช ผกั และผลไมช้นิดต่างๆ รวมทั้งแหล่งในพื้นท่ีเพาะปลูก แหล่งน ้ าธรรมชาติ
และดินเกษตรกรรมอยูเ่สมอ (กรมวิชาการเกษตร, 2537) 

ส าหรับผลกระทบของ MP ต่อส่ิงมีชีวิตท่ีอยูใ่นน ้ าพบว่า ในสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัท่ีอาศยั
อยูใ่นน ้ า  มีค่าความเป็นพิษของ MP ในรูปของค่า LC50 (Lethal  Concentration; ความเขม้ขน้ของ
สารท่ีท าให้ส่ิงมีชีวิตท่ีศึกษาลดลง 50%) อยูใ่นช่วงนอ้ยกว่า 1-40 ไมโครกรัมต่อลิตร สัตวจ์  าพวก
หอยมีค่า LC50 อยูใ่นช่วง 12-25 มิลลิกรัมต่อลิตร ปลาทะเลและปลาน ้ าจืดส่วนใหญ่ มีค่า LC50 อยู่
ในช่วง 6-25 มิลลิกรัมต่อลิตร ดงันั้นควรหลีกเล่ียงการฉีดพ่น MP ใกลแ้หล่งน ้ า เช่น หนองน ้ า 
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แม่น ้ า และทะเลสาบ ในสภาวะท่ีมีลมแรงส าหรับผลกระทบของ MP ต่อสัตวปี์ก มีการศึกษาใน
หอ้งปฏิบติัการพบว่า MP มีค่าความเป็นพิษต่อนกในรูปของค่า LD50 (Lethal Dose; ปริมาณสารพิษ
ท่ีใช้ต่อน ้ าหนักของส่ิงมีชีวิตท่ีท าให้ส่ิงมีชีวิตท่ีศึกษาลดลง 50%) ท่ีให้ทางปากอยู่ในช่วง 
3-8 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของน ้ าหนกัตวั ส าหรับประเทศไทย กรมวิชาการเกษตรไดศึ้กษาสารพิษ
ตกคา้งในผกัและผลไม ้โดยสุ่มเก็บตวัอย่างผกัและผลไมใ้นทอ้งท่ีจงัหวดัต่างๆ เช่น นครปฐม   
อ่างทอง นนทบุรี ปทุมธานี และชลบุรี เป็นตน้ มาวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของสารตกคา้งใน
ผลิตผลเหล่านั้นพบว่า ตวัอย่างท่ีวิเคราะห์ทั้งหมดมีสารพิษตกคา้งของยาฆ่าแมลงปนเป้ือนอยู่
ประมาณร้อยละ 75 ของตวัอยา่งทั้งหมด ดงัแสดงในตารางท่ี 6 และตารางท่ี 7 นอกจากน้ียงัพบว่า    
ในตวัอย่างส้มท่ีน ามาวิเคราะห์ร้อยละ 12.8 ของตวัอย่างทั้งหมด มีปริมาณ MP เกินค่า 
ความปลอดภยัท่ีก าหนดไว ้(0.2 ppm) ร้อยละ 1.4 ของตวัอยา่งทั้งหมด (กรมวิชาการเกษตร, 2538) 

 
ตารางท่ี 6 จ านวนตวัอยา่งของผกัและผลไมท่ี้ตรวจพบสารพิษตกคา้ง 

Commodity No. of samples 
analysed 

Samples found 

No. (%) 
Grape 156 139 89.1 
Tangerine 70 51 72.8 
Brassica 15 5 33.3 
Cabbage 123 51 41.5 
Cauliflower 12 4 33.3 
Corn, baby 26 5 19.2 
Cowpea 30 8 26.7 
Cucumber 20 8 40 
Ipomoea (morning glory) 16 5 31.2 
Kale 76 40 52.6 
Mushroom 21 3 14.3 
Tomato 26 6 23.1 
ท่ีมา: กรมวิชาการเกษตร, 2538  
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ตารางท่ี 7 ชนิดและปริมาณของสารพิษตกคา้งท่ีตรวจพบในผกัและผลไม ้

Commodity 
(No. of samples analyzed) 

Pesticide 
Range of 
residue 
(ppm) 

Total  
found 

Total 
violations 

Codex 
MRL 
(ppm) 

Grape (156) captan <0.01-1.91 47   
dimethoate 0.01-0.07 26   
methomyl 0.01-1.07 29   
monocrotophos 0.02-1.58 117 40 0.2 

Tangerine (70) dimethoate 0.01-1.31 33   
malathion 0.03-1.07 10  4 
monocrotophos 0.01-1.72  7 0.2 
Parathion-
methyl 

0.01-0.99 9 1 0.2 

ท่ีมา: กรมวิชาการเกษตร, 2538  
  

จากรายงานการวิจยัในแง่ต่างๆ ของ MP  จะเห็นไดว้่า MP เป็นยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OP ชนิด
หน่ึงท่ีมีความเป็นพิษสูง  สามารถซึมผ่านปาก ผิวหนงั และการหายใจ   หากไดรั้บในปริมาณมาก
อาจท าให้เสียชีวิตได ้โดยในประเทศสหรัฐอเมริกา และประเทศในกลุ่มสหภาพยุโรปได้มีการ
ประกาศหา้มใชย้าฆ่าแมลงชนิดน้ีในพื้นท่ีการเกษตรแลว้ ประเทศไทยซ่ึงมีการใชย้าฆ่าแมลงชนิดน้ี
มาเป็นระยะเวลานานตั้งแต่ปี พ.ศ. 2490 จึงเกิดความตระหนกัถึงอนัตรายจากความเป็นพิษของ MP 
โดยในปี พ.ศ. 2547 ประเทศไทยไดป้ระกาศห้ามใชย้าฆ่าแมลงชนิดน้ีในพื้นท่ีเกษตรกรรม โดย
ประกาศเป็นวตัถุอนัตรายชนิดท่ี 4 ท่ีห้ามมิให้มีการผลิต การน าเขา้ การส่งออก หรือการมีไวใ้น
ครอบครอง ตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม เร่ือง บญัชีรายช่ือวตัถุอนัตราย (ฉบบัท่ี 2)  
พ.ศ. 2547 แลว้ ดงัแสดงในตารางท่ี 8 แต่อยา่งไรก็ตามในประเทศไทยยงัขาดความเขม้งวด และ 
ไม่มีการตรวจสอบติดตามการใชย้าฆ่าแมลงชนิดน้ีอยา่งต่อเน่ือง รวมทั้งขาดแผนการท่ีชดัเจนและ
เพียงพอในการควบคุมการตลาด และการใชส้ารเคมีก าจดัศตัรูพืชทั้งในระดบัชาติและระดบัทอ้งถ่ิน 
ดงันั้นการจ าหน่ายสารเคมีก าจดัศตัรูพืชในประเทศไทยจึงไม่มีการควบคุมท่ีชดัเจนแต่อยา่งใด จึง 
ท าให้ยงัมีการจ าหน่ายและใช้ยาฆ่าแมลงชนิดน้ีกันอย่างแพร่หลายแมจ้ะถูกข้ึนบัญชีเป็นวตัถุ
อนัตรายแลว้ก็ตาม โดยจะเห็นไดจ้ากรายงานการตรวจสอบสารพิษตกคา้งในตวัอยา่งพืชแปลงของ
ส านักวิจยัและพฒันาการเกษตร เขต 5 กรมวิชาการเกษตร ในเขตจงัหวดักาญจนบุรี สุพรรณบุรี 
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ราชบุรี เพชรบุรี นครปฐม สมุทรสาคร และสมุทรสงคราม ในเดือนมกราคม พ.ศ. 2548 ถึงกนัยายน 
พ.ศ. 2551 พบวา่ยงัมีการตรวจพบ MP ตกคา้งอยูใ่นผลผลิตทางการเกษตรอยู ่(สุนีย ์นิเทศพตัรพงศ,์ 
2552) ซ่ึงจากการใชส้ารเคมีชนิดน้ีอยา่งต่อเน่ืองของเกษตรกรจึงก่อให้เกิดการตกคา้งของสารเคมี
ในแหล่งดิน แหล่งน ้ า และในผลผลิตทางการเกษตร ซ่ึงจะส่งผลกระทบโดยก่อให้เกิดปัญหาต่อ
สุขภาพของเกษตรกรและผูบ้ริโภค เกิดปัญหาส่ิงแวดลอ้ม รวมทั้งเป็นปัจจยัท่ีท าใหเ้กิดความสูญเสีย
ทางเศรษฐกิจทั้งในระยะสั้นและระยะยาว ยิง่ไปกว่านั้นยงัมีการตรวจพบสารเคมีก าจดัศตัรูพืชท่ีได้
หา้มใชใ้นประเทศ หรือห้ามใชใ้นพืชบางชนิดในผกัส่งออกจากประเทศไทย ส่งผลให้คุณภาพของ
สินคา้เกษตรส่งออกท่ีมีคุณภาพต ่าจากการปนเป้ือนของสารเคมีท่ีใชใ้นการเกษตรท าใหสิ้นคา้ท่ีได้
ไม่เป็นไปตามขอ้ก าหนดในการส่งสินคา้เกษตรไปยงัประเทศต่างๆ ตามมาตรฐานของประเทศคู่คา้
นั้นๆ โดยเม่ือไม่นานมาน้ีไดมี้การประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เร่ืองก าหนดพืชเป็นพืช
ควบคุมเฉพาะ พ.ศ. 2556 ในการควบคุมพืชท่ีจะส่งออกไปนอกราชอาณาจกัรไทยจะตอ้งผา่นการ
ตรวจสอบเช้ือจุลินทรีย ์ หรือส่ิงอ่ืนใดท่ีเป็นอนัตรายต่อสุขภาพของมนุษย ์ดงัแสดงในตารางท่ี 9  
ซ่ึงจะเห็นไดว้า่สารในกลุ่ม OP โดยเฉพาะยาฆ่าแมลง MP ถูกจดัเป็นสารเคมีท่ีประเทศคู่คา้ในหลาย
ประเทศไม่อนุญาตให้ใช ้ดว้ยเหตุน้ีเองประเทศไทยจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะตอ้งศึกษาหาวิธี
ยอ่ยสลายและลดการปนเป้ือน รวมทั้งวิธีการตรวจสอบยาฆ่าแมลง MP ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด และ
ไม่เป็นอันตรายต่อส่ิงแวดล้อม ซ่ึงวิธีการย่อยสลายยาฆ่าแมลงด้วยจุลินทรีย์จัดเป็นวิธีท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงสุด   ราคาถูกท่ีสุด   และไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้ม (Munnecke และคณะ, 
1974) ดังนั้นในการศึกษาการโคลนและการแสดงออกเอนไซม์ของยีนท่ีสามารถย่อยสลาย 
ยาฆ่าแมลง MP และยาฆ่าแมลงชนิดอ่ืนๆ ในกลุ่ม OP ในเช้ือจุลินทรียท่ี์หลัง่เอนไซมอ์อกมานอก
เซลล์ ซ่ึงจะท าให้ง่ายต่อการผลิตและการน าเอนไซม์ไปใช้ จึงเป็นความรู้พื้นฐานเพื่อน าไป
ประยุกต์ใช้ในการเป็นแหล่งผลิตเอนไซม์เพื่อใช้ในการตรวจวัด ลดหรือก าจัดสารพิษจาก 
ยาฆ่าแมลงในส่ิงแวดลอ้ม และผลผลิตทางการเกษตรต่อไป 
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ตารางท่ี 8 วตัถุอนัตรายท่ีหา้มใช ้ตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม เร่ือง บญัชีรายช่ือวตัถุ
อนัตราย (ฉบบัท่ี 2) พ.ศ. 2547 มีผลบงัคบัใชเ้ม่ือวนัท่ี 19 ตุลาคม 2547 จ านวน 2 ชนิด 

ล าดับที ่ ช่ือวตัถุอนัตราย ประเภทการใช้ เดือน ปี ที่ห้าม เหตุผล 

1 parathion methyl  สารก าจดัแมลง  ตุลาคม 2547  - มีพิษเฉียบพลนัสูง  
- ประเทศท่ีพฒันาแลว้บาง
ประเทศหา้มใชแ้ลว้  

2 endosulfan (ยกเวน้ 
CS formulation)  

สารก าจดัแมลง  ตุลาคม 2547  - เป็นพษิต่อปลาและสตัว์
นา้ต่างๆ สูงมาก 
มีการน าไปใชผ้ดิ
วตัถุประสงคจ์ากท่ี 
ข้ึนทะเบียนไว ้ 
โดยน าไปใชก้ าจดัหอยเชอ
ร่ีในนาขา้วท าใหป้ลาและ
สตัวน์ ้ าตาย ก่อใหเ้กิด
ผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม 
โดยเฉพาะเม่ือมีการ
ร่ัวไหลออกจากนาขา้ว  

ท่ีมา: กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2547 
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ตารางท่ี 9 รายช่ือชนิดพืช ประเทศและเช้ือจุลินทรีย ์หรือส่ิงอ่ืนใดท่ีเป็นอนัตรายต่อสุขภาพของ
มนุษย ์ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เร่ือง ก าหนดพืชเป็นพืชควบคุมเฉพาะ พ.ศ. 2556 

ชนิดพชื ประเทศ 
เช้ือจุลนิทรีย์ หรือส่ิงอืน่ใดทีเ่ป็นอนัตราย  

ต่อสุขภาพของมนุษย 
ทุเรียน ล าไย ล้ินจ่ี มงัคุด สม้โอ ้
มะม่วง ขิง ถัว่ฝักยาว คะนา้ กวางตุง้ 
พริก หน่อไมฝ้ร่ัง ผกัชีไทย มะเขือ 
กระเจ๊ียบเขียว  
เฉพาะท่ีเป็นพืชผกัสดและผลไมส้ด 
 

สหภาพยโุรป  
นอร์เวย ์ 
สมาพนัธรัฐ
สวิส  

กลุ่ม ออร์กาโนฟอสเฟต (Organophosphates) :  
ไดคลอร์วอส (dichlorvos,DDVP),  
เมทามิโดฟอส (methamidophos),  
ไดอะซินนอน (diazinon),  
คอร์ไพริฟอส (chlorpyrifos),  
พิริมิฟอสเอทิล (pirimiphos ethyl),  
พิริมิฟอส-เมทิล (pirimiphos-methyl),  
พาราไทออน (parathion),  
พาราไทออนเมทิล (parathion methyl),  
เมวินฟอส (mevinphos),  
มาลาไทออน (malathion),  
โพรฟีโนฟอส (profenofos),  
โพรไทโอฟอส (prothiophos),  
โมโนโครโทฟอส (monocrotophos),  
ไดเมโทเอต (dimethoate),  
โอเมโทเอต (omethoate),  
ไดโครโทฟอส (dicrotophos),  
โฟซาโลน (phosalone),  
ไตรอะโซฟอส (triazophos),  
เฟนิโทรไทออน (fenitrothion),  
เมทิดาไทออน (methidathion),  
อีไทออน (ethion),  
อีพีเอน็ (EPN) และ อะซินฟอส- เอทิล ( azinphos-ethyl)  
กลุ่มไพเรทรอยด ์(Pyrethroids) :  
เพอร์เมทริน (permethrin),  
ไซเพอร์เมทริน (cypermethrin),  
ไซฮาโลทริน (cyhalothrin),  
เฟนวาเลอเรต (fenvalerate),  
ไซฟลูทริน(cyfluthrin) และ เดลทาเมทริน (deltamethrin)  
กลุ่มอ่ืนๆ :  
เอน็โดซลัแฟน (Endosulfan)  
คาร์บาเมต (Carbamate)  
โพรพิโคนาโซล (Propiconazole) เฉพาะมะม่วง (ญ่ีปุ่น)  

ทุเรียน ล าไย ล้ินจ่ี มงัคุด สม้โอ ้
มะม่วง ขิง ถัว่ฝักยาว คะนา้ กวางตุง้ 
พริก หน่อไมฝ้ร่ัง ผกัชีไทย  
กระเจ๊ียบเขียว  
เฉพาะท่ีเป็นพืชผกัสดและผลไมส้ด 

สิงคโปร์  

ทุเรียน ล าไย ล้ินจ่ี มงัคุด สม้โอ ้
มะม่วง ขิง ถัว่ฝักยาว คะนา้ กวางตุง้ 
พริก หน่อไมฝ้ร่ัง ผกัชีไทย 
กระเจ๊ียบเขียว ข้ึนฉ่าย ผกัชีฝร่ัง 
ผกัชีลาว โหระพา กะเพรา ผกัคะ
แยง ยีห่ร่า แมงลกั สะระแหน่ ผกั
แพรว  
ใบบวับก ถัว่ลนัเตา กะหล ่าปลี 
ส้มป่อย ชะอม ใบมะกรูด ผกั
กระเฉด ตะไคร้ ผกัเป็ด  
เฉพาะท่ีเป็นพืชผกัสดและผลไมส้ด  

ญ่ีปุ่น 

ท่ีมา: กรมวิชาการเกษตร, 2556 
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ตารางท่ี 9 (ต่อ) รายช่ือชนิดพืช ประเทศและเช้ือจุลินทรีย ์หรือส่ิงอ่ืนใดท่ีเป็นอนัตรายต่อสุขภาพ
ของมนุษย ์ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เร่ือง ก าหนดพืชเป็นพืชควบคุมเฉพาะ  
พ.ศ. 2556 

ชนิดพชื ประเทศ 
เช้ือจุลนิทรีย์ หรือส่ิงอืน่ใดทีเ่ป็นอนัตราย  

ต่อสุขภาพของมนุษย 
พริก ถัว่ฝักยาว หน่อไมฝ้ร่ัง ผกัชี
ไทย  
ผกัชีฝร่ัง กะเพรา โหระพา 
สะระแหน่  
ข้ึนฉ่าย ผกัคะแยง ผกัแพรว ตน้หอม  
กยุช่าย ชะอม ตะไคร้ ผกับุง้ ผกัแวน่  
ผกักระเฉด ใบบวับก ใบชะพลู ผกั
โขม ผกัปลงั  
เฉพาะท่ีเป็นพืชผกัสดและผลไมส้ด  

สหภาพยโุรป  
นอร์เวย ์ 
ไอซ์แลนด ์

เอสเชอริเชีย โคไล (Escherichia coli)  
ซลัโมเนลลา สปีชีส์ (Salmonella spp.) 

ล าไยสด 
สาธารณรัฐ
ประชาชน 
จีน 

ซลัเฟอร์ไดออกไซด ์(SO2) 

เมลด็แมงลกั ลูกเดือย พริกแหง้ ญ่ีปุ่น อะฟลาทอ็กซิน (Aflatoxin) 
 
3. เช้ือ Burkholderia cepacia ที่สามารถย่อยสลายยาฆ่าแมลง MP (Keprasertsup และคณะ, 2001) 

 เช้ือแบคทีเรีย Burkholderia cepacia ท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ีเป็นแบคทีเรียท่ียอ้มติดสีแกรมลบ  
มีรูปร่างเป็นท่อน โคโลนีมีลกัษณะสีขาว ทึบแสง ขนาดเล็ก ตอ้งการอากาศในการเจริญ เติบโต
(aerobic bacteria) และให้ผลบวกกบัปฏิกิริยาออกซิเดสและคะตาเลส (oxidase-positive and 
catalase-positive) 

 เช้ือแบคทีเรียตวัน้ีเแยกไดจ้ากพื้นท่ีเกษตรกรรมในเขตตล่ิงชนั บางกอกนอ้ย กรุงเทพมหานคร   
สามารถเจริญเติบโตไดท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (26±2 องศาเซลเซียส) และมีคุณสมบติัในการยอ่ยสลายและ
สามารถใชย้าฆ่าแมลง MP เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียวในการเจริญเติบโต โดยเช้ือแบคทีเรีย
ตวัน้ีจะยอ่ยสลายยาฆ่าแมลง MP เป็น PNP นอกจากน้ียงัสามารถยอ่ยสลาย PNP ต่อไปไดอี้กดว้ย    
 การเล้ียงเช้ือจะเล้ียงในอาหารท่ีประกอบดว้ยแร่ธาตุท่ีจ  าเป็น (Basal Mineral Medium, 
BMM) ท่ีมี MP ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเช้ือแบคทีเรียจะสามารถยอ่ยสลาย 
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ยาฆ่าแมลงไดห้มดภายในเวลา 12-18 ชัว่โมง สังเกตไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเปล่ียนจากสีเขียว 
ปนเหลืองเป็นสีขาวขุ่น โดยเอนไซมท่ี์ใชย้่อยสลาย MP เป็นmembrane bound และมีการ 
แสดงออกแบบเหน่ียวน า นอกจากน้ีเช้ือแบคทีเรียตวัน้ียงัสามารถย่อยสลายมาลาไธออน  และ 
ไดเมโธเอท  ซ่ึงเป็นยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OP ไดอี้กดว้ยเน่ืองจากเช้ือตวัน้ีสามารถเจริญเติบโตใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมียาฆ่าแมลงเหล่าน้ีเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียวไดท้ั้งในอาหารแข็งและ
อาหารเหลว (เจษฎาวรรณ วิจิตรเวชการ และคณะ, 2543) 
 
4. รายงานการวจิัยที่เกีย่วข้อง 
        ซ่ึงในปี ค.ศ. 1996  มีรายงานการโคลนและหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี organophosphorus 
acid anhydrolase (opa A) ของเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas sp. JD 6.5 ท่ีสามารถย่อยสลาย
สารประกอบประเภท OP แลว้เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี opa A  กบัล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์องยนี opd ของเช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas diminuta MG  และเช้ือแบคทีเรีย Flavobacterium 
sp. ATCC 27551 พบว่า  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีทั้งสองไม่มี homology กนั (Cheng และคณะ, 
1996)  ต่อมามีรายงานว่ายนี opd A ของเช้ือแบคทีเรีย Agrobacterium radiobactor P230 ท่ีสามารถ
ย่อยสลายยาฆ่าแมลงประเภท OP  มีล าดบันิวคลีโอไทด์คลา้ยกับยีน opd ของเช้ือแบคทีเรีย 
Brevundimonas diminuta MG (Pseudomonas diminuta MG) และเช้ือแบคทีเรีย Flavobacterium 
sp. ATCC 27551 แต่เอนไซม ์Opd A ท่ีถูก encode จากยนี opd A สามารถไฮไดรไลซ์ยาฆ่าแมลง
ประเภท OP ไดห้ลายชนิดกวา่เอนไซม ์OPH ท่ีถูก encode จากยนี opd (Horne และคณะ, 2002) 

ปี ค.ศ. 1998   มีรายงานการโคลนยนี phn E และ glp T ซ่ึงเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการส่งผา่น 
(transport) ยาฆ่าแมลงไดไอโซโพรพิลฟลูออโรฟอสเฟต (diisopropyl fluorophosphate) ของเช้ือ 
Eschericia coli K-12   โดยพบว่ายนีทั้ง 2 ชนิดน้ีท าใหเ้ช้ือ Eschericia coli K-12 สามารถยอ่ยสลาย
ยาฆ่าแมลงไดไอโซโพรพิลฟลูออโรฟอสเฟตไดดี้ข้ึน (Elashvili  และคณะ, 1998)  และยนี phn ของ
เช้ือ Burkholderia sp. RP007 ท่ีสามารถยอ่ยสลาย polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) มีล าดบั
นิวคลีโอไทดท่ี์แตกต่างจากยนีอ่ืนท่ีสามารถยอ่ยสลาย PAH ได ้(Laurie and Jones, 1999) 
 ปี ค.ศ. 1999 มีรายงานการคดัแยกเช้ือจุลินทรีย ์Pseudomonas sp. A3 จากดินซ่ึงพบว่า 
Pseudomonas sp. A3 สามารถยอ่ยสลาย methyl parathion, malathion, monocrotophos และ 
diazinon ซ่ึง Pseudomonas sp. A3 จะเปล่ียน methyl parathion ไปเป็นแหล่งคาร์บอนและ
ฟอสฟอรัสเพื่อใชใ้นการเจริญเติบโต (Ramanathan and  Lalithakumari, 1999) 
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ปี ค.ศ. 2001 มีรายงานการคดัแยกเช้ือจุลินทรียจ์ากแหล่งเกษตรกรรมในประเทศไทยโดยการ
น าดินจากการเกษตรไปเล้ียงใน basal mineral medium (BBM) ท่ีมีกลูโคสและไม่มีกลูโคส และ
อาหารทั้งสองชนิดจะมี MP เป็นส่วนประกอบ จากการทดลองสามารถคดัแยก Burkholderia 
cepacia ออกมาจาก mixed culture ใน BMM ท่ีไม่มีกลูโคส และพบว่า Burkholderia cepacia เป็น
แบคทีเรียท่ีสามารถยอ่ยสลาย MP ไดดี้ และเช้ือชนิดน้ีสามารถเจริญในอาหาร BMM ท่ีมี pH อยู่
ในช่วง 4-8 และความเขม้ขน้ของเกลือ 0-3.5% เม่ือทดลองเพิ่มกลูโคสลงในอาหารพบว่าการเพิ่ม
กลูโคสไม่มีผลในการเพิ่มความสามารถในการยอ่ย MP (Keprasertsup และคณะ, 2001) 

  ในปี ค.ศ. 2002 มีรายงานการคดัแยกแบคทีเรียชนิดหน่ึงออกจากดินสกปรกรอบๆ
โรงงานผลิตยาฆ่าแมลง โดยแบคทีเรียชนิดน้ีสามารถย่อยสลาย MP ไดอ้ย่างสมบูรณ์ และเม่ือ
จ าแนกชนิดของแบคทีเรียชนิดน้ีพบว่าอยูใ่นจ าพวก Pseudomonas sp. WBC-3 แบคทีเรียชนิดน้ีมี
ความสามารถในการตา้นทานความเขม้ขน้ของ MP สูงถึง 800 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารพื้นฐาน
และสามารถเพิ่มความตา้นทานไดถึ้ง 2000 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารท่ีมี 0.1% glucose และ
นอกจากน้ีแบคทีเรียชนิดน้ียงัสามารถย่อยสลายยาฆ่าแมลงในกลุ่มของ OP และสารประกอบ 
aromatic (Chen และคณะ, 2002) 

ปี ค.ศ. 2003  มีรายงานการศึกษาส่วนของพลาสมิด pPDL2 จากเช้ือ Flavobacterium sp. และ 
พลาสมิด pCMS1 จากเช้ือ Pseudomonas diminuta ซ่ึงทั้งสองพลาสมิดมีส่วนท่ีมีขนาด 5.1 kb ซ่ึงมี
ยนี organophosphate-degrading (opd)  โดยพบวา่พลาสมิด pPDl2 นั้นมียนี opd อยูร่ะหว่าง ISFlsp1 
และ Tn-3 และมี open reading frame (orf243) ซ่ึง code ใหโ้พลีเปปไทดข์นาด 27 kDa ซ่ึงสามารถ
ยอ่ยสลาย PNP (Siddavattam และคณะ, 2003)  

ปี ค.ศ. 2004  มีรายงานการศึกษาการแสดงออก การแยกบริสุทธ์ิ และการหาคุณลกัษณะของ
ยีนเมทธิลพาราไธออนไฮโดรเลส (mpd gene) โดยการท า PCR และแสดงออกใน E. coli ใน
รูปแบบของฟิวชัน่โปรตีน (hexa - His C - terminal fusion protein)  และแยกบริสุทธ์ิเอนไซมโ์ดย
ใช ้metal - affinity chromatography column ซ่ึงจากการศึกษา enzyme activity และ zymogram ของ
เอนไซมท่ี์แยกไดพ้บว่า เอนไซมท่ี์อยูใ่นรูปท่ีแอคทีฟ (active form) เกิดจาก precursor protein ท่ีมี
ขนาดใหญ่กวา่โดยการตดั signal peptide ในบริเวณ N-terminal ของสายโปรตีนออกไปและผลท่ีได้
แสดงใหเ้ห็นวา่เอนไซม ์MPH เป็นโมโนเมอร์  (Fu และคณะ, 2004) 

ปี ค.ศ. 2005 มีรายงานการศึกษาการพฒันาการแสดงออกของยีนท่ีสร้างเอนไซม์เมทธิล 
พาราไธออนไฮโดรเลส (methyl parathion-degrading; mpd gene) ใน E. coli โดยท าการโคลนยนีไว้
ภายใตก้ารควบคุมของ P43 promoter และเพิ่มล าดบันิวคลีโอไทดข์อง signal peptide ของ Bacillus 
subtilis (nprB gene) จากการศึกษาพบว่ามีการแสดงออกของยนีในระดบัสูงและมีการหลัง่เอนไซม์
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ออกนอกเซลล์โดยเอนไซม์ท่ีไดมี้ความสามารถในการย่อยสลาย MP ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ
(Zhang และคณะ, 2005) 

ส าหรับการศึกษาเก่ียวกบัเช้ือ Burkholderia cepacia ในประเทศไทยพบว่ามีรายงานการแยก
เช้ือ Burkholderia cepacia ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลง MP และ PNP จากดินท่ีท าการเกษตรใน
ประเทศไทย โดยพบว่าเช้ือตวัน้ีสามารถใช้ MP เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียวในการ
เจริญเติบโต (Keprasertsup และคณะ, 2001) และในปีเดียวกนัน้ี ไดมี้การแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH 
จากเช้ือตวัน้ี พบว่าเอนไซมช์นิดน้ีมีขนาดประมาณ 35 กิโลดาลตนั และวิเคราะห์กรดอะมิโนท่ี
ปลายดา้น N-terminus ได ้40 amino acid residues (เจษฎาวรรณ วิจิตรเวชการ และ บุญศรี จงเสรีจิต
, 2544) 

ปี พ.ศ. 2547  มีรายงานการบ่งช้ีและศึกษาลกัษณะของยีน mpdB จากเช้ือ Burkholderia 
cepacia  โดยพบว่าเม่ือน าแบคทีเรียชนิดน้ีไปหาล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR)  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี mpdB ท่ีสมบูรณ์ตรวจหาไดจ้ากการท า PCR และส่วน 
ORF ท่ีสมบูรณ์ขนาด 996 bp แปลรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้331 ตวั ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีและ
ล าดบักรดอะมิโนท่ีวิเคราะห์ได ้มีความเหมือนกบัยนี mpd ของเช้ือ Plesiomonas sp. M6 คิดเป็น 
99% และ 98% ตามล าดบั และเหมือนกบัยีน organophosphate pesticide hydrolase ของ 
Ochrobactrum sp. Mp-3  คิดเป็น 99% และ 99% ตามล าดบั  ซ่ึงล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน
ท่ีวิเคราะห์ไดมี้ความแตกต่างจากยีน opd ของเช้ือ Flavobacterium sp. ATCC 27551 โดยมี
เปอร์เซ็นตค์วามเหมือนเพียง 2% และ 10% ตามล าดบั  แสดงว่ายีน mpdB ท่ีไดอ้ยูใ่นกลุ่มของยีน 
mpd ซ่ึงมีความแตกต่างจากยนีในกลุ่ม opd  (เสาวลกัษณ์ วงคเ์ทียนหลาย, 2547)    

ปี พ.ศ. 2549 มีรายงานการบ่งช้ี การศึกษาลกัษณะ และการศึกษาการแสดงออกของยีนใน 
วิถีการยอ่ยสลายยาฆ่าแมลง MP จากเช้ือ Burkholderia cepacia โดยพบว่าโคลนของยนี mpdB ใน 
expression vector pGEX-4T-2 ซ่ึงเป็นพลาสมิดส าหรับการแสดงออกท่ีมี glutathione-S-transferase 
(GST) tag สามารถใหผ้ลการแสดงออกของเอนไซม ์MPH ไดสู้ง ในการท าบริสุทธ์ิโปรตีนจะอยูใ่น
รูปฟิวส์ชนัโปรตีนโดยมี GST-tag protein เช่ือมติดอยู ่อยา่งไรก็ตาม MPH ท่ีผลิตจากรีคอมบิแนนท์
โคลนส่วนใหญ่อยูใ่นรูปท่ีไม่ละลายน ้ า จึงท าการละลายดว้ย 8 โมลาร์ urea แลว้ท าการ refold 
โปรตีนก่อน แลว้จึงน ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย GSTrapp FF affinity column พร้อมกบัการตดั GST 
ออกจากเอนไซม์ จาก SDS-PAGE พบว่ารีคอมบิแนนท ์ MPH ท่ีแยกไดมี้ความบริสุทธ์ิสูงและมี
น ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 35 kDa specific activity ของ MPH หลงัท าให้บริสุทธ์ิแลว้มี 
ค่า 166.6 unit/mg protein ไดผ้ลผลิตในปริมาณท่ีสูงถึง 60% และมีค่าความบริสุทธ์ิ 6.1 เท่า (วิรุฬห์ 
ศุภลกัษณ์นารี, 2549) 
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ปี ค.ศ. 2012 มีรายงานการแยกบริสุทธ์ิ และการศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซม ์MPH จากเช้ือ 
Burkholderia cepacia ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลงในกลุ่ม OP โดยพบว่าสามารถแยกบริสุทธ์ิ
เอนไซม ์MPH จากเช้ือ Burkholderia cepacia ท่ีมีขนาด 35 กิโลดาลตนั และมีค่า pI เท่ากบั 8.5  
โดยใชว้ิธีทางโครมาโตกราฟฟี ซ่ึงอาศยัขั้นตอนในการแยกบริสุทธ์ิเอนไซมน้ี์ 3 ขั้นตอนโดยใช้
คอลมัน์ Resource S, Sephadex G100 และ Octyl Sepharose 4FF ตามล าดบั และยงัสามารถแยก
บริสุทธ์ิรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์MPH ท่ีผลิตไดจ้ากรีคอมบิแนนทโ์คลน E. coli ท่ีมีพลาสมิด pGT1 
(pGEX-4T-2::mpdB) โดยเอนไซมท่ี์ไดจ้ะอยูใ่นรูปของ GST-MPH fusion protein ซ่ึงท าใหง่้ายแก่
การแยกบริสุทธ์ิเอนไซมโ์ดยอาศยัเพียงขั้นตอนเดียวโดยใชค้อลมัน์ GSTPrep FF affinity column 
ซ่ึงไดเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิท่ีขนาด 35 กิโลดาลตนั เช่นกนั  ค่า specific activity ของเอนไซม ์ MPH 
บริสุทธ์ิมีค่า 1,600 unit/mg protein ไดผ้ลผลิตในปริมาณ 75% และมีค่าความบริสุทธ์ิ 39 เท่า  
เม่ือเทียบกบัเอนไซมท่ี์ผลิตไดจ้ากเช้ือ Burkholderia cepacia โดยอุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดต่อกิจกรรมเอนไซมอ์ยู่ท่ี 25OC และพีเอช 9.0 ตามล าดบั รวมทั้งเอนไซมมี์ความเสถียรท่ี
อุณหภูมิ  4OC นาน 48 ชัว่โมง และท่ีพีเอช 6-7 นาน 8-15 ชัว่โมง (Ekkhunnatham และคณะ, 2012)  

        
 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนภายในเซลล ์E. coli มีปัญหาหลายประการเพราะ

ถึงแมว้่าแบคทีเรียแกรมลบจ าพวก E. coli ถูกใชอ้ยา่งกวา้งขวางในการผลิตรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน
ในอุตสาหกรรมต่างๆ ดว้ยคุณสมบติัท่ีโดดเด่นของ E. coli เช่น E. coli สามารถเจริญเติบโตได้
รวดเร็ว, ง่ายต่อการเพาะล้ียง, สามารถเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่นเซลลสู์ง และสามารถผลิตรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีนไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์จากโปรตีนท่ีแสดงออกทั้งหมดภายในเซลล ์แต่อยา่งไรก็
ตาม E. coli ทั้งสายพนัธ์ุท่ีใชใ้นหอ้งปฏิบติัการและในอุตสาหกรรมโดยทัว่ไปจะไม่สามารถหลัง่
โปรตีนออกนอกเซลลไ์ด ้(Choi and Lee, 2004; Pines and Inouye, 1999; Yamabhai และคณะ, 
2008; Yoon และคณะ, 2010) นอกจากนั้นการ overexpression ของโปรตีนท่ีผลิตข้ึนภายในเซลล์
นั้นมกัพบอยู่ในรูปท่ีไม่ละลายน ้ า เน่ืองจากการผลิตโปรตีนในเซลล์เป็นจ านวนมาก จึงเกิดการ
รวมตวักนัของโปรตีนและตกตะกอนในลกัษณะท่ีเรียกว่า inclusion body ซ่ึงในการแยกบริสุทธ์ิ
โปรตีนจึงตอ้งใชว้ิธีการท่ียุง่ยากซบัซอ้น เสียค่าใชจ่้ายในการ denaturation และกระบวนการ refold 
โปรตีนก่อนการท าบริสุทธ์ิ จึงท าให้ผลผลิตสุดทา้ยท่ีได้จากการท าบริสุทธ์ิมีปริมาณท่ีต ่า 
(Suppaluknaree และคณะ, 2007; Yoon และคณะ, 2010) ดงันั้นวิธีการหลัง่โปรตีนออกนอกเซลล์
ของ E. coli จึงมีขอ้ดีเม่ือเปรียบเทียบกบัการผลิตภายในเซลล ์ตวัอย่างเช่น การแยกและการท า
บริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีนสามารถท าไดง่้าย เน่ืองจากการหลัง่ของรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน
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ออกมานอกเซลลน์ั้น จะช่วยลดการปนเป้ือนจากโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีอยูภ่ายในเซลลแ์ละลดการเกิด 
proteolytic degradation จาก protease ท่ีอยูภ่ายในเซลล ์(Yoon และคณะ, 2010)  

การหลัง่โปรตีนออกนอกเซลลใ์นแบคทีเรียแกรมลบจ าพวก E. coli โปรตีนจะถูกส่งผา่นเยื่อ
หุ้มชั้นใน (inner-membrane) ไปยงั periplasmic space และหลัง่ออกสู่อาหารเล้ียงเช้ือในท่ีสุด 
(Thanassi and Hultgren, 2000) โดยระบบการหลัง่โปรตีนออกนอกเซลลข์อง E. coli มีหลายระบบ
ท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่   type I, type II, type III, type IV และ type V โดย type II เป็นระบบท่ีนิยมใช้
โดยทัว่ไป ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน ไดแ้ก่ 1.  periplasmic translocation ซ่ึงจะประกอบดว้ย pathway 
หลกั 3 pathway ไดแ้ก่ SecB-dependent pathway, signal recognition particle (SRP) และ twin-
arginine translocation (TAT) pathway และ 2. extracellular transport เป็นการหลัง่ออกนอกเซลล์
ของ periplasmic protein ซ่ึงจะอาศยัการท างานของ secreton ท่ีประกอบดว้ยโปรตีน 12-16 โมเลกุล 
(Mergulhao และคณะ, 2005) โดย Sec-dependent pathway ไดมี้การศึกษาและประสบความส าเร็จ
ในการหลัง่โปรตีนชนิดต่างๆ ออกสู่ periplasmic space หรืออาหารเล้ียงเช้ือ (Kang และคณะ,2006; 
Songsiriritthigul และคณะ,2010; Yamabhai และคณะ, 2008)  ซ่ึงโปรตีนท่ีหลัง่ผา่น Sec-dependent 
pathway จะประกอบดว้ย amino-terminal signal peptide ท่ีมีขนาดประมาณ 15–50 amino acid  
ท าหนา้ท่ีเป็น recognition signal ซ่ึง signal sequence โดยทัว่ไปจะประกอบดว้ย positively charged 
amino terminus  (n-region) ท่ีมีความยาวประมาณ 2-10 amino acid,  central hydrophobic core  
(h-region) ท่ีมีความยาวประมาณ 6–15 amino acid และ polar cleavage region (c-region) ซ่ึงเป็น
ต าแหน่งท่ีถูกจดจ าโดย signal peptidase ดงัแสดงในรูปท่ี 13 โดย signal sequence ท่ีใชใ้นการผลิต 
รีคอมบิแนนทโ์ปรตีนให้หลัง่ออกนอกเซลลโ์ดยอาศยั Sec-dependent pathway ใน E. coli ไดแ้ก่ 
outer membrane protein A (OmpA), pectate lysate from Erwinia carotovora (PelB), alkaline 
phosphatase (PhoA), endoxylanase from Bacillus sp. (Enx) และ heat-stable enterotoxin II (SthII) 
เป็นตน้ (Choi and Lee, 2004; Mergulhao และคณะ, 2005)  
 

 
 

ภาพท่ี 13 องคป์ระกอบของ signal peptide sequence ซ่ึงประกอบดว้ย N- H- และ C-domain 
ท่ีมา: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Signal_sequence.svg?uselang=de 
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โดยกระบวนการหลัง่โปรตีนจะอาศยัการจบักนัระหว่าง cytosolic chaperone SecB กบั unfold 
preprotein ท่ีมี N-terminal signal peptide และน าโปรตีนเคล่ือนผา่น inner membrane-bound SecA 
เม่ือ preprotein ถูกส่งไปยงั inner-membrane ผา่นทาง SecYEG โดยอาศยัพลงังานจาก ATP 
hydrolysis และ proton-motive force (PMF) ซ่ึงในขั้นตอนน้ี signal peptide จะถูกก าจดัออกโดย 
signal peptidase ส่วนการหลัง่ของโปรตีนออกมานอกเซลลจ์ะเกิดจากการร่ัวของโปรตีนจาก 
periplasmic space เขา้สู่อาหารเล้ียงเช้ือ โดยอาศยัการท างานของ secreton หรือเป็นผลมาจากการ
เพิ่ม permeability ของเยื่อหุ้มเซลล์ ในช่วงระยะเวลาระหว่างการเหน่ียวน าดว้ยตวัเหน่ียวน า 
(inducer) โปรตีนท่ีมีขนาดเลก็ท่ีหลัง่เขา้สู่ periplasmic space จะสามารถหลัง่เขา้สู่อาหารเล้ียงเช้ือ
ไดดี้กว่าโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ่ (Choi and Lee, 2004; Mergulhao และคณะ, 2005; Yamabhai และ
คณะ, 2008)   แสดงดงัภาพท่ี 14 

 

 
 

ภาพท่ี 14 recombinant protein ท่ีหลัง่ออกนอกเซลลโ์ดยอาศยั type II mechanism และวิธีการใน
การหลัง่ recombinant proteins ออกจาก periplasmic space 
ท่ีมา: Mergulhao และคณะ, 2005 
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ซ่ึงในปี ค.ศ. 2005 มีรายงานการศึกษาท่ีเก่ียวขอ้งกบัการหลัง่เอนไซม ์OPH ออกสู่ periplasmic 
space ใน E. coli โดยอาศยั twin-arginine signal sequence โดยใช ้twin-arginine translocation (Tat) 
pathway พบว่าประสบความส าเร็จในการใช ้Tat pathway ส าหรับการหลัง่เอนไซม ์ OPH ออกสู่ 
periplasmic space และเม่ือท าการแยก (isolate) และตรวจวดักิจกรรมของเอนไซม ์ OPH ในส่วน
ของ periplasmic fraction พบกิจกรรมของเอนไซม ์ OPH  ประมาณ 22% เม่ือเปรียบเทียบกบั
เอนไซม ์OPH ท่ีผลิตภายในเซลล ์ซ่ึงพบกิจกรรมของเอนไซมเ์พียง 1.7% ของกิจกรรมเอนไซมท่ี์
ผลิตใน periplasmic fraction แสดงใหเ้ห็นว่ามีการหลัง่ OPH ออกสู่ periplasmic space ได ้ (Kang 
และคณะ, 2005)         

ในปี ค.ศ. 2006 มีรายงานการศึกษาท่ีเก่ียวขอ้งกบัการหลัง่เอนไซม ์OPH ออกสู่ periplasmic 
space ใน E. coli โดยอาศยั pelB signal sequence โดยใช ้secretory (sec) pathway พบว่าประสบ
ความส าเร็จในการแสดงออกของเอนไซม ์OPH ใหห้ลัง่เขา้สู่ periplasmic space และเม่ือวดักิจกรรม
ของเอนไซมใ์นส่วนของ periplasmic fraction พบว่ากิจกรรมของเอนไซม ์OPH มีค่ากิจกรรมของ
เอนไซมท่ี์พบใน periplasmic space ประมาณ 67% ของกิจกรรมเอนไซมใ์น total cell lysate (Kang 
และคณะ,2006) 

ในปี ค.ศ. 2010 มีรายงานการศึกษาท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ cotranslocation ของเอนไซม ์MPH และ 
OPH ใน periplasmic space และผิวเซลลใ์น E. coli โดยใช ้twin-arginine translocation (Tat) 
pathway และ ice nucleation protein (INP) display system ตามล าดบั ซ่ึงพบว่าสามารถผลิต
เอนไซมท์ั้ง MPH และ OPH ให้หลัง่ออกมายงั periplasmic space และผิวเซลล ์ตามล าดบั โดย
สามารถวดัค่ากิจกรรมเอนไซมข์อง periplasmic fraction และ outer membrane fraction มี
ค่าประมาณ 35% และ 50% ของกิจกรรมเอนไซมใ์น cell lysate ตามล าดบั (Yang และคณะ, 2010) 

และจากงานวิจยัท่ีผ่านมานั้นยงัไม่มีการผลิตเอนไซม์ MPH ท่ีหลัง่ออกมานอกเซลล ์โดยใช ้
OmpA signal sequence ผา่นทาง SecB-dependent pathway ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะศึกษาการ
โคลนและการแสดงออกของยีน mpdB เพื่อผลิตเอนไซม์ MPH โดยใช ้พลาสมิด pHisFlag-1 ท่ี
ประกอบดว้ย OmpA signal sequence ซ่ึงออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีน ซ่ึงหากงานวิจยัน้ีส าเร็จลง
ไดก้็จะเป็นการเพิ่มช่องทางในการผลิตเอนไซม ์ MPH ท่ีง่ายต่อการท าบริสุทธ์ิ มีการละลาย 
(solubility) ท่ีดี และยงัเป็นการช่วยลดตน้ทุนในการผลิตเอนไซมเ์พื่อน าไปประยกุตใ์ชต่้อไป   
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวธีิการด าเนินงานวจัิย 

อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวจัิย 

 
1. เช้ือแบคทีเรียทีใ่ช้ในการวจิัย 
        เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นการวิจยัน้ีเป็นเช้ือ BpGP คือ เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 ท่ีมีรีคอม- 
บิแนนทพ์ลาสมิด pGEX-6P-1 ท่ีมียนี mpdB จากเช้ือ Burkholderia cepacia ท่ีสามารถยอ่ยสลาย 
ยาฆ่าแมลง MP ท่ีไดจ้ากการทดลองก่อนหนา้ จากภาควิชาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตร์
และเทคโนโลยอุีตสาหกรรม มหาวิทยาลยัศิลปากร (วิรุฬห์ ศุภลกัษณ์นารี, 2549) และเช้ือ E. coli 
สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 โดยไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.มณฑารพ ยมาภยั 
สาขาเทคโนโลยชีีวภาพ ส านกัวิชาเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

  เช้ือแบคทีเรียท่ีใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้น (host cell) เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดและท าการแสดงออก
ของยนี mpdB ดงัแสดงในตารางท่ี 10     

 
ตารางท่ี 10 เช้ือแบคทีเรียท่ีใชเ้ป็นเซลลเ์จา้บา้น  เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิด และท าการแสดงออกของ
ยนีท่ีสร้างเอนไซม ์MPH 

แบคทีเรีย จีโนไทป์ แหล่งท่ีมา 
Escherichia coli สายพนัธ์ุ DH5α  
 

F- lend A1 hsd R17 (r-
km

+
k) supE44 

thi-1 recA1 gyr A (Nalr) relA1 
(lacIZYA-argF ) U169deoR 
(80dlac(lacZ)M15) 

Ausubel, 1997 

Escherichia coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
- mB

-) 
λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 
ind1 sam7 nin5])  

Invitrogen, USA 
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2. ดีเอน็เอพาหะ (vector) ที่ใช้ในการวจิัย  
  2.1 พลาสมิด pTA2 (Toyobo, Japan) 

พลาสมิด pTA2 (Toyobo, Japan) เป็นดีเอน็เอพาหะท่ีใชส้ าหรับการโคลนในระบบ TA 
cloning ของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวิธีพีซีอาร์โดยใช้เอนไซม ์ 
Taq DNA polymerase ซ่ึงจะมีการเติมดีออกซีอะดีโนซีนไตรฟอสเฟส (dATP) ท่ีปลาย 3’ ของ 
ช้ินดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณได ้  จะท าใหช้ิ้นดีเอน็เอท่ีไดมี้ปลาย overhang dA ท่ีปลาย 3’ จึงท าใหง่้าย
ต่อการเช่ือมต่อเขา้สู่พลาสมิด pTA2 ท่ีมีปลาย overhang dT ท่ีปลาย 5’ ตรงบริเวณ multiple cloning 
site (MCS) นอกจากน้ีพลาสมิด pTA2 ยงัมียีนตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin 
resistance gene) และยนี lacZ ท่ีท าหนา้ท่ีเป็น positive selective gene ท าใหส้ามารถคดัเลือกทรานส์
ฟอร์แมนทท่ี์มีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดโดยเทคนิค blue-white selection ได ้และยงัมีต าแหน่งตดั
จ าเพาะของเอนไซม ์EcoRI คร่อมระหว่างต าแหน่งของ insert ท าให้สามารถตรวจสอบขนาดของ 
insert ดว้ยวิธี restriction analysisไดด้ว้ยเอนไซม ์EcoRI เพียงชนิดเดียว ดงัแสดงในรูปท่ี 15 และ 16 

  2.2 พลาสมิด pHisFlag-1  
พลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ี ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ. ดร.มณฑารพ ยมาภยั  

สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
ซ่ึงดดัแปลงมาจากพลาสมิด pFLAG-CTS โดยไดมี้การเติมยนีท่ีสร้าง histidine-tag protein ทางดา้น 
downstream ของ multiple cloning site (MCS) ท าใหเ้กิด fusion protein จากการแสดงออกของ 
ยีนท่ีโคลนเข้าสู่  MCS ซ่ึงช่วยให้ง่ายต่อการแยกโปรตีนท่ีแสดงออกจากยีนท่ีต้องการใน
กระบวนการท าบริสุทธ์ิโปรตีน ส่วนทางดา้น upstream ของ MCS จะเช่ือมต่ออยู่กบั outer 
membrane protein A (OmpA) signal sequence ท่ีสร้าง OmpA signal peptide ขนาด 21 amino acid  
ซ่ึงจะช่วยน า fusion protein ใหห้ลัง่ออกนอกเซลลใ์นเซลลเ์จา้บา้นท่ีเป็น E. coli  ซ่ึง OmpA signal 
peptide น้ีจะถูกตดัออกจาก fusion protein โดยเอนไซม ์signal peptidase ในระหว่างกระบวนการ
น าส่งโปรตีนผ่านเยื่อหุ้มเซลลช์ั้นใน (inner-membrane) ไปยงั periplasmic space พลาสมิดน้ี
ประกอบดว้ยโปรโมเตอร์ (promoter) ชนิด tac promoter ซ่ึงโปรโมเตอร์น้ีเกิดจากการรวมกนั
ระหว่าง -35 consensus sequence ของ trp promoter และ -10 consensus sequence ของ lac 
promoter โดยควบคุมในส่วนของ lac operator, Shine-Dalgarno ribosome binding site, start codon 
(ATG) ซ่ึงจะท าใหมี้การแสดงออกของยนีในระดบัท่ีสูงและสามารถเหน่ียวน าใหเ้กิดการแสดงออก
ของยีนดว้ย isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) นอกจากน้ีภายในพลาสมิด pHisFlag-1  
ยงัประกอบดว้ยยีนเคร่ืองหมายในการคดัเลือก (selectable marker) ไดแ้ก่ยีน -lactamase ซ่ึงเป็น 
ยีนตา้นทานยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin resistance gene; ampr) ท่ีจะผลิตเอนไซม์ -
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lactamase ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) ท าให้สามารถคดัเลือกเซลล์ 
เจา้บา้น (E. coli) ท่ีไดรั้บการถ่ายโอนพลาสมิดชนิดน้ีได ้ดงัแสดงในรูปท่ี 17, 18 และ 19  

ภาพท่ี 15 แผนภาพโครงสร้างของดีเอน็เอพาหะ pTA2  
ท่ีมา: http://www.toyobo.co.jp/e/bio 

 
ภาพท่ี 16 ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ multiple cloning site (MCS) ของดีเอน็เอพาหะ pTA2  
ท่ีมา: http://www.toyobo.co.jp/e/bio 
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ภาพท่ี 17 แผนภาพโครงสร้างของดีเอน็เอพาหะ pFlag-CTS  
ท่ีมา: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/cloning-and-
expression/vector-systems/vector-maps.html 
 

 
 
ภาพท่ี 18 ต าแหน่งของลกัษณะพิเศษของดีเอน็เอพาหะ pFlag-CTS  
ท่ีมา: http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/life-science/cloning-and-
expression/feature-maps/pflag-cts.gif  
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3.  ไพรเมอร์ที่ใช้ในการวจิัย  
        ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการวิจยั ดงัแสดงในตารางท่ี 11 
 

ตารางท่ี 11  ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการวิจยั 
ไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด ์(5’           3’) 

XhoI-mpd_F GATCTCGAG GCC GCA CCG CAG GTG CG 
KpnI-mpd_R GATGGTACC CTT GGG GTT GAC GAC CGA G   

 
4.  ดีเอน็เอมาตรฐาน (Standard DNA Marker) 

4.1 DNA ladder ขนาด 1 kb (Biolabs, UK) 
4.2 DNA ladder ขนาด 1 kb (Fermentas, USA) 
4.3 DNA ladder ขนาด 100 bp (Fermentas, USA) 

 
5.  โปรตีนมาตรฐาน (Standard Protein Marker) 

5.1 Protein Marker Broad Range 2- 212 kDa (Biolabs, UK) 
5.2 Prestained SDS-PAGE Standards (BIO-RAD, USA) 
 

6.  เอนไซม์ (Enzyme) ที่ใช้ในการวจิัย 
6.1 เอนไซม ์RNase A (Amresco, USA) 
6.2 เอนไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction enzyme) ท่ีใชใ้นงานวิจยั คือ EcoRI (Fermentas, USA),  

XhoI (New England Biolabs, USA) และKpnI (Toyobo, Japan) 
6.3 เอนไซม ์T4 DNA ligase (Fermentas, USA) 
6.4 เอนไซม ์Taq DNA polymerase (Biolabs, USA) 
 

7.  ชุดทดสอบส าเร็จรูป 
7.1 ชุดสกดัดีเอน็เอออกจากเจล E.Z.N.ATM Gel Extraction Kit (Omeka bio-tek, USA) 
7.2 ชุดโคลนผลผลิตจากปฏิกิริยาพีซีอาร์ TArget CloneTM (Toyobo, Japan) 
7.3 ชุดสกดัพลาสมิดดีเอน็เอจากเช้ือแบคทีเรีย PrestoTM Mini Plasmid Kit (Geneaid, Taiwan) 
7.4 ชุดตรวจวดัโปรตีน Bio-Rad Bradford protein assay (BIO-RAD, USA) 
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8.  คอลมัน์ส าหรับท าบริสุทธ์ิ 
8.1 HisPur™ Cobalt Chromatography Cartridges (Thermo Scientific, USA) 
8.2 HisPur™ Cobalt Spin Column (Thermo Scientific, USA) 

 
9.  สารเคม ี
  ช่ือสารเคมี บริษัทผู้ผลติ 
  9.1 absolute ethanol Lab Scan, Thailand  
  9.2 30% acrylamide AppliChem, Germany 

     9.3 agar Scharlau, USA 
     9.4 agarose LAB M, UK 
     9.5 ammonium persulfate (APS) BIO BASIC INC., USA 

  9.6 ammonium sulfate QRëC, New Zealand 
  9.7 ampicillin Fluka, USA 
  9.8 bovine serum albumin (BSA)         Sigma-Aldrich, USA 
  9.9 5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside (X-gal) Promega, USA                    
  9.10 bromophenol blue Fluka, USA 
 9.11 calcium chloride Merck, Germany  
  9.12 chloroform Merck, Germany 

     9.13 coomassie brilliant blue R-250 Fluka, UK 
  9.14 dNTPs Promega, USA 
  9.15 ethanol BHD Analar, USA 
  9.16 ethidium bromide Sigma, USA 
  9.17 ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Amresco, USA   
  9.18 glacial acetic acid Lab Scan, Thailand 
  9.19 glucose Fluka, USA 

     9.20 glycerol Amresco, USA 
     9.21glycine Fluka, USA 

 9.22 hydrocloric acid                                                                      Lab Scan, Thailand 
  9.23 imidazole Bio Basic, Canada 
  9.24 isoamyl alcohol Merck, Germany 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0CE4QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Funited-states.html&ei=QMNnU7bDKo2iugTe64LgDw&usg=AFQjCNExHh0syOWhd1D4e8vvi6ZO9f8AKA&bvm=bv.65788261,d.c2E
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 ช่ือสารเคมี บริษัทผู้ผลติ 
 9.25 isopropyl-  -D-thiogalactopyranoside (IPTG) Amresco, USA 
 9.26 magnesium sulfate Merck, Germany  
  9.27 mercaptoethanol ACROS Organics, USA 
  9.28 methanol PROLABO, USA 

     9.29 methyl parathion  Sigma-Aldrich, USA 
  9.30 4-nitrophenol Merck, Germany 
  9.31 phenol : chloroform Amresco, USA 
  9.32 sodium acetate Lab Scan, Thailand 
  9.33 sodium bicarbonate Lab Scan, Thailand 
  9.34 sodium chloride Fluka, USA 
  9.35 sodium dodecyl sulfate (SDS) Fluka, USA 
  9.36 sodium phosphate Riedel-de Haën, Germany   
  9.37 sodium hydroxide Akzo Nobel, Netherland 
  9.38 sucrose Fluka, USA 
  9.39 N, N, N’, N’-tetramethyl ethylenediamine (TEMED) Fluka, USA 
  9.40 tris-base Sigma-Aldrich, USA 
  9.41 99% triton X-100 Amresco, USA 
  9.42 tryptone LAB M, UK 
  9.43 tween 80 Amresco, USA 
  9.44 Xylene cyanal FF Fluka, USA 
  9.45 yeast extract LAB M, UK 

 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0CE4QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Funited-states.html&ei=QMNnU7bDKo2iugTe64LgDw&usg=AFQjCNExHh0syOWhd1D4e8vvi6ZO9f8AKA&bvm=bv.65788261,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0CE4QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Funited-states.html&ei=QMNnU7bDKo2iugTe64LgDw&usg=AFQjCNExHh0syOWhd1D4e8vvi6ZO9f8AKA&bvm=bv.65788261,d.c2E
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10. เคร่ืองมือ       
10.1 autoclave รุ่น Ss-325 (Tomy, Japan) 
10.2 autoclave รุ่น sx-700 (Tomy, Japan) 
10.3 biological safety cabinet class II type AIB3 (Nuaire, USA) 
10.4 centrifuge รุ่น GS-15R centrifuge (Beckman, USA) 
10.5 centrifuge รุ่น RC6 (Sorvall, USA) 
10.6 centrifuge รุ่น MIKRO 120 (Hettich Zentrifugen, Germany) 
10.7 centrifuge รุ่น Universal 12 (Hettich Zentrifugen, Germany) 
10.8 deionizer pure UV ultrapure water system (Thermo Fisher Scientific, USA)  
10.9 desicator No. 5311 (Nalgene Labware, USA) 
10.10 fast protein liquid chromatography (FPLC) รุ่น ÄKTAFPLC (Amersham Pharmacia, 

Sweden) 
10.11 gel document รุ่น Multi Genius (Syngene, UK) 
10.12 geneamp PCR system 2400 (Perkin Elmer, USA) 
10.13 hot air oven Model ULM 500 (Memmert, Germany) 
10.14 incubator shaker (Shel Lab, USA) 
10.15 micro reader รุ่น Sunrise-Basic TECAN (TECAN, Switzerland) 
10.16 mini-PROTEAN® Tetra System (BIO-RAD, USA) 
10.17 mini SUBTM DNA CELL (BIO-RAD, USA) 
10.18 power supply (power PAC 3000) (BIO-RAD, USA) 
10.19 spectrophotometer รุ่น gensys 8 (Spectronic Instrument, UK) 
10.20 sonicator (Vibra Cell, USA)  
10.21 UV – transluminator (Fotodyne Incorporated, USA) 
10.22 vortex (Scientific Industries, USA) 
10.23 water bath (Scientific Promotion,Thailand) 
10.24 เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Classic C24 (New Brunswick Scientific, USA) 
10.25 เคร่ืองชัง่ 2 และ 4 ต าแหน่ง (Sartorius, Germany) 
10.26 เคร่ืองผลิตน ้ากลัน่ รุ่น Maxima LS. Model (ELGA, UK) 
10.27 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (Schott, Germany) 
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11. อุปกรณ์อืน่ๆ 
11.1 aluminum foil 
11.2 autopipette 
11.3 beaker 
11.4 biotech regenerated cellulose (RC) membrane (Spectrum Labs, USA) 
11.5 centrifuge tube 
11.6 cylinder 
11.7 erlenmeyer flask 
11.8 forcep 
11.9 glass pipette 
11.10 parafilm 
11.12 loop 
11.13 microplate 
11.14 microtube 
11.15 pastuer pipette 
11.16 petridish 
11.17 rack 
11.18 spreader 
11.19 syringe 
11.20 syringe filter sterile ขนาด 0.45 micrometers (Corning, Germany) 
11.21 vivaspin 6 และ 20 molecular weight cut off (MWCO) ขนาด 10 kDa (GE Healthcare, 

Sweden) 
11.22 ตะเกียงแอลกอฮอล ์
11.23 ถุงพลาสติก 
11.24 ส าลี 
11.25 ไมจ้ิ้มฟันปราศจากเช้ือ  



52 
 

 
 

วธีิด าเนินการวจิัย 
 

1. การสร้างรีคอมบิแนนท์โคลนที่มียีน mpdB โดยใช้พาหะทีอ่อกแบบเพือ่การหลัง่โปรตีน 

  1.1 การเตรียมช้ินส่วนดีเอน็เอของยนี mpdB  
 1.1.1 การสกดัพลาสมิดดีเอน็เอจากเช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลง MP ดว้ยวิธี 

rapid alkaline extraction (Sambrook และคณะ, 1989) 
ท าการเพาะเล้ียงเช้ือ BpGP (เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด 

pGEX-6P-1 ท่ีมียนี mpdB) ท่ีไดจ้ากการทดลองก่อนหนา้น้ี (วิรุฬห์ ศุภลกัษณ์นารี, 2549) มาเล้ียงใน
อาหารเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 16-18 ชัว่โมง 
จากนั้นตกตะกอนเซลลโ์ดยถ่ายเช้ือจุลินทรีย ์ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์
น าไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนเซลลท่ี์ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นเทส่วนใสท้ิง  
เติมเซลลท่ี์ยงัเหลืออยูล่งในหลอดไมโครเซนตริฟิวจห์ลอดเดิม ป่ันเหวี่ยงตกตะกอนเซลลจ์นกระทัง่
เซลลห์มด ลา้งตะกอนเซลลโ์ดยการละลายตะกอนเซลลด์ว้ยบฟัเฟอร์ GTE ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
ป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอนเซลลท่ี์ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นละลาย
ตะกอนเซลลด์ว้ยบฟัเฟอร์ GTE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้vortex แลว้ท าให้
เซลลแ์ตกโดยการเติม alkaline SDS ปริมาตรหลอดละ 300 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหวั
ทา้ยหลอดอยา่งเบามือ ประมาณ 4-6 คร้ัง น าไปแช่ในน ้ าแขง็นาน 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย
โซเดียมอะซีเตต ความเขม้ขน้ 3 โมลาร์ พีเอช 4.8 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบั
หัวทา้ยหลอดอย่างเบามือ ประมาณ 4-6 คร้ัง น าไปแช่ในน ้ าแข็งนาน 5 นาที แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน  5 นาที น าส่วนใสท่ีไดม้าถ่ายใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 
หลอดใหม่ ท าการก าจดัโปรตีนและเศษเซลลโ์ดยการเติมสารละลาย phenol:chloroform:isoamyl 
alcohol (อตัราส่วน 25:24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลายส่วนใสท่ีได ้ผสมใหเ้ขา้กนั 
โดยกลับหัวท้ายหลอดอย่างเบามือ ประมาณ 4-6 คร้ัง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว  
8,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดสารละลายชั้นบนถ่ายใส่หลอดเซนตริฟิวจห์ลอดใหม่ แลว้ท าการ
ก าจดัสารละลาย phenol ส่วนเกินโดยการเติมสารละลาย chloroform:isoamyl alcohol (อตัราส่วน 
24:1 โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลายชั้นบนท่ีได ้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหวัทา้ยหลอด
อยา่งเบามือ ประมาณ 4-6 คร้ัง น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที  จากนั้น
ดูดสารละลายชั้ นบนถ่ายใส่หลอดเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ ท าการตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม
เอทธานอล ความเขม้ขน้ 95 เปอร์เซ็นต ์ในปริมาตร 2 เท่าของสารละลายชั้นบนท่ีได ้น ามาแช่เยน็ 



53 
 

 
 

ท่ีอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  
นาน 10 นาที เทสารละลายส่วนใสท้ิง แล้วล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทธานอล ความเข้มข้น  
70 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที  
เทสารละลายส่วนใสท้ิง แลว้ท าให้ตะกอนดีเอ็นเอแห้งดว้ยเคร่ืองดูดความช้ืนสุญญากาศ  จากนั้น 
ท าการละลายตะกอนดีเอน็เอดว้ยบฟัเฟอร์ TE พีเอช 8.0 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ  
–20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน าไปใชต่้อไป  

1.1.2 การออกแบบไพรเมอร์ต่อยนี mpdB  
 ท าการออกแบบไพรเมอร์จากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย Plesiomonas 

sp. สายพนัธ์ุ M6 หมายเลข accession number AF338729 ของ GenBank ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่า
แมลง MP (Zhongli และคณะ, 2001) ท่ีมี homology กบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ถอดรหัสมาจาก 
ล าดบัของกรดอะมิโนดา้น N-terminus ของเช้ือ Burkholderia  cepacia ซ่ึงมีผูว้ิจยัไวก่้อนหนา้น้ี 
(เจษฎาวรรณ วิจิตรเวชการ และ บุญศรี จงเสรีจิต , 2544) โดยพิจารณาจาก open reading frame 
(ORF) ของยนีท่ีสร้างเอนไซม ์MPH ท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทดใ์นต าแหน่งท่ี 723-1718 (Zhongli และ
คณะ, 2001) ซ่ึงท าการออกแบบไพรเมอร์เฉพาะในส่วนของยนีท่ี code ใหเ้อนไซม ์ MPH (mature 
MPH) โดยไม่รวมกบั signal sequence เดิมของเอนไซมท่ี์ประกอบดว้ยกรดอะมิโนจ านวน 35 ตวั 
ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทดใ์นต าแหน่งท่ี 723-827 (Fu และคณะ, 2004)   รวมทั้งออกแบบใหไ้ม่มี stop 
codon (TGA) ท่ีล  าดบันิวคลีโอไทดใ์นต าแหน่งท่ี 1718 (Zhongli และคณะ, 2001; Fu และคณะ, 
2004) เน่ืองจากพลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีใชใ้นการทดลองน้ีทางดา้น upstream ของ multiple cloning 
site (MCS) จะมี OmpA signal sequence ท่ี code ให ้OmpA signal peptide ทางดา้น N-terminus 
ของฟิวชัน่โปรตีน และทางดา้น downstream ของ MCS จะมี polyhistidine-tag (His-tag) sequence 
ท่ี code ให ้His-tag ทางดา้น C-terminus (His C–terminal fusion protein) ของฟิวชัน่โปรตีน ดงันั้น
การโคลนยนี mpdB ท่ีไม่มี stop codon เขา้สู่ MCS ของพลาสมมิด pHisFlag-1 จะท าใหไ้ดเ้อนไซม์
MPH ท่ีได ้ท่ีมี OmpA signal peptide ทางดา้น N-terminus และ His-tag ทางดา้น C-terminus  ซ่ึงจะ
ท าใหง่้ายแก่การแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH โดยใช ้metal – affinity chromatography column และ
ออกแบบใหมี้ต าแหน่งของเอนไซมต์ดัจ าเพาะส าหรับเอนไซม ์XhoI ในส่วนของฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ 
(forward primer) และ KpnI ในส่วนของรีเวิร์สไพรเมอร์ (reverse primer) เพื่อใชใ้นการโคลน 
ยนี mpdB เขา้สู่ expression vector pHisFlag-1 ซ่ึงเป็นพลาสมิดท่ีออกแบบมาเพื่อการหลัง่โปรตีน 
โดยไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการศึกษามีล าดบันิวคลีโอไทดด์งัน้ี 
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ไพรเมอร์ XhoI-mpd_F มีล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น 5’ GATCTCGAG GCC GCA CCG CAG GTG CG 3’ 

ไพรเมอร์ KpnI-mpd_R มีล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น 5’ GATGGTACC CTT GGG GTT GAC GAC CGA G  3’ 
 

โดยบริเวณท่ีขีดเส้นใตคื้อต าแหน่งของเอนไซม์ตดัจ าเพาะส าหรับเอนไซม์ XhoI ในไพรเมอร์  
XhoI-mpd_F และ KpnI ในไพรเมอร์ KpnI-mpd_R โดยล าดบันิวคลีโอไทด์ของเช้ือแบคทีเรีย 
Plesiomonas sp. สายพนัธ์ุ M6 หมายเลข accession number AF338729 ของ GenBank และต าแหน่ง
ของไพรเมอร์ท่ีออกแบบต่อยนี mpdB แสดงในภาพท่ี 20 

1.1.3 การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 
 หลงัจากท าการสกดัพลาสมิดดีเอน็เอจากเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนท ์

พลาสมิด pGEX-6P-1 ท่ีมียีน mpdB น ามาท าการเพิ่มปริมาณยีน mpdB โดยเทคนิคพีซีอาร์ ซ่ึงใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์มีองคป์ระกอบดงัน้ี 

 สารละลายบฟัเฟอร์ Taq ท่ีมีแมกนีเซียมคลอไรด ์(10 เท่า)  ความเขม้ขน้ 1  เท่า 
 ดีออกซีนิวคลีโอไทดไ์ตรฟอสเฟตผสม (dNTPs mix)         ความเขม้ขน้  0.2  มิลลิโมลาร์ 
ไพรเมอร์ XhoI-mpd_F  ความเขม้ขน้  0.5  ไมโครโมลาร์ 
ไพรเมอร์ KpnI-mpd_R ความเขม้ขน้  0.5   ไมโครโมลาร์ 
เอนไซม ์Taq DNA polymerase  ความเขม้ขน้ 1  หน่วย 
ดีเอน็เอแม่แบบ (รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดในขอ้ 1.1.1)         ความเขม้ขน้ 1  ไมโครกรัม 

 
แลว้ปรับปริมาตรของปฏิกิริยาดว้ยน ้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 20 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปป่ันในเคร่ืองป่ันเหวี่ยงเวลาประมาณ 3-4 วินาที เพื่อใหส่้วนผสมรวมกนัท่ีกน้
หลอด จากนั้นน าเขา้เคร่ือง GeneAmp PCR System 2400 โดยใชส้ภาวะในการท าปฏิกิริยาดงัน้ี 

 Initial denaturation 94 องศาเซลเซียส 5   นาที 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 นาที 

 Annealing 56 องศาเซลเซียส 30   วินาที 
 Extension 72 องศาเซลเซียส        1.10  นาที 
Final extension 72 องศาเซลเซียส      10   นาที 
Hold 4 องศาเซลเซียส ∞ 
 
 

 

30 รอบ 
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     1 ggatctgctc cagcgtcagc tccgggccca gcgggtcgcg ctcctggtac atctggccat 
      61 tgaccatgag catgcgcagc gccgggttgg tggagtagct ggaaccgccg acggccactt          
   121 tcggcagggc gttgcgcaca tcgggtggca ggtcggccac ggcatagacg cgcggctcgt 
   181 tggccgtgag cgcgtcggtg gcggcggccc ggcggcggct gcgcgcaccg ccttcgggcg 
   241 ccgaggcgtc gggtgtgctt tcgacggcgg tcacggcggt gatctgcggc accggcaggg 
   301 cggcagcggg cgggggcgac accgtgggcg gcggcaggct ggcggccacc gggctgcccg 
   361 cgtggatgcg caccgtgacc gggttgacca gatacagcac caccaggccg gccacagcca 
   421 caccggcggt gaccaccggc cacagccaca ccggccgctc ggtgcccgcc acgtcgctgc 
   481 cgggcatcac ctgctgggtg tgcagccccg gcaccgagcc gcgcccgcgg tcggactccg 
   541 cgcgtttgag ggcgtcaagg atgtaggaca tggcgtcgtc ggctgggcag ggtggcggcg 
   601 aaaaccggaa gcatacaggg cgccggcccg cgccggtgca ccgggcaacc ccgatgttgc 
   661 aaagccgttg caatctcggt atactccggc gcgagtccat gcccacccac aaggaaatca 
   721 ccatgcccct gaagaaccgc ttgctggccc gcctgtcctg tgttgcggcc gtggtggccg 
   781 ccacggccgc cgttgcaccg ttgacgctgg tgtccaccgc ccacgccgcc gcaccgcagg 
   841 tgcgcacctc ggcccccggc tactaccgga tgctgctggg cgacttcgaa atcaccgcgc 
   901 tgtcggacgg cacggtggcg ctgccggtcg acaagcggct gaaccagccg gccccgaaga 
   961 cgcagagcgc gctggccaag tccttccaga aagcgccgct cgaaacctcg gtcaccggtt 
1021 acctcgtcaa caccggctcc aagctggtgc tggtggacac cggcgcggcc ggcctgttcg 

1081 gccccaccct gggccggctg gcggccaacc tcaaggccgc aggctatcag cccgagcagg 

1141 tcgacgagat ctacatcacc cacatgcacc ccgaccacgt gggcggcttg atggtgggtg 

1201 agcaactggc gttcccgaac gcggtggtgc gtgcggacca gaaagaagcc gatttctggc 

1261 tcagccagac caacctcgac aaggccccgg acgacgagag caaaggcttc ttcaaaggcg 

1321 ccatggcctc gctgaacccc tatgtgaagg ccggcaagtt caagcctttc tcggggaaca 

1381 ccgacctggt gcccggcatc aaagcgctgg ccagccacgg ccacaccccg ggccacacca 

1441 cctacgtggt cgaaagccag gggcaaaagc tcgccctgct cggcgacctg atactcgtcg 

1501 ccgcggtgca gttcgacgac cccagcgtca cgaaccagct cgacatcgac ggcaagtccg 

1561 ccgcggtgga gcgcaagaag gccttcgcgg atgccgccaa gggcggctac ctgatcgcgg 

1621 cgagccacct gccgttcccc ggcatcggcc acatccgcgc cgaaggcaag ggctaccgtt 

1681 tcgtgccggt gaactactcg gtcgtcaacc ccaagtgact gggcagtggc cgccttgccc 

1741 gcaccgttag gggtggcagg cggccgcgcg ctcgcgcagc agcgcctcct cgcggcggtt 

1801 gcgcgcaagg tcggcggcaa cgaggtaggc cgcacgcgcc tcggcgcggc gacccaggcg 

1861 ctgcagcagg tcggcccgca cgctgggcag caggtggtac tgctggaacc ggggctccag 

1921 cgcgagcccg tccaccaggg ccagcgcctc ggccggacca cgggcctgcc ccacggccac 

1981 cgcgcggttc agcgccacca ccggtgaagg catgacctgc agcagcccgt cgtacagggc 

2041 cacgatgcgc gaccagtcgg tcgcgccggg cgtgacggcg cgcgcatggc aggcagcgat 

2101 cgcggcctgc agcgcatagg ggccatgccc gcggtcctgc acggccagca gcccctcggc 

2161 ccgcgccagg gccgccagcc cccggcggat c 

 

ภาพท่ี 20 ล  าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย Plesiomonas sp. สายพนัธ์ุ M6 (accession number: 
AF338729) โดยบริเวณแถบสีเขียว แสดงต าแหน่งของ start codon, แถบสีเหลือง แสดงต าแหน่ง
ของ signal sequence, แถบสีแดง แสดงต าแหน่งของไพรเมอร์ และแถบสีฟ้า แสดงต าแหน่งของ 
stop codon 
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1.1.4 การแยกวิเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส (Agarose Gel 
Electrophoresis) 

 หลงัจากท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์แลว้ ท าการตรวจสอบช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดโ้ดยการน ามาแยกวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส  
โดยการเตรียมเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ละลายอะกาโรสในบฟัเฟอร์ 1X TAE  
พีเอช 8.0 ดว้ยความร้อน จากนั้นท าใหเ้ยน็ลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส เทเจลลงใน
ถาดเจล (chamber) พร้อมเสียบหวี (comb) แลว้ท้ิงให้เจลแขง็ตวัท่ีอุณหภูมิห้อง ประมาณ 30 นาที 
จึงดึงหวีออก เทบฟัเฟอร์ 1X TAE พีเอช 8.0 ให้ท่วมแผ่นเจลอะกาโรสท่ีแขง็ตวั จากนั้นผสม
สารละลายดีเอน็เอกบั 6X loading buffer ในอตัราส่วน 3 ต่อ 1 แลว้หยอดสารละลายผสมท่ีได ้ลงใน
หลุมของเจลอะกาโรส จากนั้นท าอิเล็กโตรโฟเรซีสท่ีความต่างศกัยไ์ฟฟ้าคงท่ีท่ี 80 โวลต์ นาน  
90 นาที ยอ้มเจลดว้ยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ์ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 15 
นาที น าไปตรวจดูแถบดีเอน็เอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 

1.1.5 การแยกดีเอน็เอใหบ้ริสุทธ์ิจากเจลอะกาโรส โดยใชชุ้ดสกดัดีเอน็เอส าเร็จรูป E.Z.N.ATM 
Gel Extraction Kit  

 หลังจากแยกวิ เคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส แล้ว 
ท าการตรวจสอบแถบของดีเอ็นเอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต จากนั้นใชใ้บมีดท่ีสะอาดปราศจาก
เช้ือตดัลงบนแผน่เจลบริเวณท่ีมีดีเอน็เอท่ีตอ้งการ น าช้ินเจลท่ีไดใ้ส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์
ท่ีทราบน ้ าหนัก แลว้น าไปชัง่น ้ าหนักเพื่อหาน ้ าหนักของช้ินเจล ท าการสกดัแยกบริสุทธ์ิดีเอ็นเอ 
จากเจลอะกาโรสตามวิธีในคู่มือของ E.Z.N.ATM Gel Extraction Kit โดยการเติมบฟัเฟอร์ binding 
(XP2) ในอตัราส่วน 1 มิลลิลิตร ต่อ 1 กรัม ของช้ินเจลท่ีตดัได้ จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
60 องศาเซลเซียส นานประมาณ 7 นาที โดยผสมสารละลายให้เขา้กนัโดยการ vortex ทุกๆ  
2-3 นาที  หรือจนกระทัง่ช้ินเจลละลายหมด จากนั้นดูดสารละลายผสมดีเอ็นเอและอะกาโรส  
ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใส่ลงใน HiBind DNA mini column ท่ีบรรจุอยูใ่นหลอด collection ขนาด  
2 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  เทของเหลวในหลอด 
collection ท้ิง แลว้น า HiBind DNA mini column บรรจุลงในหลอด collection ตามเดิม ท าเช่นเดิม
จนกว่าสารละลายจะหมด จากนั้นท าการลา้งคอลมัน์โดยการเติมบฟัเฟอร์ binding (XP2) ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร ลงใน HiBind DNA mini column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 1 นาที เทของเหลวในหลอด collection ท้ิง แลว้น า HiBind DNA mini column ใส่ลงในหลอด 
collection ตามเดิม จากนั้นท าการลา้งคอลมัน์โดยการเติมบฟัเฟอร์ SPW Wash ปริมาตร  
700 ไมโครลิตร ลงใน HiBind DNA mini column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
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นาน 1 นาที เทของเหลวในหลอด collection ท้ิง แลว้น า HiBind DNA mini column ใส่ลงในหลอด 
collection ตามเดิม จากนั้นท าคอลมัน์ใหแ้หง้โดยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 
2 นาที เพื่อก าจดัเอทานอลท่ีเป็นองค์ประกอบของบฟัเฟอร์ SPW Wash ออกจากคอลมัน์   
จากนั้นยา้ย HiBind DNA mini column ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้
ท าการชะดีเอน็เอออกจากคอลมัน์โดยการเติมบฟัเฟอร์ elution ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ลงใน 
HiBind DNA mini column ตั้งท้ิงไว ้1 นาที จากนั้นป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน  
1 นาที เกบ็สารละลายดีเอน็เอท่ีไดท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน าไปใชต่้อไป  

1.2 การโคลนยนี mpdB 
 1.2.1 การเช่ือมต่อยีน mpdB เขา้กบัดีเอ็นเอพาหะ pTA2 โดยวิธีส าเร็จรูปโดยใช ้TArget 

CloneTM ส าหรับช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเอนไซม์ Taq DNA 
polymerase  

น าช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิโดยชุดสกดัดีเอ็นเอ
ส าเร็จรูป E.Z.N.ATM Gel Extraction Kit ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 1.1.5 มาท าการเช่ือมเขา้กบัพลาสมิด 
pTA2 ตามวิธีท่ีอธิบายไวใ้นคู่มือของ TArget Clone/ TArget Clone -Plus- เน่ืองจากช้ินดีเอน็เอ 
ท่ีไดรั้บจากการเพิ่มปริมาณดว้ยวิธีพีซีอาร์โดยใชเ้อนไซม ์Taq DNA polymerase จะมีการเติม 
ดีออกซีอะดีโนซีนไตรฟอสเฟส (dATP) ท่ีปลาย 3’ ของช้ินดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณได ้  จะท าใหช้ิ้น 
ดีเอน็เอท่ีไดมี้ปลาย overhang dAท่ีปลาย 3’ จึงท าใหง่้ายต่อการเช่ือมต่อเขา้สู่พลาสมิด pTA2 ท่ีมี
ปลาย overhang dT ท่ีปลาย 5’ ตรงบริเวณ multiple cloning site (MCS) โดยปฏิกิริยาการเช่ือมต่อ 
ดีเอน็เอมีองคป์ระกอบดงัน้ี   

สารละลายบฟัเฟอร์ ligation (2 เท่า)                          ความเขม้ขน้            1  เท่า  
พลาสมิด pTA2: ช้ินส่วนดีเอน็เอ (1:  3)  
          พลาสมิด pTA2 (50 ng/µl) ความเขม้ขน้     50  นาโนกรัม 

         ช้ินส่วนดีเอน็เอ (ดีเอน็เอท่ีไดจ้ากขอ้ 1.1.5) ความเขม้ขน้   150  นาโนกรัม 
เอนไซม ์T4 DNA ligase (Toyobo, Japan) ความเขม้ขน้           1  หน่วย 

 
แลว้ปรับปริมาตรของปฏิกิริยาดว้ยน ้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 10 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปป่ันในเคร่ืองป่ันเหวี่ยงเวลาประมาณ 3-4 วินาที เพื่อใหส่้วนผสมรวมกนัท่ีกน้
หลอด แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน หลงัจากนั้นท าการหยดุปฏิกิริยา 
ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปใช้
ต่อไป  
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  1.2.2 การเตรียม Competent Cell เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α   
น าเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีเจริญบนอาหารแขง็ LB มาเล้ียงในอาหารเหลว LB 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท้ิงไว้
ขา้มคืน  จากนั้นท าการถ่ายเช้ือลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
จนมีค่าประมาณ 0.2-0.5 จากนั้นน าไปแช่ในอ่างน ้ าแขง็ นาน 10 นาที แลว้ท าการตกตะกอนเซลล์
โดยถ่ายเช้ือจุลินทรียล์งในหลอดเซนตริฟิวจ ์น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิง เติมเซลล์ท่ียงัเหลืออยู่ลงในหลอดหลอดเซนตริฟิวจ์
หลอดเดิม ป่ันเหวี่ยงตกตะกอนเซลลจ์นกระทัง่เซลลห์มด ลา้งตะกอนเซลลโ์ดยการละลายตะกอน
เซลลด์ว้ยสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีเยน็ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้น
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิง 
จากนั้นละลายตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีเยน็ 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แช่ในอ่างน ้ าแขง็นาน 30 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,000 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิง แลว้ละลายตะกอนเซลล์ด้วย
สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีเยน็ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

1.2.3 การถ่ายโอนรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ DH5α 
 หลงัจากเตรียม competent cell ของเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ตามวิธีในขอ้ 1.2.2 แลว้  

น า competent cell ท่ีได ้ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์จากนั้นเติม  
รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีท าการเช่ือมต่อยนีท่ีสร้างเอนไซม ์MPH เขา้กบัพลาสมิด pTA2 ท่ีเตรียม
ไดจ้ากขอ้ 1.2.1  ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชไ้มโครปิเปตดูดข้ึนลงเบาๆ น าไปแช่
น ้ าแขง็นาน 30 นาที จากนั้นยา้ยไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลว้ยา้ยไปแช่
น ้ าแข็งนาน 5 นาที เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 5000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิง แลว้ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าเช้ือท่ีไดไ้ปเกล่ียลงบนอาหารแขง็ LB ท่ีประกอบดว้ยยาปฏิชีวนะ
แอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, IPTG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ  
X-gal ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน  
16-18 ชัว่โมง หลงัจากนั้นท าการคดัเลือกทรานส์ฟอร์แมนทด์ว้ยวิธี blue-white selection โดยเลือก
โคโลนีท่ีมีสีขาวมาท าการตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนทต่์อไป 
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1.2.4 การสกดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมียนี mpdB จากทรานส์ฟอร์แมนท ์
 หลงัจากท าการถ่ายโอนรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดเขา้สู้เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α แลว้  

น าทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 1.2.3 มาท าการสกดัพลาสมิด โดยน ามาเล้ียงในอาหาร
เหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 16-18 ชัว่โมง 
และท าการสกดัพลาสมิดเช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 1.1.1 จากนั้นท าการวิเคราะห์รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด
ท่ีสกดัไดต่้อไป 

  1.2.5 การวิเคราะห์รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมียีน mpdB (pTA2::mpdB) ดว้ยวิธี 
Restriction Analysis 

 หลงัจากท าการเพิ่มปริมาณรีคอมบิแนนท์พลาสมิด และท าการสกัดรีคอมบิแนนท ์
พลาสมิดจากทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์คดัเลือกไดแ้ลว้ ท าการตรวจสอบรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีสกดั
ไดจ้ากขอ้ 1.2.4 โดยการตดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเพื่อตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน mpdB 
ดว้ยเอนไซม ์EcoRI, XhoI และ KpnI โดยผสมสารละลายในปฏิกิริยาการตดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด
ให้เขา้กนั แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน หยุดปฏิกิริยาโดยบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลว้ท าการตรวจสอบดีเอน็เอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจล 
อีเล็กโทรโฟรีซิสโดยด าเนินการเช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 1.1.4 โดยใช ้1 kb DNA ladder เป็น 
ดีเอน็เอมาตรฐาน  

1.3 การสับโคลนยนี mpdB 
1.3.1 การเตรียมช้ินดีเอ็นเอของยีน mpdB จากเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีมีพลาสมิด

pTA::mpdB ส าหรับการสับโคลน 
  หลงัจากท าการคดัเลือกและตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนท์ท่ีมีพลาสมิด pTA2::mpdB 

แลว้ ท าการเพาะเล้ียงทรานส์ฟอร์แมนท ์E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีมีพลาสมิด pTA2::mpdB น้ี เพื่อ
เพิ่มปริมาณรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด โดยน ามาเล้ียงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมี 
ยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 16-18 ชัว่โมง แลว้ท าการสกดัพลาสมิดโดยด าเนินการ
เช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 1.1.1 จากนั้นท าการตดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีสกดัได ้ดว้ยเอนไซม ์XhoI 
และ KpnI โดยผสมสารละลายในปฏิกิริยาการตดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน หยดุปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน  
20 นาที แลว้ท าการตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีได ้โดยการแยกวิเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค 
อะกาโรสเจลอีเลก็โทรโฟรีซิส จากนั้นท าการแยกช้ินดีเอน็เอบริเวณยีน mpdB ให้บริสุทธ์ิจากเจล 
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อะกาโรส โดยใชชุ้ดสกดัดีเอน็เอส าเร็จรูป โดยด าเนินการเช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 1.1.4 และขอ้ 1.1.5 
ตามล าดบั 

1.3.2 การเตรียมพลาสมิด pHisFlag-1 ส าหรับการสับโคลน 
 ท าการเตรียมพลาสมิดท่ีใชใ้นการเช่ือมต่อกบัช้ินดีเอน็เอของยีน mpdB ท่ีเตรียมไดจ้าก

ขอ้ 1.3.1 โดยท าการเพาะเล้ียงเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 มาเล้ียงใน
อาหารเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 16-18 ชัว่โมง 
แล้วท าการสกัดพลาสมิดโดยด าเนินการเช่นเดียวกับวิธีในข้อ 1.1.1 จากนั้ นท าการตัด 
รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีสกดัได ้ดว้ยเอนไซม ์XhoI และ KpnI โดยผสมสารละลายในปฏิกิริยาการ
ตดัพลาสมิดใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน หยดุปฏิกิริยาโดยบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลว้ท าการตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดโ้ดยการ 
แยกวิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟรีซิส จากนั้นท าการแยกช้ินดีเอ็นเอ
บริเวณพลาสมิด pHisFlag-1 ให้บริสุทธ์ิจากเจลอะกาโรส โดยใชชุ้ดสกดัดีเอ็นเอส าเร็จรูป โดย
ด าเนินการเช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 1.1.4 และขอ้ 1.1.5 ตามล าดบั 

1.3.3  การเช่ือมต่อยนี mpdB เขา้กบัพลาสมิด pHisFlag-1 
น าช้ินส่วนดีเอน็เอของยีน mpdB ท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 1.3.1 และช้ินส่วนของพลาสมิด 

pHisFlag-1 ท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 1.3.2 มาท าการเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอน็เอทั้ง 2 เขา้ดว้ยกนั โดยปฏิกิริยา
ท่ีใชใ้นการเช่ือมต่อดีเอน็เอมีองคป์ระกอบดงัน้ี  
 สารละลายบฟัเฟอร์ ligation (10 เท่า)                                 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
 พลาสมิด pHisFlag-1: ช้ินส่วนดีเอน็เอ (1:  3)  
          พลาสมิด pHisFlag-1 (ดีเอน็เอท่ีไดจ้ากขอ้ 1.3.2)           ปริมาตร 1  ไมโครลิตร 

         ช้ินส่วนดีเอน็เอ (ดีเอน็เอท่ีไดจ้ากขอ้ 1.3.1) ปริมาตร 5  ไมโครลิตร 
เอนไซม ์T4 DNA ligase ปริมาตร 1  ไมโครลิตร 
 

 แลว้ปรับปริมาตรของปฏิกิริยาดว้ยน ้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรสุดทา้ยเป็น 10 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปป่ันในเคร่ืองป่ันเหวี่ยงเวลาประมาณ 3-4 วินาที เพื่อใหส่้วนผสมรวมกนัท่ีกน้
หลอด แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน หลงัจากนั้นท าการหยดุปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปใช้
ต่อไป 
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  1.3.4 การถ่ายโอนรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3)  
ท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีน 

 หลงัจากท าการเช่ือมต่อยีน mpdB เขา้กบัพลาสมิด pHisFlag-1 แลว้ ท าการถ่ายโอน 
รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียนี mpdB เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) 
โดยน าเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ท่ีเจริญบนอาหารแขง็ LB มาเล้ียงในอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท้ิงไว้
ขา้มคืน จากนั้นท าการถ่ายเช้ือลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
จนมีค่าประมาณ 0.2-0.5 จากนั้นน าไปแช่ในอ่างน ้ าแขง็ นาน 10 นาที จากนั้นตกตะกอนเซลลโ์ดย
ถ่ายเช้ือจุลินทรียล์งในหลอดเซนตริฟิวจ ์น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิง เติมเซลล์ท่ียงัเหลืออยู่ลงในหลอดหลอดเซนตริฟิวจ์
หลอดเดิม ป่ันเหวี่ยงตกตะกอนเซลลจ์นกระทัง่เซลลห์มด ลา้งตะกอนเซลลโ์ดยการละลายตะกอน
เซลลด์ว้ยสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีเยน็ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้น
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิง 
จากนั้นละลายตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีเยน็ 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แช่ในอ่างน ้ าแขง็ นาน 30 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิง แลว้ละลายตะกอนเซลล์ดว้ย
สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีเยน็ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นแบ่งเซลล์
ท่ีเตรียมไดใ้ส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลว้เติมรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด 
pHisFlag-1 ท่ีมียนี mpdB ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชไ้มโครปิเปตดูดข้ึนลงเบาๆ 
น าไปแช่น ้ าแขง็นาน 30 นาที จากนั้นยา้ยไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลว้ยา้ย
ไปแช่น ้ าแขง็นาน 5 นาที เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 800 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
5000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทส่วนใสท้ิง แลว้ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหารเหลว LB ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร น าเช้ือท่ีไดไ้ปเกล่ียลงบนอาหารแขง็ LB ท่ีประกอบดว้ยยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชัว่โมง 
แลว้ท าการคดัเลือกและตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์ไดต่้อไป 

1.4 การตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนท์ 
หลงัจากท าการถ่ายโอนรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียีน mpdB เขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น  

E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ท าการตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์ไดโ้ดยวิธีดงัต่อไปน้ี 
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  1.4.1 การตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนทโ์ดยการทดสอบกิจกรรม (Activity) ของเอนไซม ์
 MPH ดว้ยวิธี Microtiter Plate MPH Assay 

ท าการตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์สามารถยอ่ยสลาย MP โดยการทดสอบกิจกรรม
ของเอนไซม ์MPH ดว้ยวิธี microtiter plate MPH assay โดยคดัเลือกโคโลนีของทรานส์ฟอร์แมนท์
ท่ีไดจ้ากขอ้ 1.3.4 โดยใชไ้มจ้ิ้มฟันท่ีปราศจากเช้ือจุลินทรียเ์ข่ียโคโลนีของทรานส์ฟอร์แมนทม์า
เล้ียงในอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
และ IPTG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ โดยก าหนดหมายเลขในแต่ละโคโลนี บ่มท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน จากนั้นทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ MPH ของแต่ละโคโลนี  
โดยใช้ไมจ้ิ้มฟันท่ีปราศจากเช้ือจุลินทรียเ์ข่ียโคโลนีของทรานส์ฟอร์แมนท์ในแต่ละหมายเลข 
ท่ีตอ้งการทดสอบใส่ลงใน 96-well microtiter plate ท่ีมี substrate mixture (MP ความเขม้ขน้  
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, Tris-HCl พีเอช 8.5 ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ และ triton X-100 
ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต)์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  สังเกตการเปล่ียนสีเป็นสีเหลืองของ PNP 
ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการย่อยสลาย MP ท่ีเกิดข้ึนใน substrate mixture โดยเปรียบเทียบกบั 
ตวัควบคุม (positive control คือ microtiter plate ท่ีมี substrate mixture และเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ 
BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pGEX-6P-1 ท่ีมียีน mpdB ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลง MP, 
negative control คือ microtiter plate ท่ีมี substrate mixture และเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3)  
ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 และ microtiter plate ท่ีมีเฉพาะ substrate mixture เพียงอยา่งเดียว) จากนั้น
น าทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์ใหสี้เหลืองมาท าการตรวจสอบรีคอมบิแนนทโ์คลนต่อไป  

1.4.2 การตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนทด์ว้ยวิธี Restriction Analysis  
 ท าการตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนท์ดว้ยวิธี restriction analysis โดยน าทรานส์- 

ฟอร์แมนทท่ี์ได ้มาท าการสกดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียีน mpdB โดยด าเนินการ
เช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 1.1.1 จากนั้นท าการวิเคราะห์รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีสกดัได ้โดยการตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะ XhoI และ KpnI โดยด าเนินการเช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 1.2.5 แลว้ท าการตรวจสอบ
ดีเอน็เอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอีเลก็โทรโฟรีซิสโดยด าเนินการเช่นเดียวกบัวิธีในขอ้ 1.1.4 โดยใช ้
1 kb DNA ladder เป็นดีเอน็เอมาตรฐาน  

1.4.3 การหาล าดบันิวคลีโอไทด ์
 การวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์โคลนท่ีผ่านการตรวจสอบแลว้ 

จากข้อ 1.4.2 โดยส่งวิ เคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัทแปซิฟิค ไซเอ็นซ์ จังหวัด
กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
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1.4.4 การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์
 การคน้หาขอ้มูลเก่ียวกบัล าดบันิวคลีโอไทด์และการวิเคราะห์ความเหมือนของล าดบั 

นิวคลีโอไทด ์โดยใชโ้ปรแกรม basis local alignment tool (BLAST) จากเวบ็ไซต ์National for 
Biotechnology Information (NCBI) 

1.4.5 การทดสอบกิจกรรม (Activity) ของเอนไซม ์MPH บน MP Agar Plate 
   หลงัจากท าการตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนท์ และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
รีคอมบิแนนทโ์คลนแลว้ น าทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์ไดรั้บการตรวจสอบแลว้ มาเล้ียงในอาหารเหลว 
LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 16-18 ชัว่โมง แลว้น ามาท า 
point inoculation ลงบนอาหารแขง็ LB ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร, IPTG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ และ MP ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน สังเกตสีเหลืองรอบโคโลนี (hydrolytic clear 
zone) โดยเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 ซ่ึง 
ใชเ้ป็น negative control   
 

2. การแสดงออกของเอนไซม์ MPH 
        หลงัจากท าการโคลนยีน mpdB เขา้สู่พลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีน 
และถ่ายโอนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) แลว้น า E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) 
ท่ีมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้รับการตรวจสอบแลว้ มาเล้ียงในอาหารเหลว LB ปริมาตร  
20 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที นาน 16-18 ชัว่โมง เพื่อใชเ้ป็นกลา้เช้ือ
เร่ิมตน้ (start culture) จากนั้นท าการถ่ายเล้ียงกลา้เช้ือเร่ิมตน้ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร  
1,000 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน
อตัราส่วน 1 ต่อ 100 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
จนกระทัง่วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร จนมีค่าประมาณ 0.2 จากนั้น
เหน่ียวน าให้เกิดการผลิตเอนไซม ์ MPH ดว้ย IPTG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ น าไปบ่มต่อท่ี
อุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 20 ชัว่โมง  
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3. การสกดัเอนไซม์ MPH จากส่วนต่างๆ ของเซลล์ 
  3.1 การสกดัเอนไซม์ MPH จากอาหารเลีย้งเช้ือ 

หลงัจากท่ีท าการแสดงออกเอนไซม์ MPH แลว้ น าเซลลท่ี์เพาะเล้ียงไดจ้ากขอ้ 2 ไปแช่ใน
น ้ าแขง็นาน 5 นาที ป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอนเซลลท่ี์ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส นาน 10 นาที ท าการเก็บตะกอนเซลล์และสารละลายส่วนใส โดยสารละลาย 
ส่วนใสท่ีได ้ น าไปตกตะกอนโปรตีนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีความเขม้ขน้ของเกลือเท่ากบั
ค่าเปอร์เซ็นตค์วามอ่ิมตวั (% saturation) ท่ี 80 เปอร์เซ็นต ์โดยจ านวนกรัมของแอมโมเนียมซลัเฟต
ท่ีเติมลงในสารละลายเพื่อให้ไดค่้าเปอร์เซ็นตค์วามอ่ิมตวั (% saturation) ท่ี 80 เปอร์เซ็นต์ เป็น 
ไปตามสมการท่ีแสดงการค านวณไวใ้นภาคผนวก ค โดยเติมเกลือลงในสารละลายทีละน้อย  
กวนสารละลายตลอดเวลาในท่ีเยน็ นานขา้มคืน แลว้ป่ันเหวี่ยงตกตะกอนโปรตีนท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนดว้ยบฟัเฟอร์
ฟอสเฟต พีเอช 6.0 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1-2 เท่าของตะกอน เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส โดยสารละลายท่ีไดใ้นส่วนน้ีจะเกบ็เป็นส่วนของ culture medium fraction  

3.2 การสกดัเอนไซม์ MPH จากเพอริพลาสซึม (Neu และคณะ, 1965) 
หลังจากท าการป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอนเซลล์จากอาหารเล้ียงเช้ือแล้ว น าตะกอนเซลล์ท่ีได ้

จากขอ้ 3.1 มาลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ Tris-HCl พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร  
40 มิลลิลิตรต่อกรัมเซลล ์แลว้ป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอนเซลลท่ี์ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสารละลายส่วนใสท้ิง ลา้งตะกอนเซลลซ์ ้ าอีกคร้ังหน่ึง จากนั้นน า
ตะกอนเซลลท่ี์ไดม้าสกดัเอนไซม ์โดยละลายตะกอนเซลลด์ว้ยบฟัเฟอร์ osmotic shock (Tris-HCl  
พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 30 มิลลิโมลาร์, EDTA ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์, ซูโครส ความเขม้ขน้  
500 มิลลิโมลาร์) ท่ีเยน็ ปริมาตร 40 มิลลิลิตรต่อกรัมเซลล ์จากนั้นน ามาบ่มในน ้ าแขง็นาน 5 นาที 
แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสารละลาย
ส่วนใสท้ิง ละลายตะกอนเซลลโ์ดยเร็วดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือท่ีเยน็ ปริมาตร 25 มิลลิลิตรต่อ
กรัมเซลล์ จากนั้นน ามาบ่มและเขย่าบ่อยๆ ในน ้ าแข็งนาน 5 นาที แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว  
8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บตะกอนเซลลแ์ละสารละลายส่วนใส 
จากนั้นน าสารละลายโปรตีนจากส่วนใสท่ีไดม้าท าให้เขม้ขน้ข้ึนโดยใช ้Vivaspin 20 (molecular 
weight cut off: MWCO, 10 kDa polyethersulphone: PES) (GE Healthcare, Sweden) เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยสารละลายท่ีไดใ้นส่วนน้ีจะเก็บเป็นส่วนของ periplasmic fraction  
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3.3 การสกดัเอนไซม์ MPH จากไซโตพลาสซึม (Yamabhai และคณะ, 2008) 
หลงัจากท าการสกดัเอนไซมจ์าก periplasmic space แลว้ น าตะกอนเซลลท่ี์ไดห้ลงัจากการสกดั

เอนไซมใ์นขอ้ 3.2 มาละลายตะกอนดว้ยบฟัเฟอร์ Tris-HCl พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลว้ท าการแตกเซลลโ์ดยใช้เคร่ืองแตกเซลลด์ว้ยคล่ืนความถ่ีสูง (sonicator) 
(Vibra Cell, USA) ท่ีความถ่ี 60 แอมพลิจูด, pulser 6 วินาที นาน 10 นาที แลว้ก าจดัเศษเซลลอ์อก
โดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เกบ็ส่วนใสไว้
ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยสารละลายท่ีไดใ้นส่วนน้ีจะเก็บเป็นส่วนของ cytoplasmic 
fraction ซ่ึงจะน าไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford และหาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์
MPH ต่อไป 

 
4. การแยกบริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ MPH 

 4.1 การท าไดอะไลซิส (Dialysis) 
  4.1.1 การเตรียมถุงไดอะไลซิส 

 ก่อนการท าไดอะไลซิสโปรตีนจะตอ้งน าถุงส าหรับท าไดอะไลซิสมาท าการเตรียม 
(pre-treatment) เพื่อให้มีขนาดของรูพรุนใกลเ้คียงกนั และเพื่อก าจดัโลหะหนักท่ีปนเป้ือนมากบั 
ถุงไดอะไลซิส โดยน าถุงส าหรับท าไดอะไลซิส  มาตดัใหไ้ดค้วามยาวตามตอ้งการ แลว้แช่ลงใน
สารละลายโซเดียมไบคาร์บอเนต ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ท่ีประกอบดว้ย EDTA ความเขม้ขน้  
0.05 เปอร์เซ็นต ์นาน 10 นาที โดยในระหว่างท่ีตม้ให้ถุงไดอะไลซิสจมอยู่ในสารละลายโดยใช ้
ขวดรูปชมพู่ท่ีบรรจุน ้ า กดอยู่ดา้นบน จากนั้นเทสารละลายท้ิง แลว้เติมน ้ าปราศจากไอออนลงไป
แทน ตม้ต่ออีกนาน 10 นาที เปล่ียนน ้ าปราศจากไอออนแลว้ตม้อีกคร้ังหน่ึง ท้ิงไวใ้ห้เยน็ เก็บถุง
ส าหรับท าไดอะไลซิสท่ีเตรียมไดใ้นเอทานอล ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์โดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส โดยเกบ็ไดน้านประมาณ 3 เดือน 

4.1.2 การก าจดัเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต และการเปล่ียนบฟัเฟอร์โดยวิธีไดอะไลซิส 
 หลงัจากท าการแสดงออกและสกดัเอนไซม ์MPH จากส่วนต่างๆ แลว้ น าสารละลาย

โปรตีนท่ีไดจ้ากขอ้ 3.1 และ 3.2 มาท าไดอะไลซิส (dialysis) เพื่อก าจดัเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 
และท าการเปล่ียนบฟัเฟอร์ของสารละลายโปรตีน ตามล าดบั โดยน าถุงส าหรับท าไดอะไลซิสท่ีผา่น
การเตรียมในขอ้ 4.1.1 มาผกูปลายดา้นหน่ึง ดูดสารละลายโปรตีนใส่ลงในถุงส าหรับท าไดอะไลซิส 
แลว้ผกูปลายดา้นบนใหแ้น่น จากนั้นแช่ถุงส าหรับท าไดอะไลซิสท่ีภายในบรรจุสารละลายโปรตีน
ลงในบฟัเฟอร์ฟอสเฟต พีเอช 6.0 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีเยน็ โดยใชอ้ตัราส่วนระหว่าง
สารละลายโปรตีนภายในถุงส าหรับท าไดอะไลซิสต่อสารละลายบฟัเฟอร์ฟอสเฟต พีเอช 6.0  
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ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ในอตัราส่วน 1 มิลลิลิตร ต่อ 100 มิลลิลิตร ท าการกวนดว้ยเคร่ืองกวน
แม่เหลก็ตลอดเวลาท่ีความเร็วต ่า ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2-3 ชัว่โมง จากนั้นท า
การเปล่ียนบฟัเฟอร์ แลว้กวนต่อไปท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4-5 ชัว่โมง จากนั้นท าการ
เปล่ียนบฟัเฟอร์อีกคร้ังหน่ึง กวนต่อไปท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท้ิงไวน้านขา้มคืน น าโปรตีนท่ี
ท าการไดอะไลซิสแลว้ไปท าใหเ้ขม้ขน้ข้ึนโดยใช ้Vivaspin 20 (MWCO, 10 kDa PES) เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford, หาค่า
กิจกรรมของเอนไซม ์MPH และแยกบริสุทธ์ิโปรตีนดว้ยวิธีทางโครมาโตกราฟฟีต่อไป 

 4.2 การแยกบริสุทธ์ิโปรตีน  
 หลงัจากท่ีท าการไดอะไลซิสโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากส่วนต่างๆ แลว้ น าโปรตีนท่ีผ่านการ 

ไดอะไลซิสมาท าบริสุทธ์ิเอนไซม์ MPH โดยใชแ้อฟฟินิต้ีคอลมัน์ (affinity column) คือ cobalt 
column โดยคอลมัน์น้ีสามารถจบักบั histidine-tag protein ท่ีเช่ือมอยูก่บัรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์
MPH ได ้โดยท าการเช่ือมต่อคอลมัน์เขา้กบัเคร่ือง Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) 
(Amersham Pharmacia, Sweden)  จากนั้นลา้งคอลมัน์ดว้ยน ้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 3-5 เท่า
ของความจุคอลมัน์ เพื่อก าจดับฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการเก็บคอลมัน์ (storage buffer) จากนั้นท าสมดุล 
(equilibrate) คอลมัน์ดว้ย binding buffer (โซเดียมฟอสเฟต ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์, โซเดียม
คลอไรด์ ความเขม้ขน้ 300 มิลลิโมลาร์, อิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 5-10 มิลลิโมลาร์, พีเอช 7.4) 
ปริมาตรอยา่งนอ้ย 5 เท่าของความจุคอลมัน์ โดยควบคุมอตัราการไหลของ binding buffer ให้มี
อัตราเร็วประมาณ 1 มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้ นท าการเตรียมสารละลายโปรตีน โดยเจือจาง
สารละลายโปรตีนดว้ย binding buffer ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 ท าการฉีดสารละลายโปรตีนเขา้ไปใน
คอลมัน์โดยใชเ้ขม็ฉีด ลา้งคอลมัน์ดว้ย binding buffer ปริมาตรอย่างนอ้ย 10-15 เท่าของความจุ
คอลมัน์ หรือจนกว่า baseline เรียบ (steady baseline) แลว้ท าการซะโปรตีนออกจากคอลมัน์ดว้ย 
elution buffer (โซเดียมฟอสเฟต ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์, โซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้  
300 มิลลิโมลาร์, อิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 150 มิลลิโมลาร์, พีเอช 7.4)  ปริมาตรอยา่งนอ้ย 5 เท่าของ
ความจุคอลมัน์ โดยควบคุมอตัราการไหลของelution buffer ใหมี้อตัราเร็วประมาณ 1 มิลลิลิตรต่อ
นาที  จากนั้นน าตวัอยา่งโปรตีนท่ีผา่นคอลมัน์ ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมม์ารวมกนัและท าใหเ้ขม้ขน้
ข้ึน โดยใช ้Vivaspin 6  (MWCO, 10 kDa PES) เก็บเอนไซมไ์วใ้นสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl  
พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการแยกวิเคราะห์
โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), เทคนิค zymogram 
analysis, หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford และหาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์MPH ต่อไป ส่วน
คอลมัน์ท่ีใชจ้ะเกบ็ไวใ้นเอทานอล ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ 4-30 องศาเซลเซียส      
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5. การแยกวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
(Sambrook และคณะ 1989) 
         น าโปรตีนท่ีไดใ้นส่วนต่างๆ มาแยกวิเคราะห์โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS- polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) โดยด าเนินวิธีการดงัต่อไปน้ี 

 5.1 การเตรียมแผ่นเจลส าหรับแยกวิเคราะห์โปรตีน 
ส าหรับแผน่เจลแบบ 12% (ชั้น separating gel) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร    
ผสมสารต่างๆ ดงัน้ี 
สารละลายอะคริลาไมด ์ความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต ์                        2.0  มิลลิลิตร  
สารละลายบฟัเฟอร์ This HCl ความเขม้ขน้ 1.5 โมลาร์, พีเอช 8.8 1.3 มิลลิลิตร 
สารละลาย SDS ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ 50.0  ไมโครลิตร  
น ้าปราศจากไอออน 1.6 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติม 
สารละลายแอมโมเนียม เปอร์ซลัเฟต ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต*์ 50.0   ไมโครลิตร  
TEMED 2.0  ไมโครลิตร 
*เตรียมใหม่ก่อนใชทุ้กคร้ัง 

ผสมให้เข้ากัน จากนั้ นเตรียมกระจกส าหรับการเตรียมเจลให้สะอาด และน าไปประกอบกับ 
electrophoresis set เทสารละลายท่ีเตรียมไดล้งในช่องว่างของแผ่นกระจกหล่อเจลท่ีไดป้ระกอบ 
ไวแ้ลว้  เติมน ้ าปราศจากไอออนทบัลงบนผิวเจลท้ิงไวจ้นเจลแข็งตวั ประมาณ 30 นาที แลว้เท 
น ้ ากลัน่ออกและซบัใหแ้หง้ 

ส าหรับแผน่เจลแบบ 5% (ชั้น staking gel) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายต่างๆดงัน้ี 
สารละลายอะคริลาไมด ์ความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต ์ 330.0 ไมโครลิตร 
สารละลายบฟัเฟอร์ This HCl ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์, พีเอช 6.8 250.0  ไมโครลิตร 
สารละลาย SDS ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ 20.0 ไมโครลิตร 
น ้ าปราศจากไอออน 1.4  มิลลิลิตร 
จากนั้นเติม 
สารละลายแอมโมเนียม เปอร์ซลัเฟต ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต*์ 20.0 ไมโครลิตร 
TEMED 2.0 ไมโครลิตร 
*เตรียมใหม่ก่อนใชทุ้กคร้ัง 
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ผสมให้เข้ากันและเททับลงบนเจลชั้นแรกท่ีแข็งตัวแล้ว สอดแผ่นก าหนดร่องเจลลงบนเจล 
ท่ียงัไม่แข็งตวัทนัที ระวงัอย่าให้เกิดฟองอากาศ ท้ิงไวจ้นเจลแข็งตวั ประมาณ 30 นาที ดึงแผ่น
ก าหนดร่องเจลออกลา้งเจลดว้ยน ้ าปราศจากไอออนและเตรียมประกอบชุดวิเคราะห์ Mini-Protein 
system เติมบฟัเฟอร์ Tris-glycine running ความเขม้ขน้ 1 เท่า ให้ท่วมแผน่เจลทั้งส่วนบนและ
ส่วนล่าง 

  5.2 การเตรียมโปรตีนเพือ่วิเคราะห์  
  น าโปรตีนท่ีไดใ้นขั้นตอนต่างๆ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาผสมกบัสีสังเคราะห์ (4X gel 

loading dye) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แลว้น าไปตม้ในน ้ าท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน  
3-5 นาที แลว้ท าการแยกวิเคราะห์โปรตีนตวัอย่างดว้ยวิธี SDS-PAGE โดยใชชุ้ดวิเคราะห์  
Mini-Protein system ต่อไป 

  5.3 การแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า  
  หยอดโปรตีนท่ีเตรียมได้จากขอ้ 5.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และสารละลายโปรตีน

มาตรฐาน ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในช่องเจล ต่อขั้วไฟฟ้า แลว้ท าการแยกวิเคราะห์โปรตีนดว้ย
กระแสไฟฟ้าโดยใชก้ระแสไฟฟ้าคงท่ี ท่ี 25 มิลลิแอมแปร์ ใชเ้วลาประมาณ 60 นาที หรือจนสีของ 
bromphenol blue วิ่งจนชิดขอบแผน่เจลดา้นล่างสุดของกระจก ถอดขั้วไฟฟ้าออก แกะแผน่เจลออก
จากกระจก และยอ้มแผน่เจลดว้ยสารละลาย staining  เป็นเวลา 1.5 ชัว่โมง และลา้งสีท่ีมากเกินโดย
การแช่แผน่เจลในสารละลาย destaining I  ท้ิงไว ้1.5 ชัว่โมง จากนั้นแช่แผ่นเจลในสารละลาย 
destaining II ท้ิงไวข้า้มคืน สงัเกตแถบโปรตีนท่ีปรากฏข้ึน 

 
6. การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Zymogram analysis (ดัดแปลงจากวิธีของ Granelli-Piperno 
และคณะ, 1978; Vassalli และคณะ, 1984; Li และคณะ, 2001; Malone และคณะ, 2002) 
        น าโปรตีนท่ีได้จากการแยกบริสุทธ์ิเอนไซม์ MPH มาท าการเตรียมตัวอย่างโปรตีนโดย
ด าเนินการตามวิธีในขอ้ 5.2 โดยใชสี้สังเคราะห์ (4X gel loading dye) ท่ีปราศจากสารรีดิวซิงเอ
เจนต ์(reducing agent) แลว้ท าการแยกวิเคราะห์โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE โดยด าเนินการตาม
วิธีในขอ้ 5.1 และ 5.3 ตามล าดบั โดยไม่ท าการยอ้มแผน่เจลดว้ยสารละลาย staining จากนั้นน าแผน่
เจลท่ีไดม้าลา้งดว้ยสารละลาย triton X-100 ความเขม้ขน้ 2.5 เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นลา้งแผน่เจลดว้ยบฟัเฟอร์ Tris-HCl พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้  
0.1 โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จ านวน 2 คร้ัง แลว้น าแผน่เจลท่ีไดว้างลงบน
อาหารแขง็ LB ท่ีมี MP ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สังเกตแถบสีเหลืองของ PNP  
ท่ีปรากฏข้ึน 
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7. การหาค่าปริมาณโปรตีนโดยวธีิ Bradford Protein Assay 
        น าโปรตีนท่ีไดใ้นขั้นตอนต่างๆ มาวิเคราะห์หาค่าปริมาณโปรตีนโดยใชชุ้ดตรวจวดัโปรตีน
ส าเร็จรูป Bio-Rad Bradford protein assay โดยด าเนินวิธีการดงัต่อไปน้ี 

   7.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตีน 
ท าการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวิธี  Bradford (Bradford M., 1976) โดยใช้

สารละลาย bovine serum albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน ท าโดยเตรียมสารละลาย BSA ท่ีมี
ความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, และ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลาย 
BSA ในแต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส่ลงในไมโครเพลท เติมสารละลาย Bradford 
dry reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ตั้งท้ิงไว ้5 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง จากนั้น
น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร บนัทึกผลการทดลองท่ีได ้ค  านวณเป็น
กราฟมาตรฐานโปรตีน  

   7.2 การวดัปริมาณของโปรตีน 
น าโปรตีนตวัอย่างท่ีไดใ้นขั้นตอนต่างๆ มาวิเคราะห์หาค่าปริมาณโปรตีน โดยน าโปรตีน

ตวัอย่าง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส่ลงในไมโครเพลท เติมสารละลาย Bradford dry reagent 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั แลว้ตั้งท้ิงไว ้5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปวดัค่า 
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร บนัทึกผลการทดลองท่ีได ้ค  านวณค่าปริมาณ
โปรตีนโดยการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานโปรตีน 

  
8. การหาค่ากจิกรรม (Activity) ของเอนไซม์ MPH ด้วยวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรี (ดัดแปลงจากวิธี

ของ Guoping และคณะ, 2004) 
        น าโปรตีนท่ีไดใ้นขั้นตอนต่างๆ มาวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ MPH โดยด าเนิน
วิธีการดงัต่อไปน้ี 

 8.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของ PNP 
 เตรียม PNP ท่ีมีความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ  

100 ไมโครโมลาร์ โดยละลายดว้ยสารละลาย assay buffer (บฟัเฟอร์ Tris-HCl พีเอช 8.0  
ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์, โซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์, Tween 80  
ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม (negative control ท่ีมี assay buffer 
เพียงอยา่งเดียว) บนัทึกผลการทดลองท่ีได ้ค านวณเป็นกราฟมาตรฐาน PNP 
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 8.2 การวัดค่ากจิกรรมของเอนไซม์ MPH 
 น าโปรตีนท่ีไดใ้นขั้นตอนต่างๆ มาวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ MPH โดยน า

สารละลาย assay buffer (บฟัเฟอร์ Tris-HCl พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์, โซเดียม- 
คลอไรด ์ความเขม้ขน้เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์, Tween 80 ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์โดยปริมาตร) ท่ีมี
MP ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 960 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโคร 
เซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้เติมเอนไซม์ MPH ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั  
แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท้ิงไว ้5 นาที น าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสง 
ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร ซ่ึงจะวดัสีเหลืองของ PNP  
โดยเปรียบเทียบกบัตวัควบคุม (negative control ท่ีมี assay buffer เพียงอยา่งเดียว) บนัทึกผลการ
ทดลองท่ีได้ ค  านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์โดยการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน PNP 
ก าหนดให ้1 หน่วย (Unit, U) คือ ปริมาณของเอนไซม์ MPH ท่ีท าใหเ้กิด 1 ไมโครโมล ของ PNP 
ในเวลา 1 นาที  
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บทที่ 4 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

1. การสร้างรีคอมบิแนนท์โคลนที่มียีน mpdB โดยใช้พาหะที่ออกแบบเพือ่การหลัง่โปรตีน 
         จากการสกดัพลาสมิดดีเอ็นเอจากรีคอมบิแนนท์โคลนท่ีมียีน mpdB ของเช้ือแบคทีเรีย 
Burkholderia cepacia ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลง MP ท่ีไดจ้ากการทดลองก่อนหนา้น้ี (วิรุฬห์ 
ศุภลกัษณ์นารี, 2549) ตามวิธีมาตรฐานของ Sambrook และคณะ (1989) มาใชเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
(DNA template) ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ XhoI-mpd_F และ KpnI-mpd_R ซ่ึง
ออกแบบไพรเมอร์จากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแบคทีเรีย Plesiomonas sp. สายพนัธ์ุ M6 
(accession number: AF338729) ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลง MP (Zhongli et al., 2001)  
ท่ีมี homology กบัล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีถอดรหัสมาจากล าดบัของกรดอะมิโนดา้น N-terminus  
ของเช้ือ Burkholderia  cepacia ซ่ึงมีผูว้ิจยัไวก่้อนหนา้น้ี (เจษฎาวรรณ วิจิตรเวชการ และ บุญศรี  
จงเสรีจิต, 2544; Ekkhunnatham และคณะ, 2012) โดยออกแบบเฉพาะในส่วนของยนีท่ี code ให้
เอนไซม ์MPH ซ่ึงไม่รวมกบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ signal sequence เดิมของเอนไซม ์
(mature MPH) โดยเพิ่มต าแหน่งตดัเอนไซม ์(restriction site) ของเอนไซมต์ดัจ าเพาะส าหรับ
เอนไซม ์XhoI และ KpnI เพื่อใหง่้ายต่อการโคลนเขา้สู่พลาสมิด pHisFlag-1 จากผลการทดลองเม่ือ
ตรวจดูแถบดีเอน็เอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟเรซิสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน 
1 kb DNA Ladder และ 100 bp DNA Ladder พบว่าปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 900 bp 
ซ่ึงเป็นขนาดท่ีใกลเ้คียงกบัขนาดของยีน mpdB ท่ีใชเ้ป็นดีเอ็นเอแม่แบบ ดงัแสดงในภาพท่ี 21 
จากนั้นเลือกช้ินดีเอ็นเอท่ีขนาด 900 bp ท่ีไดจ้ากการเพิ่มจ านวนโดยวิธีพีซีอาร์น้ี มาท าบริสุทธ์ิ 
ดีเอ็นเอดว้ยวิธีส าเร็จรูป E.Z.N.ATM Gel Extraction Kit และเช่ือมต่อดีเอ็นเอท่ีไดเ้ขา้กบั 
ดีเอน็เอพาหะ pTA2 โดยภาพรวมของขั้นตอนในการสร้างรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมียีน 
mpdB แสดงในภาพท่ี 22  
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ภาพท่ี 21 ช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน mpdB ท่ีไดจ้ากการเพิ่มจ านวนโดยวิธีพีซีอาร์ โดยช่องท่ี 1 คือ 
แถบดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder, ช่องท่ี 2 คือ ช้ินส่วนยีน mpdB ท่ีเพิ่มปริมาณได ้และ 
ช่องท่ี 3 คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
 
        แลว้ถ่ายโอนรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีไดเ้ขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ท าการ
คดัเลือกทรานส์ฟอร์แมนทด์ว้ยวิธี blue-white selection พบว่ามีโคโลนีสีขาวเกิดข้ึนจ านวนมาก 
โดยคดัเลือกโคโลนีสีขาวเหล่าน้ี มาสกดัพลาสมิดแลว้ท าการวิเคราะห์หาโคโลนีท่ีมีช้ินดีเอน็เอโดย
วิธี restriction analysis 
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ภาพท่ี 22 แผนภาพการโคลนยนีท่ีสร้างเอนไซม ์MPH เขา้สู่พลาสมิด pTA2 
 

หลงัจากท าการวิเคราะห์หาโคโลนีท่ีมีช้ินดีเอ็นเอโดยวิธี restriction analysis โดยการตดั 
รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดดว้ยเอนไซม ์EcoRI, XhoI และ KpnI เพื่อตรวจสอบขนาดของ insert โดย
ตรวจดูแถบดีเอน็เอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟเรซิสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน 
1 kb DNA Ladder พบว่ารีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI, เอนไซม ์XhoI เพียง
เอนไซมเ์ดียว และตดัดว้ยเอนไซม ์XhoI และ KpnI จะปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 900 bp 
ซ่ึงเป็นขนาดท่ีใกลเ้คียงกบัขนาดของยนี mpdB และขนาดประมาณ 2,900 bp ซ่ึงใกลเ้คียงกบัขนาด
ของพลาสมิด pTA2 โดยจากผลการทดลองท่ีตดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดดว้ยเอนไซม ์EcoRI เพียง
เอนไซม์เดียว จะปรากฏแถบดีเอ็นเอเกิดข้ึน 2 แถบนั้น เน่ืองจากต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม ์
EcoRI จะอยู่คร่อมระหว่างต าแหน่งของ insert ดงันั้นเม่ือท าการตดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดดว้ย
เอนไซมช์นิดน้ีจึงปรากฏแถบดีเอ็นเอเกิดข้ึน 2 แถบ ซ่ึงเป็นขนาดของยีนและขนาดของพลาดมิด 
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ตามล าดบั โดยให้ผลเช่นเดียวกนัในการตดัดว้ยเอนไซม ์XhoI เพียงเอนไซมเ์ดียว และเม่ือตดัดว้ย
เอนไซม ์XhoI และ KpnI ซ่ึงมีต าแหน่งตดัเอนไซมท่ี์ไดท้  าการออกแบบไวบ้นช้ินดีเอน็เอ ดงันั้นเม่ือ
ตดัดว้ยเอนไซม์ 2 ชนิดน้ีจึงปรากฎแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 900 bp และขนาดประมาณ  
2,900 bp เช่นเดียวกนัอีกดว้ย และเม่ือตดัรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดดว้ยเอนไซม ์KpnI เพียงเอนไซม์
เดียว พบวา่จะปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 3,800 bp ซ่ึงเป็นขนาดท่ีใกลเ้คียงกบัขนาดของ
ยีน mpdB รวมกบัพลาสมิด pTA2 จากผลการทดลองจึงเป็นการยืนยนัไดว้่าทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์
คดัเลือกไดมี้ยนีท่ีสร้างเอนไซม ์MPH อยู ่และโคลนอยูใ่นพลาดมิดท่ีถูกตอ้ง  ดงัแสดงในภาพท่ี 23  
 

 
 

ภาพท่ี 23 การวิเคราะห์รีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอดว้ยวิธี restriction analysis ของรีคอมบิแนนท ์
พลาสมิด pTA2 ท่ีมียนี mpdB โดยการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI, XhoI และ KpnI โดยช่องท่ี 1 และ 3 
คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder, ช่องท่ี 2 คือ รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมียีน  
mpdB ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI, ช่องท่ี 4 คือ รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมียนี mpdB ท่ีตดัดว้ย
เอนไซม ์XhoI และ KpnI, ช่องท่ี 5 คือ รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมียีน mpdB ท่ีตดัดว้ย
เอนไซม ์XhoI, ช่องท่ี 6 คือ รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมียีน mpdB ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์KpnI 
และ ช่องท่ี 7 คือ รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมียนี mpdB 
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จากนั้นผูว้ิจยัไดเ้ลือกโคลน pTA2 ท่ีมียีน mpdB ท่ีไดท้  าการตรวจสอบยืนยนัแลว้ว่ามียีน
ดงักล่าวจริง เพื่อเตรียมช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900 bp ท่ีใชใ้นการสับโคลนเขา้สู่พลาสมิด 
pHisFlag-1 ส าหรับการแสดงออกของเอนไซม์ MPH โดยน ารีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pTA2 ท่ีมี 
ยนี mpdB จากรีคอมบิแนนทโ์คลนท่ีคดัเลือกได ้มาตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI และ KpnI ในการเตรียม 
พลาสมิด pHisFlag-1 จะเร่ิมจากท าการสกดัพลาสมิดจากเซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ DH5  
ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 มาตดัพลาสมิด pHisFlag-1 ดว้ยเอนไซม ์XhoI และ KpnI เช่นเดียวกบั 
การตดั insert (mpdB gene) แลว้ท าการแยก insert และพลาสมิดท่ีผา่นการตดัแลว้แยกบริสุทธ์ิจาก
เจลอะกาโรสดว้ยวิธีส าเร็จรูป E.Z.N.ATM Gel Extraction Kit และท าการตรวจสอบดีเอน็เอท่ี 
แยกบริสุทธ์ิไดด้ว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟเรซิส โดยปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีขนาดประมาณ 
900 bp ซ่ึงเป็นขนาดท่ีใกลเ้คียงกบัขนาดของยีน mpdB และปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 
5,400 bp ซ่ึงใกลเ้คียงกบัขนาดของพลาสมิด pHisFlag-1 ดงัแสดงในภาพท่ี 24 และ 25 ตามล าดบั 
ท าใหแ้น่ใจไดว้า่ช้ินดีเอน็เอและพลาสมิดท่ีไดน้ั้นมีความถูกตอ้ง  

 

 
 
ภาพท่ี 24 การแยกบริสุทธ์ิช้ินยีน mpdB ท่ีผ่านการตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI และ KpnI จากเจล 
อะกาโรสโดยวิธีส าเร็จรูป E.Z.N.ATM Gel Extraction Kit โดยช่องท่ี 1 คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน  
1 kb DNA ladder, ช่องท่ี 2 คือ ช้ินยนี mpdB ท่ีผา่นการแยกบริสุทธ์ิจากเจลอะกาโรส  
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ภาพท่ี 25 การแยกบริสุทธ์ิพลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีผ่านการตดัด้วยเอนไซม์ XhoI และ KpnI  
จากเจลอะกาโรสโดยวิธีส าเร็จรูป E.Z.N.ATM Gel Extraction Kit โดยช่องท่ี 1 คือ แถบดีเอน็เอ
มาตรฐาน 1 kb DNA ladder, ช่องท่ี 2 และ 3 คือ พลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีผา่นการแยกบริสุทธ์ิจาก
เจลอะกาโรส 
 
         เม่ือไดช้ิ้นดีเอน็เอและพลาสมิดท่ีผา่นการแยกบริสุทธ์ิแลว้ ท าการเช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอและ 
พลาสมิดน้ีเขา้ดว้ยกนัไดเ้ป็นรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียีน mpdB และตั้งช่ือให้กบั 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีได้ โดยก าหนดให้ pHF1 คือ พลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียีน mpdB 
(pHisFlag-1::mpdB) ดังแสดงในภาพท่ี 26 โดยภาพรวมของขั้นตอนในการสร้างรีคอมบิแนนท ์
พลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียนี mpdB แสดงในภาพท่ี 27 แลว้ถ่ายโอนรีคอมบิแนนทดี์เอน็เอท่ีไดเ้ขา้สู่
เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ท าการตรวจสอบทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์ไดด้ว้ยการ
ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม ์MPH โดยวิธี microtiter plate MPH assay พบว่าทรานส์ฟอร์แมนท ์
ท่ีไดส้ามารถแสดงออกและผลิตเอนไซม ์MPH ท่ีสามารถยอ่ยสลาย MP โดยเปล่ียนสีของ substrate 
mixture ท่ีมี MP ความเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไดเ้ป็นสีเหลืองของ PNP ซ่ึงเป็น
ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสลาย MP เช่นเดียวกบัเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนท ์
พลาสมิด pGEX-6P-1::mpdB ท่ีใชเ้ป็น positive control จะปรากฏสีเหลืองของ PNP เช่นเดียวกนั 
และเม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3)  ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 และ substrate 
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mixture เพียงอย่างเดียว ท่ีใชเ้ป็น negative control จะเห็นไดว้่าไม่มีสีเหลืองของ PNP เกิดข้ึน  
ดงัแสดงในภาพท่ี 28 

 

  
 

ภาพท่ี 26 แผนภาพรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHF1 (พลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียนี mpdB) 
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ภาพท่ี 27 แผนภาพการโคลนยนี mpdB เขา้สู่พลาสมิด pHisFlag-1 
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ภาพท่ี 28 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ MPH ในการคดัเลือกทรานส์ฟอร์แมนท์ โดยวิธี 
microtiter plate MPH assay โดยหลุมท่ี 1 คือ microtiter well ท่ีมี substrate mixture และเช้ือ E. coli 
สายพนัธ์ุ BL21 ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pGEX-6P-1::mpdB (positive control), หลุมท่ี 2 คือ 
microtiter well ท่ีมี substrate mixture และเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3)  ท่ีมีรีคอมบิแนนท ์
พลาสมิด pHF1, หลุมท่ี 3 คือ microtiter well ท่ีมี substrate mixture และเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 
(DE3)  ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 และหลุมท่ี 4 คือ microtiter well ท่ีมี substrate mixture เพียงอยา่ง
เดียว 
 
    จากนั้นน าทรานส์ฟอร์แมนทท่ี์สามารถย่อยสลาย MP ได ้มาตรวจสอบเพื่อยืนยนัการมีอยู่
ของยนี mpdB ดว้ยวิธี restriction analysis โดยท าสกดัพลาสมิดและตดัดว้ยเอนไซม ์XhoI และ KpnI 
เพื่อตรวจสอบขนาดของ insert โดยตรวจดูแถบดีเอน็เอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟเรซิส
เปรียบเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder พบว่ารีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีตดัดว้ย
เอนไซม ์ XhoI และ KpnI จะปรากฏแถบดีเอน็เอท่ีขนาดประมาณ 900 bp และ 5,400 bp ซ่ึงเป็น
ขนาดท่ีใกลเ้คียงกบัขนาดของยีน mpdB และพลาสมิด pHisFlag-1 ตามล าดบั และเม่ือตดัดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะ XhoI หรือ KpnI เพียงเอนไซมเ์ดียว จะปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 
6,300 bp ซ่ึงเป็นขนาดท่ีใกลเ้คียงกบัขนาดของขนาดของยนี mpdB รวมกบัพลาสมิด pHisFlag-1 จึง
เป็นการยืนยนัไดว้่าทรานส์ฟอร์แมนท์ท่ีคดัเลือกไดมี้ยีน mpdB อยู่ และโคลนอยู่ในพลาดมิด 
ท่ีถูกตอ้ง ดงัแสดงในภาพท่ี 29 
 



80 
 

 
 

 
         
ภาพท่ี 29 การวิเคราะห์รีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอดว้ยวิธี restriction analysis ของรีคอมบิแนนท ์
พลาสมิด pHF1 โดยการตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI และ KpnI โดยช่องท่ี 1 คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน  
1 kb DNA ladder, ช่องท่ี 2 คือ รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHF1 ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์ XhoI และ KpnI, 
ช่องท่ี 3 คือ รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHF1 ท่ีตดัดว้ยเอนไซม์ XhoI เพียงเอนไซมเ์ดียว, ช่องท่ี 4  
คือ รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHF1 ท่ีตดัดว้ยเอนไซม์ KpnI เพียงเอนไซมเ์ดียว, ช่องท่ี 5 คือ  
รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHF1 และช่องท่ี 6 คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
 
 จากนั้นน ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีตรวจสอบแลว้ว่ามียีน mpdB มาท าการวิเคราะห์เพื่อ
ยืนยนัผลการทดลองท่ีได ้โดยส่งไปวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ของ insert ท่ีบริษทัแปซิฟิค  
ไซเอ็นซ์ ประเทศไทย และตรวจสอบความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Burkholderia 
cepacia หมายเลข accession number DQ001540 ของ GenBank โดยใชบ้างส่วนของนิวคลีโอไทด ์
ท่ีไดม้าจากการส่งไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์
โคลนท่ีคดัเลือกไดมี้ความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mpdB ของเช้ือ Burkholderia 
cepacia คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต ์ดงัแสดงในภาพท่ี 30 
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ภาพท่ี 30 การเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน mpdB จากรีคอมบิแนนท์
โคลนท่ีท าการคดัเลือกไดก้บัล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากเช้ือ Burkholderia cepacia (โดย Query คือ 
ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี mpdB จากรีคอมบิแนนทโ์คลนท่ีท าการคดัเลือกได้ และ Sbjct คือ ล าดบั
นิวคลีโอไทดข์องยนี mpdB จากเช้ือ Burkholderia cepacia) 
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 จากนั้ นน ารีคอมบิแนนท์โคลนท่ีคัดเลือกได้ มาตรวจสอบความสามารถในการผลิต
เอนไซม ์MPH ใหห้ลัง่ออกนอกเซลล ์โดยทดสอบบนอาหารแขง็ MP agar ท่ีมี MP ความเขม้ขน้  
50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, ยาปฎิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 
IPTG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน พบว่าปรากฏสีเหลือง
รอบๆ รีคอมบิแนนทโ์คโลนี (yellow halo) เม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3)  
ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีใชเ้ป็น negative control จะเห็นไดว้่าไม่ปรากฏสีเหลืองรอบๆ โคโลนี 
ดงัแสดงในภาพท่ี 31 แสดงใหเ้ห็นวา่รีคอมบิแนนทโ์คลนมีความสามารถในการผลิตเอนไซม ์MPH 
ให้หลั่งออกนอกเซลล์ได้ และตั้ งช่ือให้กับรีคอมบิแนนท์โคลนท่ีท าการตรวจสอบแล้วโดย
ก าหนดให ้BpHF คือ เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมี
ยนี mpdB จากนั้นผูว้ิจยัไดน้ ารีคอมบิแนนทโ์คลน BpHF น้ี ไปศึกษาการแสดงออกของยนีและการ
แยกบริสุทธ์ิรีคอมบิแนนทเ์อนไซม ์MPH ต่อไป  
 

 
 
ภาพท่ี 31 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม ์MPH บน MP agar plate โดย A คือ เช้ือ E. coli  
สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ท่ีมีรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHF1 และ B คือ เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 
(DE3) ท่ีมีพลาสมิด pHisFlag-1 (negative control) 
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2. การแสดงออกและแยกบริสุทธ์ิเอนไซม์ MPH 
ในการแสดงออกและการแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH จากรีคอมบิแนนทโ์คลน BpHF ท่ีมี 

รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHF1 ท่ีอยูภ่ายใตก้ารควบคุมของ tac promoter และสามารถเหน่ียวน าให้
เกิดการแสดงออกของยนีดว้ย IPTG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ ท าการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส หลงัจากเหน่ียวน าเป็นเวลา 20 ชัว่โมง  
ท าการสกดัเอนไซม ์MPH ในส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ, เพอริพลาสซึม และไซโตพลาสซึม พบว่า 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ MPH ท่ีถูกผลิตโดยรีคอมบิแนนทโ์คลน BpHF เท่ากบั 2 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร โดยเอนไซมใ์นส่วนของไซโตพลาสซึมมีมากท่ีสุด (53%) รองลงมา คือ ในอาหารเล้ียง
เช้ือ (46%) และเพอริพลาสซึม (1%) ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 32 แลว้จึงเลือกเอนไซม ์MPH 
จากส่วนอาหารเล้ียงเช้ือ และเพอริพลาสซึม ไปใชใ้นการแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์โดยน าเอนไซม ์
MPH หยาบจากขั้นตอนการแสดงออกเอนไซมใ์นส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดจ้ากการตกตะกอน
โปรตีนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต และในส่วนของเพอริพลาสซึมท่ีไดจ้ากการสกดัเอนไซมโ์ดย
วิธี osmotic shock มาท าการเตรียมเอนไซม์ก่อนการแยกบริสุทธ์ิ โดยน าสารละลายโปรตีนมาท าให้
เขม้ขน้ข้ึนและท าไดอะไลซิส เพื่อก าจดัเกลือและการเปล่ียนบฟัเฟอร์ แลว้น ามาแยกบริสุทธ์ิโดย
วิธีการท่ีง่ายในขั้นตอนเดียว โดยใชแ้อฟฟินิต้ีคอลมัน์ HisPure cobalt column ท่ีจบัจ าเพาะกบั 
polyhistidine-tag protein ของรีคอมบิแนนท์โปรตีน โดยโปรตีนจะถูกชะออกจากคอลมัน์ดว้ย
สารละลาย elution buffer ท่ีมีอิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 150 มิลลิโมลาร์ แบบคร้ังเดียว (one-step) 
โดยภาพรวมของขั้นตอนในการแสดงออกและแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH ในส่วนของอาหารเล้ียง
เช้ือ และเพอริพลาสซึม แสดงในภาพท่ี 33 และ 34 ตามล าดบั การแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH  
ในส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ เร่ิมจากเอนไซม ์ MPH หยาบ 0.31 หน่วยต่อมิลลิลิตร หลงัจากผา่น
คอลมัน์ HisPure cobalt spin column ไดค้วามบริสุทธ์ิ (fold) เท่ากบั 93.0 เท่า ไดผ้ลทั้งหมด (yield) 
เท่ากบั 46.2 เปอร์เซ็นต ์และไดค่้ากิจกรรมจ าเพาะ (specific activity) เท่ากบั 3.44 หน่วยต่อมิลลิกรัม
โปรตีน ดงัแสดงในตารางท่ี 12 และการแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH ในส่วนของเพอริพลาสซึม  
เร่ิมจากเอนไซม ์MPH หยาบ 0.02 หน่วยต่อมิลลิลิตร หลงัจากผ่านคอลมัน์ HisPure cobalt 
chromatography cartridges ไดค้วามบริสุทธ์ิ (fold) เท่ากบั 10,777.95 เท่า ไดผ้ลทั้งหมด (yield) 
เท่ากบั 935.4 เปอร์เซ็นต ์และไดค่้ากิจกรรมจ าเพาะ (specific activity) เท่ากบั 9.03 หน่วยต่อ
มิลลิกรัมโปรตีน ดงัแสดงในตารางท่ี 13 แต่เม่ือน าไปเปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมจ าเพาะของ
เอนไซม ์MPH ท่ีไดจ้ากเช้ือ BpGT ท่ีผลิตเอนไซม ์MPH ภายในเซลล ์มีค่ากิจกรรมจ าเพาะเท่ากบั 
1611.81 (อนิรุทธ เอกคุณธรรม, 2552; Ekkhunnatham และคณะ, 2012) ซ่ึงจะเห็นไดว้่าเอนไซมท์ั้ง
จากส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ และเพอริพลาสซึมท่ีไดจ้ากการทดลองน้ี มีค่ากิจกรรมจ าเพาะของ
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เอนไซมน์้อยกว่ามาก อาจเป็นผลมาจากการหลัง่โปรตีนออกมาในปริมาณท่ีต ่า ซ่ึงจดัเป็นขอ้เสีย
หลกัท่ีส าคญัประการหน่ึงของการผลิตเอนไซมใ์ห้หลัง่ออกนอกเซลลใ์น E. coli อาจเน่ืองมาจาก
ความไม่สมบูรณ์ของการน าส่งโปรตีนผา่นเยือ่หุม้เซลลช์ั้นใน หรืออตัราการแสดงออกท่ีสูงของยีน
ภายใตก้ารควบคุมของ strong promoter และการเหน่ียวน าดว้ย IPTG ท่ีความเขม้ขน้สูงเกินไป  
ซ่ึงจะท าให้เกิดการผลิตโปรตีนท่ีมากเกินอตัราการน าส่งโปรตีนผ่านเยื่อหุ้มเซลลช์ั้นใน เน่ืองจาก
การขาดแคลนโปรตีนท่ีเป็นองคป์ระกอบของกลไกการหลัง่โปรตีน (transport machinery) ท่ีจะช่วย
ในการน าส่งโปรตีนท่ีตอ้งการออกนอกเซลล ์ก่อให้เกิดการสะสมของโปรตีนภายในเซลลใ์นรูป
ของโปรตีนท่ีไม่ละลายน ้ า (inclusion body) จึงท าให้เกิดการหลัง่โปรตีนออกนอกเซลลใ์นปริมาณ 
ท่ีต ่า (Ayadi-Zouari และคณะ, 2012; Mergulhao และคณะ 2004; Mergulhao และคณะ 2005; 
Robben และคณะ, 2006) ซ่ึงจะเห็นไดว้่าความสมดุลของอตัราในการแสดงออกของยนี และอตัรา
การน าส่งโปรตีนออกนอกเซลล ์เป็นส่ิงส าคญัท่ีจะตอ้งควบคุมให้เกิดความเหมาะสมเพื่อให้เกิด 
การหลัง่โปรตีนออกนอกเซลลไ์ดใ้นปริมาณท่ีสูง (Azaman และคณะ, 2010) ดงันั้นจ าเป็นตอ้งศึกษา
หาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการเพาะเล้ียงรีคอมบิแนนทโ์คลน BpHF น้ี เพื่อผลิตเอนไซม ์MPH 
ใหห้ลัง่ออกนอกเซลลแ์ละใหไ้ดค่้ากิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดต่อไป  

 

 
 

ภาพท่ี 32 ปริมาณเอนไซม ์MPH ในส่วนต่างๆ ของเซลล ์ 
 
 
 

Cytoplasmic 
fraction: 

53% 

Periplasmic                 
fraction: 

1% 

Medium 
fraction: 

46% 
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ภาพท่ี 33 แผนผงัขั้นตอนการแยกบริสุทธ์ิเอนไซม์ MPH จากอาหารเล้ียงเช้ือ โดยใชค้อลมัน์ 
HisPure cobalt column 
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ภาพท่ี 34 แผนผงัขั้นตอนการแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH จากเพอริพลาสซึมโดยใชค้อลมัน์ HisPure 
cobalt column 
 
ตารางท่ี 12 การแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH ในส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ 

Purification 
Step 

Activity 
(U/ml) 

Total 
Activity 

(U) 

Protein 
(mg/ml) 

Total 
Protein 
(mg) 

Specific 
Activity 
(U/mg) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

Crude extract 0.31 0.61 8.28 16.55 0.04 1 100 
HisPur™ 
Cobalt  
spin column 

0.14 0.28 0.04 0.08 3.44 93.0 46.2 
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ตารางท่ี 13 การแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH ในส่วนของเพอริพลาสซึม 

Purification 
Step 

Activity 
(U/ml) 

Total 
Activity 

(U) 

Protein 
(mg/ml) 

Total 
Protein 
(mg) 

Specific 
Activity 
(U/mg) 

Purification 
(fold) 

Yield 
(%) 

Crude extract 0.02 0.04 22.25 44.50 0.001 1 100 
HisPur™ 
Cobalt  
spin column + 
Ultrafiltation 

1.74 0.35 0.19 0.039 9.03 10777.95 935.4 

 
        จากการวิเคราะห์หามวลโมเลกุลของเอนไซม์ MPH ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE ท่ีไดจ้ากการแยก
บริสุทธ์ิเอนไซมท่ี์ไดใ้นส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ และเพอริพลาสซึมโดยเม่ือเปรียบเทียบขนาดของ
แถบโปรตีนท่ีได้จากการชะจากคอลัมน์ ท่ี เกิดข้ึนกับแถบโปรตีนมาตรฐาน พบว่าปรากฎ 
แถบโปรตีนท่ีขนาดประมาณ 36 กิโลดาลตนั ซ่ึงเป็นขนาดของเอนไซม ์MPH ท่ีมีขนาดประมาณ  
35 กิโลดาลตนั (Zhongli และคณะ, 2001; Fu และคณะ, 2004; Ekkhunnatham และคณะ, 2012) 
รวมอยูก่บั polyhistidine-tag ท่ีมีขนาดประมาณ 0.84 กิโลดาลตนั (Terpe, 2003) ดงัแสดงในภาพท่ี 
35 และ 36 ตามล าดบั แต่อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองยงัพบแถบโปรตีนท่ีขนาดอ่ืนๆ อีกหลาย
แถบ จึงจ าเป็นตอ้งท าการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์MPH บนแผน่เจล SDS-PAGE เพื่อยนืยนั
แถบโปรตีนท่ีขนาดประมาณ 36 กิโลดาลตนั ท่ีไดจ้ากเอนไซมใ์นส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ และ 
เพอริพลาสซึมท่ีไดจ้ากการชะออกจากคอลมัน์ดว้ยเทคนิค zymogram analysis พบว่าปรากฏแถบ 
สีเหลืองของ PNP จากการยอ่ยสลาย MP โดยเอนไซม ์MPH ท่ีขนาดประมาณ 36 กิโลดาลตนั  
เพียงแถบเดียว ดงัแสดงในภาพท่ี 37 และ 38 ตามล าดบั จึงเป็นการยืนยนัไดว้่าแถบโปรตีนท่ี 
ขนาดประมาณ 36 กิโลดาลตนั ท่ีไดน้ี้เป็นแถบโปรตีนของเอนไซม ์MPH ดงันั้นจากผลการทดลอง
ท่ีได้แสดงให้เห็นว่าสามารถท าบริสุทธ์ิเอนไซม์ MPH ท่ีหลั่งออกสู่อาหารเล้ียงเช้ือ และ 
เพอริพลาสซึม โดยอาศยัการท างานของ OmpA signal peptide ท่ีจะน าเอนไซม ์MPH ใหห้ลัง่ออกสู่  
periplasmic space ตามระบบการหลัง่โปรตีนออกนอกเซลลข์อง E. coli ชนิด type II โดยอาศยัการ
ท างานของกลไกการท างาน SecB-dependent pathway (Mergulhao และคณะ, 2005) แต่อยา่งไรก็
ตามกลไกในการหลัง่เอนไซมอ์อกสู่อาหารเล้ียงเช้ือยงัไม่ทราบแน่ชดั (Mergulhao และคณะ, 2005) 
แต่จากผลการทดลองท่ีพบเอนไซมใ์นส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือนั้น อาจเกิดจากการร่ัวของเอนไซม ์
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MPH จากส่วนของเพอริพลาสซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกในการเล้ียงท่ีมีการเขย่าเป็นระยะ
เวลานาน (20 ชัว่โมง) หรือในระหว่างการแบ่งเซลลข์องแบคทีเรีย (Cornelis, 2000; Marco, 2009; 
Yamabhai และคณะ, 2008)  และจากผลการทดลองแมว้่าจะพบโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไดม้าจากขั้นตอน
การชะคอลมัน์นอกเหนือจากเอนไซม์ MPH ก็ตาม แต่จะเห็นไดว้่าโปรตีนท่ีปนเป้ือนออกมานั้น
เป็นเพียงส่วนนอ้ยเม่ือเทียบกบัโปรตีนทั้งหมดท่ีผา่นคอลมัน์ (โปรตีนในส่วน flow through) ซ่ึงอาจ
เป็นโปรตีนท่ีลา้งออกจากคอลมัน์ไม่หมดในขั้นตอนการลา้งดว้ย wash buffer เน่ืองจากความ
เขม้ขน้ของอิมิดาโซลท่ีใชใ้น wash buffer ยงัไม่เหมาะสมในการลา้งโปรตีนแหล่าน้ีออกจาก
คอลมัน์ หรือความเขม้ขน้อิมิดาโซลท่ีใชใ้นการซะโปรตีนออกจากคอลมัน์ยงัไม่เหมาะสมท่ีจะชะ
โปรตีนท่ีตอ้งการออกจากคอลมัน์โดยปราศจากโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไม่ตอ้งการออกมาดว้ย แต่อยา่งไร
ก็ตามหากตอ้งการเอนไซม์ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงจ าเป็นตอ้งศึกษาหาความเขน้ขน้ของอิมิดาโซล 
ท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีใชใ้นการลา้งหรือชะคอลมัน์ หรืออาจน าโปรตีนท่ีแยกบริสุทธ์ิไดไ้ปแยกบริสุทธ์ิ
เพิ่มดว้ยวิธีอ่ืนต่อไป เพื่อให้ไดโ้ปรตีนท่ีบริสุทธ์ิปราศจากโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไม่ตอ้งการได ้และ 
จากผลการทดลองยงัเป็นการยืนยนัได้อีกดว้ยว่ารีคอมบิแนนทโ์คลน BpHF ท่ีได ้สามารถผลิต
เอนไซม ์MPH ใหห้ลัง่เอนไซมอ์อนออกนอกเซลลไ์ด ้ 
        แมว้่าเอนไซม ์MPH ท่ีไดจ้ากการทดลองน้ียงัมีการผลิตไดใ้นปริมาณท่ีต ่า เม่ือเปรียบเทียบกบั
การผลิตเอนไซม ์MPH ในระบบการแสดงออกภายในเซลล ์ของโคลน BpGT (วิรุฬห์ ศุภลกัษณ์
นารี, 2549; อนิรุทธ เอกคุณธรรม, 2552) แต่อยา่งไรก็ตามการไดม้าซ่ึงเอนไซม์จากงานวิจยัน้ีท าได้
ง่ายกว่าการผลิตเอนไซมภ์ายในเซลล ์อาศยัเพียงการใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ osmotic shock ในการ
สกดัเอนไซมอ์อกจากเพอริพลาสซึม และกระบวนการตกตะกอนโปรตีนของเอนไซมท่ี์ไดใ้นส่วน
ของอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงไม่จ าเป็นตอ้งใชก้ระบวนการแตกเซลลท่ี์ยุง่ยาก และกระบวนการท าใหเ้สีย
สภาพของโปรตีน (denaturation) รวมทั้งกระบวนการ refold โปรตีนก่อนการท าบริสุทธ์ิ เหมือน
การผลิตเอนไซมภ์ายในเซลล ์ซ่ึงวิธีการผลิตเอนไซมใ์ห้หลัง่ออกมานอกเซลลน้ี์จึงจดัเป็นวิธีการท่ี
ง่าย ประหยดัเวลา และมีราคาถูก เหมาะแก่การน าไปประยุกต์ใช้เป็นแหล่งในการผลิตเอนไซม ์
MPH ต่อไปได ้ 
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ภาพท่ี 35 การแยกวิเคราะห์โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE ในส่วนอาหารเล้ียงเช้ือของโปรตีนใน
แต่ละขั้นตอนของการแยกบริสุทธ์ิเอนไซมโ์ดยใช ้HisPure cobalt spin column โดยช่องท่ี 1 คือ 
แถบโปรตีนมาตรฐาน, ช่องท่ี 2 คือ flow through, ช่องท่ี 3-6 คือ โปรตีนท่ีไดจ้ากการลา้งคอลมัน์
ดว้ย wash buffer คร้ังท่ี 1-4 และช่องท่ี 7-10 คือ เอนไซม ์MPH ท่ีไดจ้ากการชะคอลมัน์คร้ังท่ี 1-4 
 

 
 
ภาพท่ี 36 การแยกวิเคราะห์โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE ในส่วนเพอริพลาสซึม ของโปรตีนใน
แต่ละขั้นตอนของการแยกบริสุทธ์ิเอนไซมโ์ดยใช ้HisPure cobalt spin column โดยช่องท่ี 1 คือ 
แถบโปรตีนมาตรฐาน, ช่องท่ี 2 คือ flow through, ช่องท่ี 3-5 คือ โปรตีนท่ีไดจ้ากการลา้งคอลมัน์
ดว้ย wash buffer คร้ังท่ี 3, 5 และ 7, ช่องท่ี 6-10 คือเอนไซม ์MPH ท่ีไดจ้ากการชะคอลมัน์คร้ังท่ี 1-5 
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ภาพท่ี 37 การแยกวิเคราะห์โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และเทคนิค zymogram analysis  
ในส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือโดยใช ้HisPure cobalt spin column โดย panel A คือ โปรตีนในแต่ละ
ขั้นตอนของการแยกบริสุทธ์ิเอนไซม์, ช่องท่ี 1 คือ แถบโปรตีนมาตรฐาน, ช่องท่ี 2 คือ  
flow through, ช่องท่ี 3 คือ เอนไซม ์MPH ท่ีไดจ้ากการชะคอลมัน์ และ panel B คือ zymogram 
analysis ของเอนไซม ์MPH ท่ีไดจ้ากการแยกบริสุทธ์ิ  
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ภาพท่ี 38 การแยกวิเคราะห์โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และเทคนิค zymogram analysis  
ในส่วนของเพอริพลาสซึม โดยใช ้HisPure cobalt column โดย panel A คือ โปรตีนในแต่ละ
ขั้ นตอนของการแยกบริสุทธ์ิ เอนไซม์, ช่องท่ี  1 คือ แถบโปรตีนมาตรฐาน , ช่องท่ี  2 คือ  
flow through, ช่องท่ี 3 คือ เอนไซม ์MPH ท่ีไดจ้ากการชะคอลมัน์ และ panel B คือ zymogram 
analysis ของเอนไซม ์MPH ท่ีไดจ้ากการแยกบริสุทธ์ิ   
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจัิย 
 

         ในงานวิจยัน้ีไดศึ้กษาเก่ียวกบัการโคลนและการแสดงออกของยีน mpdB ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
ยอ่ยยาฆ่าแมลง MP โดยใชพ้าหะท่ีออกแบบเพื่อการหลัง่โปรตีนใน E. coli รวมถึงการน าเอนไซม ์
MPH ท่ีแสดงออกโดยการหลัง่ออกนอกเซลลไ์ปแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์
        การศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีน mpdB โดยน ายีน mpdB ของเช้ือแบคทีเรีย 
Burkholderia cepacia ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่า MP ไปใชเ้ป็นดีเอน็เอแม่แบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์
เพื่อเพิ่มจ านวนช้ินยีน โดยใชคู่้ไพรเมอร์ซ่ึงออกแบบไพรเมอร์จากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
เช้ือแบคทีเรีย Plesiomonas sp. สายพนัธ์ุ M6 หมายเลข accession number AF338729 ของ 
GenBank ท่ีสามารถยอ่ยสลายยาฆ่าแมลง MP (Zhongli et al., 2001) ท่ีมี homology กบัล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ท่ีถอดรหัสมาจากล าดบัของกรดอะมิโนดา้น N-terminus ของเช้ือ Burkholderia  
cepacia ซ่ึงมีผูว้ิจยัไวก่้อนหน้าน้ี (เจษฎาวรรณ วิจิตรเวชการ และ บุญศรี จงเสรีจิต , 2544; 
Ekkhunnatham และคณะ, 2012) โดยออกแบบเฉพาะในส่วนของยนีท่ี code ใหเ้อนไซม ์MPH ซ่ึง
ไม่รวมกบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ signal sequence เดิมของเอนไซม ์(mature MPH) และท า
การโคลนยนีท่ีสร้างเอนไซม์ MPH น้ี เขา้สู่พลาสมิด pHisFlag-1 โดยใหช่ื้อรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด
เป็น pHF1 ซ่ึงคือ พลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียีน mpdB (pHisFlag-1::mpdB) และเม่ือน าล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอน้ีไปเปรียบเทียบความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
Burkholderia cepacia หมายเลข accession number DQ001540 ของ GenBank พบว่าล าดบันิวคลีโอ
ไทดท่ี์ไดมี้ความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี mpdB ของเช้ือ Burkholderia cepacia คิดเป็น 
100 เปอร์เซ็นต ์แลว้ถ่ายโอนรีคอมบิแนนทพ์ลาสมิดท่ีไดเ้ขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ BL21 
(DE3) โดยให้ช่ือรีคอมบิแนนทโ์คลนเป็น BpHF ซ่ึงคือ เช้ือ E. coli สายพนัธ์ุ BL21 (DE3) ท่ีมี 
รีคอมบิแนนทพ์ลาสมิด pHisFlag-1 ท่ีมียนี mpdB โดยรีคอมบิแนนทโ์คลน BpHF น้ีมีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซม ์MPH ใหห้ลัง่ออกนอกเซลล ์โดยสามารถหลัง่เอนไซม ์MPH ออกมายอ่ยสลาย
ยาฆ่าแมลง MP ปรากฏเป็นสีเหลืองของ PNP รอบๆ โคโลนี (yellow halo) ของเช้ือ BpHF น้ีได ้
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        การศึกษาการผลิตและแยกบริสุทธ์ิเอนไซม์ MPH จากรีคอมบิแนนท์โคลน BpHF พบว่า 
เช้ือ BpHF สามารถผลิตเอนไซมใ์ห้หลัง่ออกสู่เพอริพลาสซึม และอาหารเล้ียงเช้ือ โดยสามารถ 
แยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH จากโปรตีนท่ีไดใ้น 2 ส่วนน้ีไดง่้าย โดยใช ้HisPure cobalt column และ 
จากผลการวิเคราะห์เอนไซม์ MPH ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE และเทคนิค zymogram analysis พบว่า
เอนไซม ์MPH ท่ีแยกบริสุทธ์ิไดมี้ขนาดประมาณ 36 กิโลดาลตนั โดยปรากฏแถบโปรตีนและ 
แถบสีเหลืองของ PNP ในแผน่เจล SDS-PAGE และแผน่เจล zymogram analysis ตามล าดบั ซ่ึงเป็น
ขนาดของเอนไซม ์MPH ท่ีมีขนาดประมาณ 35 กิโลดาลตนั (Zhongli และคณะ, 2001; Fu และ 
คณะ, 2004; Ekkhunnatham และคณะ, 2012) รวมอยูก่บั polyhistidine-tag ท่ีมีขนาดประมาณ  
0.84 กิโลดาลตนั (Terpe, 2003) 
        จะเห็นไดว้่ารีคอมบิแนนทโ์คลน BpHF น้ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม ์MPH ให้หลัง่
ออกนอกเซลล ์และสามารถท าบริสุทธ์ิเอนไซมใ์นส่วนของเพอริพลาสซึม และอาหารเล้ียงเช้ือได ้
ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะน าโคลน BpHF น้ี มาใชเ้ป็นแหล่งในการผลิตเอนไซม ์MPH ท่ีง่าย
ต่อการผลิตและการน าไปใช ้รวมทั้งเป็นการช่วยลดตน้ทุนในการผลิตเอนไซมน้ี์ได ้แต่อย่างไรก็
ตามการผลิตเอนไซม์ MPH จากรีคอมบิแนนท์โคลน BpHF น้ียงัมีปริมาณท่ีต ่า จึงจะตอ้ง
ท าการศึกษาถึงรูปแบบในการแสดงออกของเอนไซม ์MPH (expression profile) ของโปรตีนท่ีได้
ในส่วนต่างๆ ของเซลล ์ไดแ้ก่ โปรตีนในส่วนของอาหารเล้ียงเช้ือ เพอริพลาสซึม ไซโตพลาสซึม 
และตะกอนเซลลท่ี์ไดห้ลงัจากการสกดัโปรตีนในส่วนของไซโตพลาสซึม รวมทั้งตะกอนเซลลท่ี์ได้
จากขั้นตอนก่อนและหลงัการเหน่ียวน าดว้ย IPTG เพื่อเป็นการยืนยนัว่าโปรตีนท่ีแสดงออกจาก 
รีคอมบิแนนทโ์คลนอยูใ่นรูปท่ีละลายน ้ า (soluble protein) หรืออยูใ่นรูปท่ีไม่ละลายน ้ า (inclusion 
body) มากกว่ากนั รวมทั้งเพื่อดูระดบัการแสดงออกของเอนไซม ์MPH น้ีอีกดว้ย ซ่ึงจะเป็นขอ้มูล
พื้นฐานท่ีเป็นประโยชน์เพื่อน ามาใชป้ระกอบการพิจารณาในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการ
ผลิตเอนไซม ์MPH ให้หลัง่ออกนอกเซลล ์และศึกษาการแยกบริสุทธ์ิเอนไซม ์MPH ท่ีหลัง่ออก
นอกเซลล์ โดยศึกษาโปรตีนจากทุกส่วนท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิดว้ยการวดัค่ากิจกรรมเอนไซม์
ร่วมกบัการวิเคราะห์โปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพในการแยกบริสุทธ์ิ
เอนไซม ์MPH โดยใช ้cobalt column และศึกษาหาสภาวะในการแยกบริสุทธ์ิเอนไซมโ์ดยวิธีน้ี
ต่อไป เพื่อใชเ้ป็นแหล่งในการผลิตเอนไซม ์MPH ท่ีมีประสิทธิภาพสูง ในการประยกุตใ์ชใ้ห้เป็น
ประโยชน์ต่อไป นอกจากน้ีอาจน าเอนไซมท่ี์ไดจ้ากงานวิจยัมาพฒันาต่อยอดเป็นนวตักรรมหรือ
ผลิตภณัฑท่ี์จะช่วยตรวจสอบหรือก าจดั/ลดการปนเป้ือนของยาฆ่าแมลงในกลุ่มน้ีในสภาพแวดลอ้ม
และผลผลิตทางการเกษตรเพื่อเป็นการเพิ่มคุณภาพสินคา้ให้มีมาตรฐานเพียงพอในการส่งออก  
ซ่ึงจะก่อใหเ้กิดความปลอดภยัอาหารดา้นพืช และเป็นการเพิ่มมูลค่าสินคา้เกษตรไดอี้กดว้ย  
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อาหารเลีย้งเช้ือแบคทีเรีย 
 

1. อาหารเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
เตรียมสารเคมีดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี 

Tryptone   10  กรัม 
Yeast extract    5  กรัม 
Sodium chloride  10  กรัม 

น าส่วนประกอบทั้งหมดละลายในน ้ าปริมาตร 1 ลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แบ่งใส่ภาชนะ
ตามตอ้งการ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 
นาน 15 นาที 
 
2. อาหารแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 

เตรียมสารเคมีดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี 
Tryptone   10  กรัม 
Yeast extract    5  กรัม 
Sodium chloride  10  กรัม 
Agar   14  กรัม 

น าส่วนประกอบทั้งหมดละลายในน ้ าปริมาตร 1 ลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้งท้ิงไวจ้นกระทัง่
ของเหลวมีอุณหภูมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส แบ่งใส่ภาชนะตามตอ้งการในสภาวะปลอดเช้ือ 

 
3. อาหารเหลว Luria-Bertani ที่มียาปฎิชีวนะแอมพซิิลนิ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลลิติร (LB+ampicillin broth) 

เตรียมสารเคมีดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี 
Tryptone   10  กรัม 
Yeast extract    5  กรัม 
Sodium chloride  10  กรัม 
Ampicillin (10 mg/ml) 10  มิลลิลิตร  

น าส่วนประกอบทั้งหมดยกเวน้ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) ละลายในน ้ าปริมาตร  
1 ลิตร  ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
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ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้งท้ิงไวจ้นกระทัง่ของเหลวมีอุณหภูมิประมาณ 55-60 องศา-
เซลเซียส ท าการเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แบ่งใส่ภาชนะตามตอ้งการในสภาวะปลอดเช้ือ 
 
4. อาหารแขง็ Luria-Bertani ที่มียาปฎิชีวนะแอมพซิิลนิ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร 
(LB+ampicillin agar) 

เตรียมสารเคมีดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี 
Tryptone   10  กรัม 
Yeast extract    5  กรัม 
Sodium chloride  10  กรัม 
Agar   14  กรัม 
Ampicillin (10 mg/ml) 10  มิลลิลิตร  

น าส่วนประกอบทั้งหมดยกเวน้ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) ละลายในน ้ าปริมาตร  
1 ลิตร  ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั  
15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้ งท้ิงไวจ้นกระทัง่ของเหลวมีอุณหภูมิประมาณ  
55-60 องศาเซลเซียส ท าการเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แบ่งใส่ภาชนะตามตอ้งการในสภาวะปลอดเช้ือ 

 
5. อาหารแข็ง Luria-Bertani ที่มียาปฎิชีวนะแอมพซิิลนิ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร 
และ IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลโิมลาร์ (LB+ampicillin+IPTG agar) 

เตรียมสารเคมีดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี 
Tryptone   10  กรัม 
Yeast extract    5  กรัม 
Sodium chloride  10  กรัม 
Agar   14  กรัม 
Ampicillin (10 mg/ml) 10  มิลลิลิตร   
IPTG (0.4 M)  2.5  มิลลิลิตร 

น าส่วนประกอบทั้งหมดยกเวน้ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) และ IPTG มาละลายในน ้ า
ปริมาตร 1 ลิตร  ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส  
ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้งท้ิงไวจ้นกระทัง่ของเหลวมีอุณหภูมิประมาณ  
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55-60 องศาเซลเซียส ท าการเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และ IPTG ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือ
เดียวกนั แบ่งใส่ภาชนะตามตอ้งการในสภาวะปลอดเช้ือ 
 
6. อาหารแข็ง Luria-Bertani ที่มียาปฎิชีวนะแอมพซิิลนิ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร, 
IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลโิมลาร์ และ X-gal ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร 
(LB+ampicillin+IPTG+X-gal agar) 

เตรียมสารเคมีดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี 
Tryptone   10  กรัม 
Yeast extract    5  กรัม 
Sodium chloride  10  กรัม 
Agar   14  กรัม 
Ampicillin (10 mg/ml) 10  มิลลิลิตร   
IPTG (0.4 M)  2.5  มิลลิลิตร    
X-gal (20 mg/ml)     5  มิลลิลิตร   

น าส่วนประกอบทั้งหมดยกเวน้ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin), IPTG และ X-gal  
มาละลายในน ้ าปริมาตร 1 ลิตร  ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกัน น าไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความร้อน  
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้งท้ิงไวจ้นกระทัง่ของเหลวมี
อุณหภูมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส ท าการเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขม้ขน้ 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร, IPTG ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
และ X-gal ความเขม้ขน้ 20  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 
แบ่งใส่ภาชนะตามตอ้งการในสภาวะปลอดเช้ือ 
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7. อาหารแข็ง Luria-Bertani ที่มียาปฎิชีวนะแอมพซิิลนิ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร, 
IPTG ความเข้มข้น 1 มิลลโิมลาร์ และ methyl parathion ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร 
(MP agar) 

เตรียมสารเคมีดงัตวัอยา่งต่อไปน้ี 
Tryptone     10  กรัม 
Yeast extract        5  กรัม 
Sodium chloride    10  กรัม 
Agar     14  กรัม 
Ampicillin (10 mg/ml)   10  มิลลิลิตร   
IPTG (0.4 M)    2.5  มิลลิลิตร    
Filter sterile methyl parathion (26.32 mg/ml) 1.9  มิลลิลิตร   

น าส่วนประกอบทั้งหมดยกเวน้ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin), IPTG และ methyl 
parathion มาละลายในน ้ าปริมาตร 1 ลิตร  ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที ตั้งท้ิงไวจ้นกระทัง่ของเหลวมี
อุณหภูมิประมาณ 55-60 องศาเซลเซียส ท าการเติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขม้ขน้  
10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร, IPTG ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ปริมาตร  
2.5 มิลลิลิตร และ methyl parathion ความเขม้ขน้ 26.32  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1.9 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั แบ่งใส่ภาชนะตามตอ้งการในสภาวะปลอดเช้ือ 
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สารเคม ี
 

1. สารละลาย Glucose/Tris/EDTA พเีอช 8.0 (GTE buffer) 
เตรียมสารเคมีดงัต่อไปน้ี 

Glucose    9.01 กรัม 
Tris base     3.03 กรัม 
EDTA     2.92 กรัม 

น าส่วนประกอบทั้งหมดผสมใหเ้ขา้กนัในน ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดว้ยกรด HCl จน
กระทั้งสารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 8.0 แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ น า
สารละลายไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน  
15 นาที 

 
2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 2 นอร์มอล (2 N NaOH) 

ละลายสาร NaOH 4 กรัม ในน ้ ากลัน่ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหไ้ด ้50 มิลลิลิตร 
ดว้ยน ้ ากลัน่ น าสารละลายท่ีเตรียมไดไ้ปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 

 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 0.2 นอร์มอล ต่อโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต  
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์   (0.2 N NaOH: 1%SDS)  

ผสมสารละลาย NaOH ความเขม้ขน้ 2 นอร์มอล และ SDS ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์เจือจาง
สารละลายด้วยน ้ ากลั่นท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว จนสารละลายมีความเขม้ข้นสุดท้ายเป็น NaOH  
ความเขม้ขน้ 0.2 นอร์มอล และ SDS ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ควรท าการเตรียมสารละลายผสมน้ี
ใหม่ทุกคร้ังก่อนใช ้

 
4. สารละลายโซเดียมอะซิเตต ความเข้มข้น 3 โมลาร์ พเีอช 4.8 (3 M sodium acetate pH 4.8) 

ละลาย sodium acetate 24.6 กรัม ในน ้ ากลัน่ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ละลายใหเ้ขา้กนั ปรับพีเอช
ดว้ยกรด glacial acetate จนกระทัง่สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 4.8 แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น  
100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ น าสารละลายท่ีเตรียมได ้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
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5. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 5 โมลาร์ (5 M NaCl) 
ละลาย NaCl 29.2 กรัม ในน ้ ากลัน่ แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น100 มิลลิลิตร น าสารละลายท่ี

เตรียมได ้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน  
15 นาที 
6. สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl พเีอช 8.0 

ละลาย Tris base 121.14 กรัม ในน ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดว้ยกรด HCl จนกระทั้ง
สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 8.0 แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ น า
สารละลายไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 
นาที 
 
7. สารละลาย 0.5 โมลาร์ EDTA พเีอช 8.0 

ละลาย EDTA 181.64 กรัม ในน ้ากลัน่ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนจนลละลาย เติมเกลด็ NaOH 
ลงไปจนกระทัง่สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 8.0 ซ่ึงเป็นพีเอชท่ี EDTA ละลายหมดพอดี แลว้ปรับ
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร น าสารละลายท่ีเตรียมได ้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 

 
8. สารละลาย Tris/EDTA พเีอช 7.8 (TE buffer, pH 8.0; 10 mM Tris, 1 mM EDTA) 

 ละลาย Tris base 1.21 กรัม และ EDTA 0.29 กรัม ในน ้ ากลัน่ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร  
ปรับพีเอช ดว้ยกรด HCl จนกระทัง่สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 8.0 แลว้ปรับปริมาตรเป็น  
1,000 มิลลิลิตร น าสารละลายท่ีเตรียมได ้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 
15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที  

 
9. สารละลายยาปฏชีิวนะแอมพซิิลนิ ความเข้มข้น 10 มิลลกิรัมต่อมิลลลิติร  
(10 mg/ml Ampicillin) 

ละลายยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 0.5 กรัม ในน ้ ากลัน่และปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร ผสม
สารละลายใหเ้ขา้กนั ท าการปลอดเช้ือโดยการกรองผา่นเมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอน ท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือแลว้ ลงสู่ภาชนะท่ีปลอดเช้ือ และเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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10. สารละลาย TAE buffer ความเข้มข้น 10 เท่า (10X TAE buffer) 
ละลาย Tris base 242 กรัม แลว้ตวงสารต่างๆ ใหไ้ดป้ริมาตรดงัต่อไปน้ี 

glacial acetic acid  ปริมาตร    57.1  มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร์ EDTA พีเอช 8.0  ปริมาตร  100     มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายทั้งหมดให้เขา้กนั  แลว้ปรับพีเอชของสารละลายดว้ยกรด glacial acetic 
จนกระทัง่สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 8.0 น าสารละลายท่ีเตรียมไดไ้ปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน  
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
11. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 10 มิลลกิรัมต่อมิลลลิติร  
(10 mg/ml Ethidium bromide) 

ละลาย Ethidium bromide 1 กรัม ในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 100 มิลลิลิตร และใชเ้คร่ืองแกว้ท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือแลว้ กวนจนละลายดว้ยแท่งแม่เหล็ก (ใชเ้วลาหลายชัว่โมง) เก็บใส่ขวดสีชาหุ้มดว้ย
กระดาษฟอยล์ และเก็บให้พน้แสง (ในระหว่างการเตรียม สวมถุงมือและระวงัอย่าหายใจเอาผง 
เอธิเดียมโบรไมดเ์ขา้ไปในระหวา่งการชัง่ เน่ืองจากผงของสารน้ีค่อนขา้งละเอียดและเบา และสารน้ี
มีคุณสมบติัเป็น strong mutagen) 
 
12. สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ (0.1 M CaCl2) 

ละลาย CaCl2.2H2O 1.47 กรัม ในน ้ ากลัน่และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร น าสารละลาย 
ท่ีเตรียมได ้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน  
15 นาที 

 
13. สารละลาย Isopropylthio-β-D-Galactoside ความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ (0.4 M IPTG) 

ละลาย IPTG 0.954 กรัม ในน ้ ากลัน่และปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้ 
เขา้กนั ท าการปลอดเช้ือโดยการกรองผา่นเมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอน ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ลงสู่
ภาชนะท่ีปลอดเช้ือ และเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
14. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (1 M HCl) 

เติมกรด concentrated HCl ปริมตร 86.2 มิลลิลิตร ลงในน ้ ากลัน่ ปริมาตร 913.18 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั (ควรท าในตูดู้ดควนั เพราะไอกรดของกรดไฮโดรคลอริกจะเกิดเป็นควนัฟุ้ งกระจาย 
ซ่ึงเป็นอนัตรายเม่ือสูดดมเขา้ไป)   
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15. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (1 M NaOH) 
ละลาย NaOH 40 กรัม ในน ้ ากลัน่ ในน ้ ากลัน่ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับ

ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร  
 
16. สารละลายบัฟเฟอร์ osmotic shock (30 mM Tris-HCl พเีอช 8.0, 1 mM EDTA และ 500 mM 
sucrose) 

ละลาย Tris-HCl 3.63 กรัม, EDTA 0.29 กรัม และ sucrose 171.15 กรัม ในน ้ ากลัน่ ปริมาตร 
800 มิลลิลิตร ปรับพีเอช ดว้ยกรด HCl จนกระทัง่สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 8.0 แลว้ปรับปริมาตร
เป็น 1,000 มิลลิลิตร น าสารละลายท่ีเตรียมได ้ไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความ
ดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที  
 
17. สารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟต ความเข้มข้น 50 มิลลโิมลาร์ พเีอช 6.0 (50 mM Phosphate 
buffer, pH 6.0) 

 17.1 ละลาย dibasic sodium phosphate (MW 174.18) 1.7418 กรัม ในน ้ ากลัน่ปริมาตร  
200 มิลลิลิตร 

17.2 ละลาย monobasic sodium phosphate (MW 136.09) 1.3609 กรัม ในน ้ ากลัน่ปริมาตร  
200 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายทั้ง 2 ชนิด ตามอตัราส่วนท่ีแสดงในตารางท่ี 14  
 

ตารางท่ี 14 อตัราส่วนของสารในการเตรียม phosphate buffer 
pH K2HPO4 (ml) KH2PO4 (ml) Total volume (ml) 
6 12.3 87.7 100 

 
18. สารละลาย Binding Buffer (50 mM โซเดียมฟอสเฟต, 300 mM โซเดียมคลอไรด์ และ 10 mM 
อมิิดาโซล, พเีอช 7.4) 

ละลาย NaH2PO4·2H2O 3.90 กรัม, NaCl 8.77 กรัม และ imidazole 0.34 กรัม ในน ้ าปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 400 มิลลิลิตร ปรับพีเอช ดว้ย 1 N NaOH จนกระทัง่สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 
7.4 แลว้ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร  
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19. สารละลาย Elution Buffer (50 mM โซเดียมฟอสเฟต, 300 mM โซเดียมคลอไรด์ และ  
150 mM อมิิดาโซล, พเีอช 7.4) 

ละลาย NaH2PO4·2H2O 3.90 กรัม, NaCl 8.77 กรัม และ imidazole 5.11 กรัม ในน ้ าปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 400 มิลลิลิตร ปรับพีเอช ดว้ย 2 N HCl จนกระทัง่สารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 7.4 
แลว้ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร  
 
20. สารละลาย Bis-Acrylamide ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนักต่อปริมาตร 

เตรียมสารเคมีดงัน้ี 
Acrylamide   29  กรัม 
Bis-Acrylamide    1  กรัม 

ละลายสารเคมีดงักล่าวดว้ยน ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัเก็บ
สารละลายใส่ขวดสีชาหรือขวดท่ีห่อดว้ยกระดาษฟอยล์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
(สารละลายสามารถเกบ็ไวไ้ดน้าน 1 เดือน) 

 
21. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ พเีอช 6.8 

ละลาย Tris base 6.06 กรัม ในน ้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดว้ย 
กรด HCl จนกระทั้งสารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 8.0 แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  
ดว้ยน ้าปราศจากไอออน 

 
22. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ พเีอช 8.8 

ละลาย Tris base 18.17 กรัม ในน ้ าปราศจากไอออนประมาณ 80 มิลลิลิตร ปรับพีเอชดว้ย 
กรด HCl จนกระทั้งสารละลายมีค่าพีเอชเท่ากบั 8.0 แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  
ดว้ยน ้าปราศจากไอออน 
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23. สารละลาย Electrophoresis Buffer ความเข้มข้น 10 เท่า พเีอช 8.3 
เตรียมสารเคมีดงัต่อไปน้ี 

Tris base   30.29  กรัม 
Glycine              144     กรัม 
SDS   10       กรัม 

ละลายสารเคมีทั้ งหมดด้วยน ้ าปราศจากไอออนและปรับปริมาตรเป็น 1 ,000 มิลลิลิตร 
ตรวจสอบวดัค่าพีเอชของสารละลาย โดยค่าพีเอชของสารละลายควรมีค่าเท่ากบั 8.3 (หรืออยู่
ในช่วง 8.1-8.5) หา้มปรับค่าพีเอชของสารละลายดว้ยกรดหรือด่างโดยเดด็ขาด 
 
24. สารละลาย Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนักต่อ
ปริมาตร 

ละลาย SDS 10 กรัม ในน ้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 80 มิลลิลิตร อุ่นดว้ยความร้อนเลก็นอ้ย 
เพื่อช่วยให้ละลายดีข้ึน แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ าปราศจากไอออน เก็บท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 

 
25. สารละลาย Ammonium Persulphate ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนักต่อปริมาตร  

ละลาย ammonium persulphate  0.1 กรัม ในน ้าปราศจากไอออน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เกบ็ไว้
ในท่ีเยน็ (ควรเตรียมสารละลายใหม่ทุกคร้ังก่อนใช)้ 
 
26. สารละลายส าหรับย้อมสีโปรตีน (Staining Solution) 

เตรียมสารเคมีดงัต่อไปน้ี 
Coomassie brilliant blue R-250  0.25  กรัม 
Methanol     100  มิลลิลิตร 
Acetic acid       25  มิลลิลิตร 

น าสารเคมีทั้งหมดผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 
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27.  สารละลายส าหรับล้างสีย้อม 
26.1 Destain solution I 

 เตรียมสารเคมีดงัต่อไปน้ี 
Methanol    125  มิลลิลิตร 
Acetic acid      25  มิลลิลิตร 

 ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 
26.2 Destain solution II 

 เตรียมสารเคมีดงัต่อไปน้ี 
Methanol    12.5  มิลลิลิตร 
Acetic acid    17.5  มิลลิลิตร 

 ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 
 
28. สารละลายสีสังเคราะห์ส าหรับผสมกบัโปรตีน ความเข้มข้น 4 เท่า (4X gel loading dye) 

เตรียมสารเคมีดงัต่อไปน้ี 
น ้าปราศจากไอออน        4.6         มิลลิลิตร  
10% (w/v) SDS        4.8         มิลลิลิตร  
Glycerol         2.4         มิลลิลิตร  
β- mercaptoethanol        1.2  มิลลิลิตร  
0.05% (w/v) Bromophenol blue  0.006  กรัม   
0.5 M Tris-HCl พีเอช 6.8       3.0  มิลลิลิตร  

น าสารเคมีทั้งหมดผสมใหเ้ขา้กนั ปรับพีเอชดว้ยกรด HCl จนกระทั้งสารละลายมีค่าพีเอช
เท่ากบั 7.5 แลว้ปรับปริมาตรเป็น 16 มิลลิลิตร 

 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
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การค านวณค่าพารามิเตอร์ต่างๆ 
 

1.  กราฟมาตรฐานของ PNP จากวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรี 
1.1 เตรียม PNP ท่ีมีความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 

ไมโครโมลาร์ โดยละลายดว้ยสารละลาย assay buffer (บฟัเฟอร์ Tris-HCl พีเอช 8.0 ความเขม้ขน้ 
50 มิลลิโมลาร์, โซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์, Tween 80 ความเขม้ขน้  
0.1 เปอร์เซ็นต ์โดยปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

1.2 วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร บนัทึกผลการทดลองท่ีได ้และ
ค านวณเป็นกราฟมาตรฐาน PNP ดงัตารางท่ี 15 และภาพท่ี 39 ตามล าดบั 

 
ตารางท่ี 15  ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของ PNP กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 

410 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ PNP (µM) 
OD410  

คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 
0.0 0 0 0 0.000 
1.0 0.016 0.018 0.014 0.016 
2.0 0.033 0.023 0.019 0.025 
5.0 0.076 0.071 0.067 0.071 
10 0.148 0.149 0.159 0.152 
20 0.294 0.295 0.299 0.296 
30 0.465 0.484 0.473 0.474 
40 0.617 0.598 0.612 0.609 
50 0.739 0.751 0.73 0.740 
60 0.893 0.872 0.902 0.889 
70 0.982 0.991 1.021 0.998 
80 1.146 1.14 1.153 1.146 
90 1.274 1.303 1.271 1.283 
100 1.412 1.421 1.418 1.417 
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ภาพท่ี 39 กราฟมาตรฐานของ PNP  
 

1.3 การค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม ์MPH โดยใชสู้ตรดงัต่อไปน้ี 
 

ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์= [
              

     
   

            (  )

                
] 

 
2.  กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตนี (Bovine Serum Albumin) 

2.1   เตรียมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) ท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ  
0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในน ้ากลัน่ 

2.2    ปิเปตสารละลาย BSA ในแต่ละความเขม้ขน้ใส่ 96 wells plate หลุมละ 10 ไมโครลิตร และ
เติม Bradford dye reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ท้ิงท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที 

2.3   วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร บนัทึก
ผลการทดลองท่ีได ้และค านวณเป็นกราฟมาตรฐานความเขม้ขน้ของโปรตีนกบัค่าการดูดกลืนแสง 
ดงัตารางท่ี 16 และภาพท่ี 40 ตามล าดบั 

 
 

 

y = 0.0144x 
R² = 0.9985 
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ตารางท่ี 16  ความสมัพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของ BSA กบัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ี 
595 นาโนเมตร 

ความเข้มข้น BSA (mg/ml) 
OD595  

คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 ค่าเฉลีย่ 
0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 
0.1 0.165 0.188 0.150 0.168 
0.2 0.333 0.277 0.322 0.311 
0.3 0.447 0.453 0.467 0.456 
0.4 0.560 0.569 0.561 0.563 
0.5 0.755 0.745 0.719 0.740 

 

 
ภาพท่ี 40 กราฟมาตรฐานของ BSA โดยการวิเคราะห์ดว้ยวิธี Bradford method 
 
 
 
 
 
 

y = 1.4741x 
R² = 0.9958 
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2.4   การหาปริมาณโปรตีน 
จากกราฟมาตรฐานของโปรตีน จะไดส้มการ y = 1.4741x 
โดย  y  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร 

x  คือ  ความเขม้ขน้ของโปรตีน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 

สามารถค านวณหาปริมาณโปรตีนไดด้งัน้ี 
 

protein (mg/ml)    = 
     

      
  x dilution factor 

 
3. กราฟโปรตีนมาตรฐานของ SDS-PAGE 

3.1 จากผลการทดลองหาน ้ าหนกัโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE สามารถวดัหาระยะการเคล่ือนท่ี
ของแถบโปรตีนมาตรฐานแต่ละชนิด และระยะการเคล่ือนท่ีของ loading dye เพื่อหาค่าการ
เคล่ือนท่ีสัมพทัธ์ (Rf) ดงัน้ี 

 

Rf  =  
ระยะการเคล่ือนท่ีของแถบโปรตีน

ระยะการเคล่ือนท่ีของ            
 

 
3.2 เขียนกราฟความสัมพนัธ์ระหว่างค่า log น ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกบัค่า Rf โดย

ใชต้ารางท่ี 17 เพื่อค  านวณหาน ้าหนกัโมเลกลุของแถบโปรตีน 
 
ตารางท่ี 17 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่า log น ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐานกบัค่า Rf  

Protein marker 
MW  
(kDa) 

log MW 
ระยะการเคลือ่นที่ 
ของแถบโปรตีน 

(cm) 

ระยะการเคลือ่นที่ 
ของ loading dye  

(cm) 
Rf 

Maltose-binding protein 42.7 1.630 2.55 5.75 0.443 

Thioredoxin reductase 34.6 1.539 3.15 5.75 0.548 

Triosephosphate isomerase 27.0 1.431 3.9 5.75 0.678 

Trypsin inhibitor 20.0 1.301 4.8 5.75 0.835 

Lysozyme 14.3 1.155 5.65 5.75 0.983 
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ภาพท่ี 41 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งน ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐาน กบัการเคล่ือนท่ี
สัมพทัธ ์(Rf) ใน 12 เปอร์เซ็นต ์SDS-PAGE 
 
จากกราฟกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งน ้าหนกัโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐาน กบัการเคล่ือนท่ี
สัมพทัธ์ (Rf) ท่ีแสดงในภาพท่ี 40 จะไดส้มการ y = - 0.8712x + 2.019 

โดย  y  คือ  ค่า log Molecular Weight 
x  คือ  ค่า Rf   

 
วดัระยะการเคล่ือนท่ีของแถบโปรตีนตวัอยา่งท่ีผา่นการแยกบริสุทธ์ิได ้ 3.05 เซนติเมตร 
และระยะการเคล่ือนท่ีของ loading dye ได ้ 5.75 เซนติเมตร 

 

Rf   =  
       

       
 = 0.5304 

 
ค่า Rf ของแถบโปรตีนตวัอยา่งท่ีผา่นการแยกบริสุทธ์ิเท่ากบั 0.5304 
 
 
 

y = -0.8712x + 2.019 
R² = 0.9988 
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ค านวณหาค่า MW จากสมการจจะได ้
 

log MW  = - 0.8712(0.5304) + 2.019 
  MW  = 10(1.557) 
    =  36.05 
ดงันั้น โปรตีนตวัอยา่งท่ีผา่นการแยกบริสุทธ์ิมีน ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 36.05 กิโลดาลตนั 
 

4. การค านวณปริมาณเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้ในการตกตะกอนโปรตีน 
        ค่าความเขม้ขน้ของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใช้ในการตกตะกอนโปรตีนนิยมแสดงเป็น 
ค่าเปอร์เซ็นตค์วามอ่ิมตวั (% saturation) โดยจ านวนกรัมของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (g) ท่ีเติมลง
ในสารละลาย 1,000 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งค านวณได้
จากสมการ ดงัน้ี 

 

จ านวนกรัมของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (g) = 
   (     )

         
 

 
เม่ือ    S1 คือ ความเขม้ขน้ของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (% saturation) เร่ิมตน้ 

 S2 คือ ความเขม้ขน้ของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (% saturation) สุดทา้ย 
 
การค านวณจ านวนกรัมของเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟต 
        ตอ้งการตกตะกอนโปรตีนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีความเขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต ์โดยมี
ปริมาตรสารละลาย 1,000 มิลลิลิตร ค านวณโดยแทนค่าในสมการดงัน้ี 

S1 ในกรณีนีย้งัไม่มีการเติมเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตลงในสารตวัอย่างมาก่อน ดงันัน้
ความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตเร่ิมต้นในสารละลายตวัอยา่งจึงมีค่าเท่ากบั 0 เปอร์เซ็นต ์

S2 ในกรณีนีค้วามเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟตสดุท้ายท่ีตอ้งการคือ 80 เปอร์เซ็นต์ 
แทนค่าในสมการ 

จ านวนกรัมของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (g) = 
   (    )

       (  )
 = 561.05 กรัม 

 
         ดงันั้นตอ้งชัง่เกลือแอมโมเนียมซลัเฟตจ านวน 561.05 กรัม เตมิลงในสารตวัอยา่ง ปริมาตร 
1,000 มิลลิลิตร



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

AchE    acetyl cholinesterase 
ampr    ampicillin resistance gene 
APS    ammonium persulfate 
bp    base pair 
BSA    bovine serum albumin 
EDTA    ethylene diamine tetraacetic acid 
FPLC    fast protein in liquid chromatography 
His-tag    polyhistidin-tag 
IPTG    isopropyl-  -D-thiogalactopyranoside 
kb    kilobase     
kDa    kilodalton 
LB    Luria-Bertani 
LD    lethal dose 
MCS    multiple cloning site 
MP    methyl parathion 
mpdB    methyl parathion-degrading gene 
MPH    methy parathion hydrolase 
MWCO    molecular weight cut off  
opa    organophosphorus acid anhydrolase gene 
opd    organophosphate- degrading gene 
OPH    organophosphorus hydrolase  
PCR    polymerase chain reaction 
PES    polyethersulphone 
PNP    para-nitrophenol 
SDS    sodium dodecyl sulfate 
TEMED   N, N, N’, N’-tetramethyl ethylenediamine 
U    Unit 
X-gal    5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside 
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