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ปยนารถ  ศรชัย  2553: ปจจัยบางประการที่มีผลตอการถายยีนเขาสู Spirulina platensis 
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การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาสายพันธุ TISTR 8217 โดยใชกระแสไฟฟา      
พลาสมิดที่ใชในการถายยีนคือ pBAD-TOPO®/gus ซึ่งประกอบดวยยีนรายงานผล gus และยีน
คัดเลือก Amp โดยในการถายยีนใชเซลลสาหรายสไปรูลินาที่เจริญอยูในระยะ exponential 
phase แยกผนังเซลลออกโดยใช ไลโซไซม ความเขมขน 0.035 เปอรเซ็นต รวมกับ 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต นําไปบมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการยอยผนังเซลล และ การเกิดเซลลไรผนัง 
(spheroplast) ภายใตกลองจุลทรรศน พบวา สามารถแยกเซลลไรผนัง ได 55 เปอรเซ็นต ของ
เซลลเริ่มตน และเมื่อ นําเซลลมาเพาะเลี้ยงเพื่อใหพัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณในอาหารสูตร
Zarrouk ½  เทา ซึ่งทําใหเซลลไรผนังพัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณได 33 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 
20 วัน และไมพบเซลลแตก  การถายยีนเขาสูเซลล ไรผนังของสาหรายสไปรูลินา ดวยความแรง
กระแสไฟฟา 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร และนําเซลลที่ไดรับการถายยีนมาเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตร Zarrouk ½  เทา รวมกับ สารปฎิชีวนะ ampicillin 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนํา
เซลลที่ไดรับการถายยีนแลว 15 วันมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี 
GUS histochemical assay พบการติดสีน้ําเงินที่เซลล เมื่อนําเซลลที่ติดสีน้ําเงินมาตรวจสอบการ
มีอยูของยีน gus และ pBAD-TOPO® ดวยวิธี PCR พบการมีอยูของชิ้นยีน gus ขนาด 1,800 คู
เบส และ ชิ้นสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® ขนาด 731 คูเบส เมื่อนําเซลลสาหรายไปตรวจ
ยืนยันผลดวยวิธี dot blot hybridization  และวิธี Southern blot PCR พบ ยีน gus  ขนาด 1,800 คู
เบส แตจากการตรวจสอบหลังการถายยีน 30 วันไมพบการติดสีน้ําเงิน และไมพบการมีอยูของ
ยีน gus และ ชิ้นสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® ดวยวิธี PCR แสดงใหเห็นวาการถายยีนที่ได
ไมมีความเสถียร
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                                                                                                 Piyanast  Sornchai  2010: Certain Factors Affecting Transformation of Spirulina 
platensis by Electroporation.  Master of Science (Agricultural Biotechnology), 
Major Field: Agricultural Biotechnology, Interdisciplinary Graduate Program.
Thesis Advisor: Assistant Professor Sermsiri  Chanprame, Ph.D.  82 pages.

Transformation of Spirulina platensis strain TISTR 8217 by electroporation was 
done. The recombinant plasmids, pBAD-TOPO®/gus contained gus reporter gene and Amp as 
the selectable marker gene. S. platensis in the exponential phase of growth was used for 
spheroplast isolation by enzymatic treatment using lysozyme at the concentration of 0.035%
(w/v) with 0.08 % (w/v) ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The reaction was 
incubated at 37 oC for 3 hours. The percentage of spheroplast isolation was verified by 
microscopic examination. The results indicated that 55% of initial cells were produced 
spheroplast. The isolated spheroplasts were then cultured in ½  x Zarrouk medium for 
regeneration. The highest percentage of regenerated spheroplasts of 33% was obtained after 
20 days in culture. For electroporation field strength of  4 kv/cm was used. Selection of 
transformed cell was done in 300 ug/ml ampicillin containing ½  x Zarrouk medium.           
The putative transformed S. platensis was determined for transient expression by Gus 
histochemical assay and the existence of gus gene and pBAD-TOPO® by PCR technique.
The result showed 1,800 base pair of gus and 731 base pair of a part of pBAD-TOPO®.       
The existance of gus gene was confirmed by dot blot hybridization and Southern PCR 
hybridization technique, which also found the 1,800 bp of gus gene. But 30 day after 
transformation gus gene and pBAD-TOPO® were not found using PCR technique. It was 
indicated that transformation in S. platensis is not stable.
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(2)

สารบัญตาราง

ตารางที่ หนา

1
2

3

4

องคประกอบของกรดอะมิโนในสาหรายสไปรูลินา   
ผลของความเขมขนของเอนไซมไลโซไซม 0.025-0.05 เปอรเซ็นต ที่ใชรวมกับ 
EDTA ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต ตอการแยกเซลลไรผนังของสาหราย
สไปรูลินาสายพันธุ TISTR 8217 ในระยะเวลา 3 ชั่วโมง
ผลของสารปฎิชีวนะ ampicillin ตอเซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินาสายพันธุ
TISTR 8217 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk เขมขน ½  เทา รวมกับ 
สารปฎิชีวนะ ampicillin ระดับความเขมขนตางๆ ในระยะเวลา 4 สัปดาห            
เปอรเซ็นตเซลลที่ติดสีน้ําเงินการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี 
GUS histochemical assay หลังจากทําการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟาที่ความแรง
ของสนามไฟฟาตางกัน 4-6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร
                           

8

41

45

53

ตารางผนวกที่ 

1 องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร Zarrouk (1966) 70
2 องคประกอบของอาหาร Luria-Bertani Media (LB) สําหรับเลี้ยงเชื้อ

 A. tumefaciens 70
3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical assay 71
4 การเตรียมสวนผสมสําหรับทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 72
5 การเตรียมสวนผสมสําหรับทําดีเอ็นเอตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR 74
6 สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการทํา dot blot hybridization 75
7 สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการทํา Southern hybridization 76



(3)

สารบัญภาพ

ภาพที่ หนา

1 ลักษณะรูปรางสาหราย Spirulina platensis (ภาพจากกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 
40X) 4

2 วงจรชีวิตของสาหรายสไปรูลินา 6
3 ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา 11
4  ชวงการเจริญ (growth phase) ของสาหราย 15
5 รูปแบบของเซลลที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาจะเกิดชองวางที่เยื้อหุมเซลล 19
6 โครงสรางของพลาสมิด pBI121 (ก.) และ พลาสมิด pBAD TOPO® TA 

(บริษัท Invitrogen) (ข.) 31
7 รูปแบบการเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทอง (Spirulina platensis) สายพันธุ 

TISTR 8217 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 30 
องศาเซลเซียส ใหแสงที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
ตลอดเวลา เปนระยะเวลา 1 เดือน คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความ
แตกตางทางสถิติ (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ( 1 = ระยะ lag phase, 2 = 
ระยะ exponential phase, 3 = ระยะ retardation phase, 4 = ระยะ stationary phase,
5 = ระยะ death phase ) 39

8 เซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาสายพันธุ TISTR 8217 ที่แยกไดโดยใชไลโซไซม 
0.025-0.05 เปอรเซ็นต รวมกับ EDTA ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นตและบมเปน
ระยะเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อทดสอบกับสาหรายสไปรูลินาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร 
Zarrouk ที่อายุตางกัน 41

9 พัฒนาการในระยะตางๆของเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 
8217 ที่ตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วัน 42

10 การพัฒนาของเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ไปเปน
เซลลระยะตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ดัดแปลงเปนเวลา 20 วัน 43



(4)

สารบัญภาพ (ตอ)

ภาพที่ หนา

11 การพัฒนาเซลลของสาหรายสไปรูลินา สายพันธุ TISTR 8217 ที่ไดรับกระตุน
เซลลดวยกระแสไฟฟาที่มีความแรงของสนามไฟฟา(Field strength) จาก 4 ถึง 8 
กิโลโวตตอเซนติเมตร แลวนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ½   เทา ใน
หองควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส ใหแสงที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที ตลอดเวลาเปนระยะเวลา 1 เดือน (คาเฉลี่ยตามดวยอักษรที่
เหมือนกันไมมีความแตกตางทางสถิติ (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT) 47

12 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เมื่อตรวจสอบโคโลนีที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกโดย
ใชไพรเมอรที่จําเพาะตอบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® เมื่อนํามาแยก
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาด 
731 คูเบส 49

13 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เมื่อตรวจสอบโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gus
แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แถบยีนที่ไดมีขนาด 
1,800 คูเบส 50

14 ลักษณะการติดสีน้ําเงินของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนตรวจสอบภายใต
กลองจุลทรรศนแบบ compound หลังไดรับการถายยีน 15 วัน 52

15 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนgus (ก) และไพรเมอรที่
จําเพาะกับบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® (ข) แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอบน
อะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต  55

16 การตรวจวิเคราะหการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาหลังจากที่ไดรับการ       
ถายยีนพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ดวยความแรงกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร เปนเวลา 15 วัน 56

17 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus โดยเทคนิค Southern PCR hybridization 
ในสาหราย สไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนโดยใช กระแสไฟฟา 4 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตรเปนเวลา 15 วัน  (ก.)  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เปรียบเทียบ
การตรวจสอบการมีอย ูของยีนโดยเทคนิค Southern PCR hybridization (ข.) 58



คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ

GUS = -glucuronidase
EDTA = ethylenediamine tetraacetic acid
dNTP = deoxynucleotide triphosphate
PCR = polymerase chain reaction
TBE = Tris-borate-EDTA electrophoresis buffer solution



ปจจัยบางประการที่มีผลตอการถายยีนเขาสู Spirulina platensis โดยใชกระแสไฟฟา

Certain Factors Affecting Transformation of Spirulina platensis by 
Electroporation

คํานํา

ปจจุบันนี้สาหรายสไปรูลินา (Spirulina platensis) หรือสาหรายเกลียวทอง เปนสาหรายที่มี
มูลคาสูงทางเศรษฐกิจทั้งในประเทศไทยและตางประเทศ เนื่องจากคุณคาทางอาหารที่มีมาก เชน 
มีโปรตีนสูงถึงรอยละ 60 – 70 ของน้ําหนักเซลลแหง มีวิตามิน เกลือแร กรดอะมิโนที่จําเปนหลาย
ชนิดในปริมาณที่สูง ในปจจุบันนี้มีการนําสาหรายสไปรูลินามาใชประโยชนในหลายรูปแบบ เชน
ใชเปนอาหารเสริมสุขภาพสําหรับมนุษย หรือใชเปนอาหารสัตวเพื่อเรงการเจริญเติบโต และเพิ่ม
สีสันที่สวยงามของเนื้อและผิวหนังสัตว เชน ใชผสมในอาหารปลาหมอสี และอาหารไก นอกจากนี้
ยังมีรงควัตถุที่สามารถเพิ่มมูลคาของสาหรายสไปรูลินาอีกหลายชนิด เชนไฟโคไซยานิน 
เบตาแคโรทีน  คลอโรฟลลเอ ซึ่งนําไปใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอางค ผลิตเนยเทียม ไอศครีม
และสีผสมอาหาร นอกจากนี้ไฟโคไซยานินยังเปนรงควัตถุที่สามารถนําไปพัฒนาใชในงานดาน 
microscopy immunoassay เนื่องจากมีคุณสมบัติในการเรืองแสงอีกดวย (Herrera et al., 1989) 
และในทางการแพทยมีรายงานวาสามารถใชผลิตวิตามินเอ ยารักษาโรคมะเร็ง ยาลดความดันโลหิต 
ยาลดคลอเรสเตอรอลในเลือด และเปนอาหารเสริมสุขภาพสําหรับมนุษยไดอยางดี (เจียมจิตต, 
2528)

จากการที่สาหรายสไปรูลินามีประโยชนมากรวมถึงมีวงจรชีวิตสั้นประมาณ 1 วัน ภายใต
สภาวะหองทดลอง และ 3–5 วัน ในสภาวะธรรมชาติ และมีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific 
growth rate) 0.3 ตอวันในสภาวะหองทดลอง (Santillan, 1982) และในทางปฏิบัติสามารถที่จะเลี้ยง
และเก็บเกี่ยวไดตลอดทั้งป จึงไดมีการผลิตสาหรายสไปรูลินาในทางการคาขึ้นในหลายประเทศ 
เชน เม็กซิโก สหรัฐอเมริกา ญี่ปุน ไตหวัน และประเทศไทย ดังนั้นหากสามารถปรับปรุง
กระบวนการผลิต เพิ่มคุณภาพและปริมาณของผลผลิตไดก็จะเปนการสรางมูลคาไดมากยิ่งขึ้น
ซึ่งการปรับปรุงผลผลิตอาจทําไดโดยการนําเทคนิคทางดานพันธุวิศวกรรมมาใช ซึ่งจะทําใหได  
สายพันธุที่มีคุณสมบัติตามที่ตองการและใชเวลานอย และวิธีนี้ยังเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากกวา
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วิธีการปรับปรุงสายพันธุแบบเดิมที่ใชวิธีชักนําใหเกิดการกลายพันธุซึ่งผลที่ไดเปนไปโดยสุมไม
สามารถควบคุมได

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบประสิทธิภาพและหาสภาวะแวดลอมที่เหมาะสม 
ในการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาดวยวิธีการใชกระแสไฟฟา (electroporation)โดยใช
ยีนรายงานผล (reporter gene) คือ ยีน gus  เพื่อใชเปนแนวทางที่สามารถนําไปสูการปรับปรุงพันธุ
เพื่อเพิ่มคุณคาสาหรายสไปรูลินาใหมากขึ้น โดยวิธีพันธุวิศวกรรมตอไป



วัตถุประสงค

เพื่อทดสอบปจจัยตางๆที่มีผลตอความสําเร็จของการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดย
วิธีใชกระแสไฟฟา (electroporation)



การตรวจเอกสาร

"สาหราย" หมายถึง พืชชั้นต่ําที่มีคลอโรฟลล สามารถสังเคราะหแสงได ไมมีสวนที่เปน
ราก ลําตน ใบ ที่แทจริง มีขนาดตั้งแตเล็กมากประกอบดวยเซลลเดียว ไมสามารถมองเห็นไดดวยตา
เปลาตองดูดวยกลองจุลทรรศน จนถึงขนาดใหญยาวเปนเมตรประกอบดวยเซลลจํานวนมาก อาจมี
ลักษณะเปนเสนสายหรือมีลักษณะคลายพืชชั้นสูง โดยมีสวนที่คลายราก ลําตน และใบรวมเรียกวา 
thallus (กาญจนภาชน, 2527)

1.  สาหรายสไปรูลินา 

สาหรายสไปรูลินา (Spirulina  sp.) หรือสาหรายเกลียวทอง (ภาพที่ 1) คือ สาหรายสีเขียว
แกมน้ําเงิน (blue-green algae) จัดเปนแพลงกตอนพืชที่มีขนาดเล็กจนมองดวยตาเปลาแทบไมเห็น
สาหรายสไปรูลินากอกําเนิดมานาน จากหลักฐานการพบฟอสซิลซึ่งสันนิษฐานวานาจะมีอายุ
ประมาณ 3.5 พันลานป สาหรายชนิดนี้มีลักษณะเซลลเรียงตัวกันเปนสายยาวเรียกวา ไตรโครม
(trichrome) สาหรายสไปรูลินาถูกจัดจําแนกทางอนุกรมวิธานอยูในดิวิชั่น Cyanophyta วงศ 
Oscillatoriaceae (Venkataraman , 1983)

ภาพที่ 1  ลักษณะรูปรางสาหราย Spirulina platensis (ภาพจากกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40X)

สาหรายชนิดนี้ภายในเซลลไมมีนิวเคลียส ไมมีคลอโรพลาสต  แตมีไทลาคอยดกระจาย
ทั่วไป ผนังเซลลคลายผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบโดยผนังเซลลชั้นนอกมีลักษณะคลายเมือก
ประกอบดวย lipopolysaccharides สวนผนังเซลลชั้นในเปนชั้นของ peptidoglycan โดยทั่วไปแลว
สาหรายสไปรูลินาประกอบดวยเซลลรูปทรงกระบอกหลายเซลลมาเรียงตอกันเปนเสนสาย และมี



5

ลักษณะบิดเปนเกลียว ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะที่ทําใหสาหรายสไปรูลินาแตกตางจากสาหรายชนิดอื่น
แตการบิดเปนเกลียวจะกลายเปนเสนตรงไดภายใตสภาวะที่ไมเหมาะสม ทําใหบางครั้งพบวา
สาหรายสไปรูลินาคลายกับสาหรายขนแมว (Oscillatoria  sp.) มาก (กาญจนภาชน, 2527)
สาหรายสไปรูลินาประกอบดวยเซลลรูปทรงกระบอกหลายเซลลเรียงตอกันเปนเสนสายที่ไมแตก
แขนง เรียกวา trichome เสนสายจะบิดเปนเกลียวตามลักษณะของสกุล (genus) ความกวางของ
เกลียว (helix) ระยะหางระหวางเกลียว (pitch) และความยาวของ trichome (length) จะแตกตางไป
ตามแตชนิด (species) แตอยางไรก็ดีสาหรายสไปรูลินาชนิดเดียวกัน เมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่
ตางกัน ขนาดและรูปรางก็อาจจะแตกตางกันดวย พบวาสาหราย S. platensis ที่เจริญในสูตรอาหารที่
ตางกันจะมีอัตราการเจริญเติบโตที่ตางกันและสาหรายที่เจริญในถังน้ําที่มีการหมุนเวียนตลอดเวลา 
สีจะเขมกวา และมีขนาดไตรโคมสั้นกวาสาหรายที่เจริญในถังน้ําที่ไมมีการหมุนเวียน ทั้งนี้เปนการ
ปรับตัวใหสามารถเคลื่อนที่ไปตามการหมุนเวียนของน้ําไดสะดวกขึ้น และสาหรายที่เจริญอยูในถัง
ที่ไมมีการหมุนเวียนของน้ําจะมีสีซีดกวา เนื่องจากน้ําจะมีอุณหภูมิสูงขึ้นเรื่อยๆ เมื่อไดรับความรอน
จากดวงอาทิตยและความเขมของแสงที่สาหรายไดรับเปนเวลานานจะทําใหสี (pigment) ออนลง 
รวมทั้งจะมีการปลอยสารบางชนิดออกมา (สุชาติ และคณะ, 2531) ตัวเซลลของสาหรายสไปรูลินา 
นั้นไมมีเยื่อเมือก (mucous membrane) ปกคลุมเหมือนกับสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทั่วๆไป และผิว
ของเซลลไมมีจุลินทรียมาเกาะ รวมทั้งมีความสามารถในการตานจุลินทรียที่จะทําอันตรายตอเซลล
ไดสูง และสาหรายสไปรูลินาสายพันธุที่ทนความรอนสูงจะสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิประมาณ 
35 – 40 องศาเซลเซียส ซึ่งคุณสมบัติในเรื่องนี้สามารถปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียทั้งหลายได 
นอกจากนี้ยังมีความสามารถทนตอรังสีอัลตราไวโอเลตไดสูง และภายในเซลลมีเม็ดอากาศเล็ก ๆอยู 
จึงมีความสามารถในการลอยตัวสูง

ชื่อเรียกสาหรายสไปรูลินาเปนชื่อเรียกทับศัพทภาษาอังกฤษซึ่งมาจากชื่อสกุล คือ
Spirulina มีความหมายวาเกลียว เพราะโดยปกติเซลลของสาหราย สไปรูลินาจะบิดเปนเกลียวสวน
ชื่อสาหรายเกลียวทองเปนชื่อที่ คุณเจียมจิตต บุญสม อดีตนักวิชาการของกรมประมงซึ่งเปนคนแรก
ที่ศึกษาวิจัยเกี่ยวกับสไปรูลินาในประเทศไทยตั้งขึ้นโดยใหเหตุผลในการตั้งวามีลักษณะเปนเกลียว
และมีคาดั่งทอง จึงตั้งชื่อวา สาหรายเกลียวทอง (เจียมจิตต, 2528) 

วงจรชีวิตของสาหรายสไปรูลินา (Richmond, 1986) เริ่มจากไตรโคม (Trichome) ที่โต
เต็มที่เปลี่ยนแปลงเปนเซลลพิเศษที่เรียกวานิคริเดีย (Necredia) หลังจากนั้น นิคริเดียแตกออกเปน
ชิ้นสวนเล็กๆ หลายสายแตละสายประกอบดวย 2-4 เซลล เรียกแตละสายวา ฮอรโมโกเนีย
(Hormogonia) จากนั้นปลายทั้งสองดานของฮอรโมโกเนียคอยๆมวนเปนเกลียว 
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เซลลของฮอรโมโกเนียเพิ่มจํานวนโดยวิธี cell fusion และเจริญตอไปเปนไตรโคม ลักษณะ
เซลลของฮอรโมโกเนียมีสีซีดเพราะในไซโตพลาสซึมมีกรานูล (Granule) นอย แตเมื่อเจริญไปเปน
ไตรโคมที่โตเต็มที่ภายในไซโตพลาสซึมจะมีกรานูลเพิ่มขึ้นทําใหเซลลมีสีเขียวแกมน้ําเงินมากขึ้น
(ภาพที่ 2)

สําหรับการแพรกระจายของสาหรายสไปรูลินาพบไดทั้งในทวีปอเมริกา แอฟริกา และ
เอเซีย ในน้ําจืด น้ํากรอย และน้ําเค็มแตสวนใหญพบในน้ําจืด เจริญเติบโตดีในน้ําที่มีความเปนดาง
สูง ซึ่งสิ่งมีชีวิตอื่นเจริญเติบโตไดคอนขางยาก (กาญจนภาชน, 2527) ในประเทศไทยพบมากใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และพบสาหรายสไปรูลินาไดงายในน้ําที่คอนขางเสียหรือในบอบําบัดน้ํา
เสีย (จีระพรรณ, 2536) 

ภาพที่ 2  วงจรชีวิตของสาหรายสไปรูลินา (ที่มา: Richmond , 1986)

2.  ประโยชนของสาหรายสไปรูลินา

สาหรายสไปรูลินาเปนสาหรายที่ชาวพื้นเมืองในทวีปอเมริกา และแอฟริกาใชเปนอาหาร
ประจําวันมาเปนเวลาหลายพันป มีรายงานวาชาวพื้นเมืองชนชาติชาด (Chad) ซึ่งอยูใจกลาง
ทะเลทรายสะฮารา เก็บสาหรายสไปรูลินาจากทะเลสาบโจฮานน นําไปตากแหง บดเปนผงใชผสม
กับแปงสาลีทําขนมปง ทําซุป หรือทําขนมหวาน และยังเปนอาหารหลักประจําวันมาจนถึงปจจุบัน
นักวิทยาศาสตรเริ่มสนใจศึกษาคนควาเกี่ยวกับสาหรายสไปรูลินา เมื่อ 50 ปกอนและพบวา
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สาหรายสไปรูลินามีโปรตีนสูง ประกอบดวยกรดอะมิโน 18 ชนิด (ตารางที่ 1) มีวิตามิน เกลือแร 
และรงควัตถุหลายชนิด และมีไขมันต่ํา (Siangdung et al., 1996) ทําใหสาหรายสไปรูลินาเปน
อาหารธรรมชาติที่มีโปรตีน วิตามิน เกลือแร และอื่นๆ อยูในสภาพสมดุล และยอยไดงายจัดเปน
อาหารที่ปลอดภัย และไมเกิดผลขางเคียงถารับประทานในปริมาณมากหรือติดตอกันเปนเวลานาน
(เจียมจิตต, 2535)

นอกจากเปนอาหารที่มีคุณคาทางอาหารสูง สาหรายสไปรูลินายังใชเปนยารักษาโรคได
หลายชนิด จึงมีการศึกษาโดยนักวิจัยในหลายประเทศ เชน ญี่ปุนจีน อเมริกา อินเดีย รัสเซีย ฝรั่งเศส
และเยอรมัน เปนตน  ซึ่งรายงานเบื้องตนคือการทดลองใชสาหรายสไปรูลินารักษาโรคในระยะแรก 
Nakamura (1982) แพทยชาวญี่ปุนรายงานวา สารซัลโฟลิปด และแคลเซียมสไปรูแลนในสาหราย 
สไปรูลินา สามารถตานไวรัสได สวนเบตาแคโรทีนซึ่งมีมากในสาหรายสไปรูลินาก็มีรายงานวา
ชวยปองกันการเกิดมะเร็งไดเชนกัน และกรดอะมิโนบางชนิดที่มีอยูใน สาหรายสไปรูลินาเชน
กรดกลูตามิก ทริปโตเฟน เฟนิลอลานีน ชวยปองกันการเสื่อมของประสาท และชวยกระตุนสาร
ซีโรโทนินใหสมองรูสึกผอนคลาย และสวนของอารจินีนจะชวยในการแกไขปญหาสมรรถภาพ
ทางเพศ เนื่องจากอารจินีนเปนองคประกอบที่มากที่สุดในน้ําอสุจิ

นอกจากนี้สาหรายสไปรูลินาสามารถรักษาแผลมีหนองไดเปนอยางดีเพราะมีปริมาณ
โปรตีนและซีสทีอินอยูในปริมาณที่สูง (เจียมจิตต, 2535) อีกทั้งยังใชเปนอาหารเสริมสําหรับมนุษย 
เนื่องจากสาหรายสไปรูลินามีคุณคาทางอาหารสูง อุดมไปดวย วิตามินบี 12 และโปรตีนสูง 
นอกจากนั้นยังมีสารไฟโคไซยานิน (Phycocyanin) ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติในการตานอนุมูล
อิสระทั้งในหลอดทดลองและในสิ่งมีชีวิต รวมทั้งยังชวยสรางระบบภูมิคุมกันแกรางกาย ชวย
ควบคุมปริมาณและความหนาแนนของเม็ดเลือดแดง ชวยคลายความออนเพลีย เรงประสิทธิภาพ
การทํางานของเนื้อเยื่อและอวัยวะตาง ๆ ในรางกาย ชวยบํารุงเลือด สรางเม็ดเลือดใหมใหรางกาย 
ชวยยับยั้งผมรวงได ชวยกระตุนการงอกของเสนผม และชวยใหผมดําขึ้น  เนื่องจากใหสารอาหาร
กับรากผม ทําใหเม็ดสีเพิ่มขึ้น และ ผมดําขึ้น และเนื่องจากเซลลสาหรายไมมีเซลลูโลส (Cellulose) 
เปนองคประกอบของผนังเซลล ทําใหสิ่งมีชีวิตสามารถดูดซึมไปใชประโยชนไดถึง 85–95 
เปอรเซ็นต (สรวิศ, 2543)
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ตารางที่ 1 องคประกอบของกรดอะมิโนในสาหรายสไปรูลินา

ชนิดกรดอะมิโน ปริมาณ (เปอรเซ็นตตอน้ําหนักแหง)
กรดอะมิโนจําเปน (Essential amino acid)

ไอโซลูซีน (lle)
ลูซีน (Leu)
ไลซีน (Lys)

เมไธโอนีน (Met)
เฟนิลอะลานีน (Phe)

ธรีโอนีน (Thr)
ทริปโตเฟน (Try)

วาลีน (Val)
กรดอะมิโนไมจําเปน (Non-Essential amino acid)

อะลานีน (Ala)
อารจินีน (Arg)

กรดแอสปารติค (Asp)
ซีสเตอีน (Cys)

กรดกลูตามิค (Glu)
ไกลซีน (Gly)
ฮิสติดีน (His)
โปรลีน (Pro)
เซรีน (Ser)

ไทโรซีน (Tyr)

4.13
5.80
4.00
2.17
3.95
4.17
1.13
6.00

5.82
5.98
6.43
0.67
8.94
3.46
1.08
2.97
4.00
4.60

ที่มา: Richmond (1986)
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จากประโยชนที่กลาวมาแลวนั้นสาหรายสไปรูลินายังสามารถนําไปใชเลี้ยงสัตวไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ไมวาจะเปนสุนัข แพะ วัว ไก นก หมู กุง ปู ปลา (Menasveta et al., 1993) ซึ่งมี
งานวิจัยที่นาสนใจดังนี้ คือการทดสอบประโยชน และหาอัตราการใชที่เหมาะสมของสาหราย
สไปรูลินาในกุงกุลาดํา และกุงขาววานาไม รวมไปถึงการปองกันโรคตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา
ระยะโพสทลารวา และระยะวัยรุน (Benjamas, 2003) ในสวนของสัตวปกจําพวกไก เปด และนกที่
ไขสามารถนํามารับประทานไดจะมีการใหสาหรายสไปรูลินาสดเพื่อเรงสีของไขแดงใหเขมมากขึ้น 
ซึ่งมีผลทางการตลาด (สุชาติ, 2530)  นอกจากจะเปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ ทําใหสัตวมีการ
เจริญเติบโตสูงแลว ยังประกอบไปดวยแคโรทีน ซึ่งจะถูกเปลี่ยนไปเปนวิตามินเอ เมื่อนําไปทดลอง 
และใชเปนสวนผสมของปลาประเภทสวยงาม เนื่องจาก เบตา– แคโรทีนจากสาหรายจะชวยเรงสีผิว
ของปลาใหสวยเขมขึ้น Stanley and Jones (1976) ไดทดลองนําสาหรายสไปรูลินาผสมของอาหาร
เลี้ยงปลา bigmouth buffalo และปลา blue tilapia พบวาปลาทั้งสองชนิดมีการเจริญเติบโตดีมาก แต
เมื่อลดปริมาณของสาหรายลง อัตราการเจริญเติบโตก็ลดลงดวย

นอกเหนือจากประโยชนทางอาหารและการรักษาโรคแลว สาหรายสไปรูลินายังมี
ประโยชนดานอื่นอีก เชน สารสกัดไฟโคไซยานินในสาหรายสไปรูลินาซึ่งใหสีน้ําเงินหรือสีฟา
สามารถนําไปใชเปนสีผสมอาหาร ยา หรือเครื่องสําอางคได และสารสกัดแคโรทีนอยดซึ่งใหสม
หรือสีแดง ชวยในการเปลี่ยนสีของเนื้อเยื่อของสัตวที่บริโภคสไปรูลินาใหแดงมากขึ้นได 
(Menasveta et al., 1993) และยังมีรายงานการใชสาหรายสไปรูลินาชวยควบคุมคุณภาพของน้ําและ
ใชบําบัดน้ําเสียไดอีกดวยหรือใชผลิตปุยชีวภาพจากน้ําทิ้งที่เลี้ยงสาหรายสไปรูลินา เพราะขณะที่
สาหรายสังเคราะหแสงไมเพียงแตจะใหออกซิเจนแกแหลงน้ําเทานั้น แตสาหรายยังตองการ
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสจากแหลงน้ําเพื่อใชในการดํารงชีวิตอีกดวย (Ciferri and Tiboni, 1985) 
Soong (1980) ไดทดลองนําของเสียจากการเนาสลายของมูลสัตวมาใชเพาะเลี้ยงสาหราย 
S. platensis ของเสียดังกลาวยังเนาสลายไมสมบูรณ จึงมีกรดอินทรีย เชน กรดอะซิติก จะเปนแหลง
คารบอนใหกับสาหรายได และ พบวาสาหรายมีการเจริญเติบโตไดดี นฤมล และคณะ (2529) ได
ทดลองเพาะเลี้ยงสาหราย S . platensis โดยใชน้ําทิ้งจากบอบําบัดที่ 5 ของโรงงานอุตสาหกรรมแปง
มันสําปะหลังบานโปง จังหวัดราชบุรี พบวาสาหรายสามารถเจริญเติบโตไดดี
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3.  การเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา

การเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา มีองคประกอบสําคัญไดแก คุณภาพและปริมาสารอาหาร
หรือปุย แสงสวาง อุณหภูมิ คุณภาพน้ํา การหมุนเวียนของน้ํา (ธิดา, 2542)

แสงสวาง

การเจริญเติบโตของสาหรายสไปรูลินา ก็คลายๆกับพืชสีเขียวทั่วๆไป คือ ตองอาศัยแสง
สวางในการสังเคราะหแสง ในประเทศอินเดียมีการเพาะเลี้ยงสาหรายชนิดนี้ และพบวาสาหราย
เจริญดีที่ความเขมของแสง 30–35 กิโลลักซ (Vankataraman, 1983) สําหรับการเพาะเลี้ยงใน
ประเทศไทย ซึ่งเปนการเพาะเลี้ยงระดับอุตสาหกรรมสามารถเพาะเลี้ยงในถังเพาะเลี้ยงขนาดใหญ 
และใหไดรับแสงสวางจากดวงอาทิตยโดยตรง ปรากฏวาใหผลผลิตสูงเปนที่นาพอใจ (นฤมล และ
คณะ, 2529) จากการศึกษาในหองปฏิบัติการพบวาแสงที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของสาหราย 
สไปรูลินาอยูในชวง 3,000-5,000 ลักซ (อาภารัตน, 2539) (ภาพที่ 3)

อยางไรก็ตามสาหรายสไปรูลินาที่เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีความเขมของแสงสูงเกินไปพบวา
การเติบโตของสาหรายจะเพิ่มมากขึ้นแตจะมีผลไปยับยั้งการหายใจของเซลลสาหราย รวมทั้งชักนํา
ใหเกิด gas vacuole เปนจํานวนมาก เปนสาเหตุใหสาหรายลอยอยูผิวน้ําในขณะเดียวกันจะลดการ
สราง phycolibisome ที่เปนสารสีจําพวกโปรตีนที่ละลายน้ําได (van Eykelenburg, 1979)

อุณหภูมิ

เปนปจจัยที่สําคัญตอการเจริญและการแพรกระจายของสาหรายเชนกัน เพราะสาหรายแต
ละชนิดสามารถแพรพันธุไดในชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมเทานั้น สาหรายสไปรูลินา สามารถเจริญได
ดีในชวงอุณหภูมิ 15-50 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่ทําใหสาหรายสไปรูลินา เจริญเติบโตดีที่สุดคือ
ประมาณ 32-42 องศาเซลเซียส เมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิอยางรวดเร็วประมาณ 10-15 
องศาเซลเซียส จะทําใหสาหรายไมสามารถปรับตัวได จึงทําใหหยุดการเจริญเติบโต (Araoz et al., 
1998) และจากการทดลองเพาะเลี้ยงที่เมืองไมซอร (Mysore) ทางตอนใตของประเทศอินเดีย ซึ่งมี
อุณหภูมิในฤดูรอน (มีนาคม – มิถุนายน) สูงถึง 40 องศาเซลเซียส อีกทั้งชวงเวลากลางคืนของฤดู
หนาว (ตุลาคม – ธันวาคม) อุณหภูมิต่ํากวา 15 องศาเซลเซียส พบวา การเจริญเติบโตของสาหราย
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สไปรูลินาลดลง ถาอุณหภูมิต่ํากวา 20 องศาเซลเซียส และสูงกวา 37 องศาเซลเซียส 
(Vankataraman, 1983) สําหรับการทดลองเพาะเลี้ยงในประเทศไทย โดย สุชาติ และคณะ (2531) 
พบวาอุณหภูมิของน้ําในถังเพาะเลี้ยงขณะน้ํานิ่งเมื่อเวลา 13.00 น. มีอุณหภูมิเทา 
39 องศาเซลเซียส แตเมื่อกวนน้ําพบวาอุณหภูมิลดลงเหลือเพียง 35 องศาเซลเซียส สาหรายสามารถ
เจริญไดดีขึ้น

Spirulina spp.

Productivity

Sunlight

Temperature

Nutrients

Initial Concentration

Culture Depth

Effluent

Contamination

Agitation

Rain/Evaporation

pH

Carbon Source

ภาพที่ 3  ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา (ที่มา: Vankataraman (1983)

เนื่องจากสาหรายสไปรูลินาเปนแพลงกตอนคือลองลอยอยูในน้ํา ดังนั้นการทําใหน้ํา
หมุนวนจะทําใหทุกเสนสายของสาหรายสไปรูลินามีโอกาสผลัดเปลี่ยนหมุนเวียนกันรับแสงเพื่อใช
ในการสังเคราะหแสง ทําใหอุณหภูมิของน้ํามีคาใกลเคียงกันทั้งภาชนะ และทําใหมีออกซิเจน
เพียงพอสําหรับการหายใจในตอนกลางคืน อยางไรก็ตาม ขอสําคัญคือตองใหเกิดการเคลื่อนของ
มวลน้ําอยางทั่วถึงแตไมรุนแรง เพื่อไมใหสาหรายสไปรูลินาตกตะกอนตายอยูกนถังหรือบอเพาะ 
และไมใหเสนสายของสาหรายสไปรูลินาบอบช้ําแตกหัก เนื่องจากเซลลของสาหรายสไปรูลินา
บอบบางแตกหักงาย (พงษเทพ และอดิเรก, 2539) นอกจากนี้ยังเปนการเพิ่มอากาศทําใหเซลลของ
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สาหรายมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ ในสภาพที่ไมมีการหมุนเวียนของสารอาหาร เซลลสาหราย
จะจับตัวกันเปนกลุม และมีอัตราการเจริญลดลง นอกจากนั้นการหมุนเวียนของสารอาหารยังทําให
เซลลของสาหรายสามารถสัมผัสธาตุอาหารอยางทั่วถึงและทําใหสามารถดูดซึมธาตุอาหารไปใชได
อยางมีประสิทธิภาพ ชวยปองกันไมใหเกิดความแตกตางของอุณหภูมิที่ผิวน้ํากับที่ระดับลึกลงไป 
ถาหากไมมีการหมุนเวียนของสารอาหารแลวจะทําใหอุณหภูมิที่ผิวน้ําสูงและเมื่ออุณหภูมิของน้ําสูง
ถึงระดับหนึ่งจะไปยับยั้งการสังเคราะหแสงของสาหรายสไปรูลินา ถังที่เพาะเลี้ยงควรมีความลึก
ประมาณ 20 – 25 เซนติเมตร เพื่อใหเกิดประสิทธิภาพในการใชแสงของสาหราย (สุมาลี, 2535; 
Venkataraman, 1983)

ความเปนกรด– ดาง (pH)

เปนตัวบงบอกถึงความสามารถในการละลายของ กาซคารบอนไดออกไซด 
(Venkataraman, 1983) หรือปริมาณคารบอนไบคารบอเนต (สุมนทิพย, 2529) ในอาหารที่เลี้ยง
สาหรายสไปรูลินา ซึ่งมีผลทั้งทางตรงและทางออมตอกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล
สาหรายสไปรูลินา (Becker and Vankataraman, 1982) สําหรับคา pH ที่เหมาะสมอยูในชวง 8-11 
โดยสาหรายจะลดการเจริญเติบโตเมื่อคา pH สูงกวา 11 หรือต่ํากวานั้นดังนั้นการเพาะเลี้ยงในเชิง
การคาจึงนิยมปรับคา pH ของน้ําที่เพาะเลี้ยงสาหรายใหมีคาอยูระหวาง 8.5-11.0 ซึ่งนอกจาก
จะทําใหสาหรายโตไดดีแลวยังมีผลทําใหแพลงกตอนในกลุมอื่นรวมทั้งจุลินทรียที่เปนเชื้อโรค
เจริญเติบโตไมไดอีกดวย  แตจากการรายงานของธิดา (2542) พบวาเมื่อสาหรายมีการเจริญเติบโต
เพิ่มขึ้นจะมีผลทําให คา pH ของน้ําเพิ่มมากขึ้นดวย เนื่องจากสาหราย สไปรูลินานําเอาคารบอนจาก
โซเดียมไบคารบอเนตไปใช จึงทําใหเกิดโซเดียมอิออน (Na+) ในน้ํามากขึ้น ซึ่งคา pH ของอาหาร
เพาะเลี้ยงสาหรายมีผลตอกระบวนการตางๆ ทางชีววิทยาของเซลล (Ciferri and Tiboni, 1985)
เนื่องจากคา pH จะมีผลตอกระบวนการสังเคราะหแสง รวมทั้งการทํางานของเอนไซมตางๆ ใน
กระบวนการสังเคราะหแสงของสาหราย ในสภาวะที่มีคา pH 10-11 ในอาหารเพาะเลี้ยงสาหราย 
สไปรูลินา อาจทําใหมีการเพิ่มขึ้นของแอมโมเนียสูงถึง 200 มิลลิกรัมตอลิตรทําใหเปนพิษตอ
สาหรายได (Ogbonna et al., 2000) 

ธาตุอาหารหลัก

คารบอนที่สาหรายสไปรูลินาสามารถนําไปใชไดอยูในรูปของสารอนินทรียและ
สารอินทรีย ในการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินานิยมใชโซเดียมไบคารบอเนตเปนแหลงคารบอน
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(ธิดา, 2542) โดยปริมาณที่เหมาะสม คือ 16.8 กรัมตอลิตร นอกจากนี้ยังใชคารบอนไดออกไซดใน
การเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาไดอีกดวย (Takahira and Shuichi, 1978) คารบอนเปนปจจัยที่
สําคัญตอการเจริญของสาหราย ในสาหรายมีปริมาณคารบอนประมาณ 50 เปอรเซ็นต 
(เจียมจิตต, 2531) การเติมสารอาหารอื่นลงไปในอาหารที่เพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินามากขึ้นจะไม
มีผลตอการเจริญของสาหราย หากปริมาณคารบอนในอาหารมีอยูอยางจํากัด (Becker and 
Vankataraman, 1982) สําหรับการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา ในปจจุบันพบวาโซเดียม
ไบคารบอเนตมีความจําเปนตอการเจริญของสาหรายสไปรูลินามากกวาโซเดียมไนเตรท ทั้งนี้เพราะ
โซเดียมไบคารบอเนตจะทําหนาที่เปนแหลงใหกาซคารบอนไดออกไซด และในขณะเดียวกันยัง
เปนตัวปองกันไมใหระดับความเปนกรด–ดาง เปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็ว (Nakamura, 1982; 
Richmond, 1986)

ไนโตรเจน เปนธาตุอาหารที่มีความสําคัญตอการเจริญและน้ําหนักแหงของสาหราย
การขาดไนโตรเจนในสาหราย สไปรูลินาทําใหปริมาณคลอโรฟลลเอ และอารเอ็นเอ (RNA) ลดลง 
แตจะมีคารโบไฮเดรตเพิ่มขึ้น (Hosakul, 1972; Denesi et al., 2002) สาหรายสไปรูลินาสามารถใช
ไนโตรเจนไดทั้งในรูปของอินทรียสารและอนินทรียสารในรูปของเกลือแอมโมเนีย (NH+

4)
ไนเตรท (NO-

3) และไนไตรท  (NO-
2) (Chuntapa, 2003) โดยทั่วไปพบวาสาหรายจะใชแอมโมเนีย

เปนแหลงไนโตรเจนกอนการใชไนเตรท (Ogbona, 2000) แตการใชแอมโมเนียมเปนแหลง
ไนโตรเจนทําใหอาหารมีสภาพเปนกรดกอใหเกิดความเปนพิษตอสาหรายได หรือไนไตรทที่มี
ปริมาณเขมขนสูงเกิน 1 มิลลิกรัมตอลิตรจะมีผลไปยับยั้งการเจริญของสาหราย อยางไรก็ตามมี
รายงานวาสาหรายสไปรูลินาเจริญไดดีเมื่อมีการเติมโซเดียมไนเตรท ลงในอาหาร 2.5 กรัมตอลิตร 
(พิมพรรณ และอารักษ, 2531; สุมาลี, 2535; Kaplan et al., 1986) ไนโตรเจนที่ไดจากการเตรียม
โซเดียมไนเตรท 20.7 กรัมตอลิตร สามารถใหผลผลิตสาหรายได 1.992 กรัมตอลิตร (Costa et al., 
2001) Denesi et al.(2002) พบวา การเติมยูเรียลงในอาหาร 5.6 กรัม ในการเพาะเลี้ยงสาหราย
สไปรูลินาจะไมกอใหเกิดความเปนพิษตอสาหรายสไปรูลินา ไนโตรเจนในรูปสารอินทรียที่
สาหรายสามารถนําไปใช ไดแก อมีน (amine) ยูเรีย (urea) กลูตามีน (glutamine) แอสพาราจีน 
(asparagine) (Baldia et al., 1990; Ogbonna., 2000; Denesi et al., 2002) ไนโตรเจนมีความสําคัญ
ตอของ เมทาบอลิซึมภายในเซลล ซึ่งมีบทบาทเกี่ยวของกับน้ําหนักแหงของสาหรายสไปรูลินา จาก
รายงานการวิเคราะหพบวาในเซลลสาหรายมีไนโตรเจนคิดเปนรอยละ 1-10 ของน้ําหนักแหง  
สาหราย สไปรูลินาสามารถเจริญเติบโตไดดีในอาหารที่มีไนโตรเจนในรูปไนเตรท 42–1250 
มิลลิกรัมตอลิตร (Takahira and Shuichi, 1978)
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ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาอีกธาตุหนึ่ง 
และเปนตัวจํากัดการเจริญเติบโต ฟอสฟอรัสมีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการตาง ๆ ของเซลล
โดยเฉพาะการถายทอดพลังงานและกระบวนการสรางกรดนิวคลีอิก ในสาหรายสไปรูลินา พบวามี
ฟอสฟอรัส 0.69 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง สาหรายสไปรูลินาสามารถใชสารอาหารจําพวก
ฟอสเฟตที่มีในอาหารเพาะเลี้ยงไดถึง 60-99 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของแหลงฟอสฟอรัส 
การเติมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 กรัมตอลิตรลงไปในอาหารชวยใหสาหรายสไปรูลินาเจริญไดดี
(Kaplan et al., 1986) ในแหลงน้ําธรรมชาติพบฟอสฟอรัสในรูปอนินทรียฟอสเฟต สาหราย
สไปรูลินาสามารถใชฟอสฟอรัสของสารอินทรียฟอสเฟตไดดีกวาอนินทรียฟอสเฟต (Baldia et al., 
1994) การขาดฟอสฟอรัสของสาหรายมีผลใกลเคียงกับการขาดไนโตรเจนคือ ทําใหปริมาณโปรตีน 
คลอโรฟลลเอ และอารเอ็นเอ (RNA) ของสาหรายลดลง แตมีปริมาณคารโบไฮเดรตเพิ่มขึ้น เคยมี
รายงานวาสารจําพวกฟอสฟอรัสบางชนิด เชน โปแตสเซียมไดซัลเฟตและไดโปแตสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตลงในอาหารไมไดทําใหการเจริญของสาหรายเพิ่มขึ้น เนื่องจากมีปริมาณ
ฟอสเฟตที่มากเกินไปสาหรายก็ไมสามารถที่จะนําไปใชในการสังเคราะหแสงเพิ่มขึ้นได ทําใหเปน
การสูญเสียโดยเปลาประโยชน (พิมพรรณ และอารักษ, 2531; Chaudfari et al., 1980)

ธาตุอาหารรอง

ธาตุอาหารรองเปนธาตุอาหารที่สาหรายตองการในปริมาณนอย แตเปนองคประกอบของ
โมเลกุลที่สําคัญ เชน เอนไซมชนิดตางๆ ที่ชวยในการเจริญเติบโต (สุมาลี, 2535) แรธาตุรองที่
สําคัญ เชน เหล็ก แมงกานีส โบรอน ทองแดง สังกะสี โมลิบดินัม วานาเดียม โคบอลท นิคเกิล
ซิลิกา และเซเลเนียม (ลัดดา, 2540)

การระเหยของน้ํา เปนสิ่งสําคัญที่กอใหเกิดปญหาในการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาใน
สภาพกลางแจง โดยเฉพาะในฤดูรอนซึ่งมีอุณหภูมิสูง (Venkataraman, 1983)

ความหนาแนนเริ่มตนของเซลลสาหราย ความหนาแนนเริ่มตนของเซลลสาหรายมี
ความสัมพันธกับความเขมของแสงที่จะสามารถผานลงไปในน้ําได ถาความหนาแนนของเซลล
สาหรายต่ําเกินไป แสงสองผานลงไปในน้ําไดมาก ซึ่งอาจทําใหสาหรายตายได เนื่องจาก
กระบวนการโฟโตออกซิเดชั่น ในทางกลับกัน หากความหนาแนนของเซลลเริ่มตนสูงเกินไปจะทํา
ใหเกิดการบังกันเองของเซลลสาหราย ทําใหการรับพลังงานแสงและประสิทธิภาพในการหายใจ
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ลดลง ปริมาณความหนาแนนของเซลลสาหรายที่เหมาะสมของสาหรายสไปรูลินาในการเพาะเลี้ยง 
คือ 225–250 มิลลิกรัมของน้ําหนักแหงตอลิตร (Venkataraman, 1983)

4.  การเจริญเติบโตของสาหรายสไปรูลินา

ชวงการเจริญเติบโต (growth phase) การเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาในระบบปด
(closed system) ซึ่งเรียกวา batch culture เปนการนําเชื้อสาหรายมาใสในอาหารใหม สาหรายจะมี
การเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลล แตอัตราการเจริญจะลดลงจนกลายเปนศูนยในที่สุด เนื่องจาก
สาหรายทนไมไดตอสารพิษที่ปลดปลอยออกมาจํานวนมาก หรือเนื่องจากมีแรธาตุอาหาร แสงสวาง
ไมเพียงพอ (Richmond, 1983) สาหรายขนาดเล็กที่มีการเพิ่มจํานวนเซลลแบบงายๆ โดยการแบง
เซลล จะมีระยะการเจริญเติบโตแบงออกเปน 5 ระยะ ดังนี้ แสดงในภาพที่ 4 (ยุวดี, 2543)

ภาพที่ 4  ชวงการเจริญ (growth phase) ของสาหราย

4.1 ระยะปรับตัว (lag phase or inductional phase) เปนระยะที่เซลลปรับตัวใหเขากับ
สภาพแวดลอมใหม เชน แสง อุณหภูมิ และธาตุอาหาร ฯลฯ ระยะนี้เซลล จะไมมีการเจริญเติบโต 
ฉะนั้น หากเซลลไมสามารถปรับตัวได เซลลจะตายลง การที่จะผานระยะปรับนี้ไดเร็วหรือชานั้น
ขึ้นอยูกับความแข็งแรงของเซลล และความอุดมสมบูรณของอาหารที่เลี้ยง ถาสภาพทั้งสอง
เหมาะสมก็จะสามารถเขาสูระยะตอไปไดเร็วขึ้น
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4.2 ระยะเอกซโพเนนเซียล (exponential phase or log phase) เปนระยะที่มีการเจริญเติบโต
และแพรขยายพันธุอยางรวดเร็ว ระยะนี้จะนานเทาใดขึ้นอยูกับปริมาณสารอาหาร และคุณสมบัติ
ทางฟสิกส เคมี ของสิ่งแวดลอม เชน อุณหภูมิ ความเขมแสง ชวงแสงสวาง รวมทั้งผลผลิตนอก
เซลล สภาวะรวมของสิ่งแวดลอม ลักษณะการเจริญเติบโต ในระยะนี้เปนแบบที่รวดเร็วใน
ระยะแรก และจะคอยๆชาลงตามลําดับ (ธิดา, 2542)

4.3 ระยะเฉื่อย (retardation phase or phase of declining relative growth) เปนชวงที่มีการ
เจริญเติบโตชาลงเพราะขาดแคลนอาหาร เชน ไนโตรเจน เหล็ก คารบอน หรือออกซิเจน เพราะ
ปริมาณเซลลเกิดหนาแนนเกินไป การเสียสมดุลของคา pH เพราะเกิดแอมโมเนียขึ้นมาก หรือแสง
สวางลดลงเนื่องจากเซลลเกิดการบังกันเอง (auto-shading) วิธีแกไขใหการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเปน
ปกติไดโดยการเติมธาตุอาหารที่ขาดแคลน ถามีตะกอนของเฟอริคฟอสเฟต อาจแกไขโดยเติมสาร
อีเลเตอร เชน โซเดียมอีดีทีเอ (NaEDTA) ลงไปละลายตะกอนเหล็ก สวนการปองกันการขาดแคลน
คารบอนและออกซิเจนนั้นอาจทําไดโดยการเขยาภาชนะตลอดเวลา หรือใชการพนอากาศ ซึ่ง
นอกจากจะเพิ่มคารบอนและออกซิเจนแลว ยังชวยใหเกิดการผสมผสานของมวลน้ําในภาชนะเลี้ยง
ทําใหเซลลไดรับแสงสวางโดยทั่วถึงอีกดวย

4.4 ระยะคงที่ (stationary phase) เปนระยะที่การเจริญเติบโตหยุดนิ่ง เนื่องจากธาตุอาหาร
ลดนอยลงและเกิดสารพิษจากกระบวนการเมทาบอลิซึม หรือการสลายตัวของเซลลเพิ่มขึ้น

4.5 ระยะตาย (death phase) เปนระยะที่เซลลหยุดการเจริญเติบโตโดยสิ้นเชิงเนื่องจากธาตุ
อาหารหมดลง เซลลจะเริ่มตายและการตายจะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ และรวดเร็วขึ้น ฉะนั้นความสําเร็จของ
การเพาะเลี้ยงคือ ควบคุมการเลี้ยงใหมีกราฟการเจริญเติบโตอยูในระยะเอกซโพเนนเซียลนานที่สุด
เทาที่จะทําได (ลัดดา, 2543)

5.  การวัดการเจริญเติบโตของสาหรายสไปรูลินา

การนับเซลล (cell counts) เปนวิธีที่นิยมใชกันมาก ในการวัดการเจริญเติบโตของสาหราย
อุปกรณที่ใชคือกลองจุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) และสไลดนับเซลล (counting slide 
or counting chamber) สไลดมีหลายชนิดใหเลือกใชตามความหนาแนนของตัวอยางและขนาดของ
เซลลในตัวอยางที่นับ ชนิดที่นิยมใชคือ Sedgwick-Rafter counting chamber ความจุ 1 มิลลิลิตร
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Palmer Maloney chamber ความจุ 0.1 มิลลิลิตร และสไลดนับเม็ดเลือด (haematometer หรือ
haemacytometer) ความจ ุ0.004 มิลลิลิตร

การวัดการกระจายของแสงหรือความขุน (light scattering or turbidity) เปนวิธีที่นิยมมาก
ที่สุดในการวัดการเจริญเติบโตของเชื้อสาหรายบริสุทธิ์ ขอดีของวิธีนี้ คือ วัดงายและสะดวกขอมูล 
ที่ไดเปนคาของมวลชีวภาพ (biomass) ที่เพิ่มขึ้นโดยวัดจากคาน้ําหนักแหง อุปกรณที่ใชเรียกวา
colorimeter หรือ สเปกโตรโฟโตมิเตอร ถาจํานวนเซลลไมหนาแนนนักจํานวนเซลลจะมี
ความสัมพันธแบบเรขาคณิตกับความเขมของแสง กลาวคือ ความเขมของแสงจะลดลงเมื่อจํานวน
เซลลเพิ่มขึ้น

การวัดน้ําหนักแหง (dry weight measurement) เหมาะกับสาหรายชนิดที่ไมใชเซลลเดี่ยว   
ที่นับจํานวนเซลลไมได ฉะนั้นจึงนิยมใชกับสาหรายชนิดที่เปนเสน วิธีวัดจะวัดทุกวันแลวนํามา
เขียนกราฟ เริ่มการวัดโดยเก็บตัวอยางจากภาชนะเลี้ยง กอนเก็บควรกวนตัวอยางใหเขากันดี
เสียกอน กรองสาหรายใหออกจากน้ําโดยการปนใหตกตะกอน (centrifugation) รินน้ําใสๆ
ขางบนออก นําตัวอยางไปอบแหง ถาใชเครื่องกรอง (membrane filter) ควรลางสาหรายบนแผน
กรองใหสะอาดปราศจากเกลือหรือสิ่งปนเปอนดวยสารอาหารอยางเจือจางหรือน้ํากลั่นที่เปนกลาง
ไมควรลางสาหรายน้ําเค็มดวยน้ํากลั่นเพราะจะทําใหเซลลแตก อุณหภูมิที่อบแหงประมาณ 70-110
องศาเซลเซียส นานประมาณ 10-12 ชั่วโมง หรือจนกวาน้ําหนักจะคงที่ นําแผนกรองออกจากตูอบ
ในโถดูดความชื้น (desiccators) นาน 15-30 นาที (ถาใสแผนกรองหรือเยื่อกรองในหลอดแกวควร
นําหลอดแกวเขาตูอบพรอมตัวอยางดวย) รายงานผลเปนน้ําหนักแหง/ปริมาตร หรือพื้นที่ของน้ําที่
ทําการเก็บตัวอยางสาหราย

การวัดคลอโรฟลล (chlorophyll determination) เริ่มแรกใหเก็บตัวอยางจากภาชนะเลี้ยง 
กรองเซลลหรือแยกเซลลออกโดยการปนใหตกตะกอน ตอจากนั้นจึงสกัดสารสี (pigment) โดยเติม
สารละลายเคมี ชนิดที่นิยมใชไดแก อะซิโตน เมทานอล อีเทอร เมื่อสกัดสารสีออกจากเซลลแลวให
กรองอีกครั้งหนึ่งเพื่อกําจัดตะกอนและสิ่งปนเปอนออกใหหมด นําสารละลายที่กรองไดใสใน
หลอดแกวที่ใชสําหรับวัดคาคลอโรฟลล (ลัดดา, 2543) 
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6.  การถายยีนในสาหราย 

การถายยีนเขาสูสาหรายในปจจุบันสามารถทําไดสําเร็จแลวในสาหรายหลายชนิด 
เนื่องจากเทคนิคและขั้นตอนในปจจุบันมีการพัฒนาขึ้น การถายยีนในสาหรายมีหลายวิธี สวนใหญ

เปนการถายยีนโดยตรง (direct gene transfer) เปนการถายยีนเขาสูสาหรายโดยตรงโดยไมมีพาหะ
เปนตัวนํา

การถายยีนเขาสูสาหรายโดยใชสารเคมี

เปนการนําดีเอ็นเอเขาสูเซลลสาหรายโดยอาศัยการชวยของสารเคมีเชน CaCl2 ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 0 องศาเซลเซียส จะชวยใหดีเอ็นเอตกตะกอนและจับกับผนังเซลลและเกิดการ
เปลี่ยนแปลงที่ผนังเซลล และเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นดีเอ็นเอ ถูกกระตุนใหเขาไป หลักการที่ใชเปน
หลักการเดียวกับวิธี heat shock

การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค (particle bombardment) 

เปนการถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาค โดยอาศัยหลักการใชแรงดันของกาซเฉื่อย เชนกาซ
ฮีเลียม ขับดันอนุภาคโลหะขนาดเล็กประมาณ 1 ไมครอน ซึ่งโดยทั่วไปใชอนุภาคทังสเตนหรือ
ทองคํา อนุภาคเหลานี้จะถูกเคลือบดวยดีเอ็นเอ และขับดันใหเคลื่อนที่ดวยความเร็วสูงทะลุผาน 
ผนังเซลลของสาหราย ซึ่งการถายยีนวิธีนี้นิยมกันมากในสาหรายที่มีขนาดใหญจําพวก สาหราย
สีน้ําตาล สาหรายสีแดง ซึ่งวิธีนี้ไมเหมาะกับสาหรายขนาดเล็กหรือสาหรายเซลลเดียว เพราะจะ
ทําใหผนังเซลลไดรับความเสียหายสูง 

การถายยีนโดยการกระตุนดวยกระแสไฟฟา (electroporation)

เปนวิธีการที่ทําใหเยื่อหุมเซลลเกิดเปนโพรงหรือชองดวยการจายกระแสไฟฟาที่แรงและ
เร็วแกเซลล ทําใหศักยไฟฟาเคมีบริเวณเยื่อหุมเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลงอยางกะทันหัน 
ความตางศักยที่เกิดขึ้นระหวางภายในและภายนอกเซลล จะทําให lipid bilayer บริเวณ aqueous 
pores เปลี่ยนแปลงโดยเฉพาะที่ชั้นไขมันขาง hydrophilic pore โดยทําใหทิศทางการวางของไขมัน
สวนที่ชอบน้ําหันเขาสูชองวาง สวนดานที่ไมชอบน้ําจะหันเขาสูดานในของเยื่อหุมเซลล ทําให
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เยื่อหุมเซลลบริเวณนั้นเกิดชองวางขึ้นและเกิดการชักนําความตางศักยถายเทที่เยื่อหุมเซลล 
(transmembrane potential) ทําใหสารที่ตองการเขาสูภายในเซลลผานชองเปดนี้จะเปนอยูได 
ชั่วขณะหนึ่ง เนื่องจากเมื่อเวลาผานไปความตางศักยระหวางภายนอกกับภายในจะลดลงจนกลับ
เขาสูสภาวะปกติ ชั้นของ lipid  bilayer จะกลับเขาสูสภาพเดิมทําใหเยื่อหุมเซลลปดลง (Prausnitz et 
al., 1995) (ภาพที่ 5)

ภาพที่ 5  รูปแบบของเซลลที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาจะเกิดชองวางที่เยื้อหุมเซลล

ที่มา: Prausnitz et al. (1995)

อยางไรก็ตาม ศักยไฟฟายังมีผลตอความกวางและการคืนกลับของชองเปด ความกวางของ
ชองที่เปดออกจะเปนไปตามความแรงของไฟฟา electroporation เปนเทคนิคควบคุมไดงาย
ซึ่งสามารถใชไดทั้งเซลลของพวก prokaryotic และ eukaryotic  และในสวนของวิธีการนําสงยีน
โดยวิธี electroporation เปนการนําสงยีนโดยไมใชไวรัส (nonviral) จึงมีขอดีตรงที่ไมตองหา
ไวรัสเวคเตอรเพื่อใสยีนลงไปในไวรัส นอกจากนี้ยังสามารถใสยีนหรือ DNA ซ้ําลงไปไดโดย
ไมจํากัดขนาดและเกิดการตอตานของภูมิคุมกัน 

7.  รายงานการใชการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation)

มีรายงานการใชวิธี electroporation ในการถายยีนเขาสูจุลินทรียตางๆ อยางแพรหลายเชน
Powell et al. ในป 1988 รายงานวาการถายยีนในแบคทีเรียแกรมบวก (gram-positive bacteria) ซึ่งมี
ผนังเซลลในชั้น peptidoglycan ที่หนาโดยทั่วไปจะตองมีการยอยผนังเซลลออกกอน แตการใชวิธี 
electroporation พบวาแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดสามารถรับยีนไดโดยไมตองยอยผนังเซลล
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กอนเชน ใน Lactobacillus casei Lactobacillus lacti  และ Streptococcus thermophilus เปนตน
(Klebe et al., 1983)

สําหรับในไซยาโนแบคทีเรียมีรายงานวาวิธีนี้เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงเชนกัน เชน 
ใน Fremyella diplosiphon โดยเฉพาะการถายพลาสมิดขนาดใหญเขาสูเซลล (Bruns et al., 1989)
สําหรับในสาหรายเซลลเดียวมีการรายงานเชนกัน เชน ใน Synechocystis PCC6803 โดยวิธีนี้มีขอดี

กวาวิธีอื่นเนื่องจากนอกจากทําไดงายและรวดเร็วแลวยังไมตองกําจัด E. coli ที่อาจปนเปอนในการ
ถายยีนอีกดวย และยังพบอีกวาวิธี electroporation ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาการถายยีน
โดยใชสารเคมี PEG และ CaCl2

ศรีสุพร (2536) รายงานการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินา สายพันธุอิตาลีดวยวิธี การถาย
ยีนโดยใชกระแสไฟฟา โดยมียีนตานทานยาปฏิชีวนะคือ Chloramphenicol เปนยีนเครื่องหมายใน
การคัดเลือกพบวาสามารถ ตรวจพบยีนคัดเลือก ไดหลังจากการถายยีนภายใน 5 วัน

แตอยางไรก็ตามการใชวิธี electroporation ก็มีปจจัยที่ตองคํานึงถึงหลายปจจัยโดยเฉพาะใน
เรื่องของกระแสไฟฟา โดยรายงานของ Theil and Poo (1989) ไดทําการทดลองหาความแรง
สนามไฟฟาและเวลาที่เหมาะสมเพื่อใหไดประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดใน Anabaena sp. M131 
โดยใชพลาสมิด pRL6 และใชเซลลมีความหนาแนนประมาณ 2×107 เซลลตอมิลลิลิตร ใน 1mM 
HEPES และใช ปริมาณสารแขวนลอยเซลล 40 ไมโครลิตรตอพลาสมิด 5 ไมโครกรัม ซึ่งพบวามี
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดคือ  2.4×104  เซลลตอไมโครกรัมดีเอ็นเอ  เมื่อกระตุนดวยความแรง
ไฟฟา  6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ในเวลา 5 มิลลิวินาที

อยางไรก็ตามงานวิจัยเกี่ยวกับการถายยีนในสาหรายสไปรูลินาซึ่งปจจุบันงานที่ศึกษาสวน
ใหญเกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีนและกรดอะมิโน ยีนที่สรางเอนไซม และยีนที่เกี่ยวของกับ
การเติมพันธะคูของกรดไขมัน ซึ่งที่ผานมาไดมีการศึกษา การถายยีนโดยใชวิธี electroporation 
เขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชพลาสมิด pHSG 399 เพื่อพัฒนาใหสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถาย
ยีนเปน recombinant enzymes สําหรับใชเปนอาหารสัตว (Masaaki et  al., 2000)
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8. ปจจัยที่มีผลตอการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา

8.1 ชวงของการเจริญเติบโตของเซลลสาหรายสไปรูลินาที่มีความสามารถในการยอมให 
พลาสมิดเขาสูเซลล

Golden et a.l  พบวาในการถายยีนเขาสู A. nidulars เซลลสาหรายในชวง exponential 
phase ประสิทธิภาพการถายยีนจะสูงกวาเซลลที่ไดรับการถายยีนในชวง stationary phase และชวง
อื่นๆ  สุชาติ (2530) ไดเพาะเลี้ยง Spirulina maxima โดยใชอาหารสูตร Zarrouk และพบวาระยะ 
exponential phase อยูประมาณวันที่ 6-24 ของรอบระยะการเพาะเลี้ยง 40 วันและเมื่อนําเซลล

สาหรายในระยะนี้ไปทําการทดลองเซลลสาหรายมีคุณภาพที่ดีกวาระยะอื่นๆ Poster (1987) รายงาน
วาในสาหราย A. nidulars UTEX625 พบวาประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดเมื่อใชเซลลในชวงการ
เจริญระยะทายของ exponential phase และประสิทธิภาพการถายยีนต่ําสุดเมื่อใชเซลลที่อยูในชวง  
stationary phase จากรายงานทั่วไปมักพบวาไซยาโนแบคทีเรียทั้งหลายจะมีประสิทธิภาพของการ
ถายยีนสูงในชวง exponential phase เนื่องจากเซลลในระยะนี้มีความสมบูรณและมีการพัฒนาได
ตอเนื่องหากไดรับการถายยีนโดยกระเเสไฟฟาแลวผนังเซลลอาจจะไดรับการเปลี่ยนแปลงไดถา
เซลลที่ไดรับการถายยีนไมสมบูรณอาจจะทําใหเซลลตายหลังจากการถายยีน

8.2 ลักษณะผนังเซลลของเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน

สําหรับสาหรายเซลลเดียวนั้นนิยมใชวิธีการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา ซึ่งขอจํากัด
ที่สําคัญคือ ผนังเซลลที่มีไขมันและหนา จะเปนตัวขวางกั้น มีผลทําใหประสิทธิภาพการถายยีน
ลดลงอยางมาก จึงมีความจําเปนตองเอาผนังเซลลออกเพื่อใหไดเซลลไรผนัง (spheroplast) สําหรับ
ใชเปนเซลลเปาหมายในการถายยีน การยอยผนังเซลลเพื่อใหไดเซลลไรผนังทําไดโดยใชเอนไซม
หลายชนิด จึงมีความจําเปนตองลอกเอาผนังเซลลออกเพื่อใหไดเซลลไรผนัง (spheroplast) สําหรับ
ใชเปนเซลลเปาหมายในการถายยีน (Ping  et  al., 2005) การยอยผนังเซลลเพื่อใหไดเซลลไรผนัง 
ทําไดโดยใชเอนไซมหลายชนิด (Gan  et  al., 2004) ซึ่งชนิดและความเขมขนของเอนไซมที่ใชยอย
ผนังเซลลมีผลตอจํานวนและคุณภาพของเซลลไรผนังที่แยกได และมีผลตอการพัฒนาของเซลลไร
ผนังไปเปนเซลลที่สมบูรณดวยเชนกัน ไลโซไซมเปนเอนไซมที่มีรายงานวาเหมาะสมสําหรับใช
แยกเซลลไรผนังใน Cyanobacteria หลายชนิด (Abo-Shady et al., 1992) เชน Anabaena sp. และ 
Nostoc flagelliforme (Ping et al., 2005) โดยความเขมขนที่เหมาะสมจะแตกตางกันไปขึ้นกับชนิด
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และสายพันธุของสาหราย ดังนั้นเพื่อเปนพื้นฐานงานวิจัยดาน พันธุวิศวกรรมในสาหรายเกลียวทอง 
งานวิจัยนี้จึงไดศึกษาความเขมขนของไลโซไซมที่เหมาะสมเพื่อใหสามารถแยกเซลลไรผนังไดใน
ปริมาณมาก เซลลอยูในสภาพสมบูรณ และสามารถนํามาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารตาง ๆ เพื่อให
ทราบสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงสาหรายเกลียวทองใหเปนเซลลใหมที่สมบูรณ เพื่อใชเซลล
ไรผนังดังกลาวเปนเซลลเปาหมายสําหรับการปรับปรุงพันธุโดยวิธีการถายยีนตอไป

8.3 คาความตางศักยกระแสไฟฟา

การถายยีนโดยใชกระแสไฟฟานั้นตองอาศัยกระแสไฟฟาที่มีความตางศักยของ
กระแสไฟฟาสูงวิ่งผานเซลลในชวงระยะเวลาสั้นๆ ทําใหเยื่อหุมเซลลเกิดชองซึ่งมีขาดพอที่พลาสมิด
ดีเอ็นเอสามารถผานเขาไปได และเยื่อหุมเซลลจะคืนสภาพปกติได หลังจากนําไปเลี้ยงในสภาวะที่
เหมาะสมตอไป แตถาใชคาศักยไฟฟาที่มากกวาคา critical voltage จะทําใหผนังเซลลไมสามารถ
ซอมแซมและคืนสูสภาพปกติได และทําใหเซลลตายในที่สุด

Neumann et al. (1989)รายงานวา ความแรงของสนามไฟฟามีผลอยางมากตอความอยู
รอดของเซลล และประสิทธิภาพในการถายยีนของเซลลแตกตางกันไป ขนาดของเซลลสาหรายก็เปน
สวนสําคัญ โดยพบวาเซลลสาหรายขนาดเล็กมักจะใชความแรงของสนามไฟฟามากกวาเซลล
สาหรายขนาดใหญ Chiang et al . (1992) พบวา Anabaena sp. สายพันธุ M131ใชความแรงของ
สนามไฟฟา 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตรดวยเวลา 5 มิลลิวินาที พบประสิทธิภาพการถายยีนที่สูงที่สุด 
และ Fremyella diplosiphon ใชความแรงของสนามไฟฟา 10 กิโลโวลตตอเซนติเมตรดวยเวลา 
5 มิลลิวินาที พบประสิทธิภาพการถายยีนที่สูงที่สุดเชนกัน

8.4 เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme)

ไซยาโนแบคทีเรียจํานวนมากพบวาเปนแหลงที่มี endonuclease ซึ่งสามารถที่จะยอยดี
เอ็นเอที่มีลําดับเบสซึ่งจําเพาะตอเอนไซมนั้น และเอนไซมเหลานี้เปนเอนไซมที่สามารถจดจําและ 
มีลําดับเบสเดียวกันกับเอนไซมที่พบในแบคทีเรีย ซึ่งเอนไซมตัดจําเพาะเหลานี้เปนปจจัยหนึ่งที่มี
ผลตอการถายยีน เนื่องจากเอนไซมเหลานี้จะยอยดีเอ็นเอที่ไดรับการถายยีนเขามาในเซลลลาสมิด
ที่ทําการถายยีนมีตําแหนงซึ่งสามารถถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะหลายตําแหนงก็จะทําใหการถาย
ยีนมีโอกาสไมประสบความสําเร็จมากยิ่งขึ้น
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9.  ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือก (selectable marker gene) และ ยีนรายงานผล 
(reporter gene)

ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือก (selectable marker gene)

เปนยีนที่กําหนดลักษณะบางประการที่ทําใหสามารถคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยื่อที่ไดรับยีน
ออกจากกลุมของเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีน ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือกที่นิยมใชในการ
ถายยีน ไดแก ยีน hygromycin phosphotransferase (hpt) เปนยีนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
hygromycin และยีน neomycin phosphotransferase II (nptII) เปนยีนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ
kanamycin เปนตน

ยีนรายงานผล (reporter gene)

เปนยีนที่ใชในการศึกษาประสิทธิภาพของการถายยีนในเซลลที่ไดรับการถายยีน 
โดยตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยไมเกี่ยวของกับการแสดงลักษณะความตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะหรือสารคัดเลือกอื่นๆ และสามารถใชตรวจสอบการมีอยูของยีนเหลานี้ได ซึ่งเปนวิธีที่
ตรวจสอบไดงาย ยีนรายงานผลที่นิยมใชกันมาก คือ ยีน -glucuronidase (gus) และยีน green 
fluorescent protein (gfp) 

ยีน -glucuronidase (gus)

เปนยีนที่ไดจากเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ K12 ควบคุมการสรางเอนไซม 
-glucuronidase ซึ่งสามารถ hydrolysis กับสารตั้งตนที่ไมมีสี คือ สาร 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl--D-glucuronide (X-Gluc) ไดเปนสารที่มีสีน้ําเงินเขมบนเนื้อเยื่อที่ไดรับยีนนี้เขาไปและมี
ความคงทนสูงไมละลายในแอลกอฮอล (Jefferson et al., 1987) เรียกการตรวจสอบดวยวิธีนี้วา
GUS histochemical assay แตหลังจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวิธีนี้จะทําใหเนื้อเยื่อ
พืชถูกทําลาย ทําใหไมสามารถนําเนื้อเยื่อไปใชประโยชนตอได (Kamate et al., 2000) 
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10.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว (transient expression detection) และ
การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบถาวร (stable transformant)

10.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว (transient expression detection)

เปนการตรวจสอบประสิทธิภาพการถายยีนในพืช มักใชการตรวจสอบยีนรายงานผล 
(reporter gene) ซึ่งเปนยีนที่สามารถติดตามไดงาย ทําใหทราบวายีนที่ถายเขาไปนั้นเขาไปในเซลล
พืชหรือไม ยีนรายงานผลที่นิยมมากที่สุดคือ ยีน gusA ควบคุมการสรางเอนไซม -glucuronidase 
เมื่อ hydrolysis กับสารละลาย X-Gluc ทําใหไดสารที่มีสีน้ําเงินเขมบนเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีน
และมีความคงทนสูงไมละลายในแอลกอฮอล ฉะนั้นถาสรางพลาสมิดที่มียีนรายงานผลเกาะติดกับ
ยีนอื่นที่ตองการ เมื่อตรวจสอบยีนรายงานผลแลวใหผลเปนบวก จะสามารถคาดหวังไดวายีนที่
ตองการนั้นเขาไปในเซลลพืชดวย อยางไรก็ตามถาตรวจสอบยีนรายงานผลเร็วเกินไป ผลบวกที่ได
จะไมสามารถยืนยันไดวายีนเหลานั้นเขาไปเชื่อมตอกับจีโนมของพืชไดอยางถาวร แตเปนวิธีที่ชี้วา
ยีนไดเขาไปในเซลลพืชเทานั้น

10.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบถาวร (stable transformant)

เปนการตรวจสอบการเขาเชื่อมตอของยีนเขากับจีโนมของพืชอยางถาวร 
เปนการตรวจสอบหลังจากการคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนดวยอาหารคัดเลือกสิ้นสุดแลว
 การตรวจสอบสามารถทําไดหลายวิธี ดังนี้

10.2.1 การตรวจสอบโดยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) เปนการ
ตรวจสอบการเขาเชื่อมตอของยีนเขากับสิ่งมีชีวิตเปาหมายของสาหรายแตไมสามารถบอกไดวายีน
นั้นสามารถแสดงออกไดหรือไม ขอดีของการตรวจสอบดวยวิธีนี้ คือ สามารถตรวจสอบไดเร็วแมมี
ปริมาณดีเอ็นเอเพียงเล็กนอย ใชเนื้อเยื่อนอยและทราบผลไดภายในเวลา 3-4 ชั่วโมง สวนขอเสีย 
คือ เกิด false positive ไดงายและเครื่องมือมีราคาแพง

10.2.2 การตรวจสอบโดยเทคนิค Southern hybridization เปนการตรวจสอบการเขา
เชื่อมตอของยีนเขากับจีโนมของสิ่งมีชีวิตเปาหมาย โดยอาศัยหลักของดีเอ็นเอที่สามารถจับคูกันได
(complementary) ระหวาง ดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบกับดีเอ็นเอที่ใชเปนตัวตรวจสอบ (probe) 
และเปนวิธีการที่ใชในการวินิจฉัยจํานวนและขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ (อุไรวรรณ, 2545) 



อุปกรณและวิธีการ

อุปกรณ

1.  สาหรายที่ใชในการทดลอง

สาหรายสไปรูลินา (Spirulina platensis) สายพันธุ TISTR 8217 จากสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย

2.  วัสดุและอุปกรณในการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา และ การถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา

2.1 เครื่องมือ และ อุปกรณสําหรับหองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงสาหราย ซึ่งประกอบดวย
ชั้นวางขวดพรอมระบบไฟใหแสงสวาง เครื่องเขยา เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเครื่องใหอากาศ

2.2 เครื่องมือ และ อุปกรณตางๆที่ใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา ไดแก 
หมอนึ่งความดัน ตูอบ เตาไมโครเวฟ เครื่องชั่งไฟฟา เครื่องกวนสารเคมีแทงแมเหล็ก เครื่องวัด
ความเปนกรดดาง ชอนตักสาร และเครื่องแกวตางๆ เชน กระบอกตวง ขวดรูปชมพู บีกเกอร

2.3 เครื่องมือ และ อุปกรณตางๆที่ใชในการเตรียมเซลลสําหรับการถายยีนและการถายยีน
โดยใชกระแสไฟฟา ไดแก เครื่องถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา (BioRad MiniPulser Electroporation 
System) กลองจุลทรรศนแบบ compound เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) เครื่อง
ปนเหวี่ยง (centrifuge)

2.4. เครื่องมือ และ อุปกรณที่ใชในการตรวจสอบการแยกเซลลไรผนัง ไดแก
กลองจุลทรรศนแบบ compound และ การถายยีนในระดับโมเลกุล ไดแก เครื่อง Thermocycler 
(Biometra®) สําหรับทําปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) เครื่องถายภาพเจล
พรอมอุปกรณถายภาพเจล (gel documentation system) เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา 
(gel electropholysis) อุปกรณที่ใชในการทํา Southern blot เปนตน
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3.  สารเคมี

3.1 สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาไดแกสารเคมี
ที่ใชเตรียมอาหารสูตร Zarrouk (Zarrouk, 1966) (ภาคผนวก ก ตารางที่1)

3.2 สารเคมีที่ใชในการถายยีนไดแก HEPES และสารปฏิชีวนะไดแก amplicillin (A.N.B. 
Laboratories Co., Ltd.) 

3.3 สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ไดแก tryptone, yeast extract, 
sodium chloride และ วุนผง

3.4 สารเคมีที่ใชในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ ไดแก QIAprep miniprep® spin column kit 
(บริษัท QIAGEN)

3.5 สารเคมีที่ใชในการแยก spheroplast ไดเเก lysozyme (บริษัท ไบโอเบสิค) และ 
ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)

3.6. สารเคมีที่ใชตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี GUS histochemical assay 
(Jefferson, 1987) ไดแก disodium hydrogen orthophosphate (Na2HPO4), sodium dihydrogen 
phosphate (NaH2PO4.H2O), potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6), potassium ferrocyanide 
(K4Fe(CN)6, ethylenediamine tetra acetic acid disodium salt dihydrate (Na2EDTA), Triton X-100 
และสาร 5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-glucuronide (X-Gluc) (บริษัท Fermentas)

4.  ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนรายงานผล

4.1ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของยีนรายงานผล -glucuronidase (gus) ซึ่งเมื่อทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารจะไดแถบดีเอ็นเอขนาด 1800 คูเบส (กัญจนา, 2548)

GUS-(forward) : 5’-ATGTTACGTCCTGTAGAAACC-3’
GUS-(reverse) : 5’-TCATTGTTTGCCTCCCTGCTG -3’
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4.2 ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของพลาสมิด pBAD-TOPO® TA Expression Kit
ซึ่งเมื่อทําปฏิกิริยาพีซีอารจะไดแถบดีเอ็นเอขนาด 731 คูเบส (บริษัท Invitrogen)

pBAD-(forward)  5’-ATGCCATAGCATTTTTATCC -3’
pBAD-(reverse)  5’-GATTTAATCTGTATCAGG -3’

วิธีการ

1.  การเพาะเลี้ยง และ การแยกเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา

1.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลสาหรายสไปรูลินา

นําสาหรายสไปรูลินา สายพันธุ TISTR 8217 (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย) มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Zarrouk (Zarrouk, 1966) ปริมาตร 600 มิลลิลิตร
ในขวดทดลองขนาด 1 ลิตร ในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส ใหแสงโดยใชหลอดฟลูออ
เรสเซนต ที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่องตลอดเวลา ใหอากาศโดย
การเปาอากาศลงในขวดเพาะเลี้ยง บันทึกผลการเจริญเติบโตดวยวิธีชั่งน้ําหนักแหงของสาหราย 
สไปรูลินาตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Santillan (1982) โดยสุมดูดอาหารเพาะเลี้ยงที่มีเซลลสาหราย
แขวนลอยอยูปริมาตร 10 มิลลิลิตร นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 
นาที แลวนํามาอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยตรวจสอบทุก 2 วัน 
ครั้งละ 3 ซ้ํา เปนระยะเวลา 1 เดือน วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) นําผลการทดลอง 
ที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ย
โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

1.2 การแยกเซลลไรผนัง

นําเซลลแขวนลอยสาหรายสไปรูลินาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk อายุ 4-30 วัน 
เก็บตัวอยางทุก 2 วันโดยใชเซลลแขวนลอย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล 
ที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ดูดสวนใสทิ้งและละลายตะกอนเซลลดวย 
สารละลายแมนนิทอลความเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่
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ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ดูดสวนใสทิ้งแลวเติมสารละลายไลโซไซม
(lysosyme) ที่ความเขมขนตางๆกัน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ประกอบดวย ไลโซไซม (บริษัท 
ไบโอเบสิค) ความเขมขน 0.025  0.035 หรือ 0.05 เปอรเซ็นต และ ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA) ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา
หลอดทุก 15 นาที เพื่อปองกันเซลลตกตะกอน เปนเวลา 3 ชั่วโมง ตรวจสอบจํานวนเซลลไรผนัง
ภายใตกลองจุลทรรศนทุกชั่วโมงจนครบสามชั่วโมง วางแผนการทดลองแบบ CRD 
นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT เพื่อคัดเลือกความเขมขนของไลโซไซมที่เหมาะสมในการแยกเซลลไรผนัง

1.3 การเพาะเลี้ยงเซลลไรผนังใหเปนเซลลที่สมบูรณ

เมื่อแยกเซลลไรผนังไดโดยใชความเขมขนของไลโซไซมที่เหมาะสมแลวจึงนําเซลล
ไรผนังที่ไดมาเพาะเลี้ยงตอในอาหารสูตรตางๆ คือ Zarrouk, Zarrouk เขมขน ½  เทา, Zarrouk 
เขมขน 2 เทา, Zarrouk ที่มีความเขมขนของ NaCl 2 เทา และ Zarrouk ที่มีความเขมขนของ 
NaHCO3 2 เทา โดยนําเซลลไรผนังที่ไดมาใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 100 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติมอาหารแตละสูตรลงไป 900 ไมโครลิตร วางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว
รอบ 120 รอบตอนาที เพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส ใหแสงโดยใช
หลอดฟลูออเรสเซนต 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่องตลอดเวลา เติมอาหาร
เพิ่มทุก 4 วัน เพื่อใหปริมาตรอาหารคงที่  บันทึกผลโดยตรวจสอบการพัฒนารูปรางของเซลล
ไรผนังภายใตกลองจุลทรรศน เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 20 วัน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี ANOVA และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT เพื่อคัดเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลลไรผนัง
ของสาหรายเกลียวทองใหเปนเซลลที่สมบูรณ
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2.  การทดสอบปจจัยที่เกี่ยวของกับการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยวิธีใชกระแสไฟฟา
(electroporation)

2.1 การทดสอบสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือกเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถาย
ยีน

นําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาที่เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Zarrouk ที่ไดจากการ
ทดลองที่ 1.3  มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที หลังจาก
นั้นนํามา ตรวจนับเซลล และปรับใหไดความเขมขนประมาณ 4×106 spheroplast ตอมิลลิลิตร
นําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา 100 ไมโครลิตร ใสในอาหารเหลวสูตร Zarrouk ที่ไดจากการ
ทดลองที่ 1.3 รวมกับสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่มีระดับความเขมขน 50  150  300  600 และ 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปลี่ยนอาหารและสารปฎิชีวนะทุก 4 วัน เพื่อใหปริมาตรอาหาร และ
ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ ampicillin คงที่  เพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศา
เซลเซียส ใชหลอดฟลูออเรสเซนตที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่อง
ตลอดเวลา บันทึกผลการทดลองตรวจสอบการพัฒนารูปราง และการเปลี่ยนแปลงสีของเซลลไร
ผนังสาหราย สไปรูลินาภายใตกลองจุลทรรศน  ทําการทดลองเปนระยะเวลา 4 สัปดาห โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี ANOVA และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT เพื่อหาความเขมขนสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่เหมาะสมในการ
คัดเลือกเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน

2.2 การศึกษาความแรงของสนามไฟฟา (Field strength)

การศึกษาหาความแรงของสนามไฟฟาที่จะทําใหเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา เมื่อ
ไดรับการถายยีนแลวยังสามารถพัฒนาเปนเซลลสาหรายสไปรูลินาที่สมบูรณได โดยคาความแรง
ของสนามไฟฟาที่ศึกษาอยูในชวง 4  ถึง 8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ศึกษาชวงละ 3 ซ้ํา โดยนําเซลล
ไรผนังสาหรายสไปรูลินา มาปนตกตะกอนดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที
ลางเซลลดวย 1 mM HEPES pH 7.2 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ปรับความเขมขนทําใหเซลลมีความ
เขมขนประมาณ 4×106 spheroplast ตอมิลลิลิตร ใสลงใน cuvett ขนาดกวาง 2 มิลลิเมตร แชน้ําแข็ง
นาน 10 นาที หลังจากนั้นนําไปกระตุนดวยกระแสไฟฟา โดยเครื่องถายยีนดวยกระแสไฟฟา
(BioRad MiniPulser Electroporation System)  และนําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินามาเลี้ยงใน
อาหาร Zarrouk สูตรเหมาะสมที่ไดจากการทดลองที่ 1.3 เพื่อใหสามารถพัตนาเปนเซลลสาหราย
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สไปรูลินาที่สมบูรณได เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกผลการทดลองโดยตรวจสอบการ
พัฒนารูปรางของเซลลไรผนังภายใตกลองจุลทรรศน วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) 
นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดย วิธี analysis of variance (ANOVA) และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

3.  การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา (eleectroporation)

3.1. การสรางพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus

การสรางพลาสมิดที่ใชสําหรับการถายยีนเขาสาหรายสไปรูลินา เริ่มจากนําพลาสมิด 
pBI121 ขนาด 14,758 คูเบส (ภาพที่ 6ก.) มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI และ BamHI ซึ่งจะได
ดีเอ็นเอขนาด 2,100 และ 12,658 คูเบส นํามาแยกบนอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต เพื่อนํามา
ตรวจสอบขนาดชิ้นยีน และเลือกชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2,100 คูเบส ซึ่งเปนสวนของยีน gus และ 
35SCaMV โปรโมเตอร โดยนํามาสกัดชิ้นดีเอ็นเอออกจากเจลดวย QIAquick extraction
(บริษัทQiagen) (ภาคผนวก ข) นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดไปวิเคราะหลําดับเบส แลวนําขอมูลลําดับเบสที่
ไดมาเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับเบสผาน website http://www.ncbi.nlm.nih.gov  ตรวจสอบ
ลําดับเบสที่เปนจุดเริ่มตน และจุดสิ้นสุดของยีน gus  เพื่อนํามาสรางไพรเมอรสําหรับใชสังเคราะห
และเพิ่มปริมาณในสวนเฉพาะของยีน gus โดยไมมีสวนของ 35SCaMV โปรโมเตอร  หลังจากนั้น
เพิ่มปริมาณยีน gus ดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) และนํามาแยกขนาดบนอะกาโรสเจล 
0.8 เปอรเซ็นต เลือกชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1,800 คูเบส และนํามาสกัดชิ้นดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช 
QIAquick extraction (ภาคผนวก ข) หลังจากนั้นนํามาทําปฎิกิริยา ligation กับพลาสมิด
pBAD-TOPO®  ที่มีขนาด 4.1 กิโลเบส และมีสวนของปลายทู (blunt end) (ภาพที่ 6ข.) โดยใช
pBAD-TOPO® TA Expression Kit (บริษัท invitrogen) โดยผลจากปฏิกิริยา ligation จะไดพลาสมิด
pBAD-TOPO®/gus หลังจากนั้นนําพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus  มาตรวจสอบการเชื่อมตอโดย
นําไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรีย เจาบาน (transformation) ตามวิธีการของบริษัท invitrogen 
(ภาคผนวก ข) แลวเลือกโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารคัดเลือก (อาหารสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ 

ampicillin 200 มิลลิกรัมตอลิตร) มาสกัดพลาสมิดโดยใช QIAprep miniprep® spin column kit และ
ตรวจสอบขนาดพลาสมิดที่ไดโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI ซึ่งมีจุดตัดตําแหนงเดียวในพลาสมิด
pBAD-TOPO®  และนํามาแยกขนาดบนอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต ซึ่งพลาสมิด pBAD-TOPO®  ที่
มียีน gus อยูจะมีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 5.9 กิโลเบส จากนั้นจึงนําพลาสมิดที่สกัดขึ้นใหมนี้ไปใช
สําหรับถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาตอไป
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ก. พลาสมิด pBI121

ข. พลาสมิด pBAD TOPO® (บริษัท Invitrogen)

ภาพที่ 6  โครงสรางของพลาสมิด pBI121(ก.)  และพลาสมิด pBAD TOPO®  (บริษัท Invitrogen) 
(ข.) 

3.2 การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา (eleectroporation)

นําพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus เขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระเเสไฟฟาใช
spheroplast ของสไปรูลินาชนิด ที่ไดจากการทดลองที่ 1.2 นํามาปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 
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10,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ลางเซลลดวย 1 mM HEPES pH 7.2 ปรับใหเซลลมีความเขมขน
ประมาณ 4×106 spheroplast ตอมิลลิลิตร นําเซลลแขวนลอย spheroplast ปริมาณ 40 ไมโครลิตร 
ผสมกับพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ความเขมขน 150 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 5 
ไมโครลิตรใสลงใน cuvett ที่กวาง 2 มิลลิเมตร นําไปแชน้ําแข็งนาน 10 นาที แลวจึงนําไปกระตุน
ดวยกระแสไฟฟา โดยเครื่องถายยีนดวยกระแสไฟฟารุน BioRad MiniPulser Electroporation 
System ใชคาความแรงสนามไฟฟา (field strength) 4  5 และ 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ยายเซลลไร
ผนังที่ไดรับการถายยีนลงหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลังจากนั้นเติมอาหาร
Zarrouk สูตรที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองที่ 1.3 เพื่อการปรับสภาพของสาหรายสไปรูลินาเปน
เวลา 2 วัน  หลังจากนั้นปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที 
เทอาหารทิ้ง เปลี่ยนอาหารและสารปฎิชีวนะ ampicillin 300ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทุก 4 วัน
เพื่อใหปริมาตรอาหาร และ ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ ampicillin คงที่ เพาะเลี้ยงใน
หองควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส ใชหลอดฟลูออเรสเซนตที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่องตลอดเวลา บันทึกผลการทดลองตรวจสอบการพัฒนารูปราง และ
การเปลี่ยนแปลงสีของเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาภายใตกลองจุลทรรศน

3.3 การตรวจสอบการแสดงออกและการมีอยูของยีน

3.3.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี GUS 
histochemical assay (Jefferson et al., 1987)

นําสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนจากการทดลองที่ 3.2 หลังจาก
การถายยีนที่ 15 และ 30 วัน มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราว โดยนําสาหราย 
สไปรูลินาทั้ง 3 ทรีตเมนต ทรีตเมนตละ 5 ซ้ํา แตละซ้ําใชสาหรายสไปรูลินา 100 ไมโครลิตร  
ปนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ดูดสวนใสทิ้ง นํามาแชใน
สารละลาย X-gluc solution mix (ภาคผนวก ก, ตารางที่ 3) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16 ชั่วโมง แลวกําจัดคลอโรฟลลออกจากเซลลโดยแชในเอธานอล 95 เปอรเซ็นต นําสาหราย
มาตรวจสอบการเกิดสีน้ําเงินบนเซลลสาหรายดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound บันทึกจํานวน
เซลลที่ติดสีน้ําเงิน  นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี analysis of variance 
(ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของทรีทเมนตโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT)
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3.2.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยการเพาะเลี้ยงเซลลบนอาหารคัดเลือก

นําเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนมาแลว 15 และ 30 วัน มาเลี้ยงใน
อาหารเหลว Zarrouk สูตรดัดแปลงที่เหมาะสมกับเซลลไรผนัง และเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 
(เลือกระดับความเขมขนที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 2.1) เปนระยะเวลา 4 สัปดาห โดยเปลี่ยน
อาหารสูตรเดิมทุก 4 วัน โดยเซลลที่รอดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงในอาหารคัดเลือกนี้คาดวาเปนเซลล
ที่ไดรับการถายยีน

3.3 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus  และ pBAD-TOPO® ดวยเทคนิค polymerase chain  
reaction (PCR)

นําสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนแลวสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารคัดเลือก
ที่เติมสารปฎิชีวนะ ampicillin มาตรวจสอบการมีอยูของยีนดวยเทคนิค PCR ซึ่งมีวิธีการดังนี้

3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอจากสาหรายสไปรูลินา

นําสาหรายสไปรูลินา ใสหลอดไมโครเซนตตริฟวจ 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงเซลล
ตกตะกอนดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เติม 10% SDS 20 ไมโครลิตร และ
ProtenaseK (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 8 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
30 นาที ผสมใหเขากัน และบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติม chloroform : isoamyl 
alcohol (24 : 1) 450 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวปนตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติม iso-propanol จํานวน 0.6 เทาของ สวนใสที่ดูดมาผสม
ใหเขากัน และแชในตูเย็นที่อุณหภูมิ -20 นาน 30 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงตกตะกอนดีเอ็นเอ
ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ทิ้งสวนใส แลวลางตะกอนดีเอ็นเอ 2 ครั้ง 
ดวย 70% เอทานอล 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที ทิ้งสวนใส ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหง และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย 1xTE ปริมาณ 15
ไมโครลิตร นําดีเอ็นเอมาตรวจสอบคุณภาพบน 1 เปอรเซ็นตอะกาโรสเจล ดวยวิธีอิเลคโทรโฟรีซีส
ยอมแถบดีเอ็นเอดวย 0.5 เปอรเซ็นต เอธิเดียม โบรไมด 
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3.3.2 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาที่คาดวาไดรับการถาย
ยีนดวยเทคนิค polymerase chain  reaction (PCR)

นําดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 8.3.1 มาตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ดวยเทคนิค PCR 
โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะเจาะจงตอยีน gus (กัญจนา, 2549) คือ GUS-(forword): 5’-
ATGTTACGTCCTGTAGAAACC-3’ และ GUS(reverse):5’TCATTGTTTGCCTCCCTGCTG -
3’  ซึ่งเมื่อเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR แลวจะไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 1,800 คูเบส และ
ตรวจสอบการมีอยูของพลาสมิด pBAD-TOPO®  (บริษัท invitrogen) โดยใชไพรเมอรที่มี
ความจําเพาะตอบางสวนของพลาสมิด คือ pBAD- (forward)5’ATGCCATAGCATTTTTATCC -
3’ และ pBAD- (reverse)  5’-GATTTAATCTGTATCAGG -3’ ซึ่งเมื่อเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR 
แลวจะไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 731 คู ซึ่งการทําปฏิกิริยา PCR ทั้งสองใชสวนผสมของปฏิกิริยา 
PCR  และกําหนดอุณหภูมิโดยใชโปรแกรมเฉพาะของแตละปฏิกิริยา (ภาคผนวก ก ตารางที่ 4) โดย
ใชเครื่องเครื่อง Thermocycle (บริษัท Biometra®) เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ

3.4 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ดวยเทคนิค dot blot hybridization

การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ดวยเทคนิค dot blot hybridization ประกอบดวย
หลายขั้นตอน ไดแกการเตรียม DNA blot การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) ของยีน gus การทํา
ปฏิกิริยา hybridization และการตรวจสอบผลการ hybridization ซึ่งแตละขั้นตอนมีรายละเอียดดังนี้

3.4.1 การเตรียม DNA blot

  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสาหรายสไปรูลินาที่คาดวาไดรับการถายยีนที่มีความ
เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ตัวอยางละ 2 ไมโครลิตร นําไปตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที 
เพื่อแยกดีเอ็นเอใหเปนสายเดี่ยวแลวนํามาแชในน้ําแข็งทันที ตอจากนั้นนํามาหยดลงบนไนลอน 
เมมเบรน ผึ่งไนลอนเมมเบรนใหแหง กอนนําไนลอนเมมเบรนไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 40
วินาที เพื่อตรึงดีเอ็นเอไวกับไนลอนเมมเบรน
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3.4.2 การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) สําหรับปฏิกิริยา hybridization ดวยเทคนิค 
PCR labeling

ใชพลาสมิด pBI121 เปนดีเอ็นเอตนแบบในการเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบโดยใช
พลาสมิดปริมาณ 200 พิโคกรัม และใชไพรเมอรที่จําเพาะสําหรับยีน gus (กัญจนา, 2549) ซึ่งใช
ไพรเมอร GUS-forward และ GUS-reverse อยางละ 0.5 ไมโครโมลาร และติดฉลากดีเอ็นเอ
ตรวจสอบดวย PCR DIG Labeling kit (บริษัท Roche Applied Science) ใชอุณหภูมิและเวลา
เชนเดียวกับปฏิกิริยา PCR ที่ใชในการตรวจสอบการมีอยูของยีน gus 

3.4.3 การทําปฏิกิริยา hybridization

นําไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 3.4.1 มา pre-hybridization ในสารละลาย 
hybridization (ภาคผนวก ก ตารางผนวกที่ 6) โดยเติมสารละลาย hybridization ลงในหลอด 
hybridization ที่ใสไนลอนเมมเบรน ใชปริมาตรสารละลาย 10 มิลลิลิตร ตอพื้นที่ไนลอนเมมเบรน 
100 ตารางเซนติเมตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นนําดีเอ็นเอตรวจสอบ
ที่ไดจากขอ 3.4.2 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดเซนตริฟวจที่มีน้ํากลั่นปริมาตร 50 
ไมโครลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที แลวแชในน้ําแข็งทันที 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย hybridization ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดดังกลาว แลวจึงนํา
สารละลายที่ไดทั้งหมดไปเติมลงในหลอด hybridization ที่มีไนลอนเมมเบรนอยูเพื่อทําปฏิกิริยา 
hybridization โดยบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง 

3.4.4 การตรวจสอบผลการ hybridization

นําไนลอนเมมเบรนที่ผานการ hybridization แลวจากขอ 3.4.3 มาลางดวย
สารละลาย low stringency buffer (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) โดยเติมสารละลายใหทวมไนลอน
เมมเบรนเขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 ครั้ง แลวลางดวย
สารละลาย high stringency buffer (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) โดยเขยาเบาๆ ที่อุณหภูมิ
65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง แลวจึงลางไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย washing 
buffer (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) ที่เติม Tween 20 ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต เขยาที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ยายไนลอนเมมเบรนลงในถุงพลาสติก เติมสารละลาย
blockingsolution (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในถุงและปดปากถุงใหสนิท
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นําไปเขยาเบาๆ บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที แลวนําไนลอนเมมเบรนไปแชใน
สารละลาย anti-digoxigenin conjugated alkaline phosphate ที่เจือจาง 1 : 10,000 สวนในสารละลาย 
blocking solution เขยาเบาๆ ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที ลางไนลอนเมมเบรนดวย washing buffer 
2  ครั้ง ๆ ละ 15 นาที แลวปรับสภาพไนลอนเมมเบรนดวยการแชไนลอนเมมเบรนลงในสารละลาย 
detection buffer (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) นาน 3 นาที โดยไมตองเขยา ยายไนลอนเมมเบรนมาวาง
ลงบนแผนพลาสติก ผสมสารละลาย detection buffer เขากับ chemiluminescent substrate (CDP 
starTM) ในอัตราสวน 1:500 ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร แลวนําไปเกลี่ยลงบนไนลอนเมมเบรนให
ทั่ว วางไนลอนเมมเบรนไวในที่มืดนาน 15 นาที แลวจึงรีดเอาสารละลายสวนเกินทิ้ง นําไนลอน 
เมมเบรนไปประกบกับแผนฟลมโดยทําในหองมืดนาน 10-60 นาที เมื่อครบกําหนดจึงลางฟลมดวย
สารละลาย developer และ fixer แลวตรวจดูภาพที่ปรากฏบนแผนฟลม

3.5 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในจีโนมของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน
โดยเทคนิค Southern PCR hybridization

3.5.1 การเตรียมแผนไนลอนเมมเบรนสําหรับการตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ใน
สาหรายสไปรูลินาโดยเทคนิค Southern PCR hybridization

ภายหลังจากการตรวจสอบผลการถายยีนดวยเทคนิค PCR แยกแถบดีเอ็นเอดวย
วิธี อิเล็กโตรโฟรีซิส ตรวจดูดีเอ็นเอบนแผนเจลดวย UV-transilluminator แลว จึงทําการยายดีเอ็นเอ
นี้ไปยังไนลอนเมมเบรน (Hybond-N+ บริษัท Amersham) ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ ลางแผนเจลดวย
สารละลาย depurination (ภาคผนวก ก ตารางที่ 8) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหองนาน 10 
นาที ลางดวยน้ําดีไอออนไนซ จากนั้นปรับสภาพดีเอ็นเอโดยแชเจลในสารละลาย denaturation
(ภาคผนวก ก ตารางที่ 7) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง 5 นาที เทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา
ขั้นตอนเดิมอีกครั้งลางเจลดวยน้ําดีไอออนไนซ จากนั้นเติมสารละลาย neutralization (ภาคผนวก ก 
ตารางที่ 7) เขยาเบาๆ ที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที เทสารละลายทิ้งทําซ้ําขั้นตอนเดิมอีกครั้งลางเจล
ดวยน้ําดีไอออนไนซ

เตรียมชุดอุปกรณสําหรับการยายดีเอ็นเอจากเจลมาอยูบนไนลอนเมมเบรนโดย
วางกระดาษ Whatman 3 MM ใชเปนสะพานในอางที่มีสารละลาย 10X SSC (0.3 M sodium citrate 
และ 3 M NaCl) นําเจลที่ไดจากขั้นตอนดานบนมาแชในสารละลาย 10X SSC ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวนําแผนเจลวางคว่ําลงบนกระดาษ Whatman 3 MM 
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จากนั้นนําไนลอนเมมเบรนวางบนแผนเจล วางทับดวยกระดาษ 3MM จํานวน 3 แผน แลววางทับ
ดวยกระดาษซับหลายๆชั้นใหมีความหนาประมาณ 20 เซนติเมตร จากนั้นวางวัตถุที่มีน้ําหนัก
ประมาณ 0.5กิโลกรัม ทับบนกระดาษซับอีกชั้น ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18 ชั่วโมง เพื่อให
แถบดีเอ็นเอเคลื่อนยายจากแผนเจลขึ้นมา ติดอยูบนไนลอนเมมเบรน จากนั้นลอกไนลอน 
เมมเบรนออกจากเจลแลวนํามาแชในสารละลาย 2X SSC นาน 5 นาที ตากไนลอนเมมเบรนใหแหง   
แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดกับไนลอน
เมมเบรนและนําไปทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นในขั้นตอนตอไป

3.5.2 การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) สําหรับทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นดวย
เทคนิค PCR labeling

ใชพลาสมิด pBI121 เปนดีเอ็นเอตนแบบในการเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบโดยใช
ความเขมขนของพลาสมิด 250 พิโคกรัม และใชไพรเมอรที่จับจําเพาะในยีน gus  ซึ่งใชสวนผสม
สําหรับทําปฏิกิริยา และ อุณหภูมิเชนเดียวกับปฏิกิริยา PCR ที่ใชในการตรวจสอบการมีอยูของยีน
gus (ภาคผนวก ก ตารางที่ 5)

3.5.3 การทําปฏิกิริยา hybridization

นําไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 3.5.1 มา pre-hybridization ในสารละลาย 
hybridization (ภาคผนวก ก ตารางผนวกที่ 7) โดยเติมสารละลาย hybridization ลงในหลอด 
hybridization ที่ใสไนลอนเมมเบรน ใชปริมาตรสารละลาย 10 มิลลิลิตร ตอพื้นที่ไนลอนเมมเบรน 
100 ตารางเซนติเมตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นนําดีเอ็นเอตรวจสอบ
ที่ไดจาก  ขอ 3.5.2 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดเซนตริฟวจที่มีน้ํากลั่นปริมาตร 50 
ไมโครลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที แลวแชในน้ําแข็งทันที 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย hybridization ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดดังกลาว แลวจึงนํา
สารละลายที่ไดทั้งหมดไปเติมลงในหลอด hybridization ที่มีไนลอนเมมเบรนอยูเพื่อทําปฏิกิริยา 
hybridization โดยบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง 
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3.5.4 การตรวจสอบผลการ hybridization

นําไนลอนเมมเบรนที่ผานการ hybridization แลวจากขอ 3.5.3 มาตรวจผลการ 
hybridization โดยมีขั้นตอนเชนเดียวกับขอ 3.4.4 

4.  สถานที่ทําการทดลอง

หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเซลล เนื้อเยื่อพืชและถายยีน ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม

5.  ระยะเวลาการทดลอง

เริ่มการทดลองตั้งแต เดือนมิถุนายน 2549 สิ้นสุดการทดลอง เดือนกุมภาพันธ 2553



ผลและวิจารณ

1.  การเพาะเลี้ยงและการแยกเซลลไรผนังสาหรายเกลียวทอง

1.1 การเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217

จากการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 พบวา 
เซลลมีการเจริญเติบโตแบบ Sigmoid curve โดยมีการเจริญเติบโตในระยะ exponential phase จนถึง
ระยะ stationary phase อยูในชวงวันที่ 2-20 ของการเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 7) โดยวันที่ 2 คือวันที่เริ่มเขา
สูระยะ exponential phase และวันที่ 18 เริ่มเปลี่ยนเขาสูระยะ stationary phase และสิ้นสุดระยะนี้ใน
วันที่ 20 ของการเพาะเลี้ยง หลังจากนั้นจึงเขาสูระยะ death phase ซึ่งเซลลมีน้ําหนักแหงลดลงอยาง
ชัดเจน เนื่องจากประชากรเซลลมีมากขึ้นทําใหอาหารอาจไมเพียงพอ ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ
สุชาติ (2530) ที่เพาะเลี้ยง Spirulina maxima โดยใชอาหารสูตร Zarrouk และพบวาระยะ 
exponential phase อยูประมาณวันที่ 6-24 ของรอบระยะการเพาะเลี้ยง 40 วัน 

ภาพที่ 7  รูปแบบการเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทอง (Spirulina platensis) สายพันธุ TISTR 
8217 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส 
ใหแสงที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาทีตลอดเวลา เปนระยะเวลา 
1 เดือน คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติ (p≤0.05) เปรียบเทียบ
โดยวิธี DMRT ( 1 = ระยะ lag phase, 2 = ระยะ exponential phase, 3 = ระยะ retardation
phase, 4 = ระยะ stationary phase, 5 = ระยะ death phase ) (ยุวดี, 2543)
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1.2 การแยกเซลลไรผนังจากสาหรายเกลียวทอง

จากการศึกษาเอนไซมไลโซไซมความเขมขน 0.025-0.05 เปอรเซ็นต รวมกับ EDTA 
ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต ที่มีผลตอการแยกเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง ในระยะเวลา 
3 ชั่วโมง (ตารางที่ 2) พบวา ที่ความเขมขนของไลโซไซม 0.035 เปอรเซ็นต เมื่อใชยอยเซลลที่อายุ 
8 วัน มีเปอรเซ็นตเซลลไรผนังที่แยกไดสูงที่สุด โดยไมพบเซลลแตกหรือเซลลที่เสียหาย สวนความ
เขมขนที่ใหผลดีรองลงมาคือ 0.05 เปอรเซ็นต ที่อายุ 6 วัน และ 0.025 เปอรเซ็นต ที่ยอยเซลลอายุ 
10 วัน แตอยางไรก็ตามจากการสังเกตพบวาที่ความเขมขนของไลโซไซม 0.05 เปอรเซ็นต มีเซลล
แตกเพิ่มมากขึ้นเมื่อบมนาน 3 ชั่วโมง 

เมื่อพิจารณาอายุของสาหรายพบวาชวงระยะการเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทองที่
ใหเปอรเซ็นตการเกิดเซลลไรผนังสูงอยูในชวงระยะ exponential phase คือ ชวงวันที่ 6-10 ของการ
เพาะเลี้ยง (ภาพที่ 8) ซึ่งเปนระยะที่มีการแบงเซลลสูงที่สุด เซลลมีความแข็งแรงสมบูรณเนื่องจาก
ไดรับอาหารและปจจัยทางกายภาพที่เหมาะสม จึงทําใหสามารถแยกเซลลไรผนังไดจํานวนมาก 
สอดคลองกับงานวิจัยของ Ping et al., (2005) ซึ่งไดรายงานวา ความเขมขนของไลโซไซมที่
เหมาะสมสําหรับใชแยกโปรโตพลาสตของ Cyanobacteria ชนิดตาง ๆ เชน Anabaena sp. และ 
Nostoc flagelliforme อยูในชวง 0.03–0.4 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสายพันธุ และปจจัยทางกายภาพ
ในการเพาะเลี้ยง ซึ่งมีผลตอความสมบูรณแข็งแรงของเซลล

จากงานวิจัยนี้พบวาวิธีการที่เหมาะสมในการแยกเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง
สายพันธุ TISTR 8217 คือใชสาหรายที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk อายุ 8 วัน นํามายอยผนัง
เซลลออกโดยใชไลโซไซมความเขมขน 0.035 เปอรเซ็นต ที่เติม EDTA ความเขมขน 0.08 
เปอรเซ็นต ซึ่งทําใหไดเซลลไรผนังมากที่สุดถึง 55 เปอรเซ็นต โดยมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) กับการใชไลโซไซมความเขมขน 0.025 และ 0.05 เปอรเซ็นต
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ตารางที่ 2  ผลของความเขมขนของเอนไซมไลโซไซม 0.025-0.05 เปอรเซ็นต ที่ใชรวมกับ
EDTA ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต ตอการแยกเซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินา 
สายพันธุ TISTR 8217 ในระยะเวลา 3 ชั่วโมง

ความเขมขน
ของ

ไลโซไซม (%)

จํานวนวันเพาะเลี้ยงที่ได
เซลลไรผนังมากที่สุด

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นต
เซลลไรผนังสูงที่สุด1/

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตเซลล
ไรผนังตลอดการ

ทดลอง1/

0.025 10 33.3 b 20.22 b
0.035 8 55 a 26.25 a
0.05 6 34.17 b 19.64 b
เฉลี่ย 8 40.82 22.04
F-test * *

1/ คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีมีความแตกตางทางสถิติ (p≤0.05) 
เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT

ภาพที่ 8 เซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาสายพันธุ TISTR 8217 ที่แยกไดโดยใชไลโซไซม
0.025-0.05 เปอรเซ็นต รวมกับ EDTA ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต และบมเปน
ระยะเวลา 3 ชั่วโมงเมื่อทดสอบกับสาหรายสไปรูลินาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk 
ที่อายุตางกัน
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1.3 การพัฒนาของเซลลไรผนังสาหรายเสไปรูลินา

จากการทดสอบอาหารสูตร Zarrouk ดัดแปลง จํานวน 5 สูตร สําหรับเพาะเลี้ยงเซลล 
ไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ที่ไดจากการยอยตามวิธีการที่เหมาะสมตามที่
กลาวแลว โดยตรวจสอบการพัฒนาของเซลลภายหลังจากการเลี้ยงภายใตกลองจุลทรรศน พบวา
มีลักษณะรูปรางของเซลลที่ตรวจพบ 4 ลักษณะ (ภาพที่ 9) คือ 1) เซลลแตก พบเซลลลักษณะกลมที่
ผนังเซลลมีความเสียหาย มีลักษณะของเซลลไมสมบูรณ มีสีซีด 2) hormogonia เซลลรูป
ทรงกระบอกยื่นออกมาจากเซลลกลม 3) segment เซลลรูปทรงกระบอกเรียงตอกันเปนสายยาว
มีปลายทู  และ 4) trichome เซลลรูปทรงกระบอกเรียงตัวกันเปนสายยาวและบิดเปนเกลียว ทั้งนี้ 
การพัฒนาของเซลสาหรายเกลียวทองตามปกตินั้น ลักษณะที่ 4 คือ trichome จัดวามีการพัฒนาไดดี
ที่สุด รองลงมาคือ segment และ hormogonia ตามลําดับ (Richmond, 1986)

หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วันพบวา สูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง
เซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ใหพัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณ คือ 
สูตร Zarrouk เขมขน ½  เทา ที่สามารถเพาะเลี้ยงใหเซลลเจริญเติบโตพัฒนาจากเซลลไรผนังเปน
เซลลที่มีลักษณะ trichome ไดถึง 33 เปอรเซ็นต และไมพบเซลลแตก สูตรอาหารที่ใหผลรองลงมา
คือสูตร Zarrouk ปกติ ซึ่งเซลลไรผนังสามารถพัฒนาเปน trichome ได 11-12 เปอรเซ็นต โดยไมพบ
เซลลแตกเชนกัน แตกตางจากสูตรอาหารในกลุมที่เหลือ คืออาหารสูตร Zarrouk เขมขน 2 เทา 
สูตร Zarrouk ที่มีความเขมขนของ NaCl 2 เทา และ สูตร Zarrouk ที่มีความเขมขนของ NaHCO3 2 
เทา  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ที่เซลลไรผนังไมสามารถเจริญเติบโต ไดพบลักษณะเซลล
แตกทั้งหมด (ภาพที่ 10)

ภาพที่ 9  พัฒนาการในระยะตางๆของเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ที่
ตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วัน

hormogonia (100x)  segment (100x) trichome (40x)เซลลแตก (40x)
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ภาพที่ 10 การพัฒนาของเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ไปเปนเซลล
 ระยะตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ดัดแปลงเปนเวลา 20 วัน

2.  การทดสอบปจจัยที่เกี่ยวของกับการถายยีนโดยวิธีกระแสไฟฟา

ในการถายยีนโดยวิธีกระแสไฟฟามีปจจัยที่ตองคํานึงถึงหลายปจจัย เชน อายุ และลักษณะ
ของเซลลเปาหมายที่ไดรับการถายยีน ความแรงของสนามไฟฟา ความเขมขนของสารปฎิชีวนะ
ในการคัดเลือกเซลลที่มีชีวิตรอดหลังการถายยีน เพื่อใหไดประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด แตใน
การทดลองครั้งนี้ปจจัยที่สําคัญในการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา คือ
การศึกษาความแรงของสนามไฟฟาที่เหมาะสม และ การทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะ

2.1 การทดสอบสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือกเซลลสาหรายที่ไดรับการถายยีน

ในการถายยีนเขาสูเซลลสาหรายนั้นนอกจากมีการถายยีนรายงานผล (reporter gene) 
และยีนที่สนใจเขาสูพืช แลวมักจะมีการถายยีนเครื่องหมายเพื่อการคัดเลือก (selectable marker 
gene) ควบคูไปดวย เพื่อชวยในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีน การใชยีนคัดเลือกที่
เหมาะสมจึงเปนปจจัยสําคัญประการหนึ่งที่ชวยใหการถายยีนเขาสูพืชประสบผลสําเร็จ โดยยีน
เครื่องหมายที่แทรกเขาไปรวมตัวอยูในจีโนมของพืชหลังจากการถายยีนจะทําใหเซลลที่ไดรับการ
ถายยีนจะสามารถแสดงลักษณะตานทานตอสารเคมีตางๆ ที่จําเพาะกับยีนที่ใชในการคัดเลือก ทําให
เซลลดังกลาวสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได สวนเซลลที่ไมไดรับการถายยีนนั้นๆ 
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จะไมสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได (Komari et al., 1996) ยีนคัดเลือกสวนใหญมักเปน
ยีนที่สรางความตานทานตอสารปฏิชีวนะ (Miki and McHugh, 2004)

สารที่ใชในการคัดเลือกตองสอดคลองกับยีนคัดเลือกที่ใช และความเขมขนของสาร
คัดเลือกตองเหมาะสมตอชนิดและพันธุสาหราย เนื่องจากการใชความเขมขนที่ระดับต่ําเกินไปจะ
ทําใหเซลลที่ไมไดรับการถายยีนสามารถเจริญเติบโตได มีผลทําใหการคัดเลือกนั้นไมประสบ
ผลสําเร็จ และในทางตรงกันขามการใชสารคัดเลือกที่ระดับความเขมขนสูงเกินไป อาจทําใหเซลลที่
ไดรับการถายยีนไมสามารถเจริญเติบโตได เนื่องจากเซลลที่ไดรับการถายยีนนั้นสามารถทนทาน
ตอสารคัดเลือกไดในระดับความเขมขนหนึ่งเทานั้น นอกจากนี้เซลลหรือเนื้อเยื่อที่ตายอาจปลอย
สารชนิดอื่นที่เปนพิษมายับยั้งการเจริญหรือไปขัดขวางการเคลื่อนยายธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับ
เซลลที่ไดรับการถายยีนที่ยังมีชีวิตอยู (Zhang et al., 2005) ดังนั้นจึงตองมีการทดสอบหาระดับ
ความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมกับพืชแตละชนิดเพื่อใชกําจัดเซลลที่ไมไดรับการถายยีน 
โดยความเขมขนที่เหมาะสมนั้นเซลลที่ไดรับการถายยีนจะสามารถมีชีวิตรอดได สวนเซลลที่ไมได
รับการถายยีนจะตาย ซึ่งมักจะเลือกความเขมขนที่ต่ําที่สุดที่ทําใหเซลลที่ไมไดรับการถายยีนตาย
ทั้งหมด

เนื่องจากในพลาสมิด pBAD-TOPO® ที่ถายเขาสูสาหรายสไปรูลินามียีนคัดเลือกที่ทํา
ใหเซลลตานทานตอสารปฏิชีวนะ ampicillin และไมมีรายงานการทดสอบความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะ ampicillin ที่ใชเปนสารคัดเลือกในสาหรายสไปรูลินา ดังนั้นในการทดลองนี้จึงได
ทดสอบความทนทานของเซลลสาหรายสไปรูลินาตอสารปฏิชีวนะ ampicillin เพื่อใหทราบความ
เขมขนต่ําสุดที่ทําใหเซลลที่ไมไดรับการถายยีนตานทาน ampicillin ตายหมดภายใน 4 สัปดาห โดย
นําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา ที่เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Zarrouk ½  เทา มาปนเหวี่ยงใหเซลล
ตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที หลังจากนั้นนํามาตรวจนับเซลล และปรับให
ไดความเขมขนประมาณ 4×106  เซลลตอมิลลิลิตร  นําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา 100 
ไมโครลิตร ใสในอาหารเหลวสูตร Zarrouk ½  เทา ที่เติมสารปฎิชีวนะ ampicillin ใหมีความเขมขน
สุดทาย 50, 150, 300, 600 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 วัน

จากผลการทดลองพบวาเซลลไรผนังสาหราย ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร Zarrouk ½  เทา
ที่ไมเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin เซลลสาหรายสไปรูลินายังคงเขียวและมีเซลลใหมเกิดขึ้น สําหรับ
เซลลสาหรายที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Zarrouk ½  เทา ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความ
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เขมขน 600 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในสัปดาหแรกของการเพาะเลี้ยง พบวาเซลลไมมี
การเจริญเติบโต และจะคอยๆ เปลี่ยนเปนสีเหลืองและตายภายใน 1-2 สัปดาห สวนเซลลไรผนัง
สาหรายที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความเขมขน 300 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 1-2 เซลลสาหรายยังคงมีสีเขียวและเซลลเจริญเติบโตขึ้นเล็กนอย แตเซลล
สาหรายดังกลาวจะคอยๆ เปนสีเหลืองซีดและเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลจนตายทั้งหมดภายในสัปดาหที่ 4 
และที่ความเขมขน 50 และ150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบเปอรเซ็นตการรอดชีวิตที่ 80 และ 50
เปอรเซ็นต โดยในสัปดาหที่ 1-2 เซลลสาหรายยังคงมีสีเขียวและเซลลเจริญเติบโตขึ้นเล็กนอย แต 
จะมีเซลลสาหรายบางสวนคอยๆ เปนสีเหลืองซีด ตอมาในสัปดาหที่ 3-4 เซลลจะเริ่มพัฒนาเปน
ระยะตางๆมากขึ้น และมีสีเขียวเขมขึ้น (ตารางที่ 3)  ดังนั้นความเขมขนต่ําสุดของสารปฏิชีวนะ 
ampicillin ที่ทําใหเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาตายทั้งหมดภายในสัปดาหที่ 4 คือ ที่ความเขมขน 
300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตารางที่ 3  ผลของสารปฎิชีวนะ ampicillin ตอเซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินา สายพันธุ TISTR 
8217 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรสูตร Zarrouk เขมขน ½  เทา ที่เติม ampicillin ความ
เขมขน 0-1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในระยะเวลา 4 สัปดาห

ความเขมขน
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

การมีชีวิตรอด
(รอยละ)

ลักษณะการเปลี่ยนแปลง

0 100 เซลล spheroplast เจริญไดตามปกติ
50 80 เซลล spheroplast เจริญไดแตมี

บางสวนสีซีดเหลืองและตาย
150 50 เซลล spheroplast ไมมีการพัฒนา

บางสวนสีซีดเหลือง และตาย
300 0 เซลล spheroplast มีสีน้ําตาลเหลือง
600 0 เซลล spheroplast มีสีน้ําตาลเหลือง

1,000 0 เซลล spheroplast มีสีน้ําตาลเหลือง
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2.2 ผลการศึกษาความแรงของสนามไฟฟา (field strength) ที่มีผลตอเซลล spheroplast ของ
สาหรายสไปรูลินา

การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา มีปจจัยที่สําคัญประการหนึ่ง
ในการถายยีนคือ ความแรงของสนามไฟฟา เนื่องจากสาหรายแตละสายพันธุมีความจําเพาะตอ
ความแรงของสนามไฟฟาแตกตางกัน ความแรงของสนามไฟฟาที่มากเกินไปจะสงผลตอผนังเซลล
สาหราย อาจทําใหเกิดความเสียหายของผนังเซลลมากเกินไป 

การศึกษาชวงของความแรงสนามไฟฟาที่ยังคงทําใหเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา
พัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณ ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาความแรงของสนามไฟฟาในชวง 4 ถึง 8 กิโลโวลต
ตอเซนติเมตร เพื่อหาคาที่เหมาะสมสําหรับความแรงสนามไฟฟาที่ยังคงทําใหเซลล spheroplast 
ของสาหรายสามารถพัฒนาไปเปนเซลลสาหรายที่สมบูรณไดในระยะเวลา 1 เดือน 

เมื่อทดลองกระตุนเซลลดวยความแรงของสนามไฟฟาจาก 4 ถึง 8 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร โดยใชเครื่องถายยีนโดยใชกระแสไฟฟารุน BioRad MiniPulser Electroporation System 
ซึ่งไมสามารถกําหนดคาระยะเวลาไดนั้นพบวา กระแสไฟฟา 4-8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร มี
ระยะเวลาในการใหกระแสไฟฟาอยูในชวง 2-4 มิลลิวินาที ซึ่งผลตอเซลลสาหรายนั้นพบวา เมื่อ
ความแรงของสนามไฟฟาเพิ่มขึ้นทําใหเปอรเซ็นตการ regeneration ลดลงอยางเห็นไดชัด 
(ภาพที่ 11) และนอกจากนี้การใชความแรงของสนามไฟฟาที่สูงขึ้นตั้งแต 6-8 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร เมื่อนําเซลล spheroplast ไปเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ½ เทา พบวาทําใหอาหาร
เพาะเลี้ยงเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีน้ําเงินจาง ซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากความแรงของสนามไฟฟาที่สูงขึ้น
ทําใหผนังเซลลของสาหรายสไปรูลินาเกิดการทะลุมากขึ้นจนไมสามารถกลับคืนสูสภาพเดิมได ทํา
ใหสารตางๆ ภายในเซลลสาหรายสไปรูลินาโดยเฉพาะสารในกลุมไฟโคไซยานินซึ่งมีสีน้ําเงินหลุด
ออกมามากขึ้น จึงทําใหสีของอาหารเพาะเลี้ยงเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินจางๆ และทําใหเซลลตายไดใน
ที่สุด

จากการทดลองนี้พบวาความแรงสนามไฟฟาที่เหมาะสมในการถายยีนเขาสูสาหราย 
สไปรูลินา คือ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ซึ่งทําใหเกิดการพัฒนาเซลลไรผนังมากที่สุดถึง 37
เปอรเซ็นต รองลงมาคือ การใชความแรงสนามไฟฟาที่ 5 เเละ 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ที่มีผล 
ทําใหมีการพัฒนาเซลลไรผนังรองลงมาคือ 24 และ17 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) กับการใชความแรงสนามไฟฟาที่ 7 และ 8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ซึ่งผล



47

ดังกลาวนี้สอดคลองกับงานวิจัย ศรีสุพร (2536) ที่รายงานวาความแรงของสนามไฟฟาที่เหมาะสม
สําหรับสาหรายสไปรูลินาสายพันธุอิตาลีอยูในชวง 3-6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร และในรายงานของ 
Chaing et al., (1992) ที่รายงานวาความแรงของสนามไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับ Anabaena sp. สาย
พันธุ M131 ที่ 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร และใชเวลา 5 มิลลิวินาที

ภาพที่ 11  การพัฒนาเซลลของสาหรายสไปรูลินา สายพันธุ TISTR 8217 ที่ไดรับการกระตุนเซลล
ดวยกระแสไฟฟาที่มีความแรงของสนามไฟฟา (field strength) จาก 4 ถึง 8 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร แลวนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ½  เทาในหองควบคุม อุณหภูมิ
ที่ 30 องศา เซลเซียส ใหแสงที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
ตลอดเวลาเปนระยะเวลา 1 เดือน (คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรที่เหมือนกันไมมีความ
แตกตางทางสถิติ (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT)

3.  การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินา 

3.1 การสรางพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus สําหรับการถายยีน

นําพลาสมิด pBI121 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI และ BamHI แลวนํามา
แยกขนาดบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แลวเลือกชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2,100 คูเบส ซึ่งมี
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สวนของ 35SCaMV โปรโมเตอร และยีน gus โดยสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช QIA quick 
extraction (Qiagen) เพื่อนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสวนของยีน gus  โดยใชไพรเมอร GUS-
(forward) และ GUS- (reverse) (กัญจนา, 2549) ซึ่งจะไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด1,800 คูเบส แลวจึง
นํามาแยกขนาดบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นตอีกครั้ง แลวสกัดดีเอ็นเอขนาด 1,800 คูเบส
ออกจากเจลโดยใช QIA quick extraction (บริษัท Qiagen) หลังจากนั้นนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
สวนนี้อีกครั้ง เพื่อใหมีปริมาณชิ้นยีน gus มากพอสําหรับนําไปเชื่อมตอกับพลาสมิด pBAD-TOPO®

เมื่อทําปฏิกิริยา ligation เพื่อเชื่อมตอพลาสมิด pBAD-TOPO® ที่มีขนาด 4.1 กิโลเบส 
เขากับยีน gus ที่มีขนาด 1,800 คูเบส ที่ไดจากวิธีการขางตนแลว จะได พลาสมิด
pBAD-TOPO®/gus ซึ่งเมื่อตรวจสอบการเชื่อมตอโดยนําไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรียเจาบาน 
(ภาคผนวก ก) แลวนํามาเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin และตรวจสอบ
โคโลนีเดี่ยวที่ รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร pBAD-(forward) และ 
pBAD-(reverse) (บริษัท invitrogen) เพื่อตรวจสอบการมีอยูของ บางสวนของพลาสมิด pBAD-
TOPO®  ซึ่งเมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแลวจะไดขนาดชิ้นยีน 731 คูเบส และใชไพรเมอร GUS-
(forward) และ GUS-(reverse) เพื่อตรวจสอบการมีอยูของชิ้นยีน gus ซึ่งเมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแลว
จะไดขนาดชิ้นยีน 1,800 คูเบส โดยตรวจสอบทั้ง 2 สวนในโคโลนีเดี่ยวทั้ง 3 โคโลนีที่รอดบน
อาหารสูตรคัดเลือก

ผลการทดลองพบวา หลังจากนําผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ไปวิเคราะหขนาดของ
ดีเอ็นเอโดยวิธีอิเลคโทรโฟไรซีสบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต ที่ความตางศักย 100 โวลต 
เปนเวลา 45 นาที แลวยอมเจลในสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด เมื่อนําไปตรวจสอบภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต พบวา ทั้ง 3 โคโลนีที่นํามาตรวจสอบพบแถบชิ้นดีเอ็นเอขนาด 731 คูเบส เมื่อใช
ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของพลาสมิด pBAD-TOPO® (ภาพที่ 12) และพบชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 1,800 คูเบส เมื่อใชไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีน gus  (ภาพที่ 13) แสดงวาพลาสมิด
pBAD-TOPO®/gus มียีน gus เชื่อมตอกับพลาสมิด pBAD-TOPO® แลวสามารถนําพลาสมิด
pBAD-TOPO®/gus ที่เตรียมไดนี้ใชในการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาตอไปได
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ภาพที่ 12  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เมื่อตรวจสอบโคโลนีที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกโดยใช
ไพรเมอรที่จําเพาะตอบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® เมื่อนํามาแยกขนาดชิ้น
ดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาด 731 คูเบส
M = 1 kb DNA ladder marker (บริษัท Fermentas) 
R1-R3 = ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชโคโลนีเดี่ยวที่เกิดจากปฏิกิริยา ligation ของ

พลาสมิด pBAD-TOPO® และยีน gus (พลาสมิด pBAD-TOPO®/gus) โคโลนีที่
1-3 ตามลําดับ

P = positive control ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ใชพลาสมิด pBAD-TOPO® เปน ดีเอ็นเอ
ตนแบบ

   500 bp
   1000 bp

bp
   731 bp

  M   R1  R2  R3  P
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ภาพที่ 13  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เมื่อตรวจสอบโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gus แยกขนาด
ชิ้นดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาด 1,800 คูเบส
M = 1 kb DNA ladder marker (บริษัท Fermentas)
R1-R3 = ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชโคโลนีเดี่ยวที่เกิดจากปฏิกิริยา ligation ของ 

พลาสมิด pBAD-TOPO® และยีน gus (พลาสมิด pBAD-TOPO®/gus) โคโลนี 
ที่ 1-3 ตามลําดับ

P =  positive control ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ใชพลาสมิด pBI121 เปนดีเอ็นเอตนแบบ

3.2 การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation)

จากการทดลองที่ผานมาเมื่อทดสอบปจจัยที่ใชในการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินา 
พบวา ชวงความแรงของกระแสไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินานั้นอยู
ในชวง 4 ถึง 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร และเมื่อถายพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus เขาสูสาหรายสไป
รูลินาเรียบรอยแลว จะนําสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนนั้นไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่
เหมาะสมคือ Zarrouk ½  เทา ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความเขมขน 300 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

หลังจากนั้นนําพลาสมิด pBADTOPO /gus  เขาสูเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาโดย
วิธีใชกระเเสไฟฟา โดยใชเครื่องถายยีนดวยกระแสไฟฟารุน BioRad MiniPulser Electroporation 
System ดวยความแรงคาสนามไฟฟา (field strength) 4,  5 และ 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร หลังจาก

   1500 bp
   2000 bp    1800 bp
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นั้นยายเซลลสาหรายออกจาก cuvette ไปเพาะเลี้ยงโดยใชหลอดไมโครเซนตริฟวจ เติมอาหาร
Zarrouk ½  เทา 1 มิลลิลิตรที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 300
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน โดยในวันที่ 15 และ 30 วัน สุมเซลลมา
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวิธีการตางๆ ดังตอไปนี้

3.3 การตรวจสอบการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation) เขาสูสาหราย
สไปรูลินา

3.3.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี GUS 
histochemical assay 

นําสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนดวยความแรงของสนามไฟฟา 4-6 กิโล
โวลตตอเซนติเมตร ทรีตเมนตละ 5 ซ้ํา มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวดวยวิธี 
GUS histochemical assay (ตารางผนวกที่ 3) (Jefferson et al., 1987)โดยใชเซลลแขวนลอยสาหราย 
สไปรูลินา 100 ไมโครลิตร ตรวจสอบการเกิดสีน้ําเงินบนเซลลสาหรายดวยกลองจุลทรรศนแบบ 
compound บันทึกจํานวนเซลลที่ติดสีน้ําเงิน

จากผลการทดลอง (ตารางที่ 4) พบวา  ตรวจสอบพบการติดสีน้ําเงินเฉพาะเซลล
สาหรายที่ไดรับความแรงกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร เฉพาะภายหลังจากการถายยีน 
15 วันเทานั้น (ภาพที่ 14) จํานวนเซลลที่ติดสีน้ําเงินสุมตรวจจาก 100 ไมโครลิตรของเซลล
แขวนลอยสาหราย สไปรูลินา โดยสุมครั้งละ 2 ไมโครลิตร จํานวน 10 ครั้ง เมื่อคิดเปนเปอรเซ็นต
การติดสีน้ําเงินไดเปน 40 เปอรเซ็นต 

สําหรับทรีทเมนตอื่นๆ ตรวจไมพบการติดสีน้ําเงินในเซลลสาหราย ทั้งนี้อาจเกิด
ไดจากความแรงของสนามไฟฟาที่มีมากขึ้นจากการทดลองที่ใชความแรงสนามไฟฟาที่ 5-6 
กิโลโวลตตอเซนติเมตร ทําใหเซลลตายหรือผนังเซลลเสียหายมากเกินไปจึงไมสามารถซอมแซม
กลับมาได พบวาอาหารเพาะเลี้ยงเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินซึ่งสอดคลองกับรายงานของ ศรีสุพร (2536) 
ไดทําการถายยีนพลาสมิด pACYC 184 เขาสูสาหรายสไปรูลินาสายพันธุอิตาลี โดยใชความแรง
กระแสไฟฟาที่ 6-8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ทําใหเกิดสารละลาย Zarrouk เปนสีน้ําเงิน และ Chassy 
และคณะ (1988) ซึ่งทําการถายยีนในไซยาโนแบคทีเรียโดยใชกระแสไฟฟารายงานผลเชนเดียวกัน 
คือ ผลของความแรงสนามไฟฟาที่มากขึ้นจะทําใหเกิดชองวางขนาดใหญของผนังเซลลไซยาโน
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แบคทีเรีย ซึ่งแมวาเมื่อนํามาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่เหมาะสม แตผนังเซลลไซยาโนแบคทีเรียไม
สามารถกลับคืนสูสภาพปกติได ทําใหสวนประกอบตางๆภายในเซลลจะหลุดออกมา โดยเฉพาะ
รงควัตถุที่อยูในชั้นไทลาคอยดที่เชื่อมติดกับชั้นเยื่อหุมเซลลทําใหอาหารที่เพาะเลี้ยงเซลลมีสีฟา ซึ่ง 
Dower และ คณะรายงานวาประสิทธิภาพสูงสุดในการถายยีนโดยกระแสไฟฟากับสาหรายหลาย
ชนิดจะเกิดในชวงของความแรงของกระแสไฟฟาที่จํากัดเทานั้น

อีกกรณีหนึ่งพบวา ความแรงของกระแสไฟฟาที่มากเกินไปนั้นจะทําใหเซลลเกิด
ชองวางขนาดใหญ และผนังเซลลไมสามารถกลับสูสภาพปกติไดทําใหเซลลตายเปนจํานวนมาก 
และสําหรับวันที่ 30 หลังจากไดรับการถายยีนนั้นตรวจสอบแลวไมพบการติดสีน้ําเงินอาจ
เนื่องมาจากความไมเสถียร ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ ศรีสุพร (2536) ที่ไดถายยีนพลาสมิด 
pACYC184 เขาสูสาหรายสไปรูลินาสายพันธุอิตาลีดวยกระแสไฟฟาพบวา ความแรงของ
สนามไฟฟาที่เหมาะสมที่สุดคือ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ความตานทาน 200 โอหม เปนเวลา 5 
วินาที เมื่อตรวจสอบการมีอยูของบางชิ้นสวนของพลาสมิด pACYC184 หลังจากวันที่ 20 ของการ
ถายยีนไมพบการมีอยูของพลาสมิด เชนเดียวกับในการทดลองครั้งนี้พบการติดสีน้ําเงินเพียงในวันที่ 
15 หลังการถายยีนเทานั้น

ภาพที่ 14 ลักษณะการติดสีน้ําเงินของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนตรวจสอบภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบ compound หลังไดรับการถายยีน 15 วัน

ก.  เซลลไรผนังสาหรายที่ไมติดสีน้ําเงิน 
ข. และ ค.  เซลลไรผนังที่ติดสีน้ําเงิน

ก. ข. ค.
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ตารางที่ 4  เปอรเซ็นตเซลลที่ติดสีน้ําเงินการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี GUS 
histochemical assay หลังจากการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟาที่ความแรงของ
สนามไฟฟา 4-6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร

ความแรงของสนามไฟฟา
(kv/cm)

เวลา (เฉลี่ย) ที่ไดรับ
กระแสไฟฟา

มิลลิวินาที

ระยะเวลาการตรวจสอบ
หลังการถายยีน

เปอรเซ็นต
เซลลที่ติดสีน้ําเงิน

4 3.0 15 40
30 0

5 2.8 15 0
30 0

6 3.1 15 0
30 0

3.3.2 การคัดเลือกเซลลไรผนังสาหรายที่ไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือก

ในการถายยีนเขาสูเซลลสาหรายนอกจากยีนรายงานผลแลว ยังมียีนเครื่องหมาย  
ที่ชวยในการคัดเลือกเซลลสาหรายที่ไดรับการถายยีน ซึ่งหลังจากการถายยีนจะทําใหเซลลสาหราย
ที่ไดรับการถายยีนเหลานี้มีลักษณะตานทานตอสารเคมีตางๆที่มีในพลาสมิดที่ถายเขาไปในเซลล 
ทําใหเซลลดังกลาวสามารถเจริญเติบโตในอาหารคัดเลือกได

จากการทดลองนี้เมื่อนําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนแลวมา
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ½  เทา เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
เพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส ใหแสงโดยใชหลอดฟลูออเรสเซนต 
ที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่องตลอดเวลา เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 
โดยเปลี่ยนอาหารสูตรเดิมทุกสัปดาห เซลลที่รอดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกนี้เปน
เซลลที่คาดวาไดรับการถายยีน จากการทดลองพบวา เซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการ
ถายยีน และ ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus เมื่อเวลา 15 วัน และใหผลบวกซึ่งไดจาก
ทรีทเมนตที่ใชความแรงสนามไฟฟา 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร มีชีวิตรอดอยูไดจนถึงวันที่ 20 เมื่อ
เลี้ยงในอาหารคัดเลือก จากนั้นเซลลสาหรายเริ่มมีสีเหลือง และ เมื่อเพาะเลี้ยงไปจนถึง 4 สัปดาห
พบวาเซลลสาหรายตายทั้งหมด ในสวนของทรีทเมนตอื่นๆไมพบการเจริญเติบโตของเซลล
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สาหรายที่เลี้ยงในอาหารสูตรคัดเลือก ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการตรวจสอบการติดสี
น้ําเงินผลการทดลองที่ 3.3.1

เมื่อเพาะเลี้ยงเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาหลังจากไดรับการถายยีนในอาหาร
คัดเลือกแลว พบวาเมื่อ 20 วันเซลลสาหรายเริ่มมีการตาย อาจเนื่องจากเมื่อเซลลสาหรายเริ่มมีการ
พัฒนาเซลลไปในระยะตางๆ มีการสรางเซลลใหมๆเกิดขึ้น ทําใหมีโอกาสที่ยีนที่ถายเขาไปนั้นอาจ
ไมเกิดการถายทอดไปยังเซลลที่สรางขึ้นใหม จึงทําใหสาหรายไมสามารถเจริญเติบโตในอาหาร
คัดเลือกได ซึ่งสอดคลองรายงานของ ศรีสุพร (2536) ไดถายยีนพลาสมิด pACYC 184 เขาสู
สาหรายสไปรูลินาสายพันธุอิตาลี โดยใชความแรงกระแสไฟฟาที่ 6-8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร
มี chloramphenicol เปนสารปฏิชีวะนะคัดเลือก พบเซลลสาหรายตายเมื่อ 20 วันหลังการถายยีน
เนื่องจากพลาสมิดไมสามารถที่จะถายทอดและเพิ่มจํานวนได ทําใหเซลลสามารถทนอยูไดใน
ระยะเวลาหนึ่งเทานั้นและตายในที่สุด

3.3.3 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus และบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO®  
ในสาหรายสไปรูลินาที่คาดวาไดรับการถายยีนดวยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)

จากการนําไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gus และบางสวนของพลาสมิด 
pBAD-TOPO®  มาทําปฏิกิริยา PCR โดยใช ดีเอ็นเอของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนดวย  
พลาสมิด pBAD-TOPO®/gus  เปนเซลลตนแบบโดยทดสอบภายหลังการถายยีน 15 วัน ดวยความ
แรงกระแสไฟฟา 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ทดสอบจํานวน 3 ซ้ํา เพื่อตรวจสอบการคงอยูของยีน 
gus และบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO®  เปรียบเทียบกับสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการ
ถายยีน โดยนําผลจากปฏิกิริยา PCR ไปวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอิเลคโทรโฟรีซิสบน
อะกาโรสเจล เขมขน 0.8 เปอรเซ็นต ที่ความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที แลวยอมเจลใน
สารละลายเอทธิเดียมโบรไมด เมื่อนําไปตรวจสอบภายใตแสงอัลตราไวโอเลต พบวา ทุกซ้ําของ
สาหราย   สไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนพบแถบดีเอ็นเอขนาด1,800 คูเบสของยีน gus (ภาพที่15 ก.) 
และขนาด 731 คูเบสของบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® (ภาพที่15 ข.) แสดงถึง การมีอยู
ของพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ในสาหรายที่ไดรับการถายยีนที่ความแรงของสนามไฟฟา 4 กิโล
โวลตตอเซนติเมตร ซึ่งผลสอดคลองกับการตรวจสอบการติดสีน้ําเงินในการทดลองที่ 3.3.1 และ 
การคัดเลือกเซลลไรผนังสาหรายที่ไดรับการถายยีนในการทดลองที่ 3.3.2.
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ภาพที่ 15 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน gus (ก) และไพรเมอรที่
จําเพาะกับบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® (ข) เมื่อนํามาแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอบน
อะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต
M = 1 kb DNA ladder marker (บริษัท Fermentas)
N = negative control คือผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับ

การถายยีนเปนตนแบบ
P = positive control ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ใชพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus 

เปนตนแบบ
R1-R3  = ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ใชสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนเปน

ตนแบบซ้ําที่ 1 -3 ตามลําดับ

3.3.4 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน
พลาสมิด pBAD-TOPO®/gus โดยเทคนิค dot blot hybridization

จากการตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ดวยเทคนิค dot blot hybridization โดย
สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนดวยพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus  
หลังจากไดรับการถายยีน15 วัน โดยหยดดีเอ็นเอที่สกัดไดปริมาณ 1ไมโครกรัม ลงบนไนลอน
เมมเบรน จากนั้นนํามาตรวจสอบการมีอยูของยีน gus โดยนํามาไฮบริไดเซชั่นกับดีเอ็นเอตัว
ตรวจสอบของยีน gus ที่ติดฉลากดวยสารไรรังสี digoxigenin (DIG) แลวนําไปตรวจสอบผลโดยนํา

ข.

ก. 1,800 bp

   M         N                  P          R1       R2       R3

731 bp

     M           P       R1       R2       R3        N 
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ไนลอนเมมเบรนไปประกบกับแผนฟลม x-ray หากมีการเขาคูกันระหวางดีเอ็นเอที่สกัดไดกับ
ดีเอ็นเอที่ใชในการตรวจสอบจะใหผลเปนสัญญาณสีดําบนแผนฟลม โดยในการตรวจสอบนี้ใช
ดีเอ็นเอจากสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีนเปน negative control และดีเอ็นเอที่ไดจาก
พลาสมิด pBAD-TOPO®/gus และ pBI121 รวมไปถึงผลจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช ไพรเมอรสําหรับ
ยีน gus เปน positive control 

จากการทดลองพบวา พบสัญญาณสีดําบนแผนฟลมเมื่อตรวจสอบดวยดีเอ็นเอ
ตรวจสอบของยีน gus ในทั้งหมด 3 ซ้ําของสาหรายสไปรูลินาที่ผานการถายยีน และใหผล
เหมือนกันกับดีเอ็นเอตนแบบ (positive control) (ภาพที่ 16) แสดงวามียีน gus อยูในเซลลสาหราย
สไปรูลินา สวนสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีนไมปรากฏสัญญาณสีดําบนแผนฟลม ซึ่งผล
การทดลองนี้สอดคลองกับผลการทดลองที่ตรวจสอบดวยเทคนิค PCR  

ภาพที่ 16  การตรวจวิเคราะหการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาหลังจากที่ไดรับการ
ถายยีนพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ดวยความแรงกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร เปนเวลา 15 วัน
P1 =  positive control ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus
P2, P3  = positive control ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBI121 ซึ่งมียีน gus อยู
H20 = negative control (dH2O)
N = negative control ดีเอ็นเอที่ไดจากสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีน
R1- R3 = ดีเอ็นเอที่ไดจากสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนซ้ําที่ 1-3

         P1                    P2                               P3                             H2O

   N                      R1                            R2                                R3
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3.3.5 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน
พลาสมิด pBAD-TOPO®/gusโดยเทคนิค Southern PCR hybridization

การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ที่เขาไปรวมกับจีโนมของสาหรายสไปรูลินา 
ดวยเทคนิค Southern PCR hybridization เพื่อยืนยันวา ยีน gus  เขาไปรวมตัวกับจีโนมของสาหราย
สไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน โดยเลือกทดสอบเฉพาะสาหรายสไปรูลินาที่ผานการตรวจสอบดวย
เทคนิค PCR และ dot blot hybridization แลวใหผลเปนบวก และใชดีเอ็นเอจากสาหรายสไปรูลินา
ที่ไมไดรับการถายยีนเปน negative control และ ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus และ 
pBI121  รวมไปถึง ผลจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชไพรเมอรสําหรับยีน gus เปน positive control

จากการนําผลผลิต PCR ที่ไดจากขอ 3.3.3. มาแยกขนาดดวยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส 
โดยใชอะกาโรสเจล เขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แลวยายดีเอ็นเอลงบนแผนไนลอนเมมเบรน ซึ่งหากมีการ
เขาคูกันระหวางดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR กับดีเอ็นเอที่ใชในการตรวจสอบจะใหผลเปนสัญญาณสี
ดําบนแผนฟลม จากการทดลองพบวา พบแถบสัญญาณสีดําบนแผนฟลม (ภาพที่ 17 ข.) ที่ตําแหนง
เดียวกับแถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดดวยวิธี PCR (ภาพที่ 17 ก.) ซึ่งมีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 
1,800  คูเบส ในทุกซ้ําของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน  และใหผลเหมือนกันกับที่ทดสอบ
ในดีเอ็นเอตนแบบ (positive control) ซึ่งแสดงวามียีน gus  สวนสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการ
ถายยีนไมปรากฏสัญญาณสีดําบนแผนฟลม ซึ่งการทดลองนี้เปนการยืนยันผลวาสาหรายสไปรูลินา
ที่ไดรับการถายพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ที่ตรวจสอบผลเปนบวกจากวิธี PCR และ dot blot 
hybridization มียีน gus อยูจริง
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ภาพที่ 17  การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus โดยเทคนิค Southern PCR hybridization ในสาหราย
   สไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตรเปนเวลา 
   15 วัน  (ก.)  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เปรียบเทียบการตรวจสอบการมีอย ูของยีนโดย
   เทคนิค Southern PCR hybridization (ข.)
   M = 1 kb DNA ladder marker (บริษัท Fermentas)
   P1 =  positive control ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus
   P2, P3 =  positive control ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBI121
   H20 =  negative control (dH2O)
   N = negative control ดีเอ็นเอที่ไดจากสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีน
   R1-R3 = ดีเอ็นเอที่ไดจากสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนซ้ําที่ 1-3

ก.

ข.
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สรุปผลการทดลอง

สาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 มีการเจริญเติบโตในอาหาร สูตร Zarrouk
ในรอบระยะการเพาะเลี้ยง 30 วัน เปนแบบ sigmoid curve โดยมีการเจริญเติบโตในระยะ
exponential phase จนถึงระยะ stationary phase ประมาณวันที่ 4-20 ของการเพาะเลี้ยง และวิธีการ
ที่เหมาะสมในการแยกเซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินาสายพันธุนี้ คือการใชสาหรายที่เพาะเลี้ยง
ในอาหารสูตร Zarrouk อายุ 6-10 วัน นํามายอยผนังเซลลออกโดยใชไลโซไซมความเขมขน 0.035 
เปอรเซ็นต และเติม EDTA ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต ซึ่งทําใหไดเซลลไรผนังมากที่สุดถึง 55 
เปอรเซ็นต และสามารถชักนําใหเซลลไรผนังพัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณไดดีที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยง 
ในอาหารสูตร Zarrouk ½  เทา ที่สามารถเพาะเลี้ยงใหเซลลเจริญเติบโตพัฒนาจากเซลลไรผนัง
เปนเซลลที่มีลักษณะ trichome ไดถึง 33 เปอรเซ็นต ในเวลา 20 วัน และไมพบเซลลแตก 

ความเขมขนที่เหมาะสมของสารปฏิชีวนะ ampicillin ใชในการคัดเลือกเซลลไรผนังของ
สาหรายสไปรูลินา ที่ไดรับการถายยีน คือ 300 ไมโครกัมตอมิลลิลิตร ซึ่งความเขมขนดังกลาวนี้
สามารถกําจัดเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีนไดทั้งหมดภายใน 4 สัปดาห 

ความแรงสนามไฟฟา (field strength) ที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสูสาหราย
สไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟาอยูในชวง 4-6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ซึ่งชวงความแรงสนามไฟฟา
นี้ ยังคงทําใหเซลลไรผนังสามารถพัฒนาเจริญเปนเซลลสาหรายสไปรูลินาไดปกติ

การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินา โดยใชกระแสไฟฟาที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษาขางตน
แลวคัดเลือกในอาหารเหลวคัดเลือกสูตร Zarrouk ½  เทา รวมกับ สารปฏิชีวนะ ampicillin พบวา
เซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับความแรงกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร
สามารถรอดชีวิตและเจริญเติบโตไดหลังการถายยีน 20 วัน

เมื่อตรวจสอบการมีอยูของยีน gus และ pBAD-TOPO® ดวยเทคนิค PCR พบวาการมีอยู
ของยีน gus และชิ้นสวนของพลาสมิด และ pBAD-TOPO®  และพบการมีอยูของยีน gus  เมื่อ
ตรวจสอบดวยเทคนิค dot blot hybridization  และ Southern PCR hybridization  ภายหลังเพาะเลี้ยง
สาหราย  สไปรูลินาไดรับการถายยีนที่ความแรงสนามไฟฟา 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร เปนเวลา 
15 วัน ในอาหารคัดเลือก แตเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 30 วัน พบวาสาหรายตายทั้งหมด
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ตารางผนวกที่ ก1  องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร Zarrouk (1966)

ธาตุอาหาร ปริมาณ (กรัมตอลิตร)
Macronutriens

NaHCO3

NaNO3

CaCl2.2H2O
MgSO4.7H2O   
K2HPO4

K2SO2

NaCl

16.8
2.50
0.04
0.20
0.50
1.00
1.00

Fe-EDTA solution
Na2-EDTA
FeSO4.7H20

0.01
0.08

ตารางผนวกที่ ก2  องคประกอบของอาหาร Luria-Bertani Media (LB) (Maniatis et al., 1982) 
สําหรับเลี้ยงเชื้อ A. tumefaciens

สารเคมี กรัมตอลิตร
Bacto tryptone
Bacto yeast extract
NaCl
ปรับใหได pH 7.0
agar

10.0
5.0
10.0

15.0
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ตารางผนวกที่ ก3  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS Histochemical assay 
(Jefferson et al., 1987)

เตรียมสารละลาย X-Gluc substrate โดยชั่งสาร 5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-
glucuronide (X-Gluc) (บริษัท Fermentas) ปริมาณ 0.1044 กรัม ละลายในสารละลาย 
dimethylformamide ปริมาตร 10 มิลลิกรัมตอลิตร แบงใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (เก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส) นําสารละลายดังกลาวมา
ผสมรวมกัน เขยาสวนผสมนี้ใหเขากัน แลวนําเนื้อเยื่อพืชที่ตองการตรวจสอบมาบมรวมกับ
สารละลายดังกลาว ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดแลวดูดสารละลาย
ทิ้งเติมเอธานอล 95 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิหอง และเปลี่ยนเอธานอล 95 เปอรเซ็นต ใหมทุกๆ 
2 ชั่วโมง ทําเชนนี้ไปเรื่อยๆ จนกวาเนื้อเยื่อพืชที่ตองการตรวจสอบจะไมมีสีเขียว แลวนําเนื้อเยื่อไป
ตรวจสอบการเกิดจุดสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อพืชดวยกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ โดยเตรียม
สารละลายบัฟเฟอรดังตาราง

ความเขมขนของสารละลาย ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
ปริมาตร

(ไมโครลิตร)
1.0 M Na2HPO4 (pH 7.0)
5.0 mM K3Fe(CN)6

5.0 mM K4Fe(CN)6

0.25 M Na2EDTA (pH 7.0)
0.02 M X-gluc substrate
10% Trion X-100
dH2O

0.1 M
0.5 mM
0.5 mM
10 mM
1.0 mM

1.0%

100.0
100.0
100.0
40.0
50.0
10.0
600.0

Total Volume 1000 
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ตารางผนวกที่ ก4  การเตรียมสวนผสมสําหรับทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)

4.1 สวนผสมสําหรับทําปฏิกิริยา PCR ของยีน -glucuronidase (gus) (1X/20 µl)

ความเขมขนของสารประกอบ
ปฏิกิริยา PCR

ความเขมขนของสารที่ตองการ ปริมาตรที่ใช
(ไมโครลิตร)

10 X PCR buffer
25 mM MgCl2

1 mM dNTP mix 
5 µM Primer GUS456-F 
5 µM Primer GUS1375-R
5U/ µl Taq polymerase
50-100 ng DNA template
dH2O

1 X
2.5 mM
250 µM

0.125 µM
0.125 µM 

0.5U

2.0
2.0
5.0
0.5
0.5
0.1
2.0
7.9

Total volume 20

4.2 สวนผสมสําหรับทําปฏิกิริยา PCR ของพลาสมิด pBAD-TOPO® (1X/20 µl)

ความเขมขนของสารประกอบ
ปฏิกิริยา PCR

ความเขมขนของสารที่ตองการ ปริมาตรที่ใช
(ไมโครลิตร)

10 X PCR buffer
25 mM MgCl2

1 mM dNTP mix 
5 µM Primer pBAD-F
5 µM Primer pBAD-RV
5U/ µl Taq polymerase
50-100 ng DNA template
dH2O

1 X
2.5 mM
250 µM

0.125 µM
0.125 µM

0.5U

2.0
2.0
5.0
0.5
0.5
0.1
2.0
7.9

Total volume 20
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4.3 การทําปฏิกิริยา PCR นําสวนผสมตางๆ ใสเครื่อง Thermocycler (Biometra®) 
โดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาดังนี้

gus pBAD-TOPO®

96  °C 2 นาที 94  °C 2 นาที
Denaturing 96  °C 20 วินาที Denaturing 94  °C 15 วินาที
Annealing 55  °C 1 นาที Annealing 65  °C 30 วินาที
Extention 72  °C 2 นาที Extention 72  °C 30 วินาที

72  °C 5 นาที 72  °C 5 นาที
16  °C 

 30 รอบ

16  °C 

35 รอบ
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ตารางผนวกที่ ก5  การเตรียมสวนผสมสําหรับทําดีเอ็นเอตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR 

5.1 สวนผสมสําหรับการทําดีเอ็นเอตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR ของยีน gus

ความเขมขนของสารประกอบ
ปฏิกิริยา PCR

ความเขมขนของสารที่ตองการ ปริมาตรที่ใช
(1X/50 µl)

10 X PCR buffer
25 mM MgCl2

10 X PCR DIG label 
5 µM Primer GUS-F 
5 µM Primer GUS-R
5U/ µl Taq polymerase
10 ng DNA template
dH2O

1 X
2.5 mM

1 X
0.125 µM
0.125 µM

0.5U
200 pg

5.0 µl
5.0 µl
5.0 µl
1.25 µl
1.25 µl

5 µl
2.0 µl
25.5 µl

Total volume 50 µl

5.2 การทําดีเอ็นเอตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR นําสวนผสมตางๆ ใสเครื่อง 
Thermocycler (Biometra®) โดยกําหนดอุณหภูมิและเวลาดังนี้

gus
96  °C 2 นาที

Denaturing 96  °C 20 วินาที
Annealing 55  °C 1 นาที
Extention 72  °C 2 นาที

72  °C 5 นาที
16  °C 

 30 รอบ



75

ตารางผนวกที่ ก6  สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการทํา dot blot hybridization

สารเคมี ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
Hybridization buffer
SSC
N-lauroylsarcosine
SDS
Blocking solution
(1:10 dilution of stock 10X blocking solution)

5X
0.1%
0.02%

1X

Low stringency buffer
SSC
SDS

2x
0.1%

high stringency buffer
SSC
SDS

0.1x
0.1%

Washing buffer
Maleic acid buffer
Tween 20

1x
0.3%

Maleic acid buffer
Maleic acid
NaCl
pH 7.5 (Adjusted with NaOH)

0.1 M
0.15 M

Blocking solution
Dilute 10X blocking solution 1:10 with Maleic acid buffer
Detection buffer
Tris-HCl
NaCl
pH 9.5 (Adjusted with NaOH)

0.1 M
0.1 M
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ตารางผนวกที่ ก7  สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการทํา Southern hybridization

สารเคมี ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
Depurination solution
HCl 250 mM
Denaturation solution
NaCl
NaOH

1.5 M
0.5 M

Neutralization solution
NaCl
Tris-HCl, pH 8.0
pH 7.5

1.5 M
0.5 M

Hybridization buffer
SSC
N-lauroylsarcosine
SDS
Blocking solution 
(1:10 dilution of stock 10X blocking 
solution)

5X
0.1%
0.02%

1X

Low stringency buffer
SSC
SDS

2x
0.1%

high stringency buffer
SSC
SDS

0.1x
0.1%

Washing buffer
Maleic acid buffer
Tween 20

1x
0.3%
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ตารางผนวกที่ ก7  (ตอ)

Maleic acid buffer
Maleic acid
NaCl

0.1 M
0.15 M

pH 7.5 (Adjusted with NaOH)
Blocking solution
Dilute 10X blocking solution 1:10 with 
Maleic acid buffer
Detection buffer
Tris-HCl
NaCl
pH 9.5 (Adjusted with NaOH)

0.2 M
0.2 M
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ภาคผนวก ข

วิธีการสกัดพลาสมิดและการถายยีน
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1.  การสกัดพลาสมิดโดยวิธีของ QIAprep Purification of Plasmid DNA Miniprep 
(บริษัท QIAGEN)

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5 ที่มีพลาสมิด pCAMBIA1304 ในอาหาร LB 
broth ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยเลี้ยงขามคืนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที เมื่อครบกําหนดแลวนําเซลลแขวนลอยเชื้อไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที เทอาหาร LB broth ทิ้ง ละลายตะกอนเซลลดวยบัฟเฟอร P1 (Resuspension 
buffer : 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, RnaseA 100 µg/ml) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให
เขากันโดยการกลับหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 ครั้ง แลวยายเซลลแขวนลอยเชื้อลงหลอด
ไมโครเซนตริฟวจ เติมบัฟเฟอร P2 (Lysis buffer : 200 mM NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 ครั้ง เติมบัฟเฟอร N3 (Nutralization 
buffer : 3 M potassium acetate, pH 5.5) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการ
กลับหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 ครั้ง จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที ยายสวนใสดานบนลงใน QIAprep spin column จากนั้นนําไปปนตกตะกอน
ดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30-60 วินาที เทสวนใสดานลางทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB 
(Equilibration buffer : 750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15% isopropanal, 0.15% TritonX-
100) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 30-60 วินาที นําสวนใสดานลางทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE (1 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 
15% isopropanal) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 13,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 30-60 วินาที เทสวนใสดานลางทิ้ง เพื่อลาง QIAprep spin column นําไป
หมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาทีอีกครั้ง เพื่อกําจัดบัฟเฟอรที่
ยังเหลืออยูออกใหหมด ยาย QIAprep spin column วางลงบนหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม จากนั้นเติมบัฟเฟอร EB (10 mM Tris-HCl pH 8.0) หรือน้ํา ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
1 นาที ไดพลาสมิดในหลอดไมโครเซนตริฟวจดานลาง
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2.  การเตรียม competent cell ของ Escherichia coli สายพันธุ DH5

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5 ในอาหาร SOB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เปนเวลา 
16 ชั่วโมง โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที จากนั้นดูดเซลลแขวนลอยเชื้อมา 400 ไมโครลิตร เลี้ยงในอาหาร SOB ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เปนเวลา 3-5 ชั่วโมง โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเครื่องเขยา
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นําเซลลแขวนลอยเชื้อไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD600) ประมาณ 
0.2-0.4 นําเซลลแขวนลอยเชื้อใสในหลอดเซนตริฟวจที่เย็น แลวแชหลอดในน้ําแข็ง เปนเวลา 15 
นาที นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเชื้อดวยความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเชื้อเบาๆ ดวยสารละลาย RF1 (10 mM 
KCl 50 mM MnCl2.4H20  30 mM potassium acetate  10 mM CaCl2  15% glycerol  และปรับ 
pH 5.8) ปริมาตร 1/3 เทาของปริมาตรอาหาร SOB แลวแชหลอดในน้ําแข็ง เปนเวลา 15 นาที 
นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเชื้อดวยความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเชื้อเบาๆ ดวยสารละลาย RF2 (10 mM 
MOPS  10mM KCl 75 mM CaCl2  15% glycerol และปรับ pH 6.8) ปริมาตร 1/25 เทาของปริมาตร
อาหาร SOB แบง competent cell ที่ได ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจที่เย็น หลอดละ 100 ไมโครลิตร 
เก็บ competent cell ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 4-6 ชั่วโมงกอนใช สวนที่เหลือเก็บ
ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (ในการเตรียม competent cell ตองแชในน้ําแข็งตลอดเวลา)



81

3.  การถายยีนเขาสู E.coli โดยวิธี Heat Shock

เตรียม Chemically Competent E.coli (บริษัท Invitrogen) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดไมโครเซนตริฟวจที่มี Competent cell ทั้งหมด 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันแชในน้ําแข็ง 
30 นาที และ จุมลงในน้ําที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 90 วินาทีแชน้ําแข็ง 5 นาที เติม SOB medium
250 ไมโครลิตร นํามาเขยาที่ 200 รอบตอนาที 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง นํามาปนเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที 2 นาที ดูดสวนใสทิ้ง 250 ไมโครลิตร เขยาสวนที่เหลือใหเขากัน
แลว นําสารละลายเซลลมาเกลี่ยบนผิวหนาอาหารแข็งสูตร LB ที่เติมสารปฎิชีวนะ ampicillin 
ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรทั้งหมด นําไปบมที่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
ตรวจสอบโคโลนีที่ขึ้นเละเลือกโคโลนีทั้งหมด 10 โคโลนีเพื่อมาตรวจสอบโดย วิธี PCR
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