
 

 
 
  

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) 
ปริญญา 

 
           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง  ปจจัยบางประการที่มีผลตอการถายยีนเขาสู Spirulina platensis โดยใชกระแสไฟฟา 
 

  Certain Factors Affecting Transformation of Spirulina platensis by Electroporation 
 
นามผูวิจัย นางสาวปยนารถ ศรชัย    
ไดพิจารณาเหน็ชอบโดย 
ประธานกรรมการ    

 ( ผูชวยศาสตราจารยเสริมศิริ  จันทรเปรม, Ph.D. ) 
กรรมการ    

 ( รองศาสตราจารยสนธิชัย จันทรเปรม, Ph. D. ) 
กรรมการ    

 ( รองศาสตราจารยศิริลักษณ เอี่ยมธรรม, Ph. D. ) 
หัวหนาภาควชิา    

 ( รองศาสตราจารยพงศเทพ  อัครธนกุล, Ph.D. ) 
 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
           
(                รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกลุ, D.Agr.   ) 

                        คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

                                     วนัที่               เดือน                  พ.ศ.                   

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา 



วิทยานิพนธ

เรื่อง

ปจจัยบางประการที่มีผลตอการถายยีนเขาสู Spirulina platensis โดยใชกระแสไฟฟา

Certain Factors Affecting Transformation of Spirulina platensis by Electroporation

โดย

นางสาวปยนารถ  ศรชัย

เสนอ

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
เพื่อความสมบูรณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร)

พ.ศ. 2553    



ปยนารถ  ศรชัย  2553: ปจจัยบางประการที่มีผลตอการถายยีนเขาสู Spirulina platensis 
โดยใชกระแสไฟฟา  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร)
สาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา  
อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก: ผูชวยศาสตราจารยเสริมศิริ  จันทรเปรม, Ph.D.
82 หนา

การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาสายพันธุ TISTR 8217 โดยใชกระแสไฟฟา      
พลาสมิดที่ใชในการถายยีนคือ pBAD-TOPO®/gus ซึ่งประกอบดวยยีนรายงานผล gus และยีน
คัดเลือก Amp โดยในการถายยีนใชเซลลสาหรายสไปรูลินาที่เจริญอยูในระยะ exponential 
phase แยกผนังเซลลออกโดยใช ไลโซไซม ความเขมขน 0.035 เปอรเซ็นต รวมกับ 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต นําไปบมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการยอยผนังเซลล และ การเกิดเซลลไรผนัง 
(spheroplast) ภายใตกลองจุลทรรศน พบวา สามารถแยกเซลลไรผนัง ได 55 เปอรเซ็นต ของ
เซลลเริ่มตน และเมื่อ นําเซลลมาเพาะเลี้ยงเพื่อใหพัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณในอาหารสูตร
Zarrouk ½  เทา ซึ่งทําใหเซลลไรผนังพัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณได 33 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 
20 วัน และไมพบเซลลแตก  การถายยีนเขาสูเซลล ไรผนังของสาหรายสไปรูลินา ดวยความแรง
กระแสไฟฟา 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร และนําเซลลที่ไดรับการถายยีนมาเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตร Zarrouk ½  เทา รวมกับ สารปฎิชีวนะ ampicillin 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นนํา
เซลลที่ไดรับการถายยีนแลว 15 วันมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี 
GUS histochemical assay พบการติดสีน้ําเงินที่เซลล เมื่อนําเซลลที่ติดสีน้ําเงินมาตรวจสอบการ
มีอยูของยีน gus และ pBAD-TOPO® ดวยวิธี PCR พบการมีอยูของชิ้นยีน gus ขนาด 1,800 คู
เบส และ ชิ้นสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® ขนาด 731 คูเบส เมื่อนําเซลลสาหรายไปตรวจ
ยืนยันผลดวยวิธี dot blot hybridization  และวิธี Southern blot PCR พบ ยีน gus  ขนาด 1,800 คู
เบส แตจากการตรวจสอบหลังการถายยีน 30 วันไมพบการติดสีน้ําเงิน และไมพบการมีอยูของ
ยีน gus และ ชิ้นสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® ดวยวิธี PCR แสดงใหเห็นวาการถายยีนที่ได
ไมมีความเสถียร
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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 หนา

1
2

3

4

องคประกอบของกรดอะมิโนในสาหรายสไปรูลินา   
ผลของความเขมขนของเอนไซมไลโซไซม 0.025-0.05 เปอรเซ็นต ที่ใชรวมกับ 
EDTA ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต ตอการแยกเซลลไรผนังของสาหราย
สไปรูลินาสายพันธุ TISTR 8217 ในระยะเวลา 3 ชั่วโมง
ผลของสารปฎิชีวนะ ampicillin ตอเซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินาสายพันธุ
TISTR 8217 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk เขมขน ½  เทา รวมกับ 
สารปฎิชีวนะ ampicillin ระดับความเขมขนตางๆ ในระยะเวลา 4 สัปดาห            
เปอรเซ็นตเซลลที่ติดสีน้ําเงินการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี 
GUS histochemical assay หลังจากทําการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟาที่ความแรง
ของสนามไฟฟาตางกัน 4-6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร
                           

8

41

45

53

ตารางผนวกที่ 

1 องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร Zarrouk (1966) 70
2 องคประกอบของอาหาร Luria-Bertani Media (LB) สําหรับเลี้ยงเชื้อ

 A. tumefaciens 70
3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี GUS histochemical assay 71
4 การเตรียมสวนผสมสําหรับทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 72
5 การเตรียมสวนผสมสําหรับทําดีเอ็นเอตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR 74
6 สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการทํา dot blot hybridization 75
7 สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการทํา Southern hybridization 76



(3)

สารบัญภาพ

ภาพที่ หนา

1 ลักษณะรูปรางสาหราย Spirulina platensis (ภาพจากกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 
40X) 4

2 วงจรชีวิตของสาหรายสไปรูลินา 6
3 ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา 11
4  ชวงการเจริญ (growth phase) ของสาหราย 15
5 รูปแบบของเซลลที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาจะเกิดชองวางที่เยื้อหุมเซลล 19
6 โครงสรางของพลาสมิด pBI121 (ก.) และ พลาสมิด pBAD TOPO® TA 

(บริษัท Invitrogen) (ข.) 31
7 รูปแบบการเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทอง (Spirulina platensis) สายพันธุ 

TISTR 8217 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 30 
องศาเซลเซียส ใหแสงที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
ตลอดเวลา เปนระยะเวลา 1 เดือน คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความ
แตกตางทางสถิติ (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 เซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาสายพันธุ TISTR 8217 ที่แยกไดโดยใชไลโซไซม 
0.025-0.05 เปอรเซ็นต รวมกับ EDTA ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นตและบมเปน
ระยะเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อทดสอบกับสาหรายสไปรูลินาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร 
Zarrouk ที่อายุตางกัน 41

9 พัฒนาการในระยะตางๆของเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 
8217 ที่ตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วัน 42

10 การพัฒนาของเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ไปเปน
เซลลระยะตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ดัดแปลงเปนเวลา 20 วัน 43



(4)

สารบัญภาพ (ตอ)

ภาพที่ หนา

11 การพัฒนาเซลลของสาหรายสไปรูลินา สายพันธุ TISTR 8217 ที่ไดรับกระตุน
เซลลดวยกระแสไฟฟาที่มีความแรงของสนามไฟฟา(Field strength) จาก 4 ถึง 8 
กิโลโวตตอเซนติเมตร แลวนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ½   เทา ใน
หองควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส ใหแสงที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที ตลอดเวลาเปนระยะเวลา 1 เดือน (คาเฉลี่ยตามดวยอักษรที่
เหมือนกันไมมีความแตกตางทางสถิติ (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT) 47

12 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เมื่อตรวจสอบโคโลนีที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกโดย
ใชไพรเมอรที่จําเพาะตอบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® เมื่อนํามาแยก
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาด 
731 คูเบส 49

13 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เมื่อตรวจสอบโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gus
แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แถบยีนที่ไดมีขนาด 
1,800 คูเบส 50

14 ลักษณะการติดสีน้ําเงินของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนตรวจสอบภายใต
กลองจุลทรรศนแบบ compound หลังไดรับการถายยีน 15 วัน 52

15 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนgus (ก) และไพรเมอรที่
จําเพาะกับบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® (ข) แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอบน
อะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต  55

16 การตรวจวิเคราะหการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาหลังจากที่ไดรับการ       
ถายยีนพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ดวยความแรงกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร เปนเวลา 15 วัน 56

17 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus โดยเทคนิค Southern PCR hybridization 
ในสาหราย สไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนโดยใช กระแสไฟฟา 4 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตรเปนเวลา 15 วัน  (ก.)  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เปรียบเทียบ
การตรวจสอบการมีอย ูของยีนโดยเทคนิค Southern PCR hybridization (ข.) 58



คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ

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



ปจจัยบางประการที่มีผลตอการถายยีนเขาสู Spirulina platensis โดยใชกระแสไฟฟา

Certain Factors Affecting Transformation of Spirulina platensis by 
Electroporation

คํานํา

ปจจุบันนี้สาหรายสไปรูลินา (Spirulina platensis) หรือสาหรายเกลียวทอง เปนสาหรายที่มี
มูลคาสูงทางเศรษฐกิจทั้งในประเทศไทยและตางประเทศ เนื่องจากคุณคาทางอาหารที่มีมาก เชน 
มีโปรตีนสูงถึงรอยละ 60 – 70 ของน้ําหนักเซลลแหง มีวิตามิน เกลือแร กรดอะมิโนที่จําเปนหลาย
ชนิดในปริมาณที่สูง ในปจจุบันนี้มีการนําสาหรายสไปรูลินามาใชประโยชนในหลายรูปแบบ เชน
ใชเปนอาหารเสริมสุขภาพสําหรับมนุษย หรือใชเปนอาหารสัตวเพื่อเรงการเจริญเติบโต และเพิ่ม
สีสันที่สวยงามของเนื้อและผิวหนังสัตว เชน ใชผสมในอาหารปลาหมอสี และอาหารไก นอกจากนี้
ยังมีรงควัตถุที่สามารถเพิ่มมูลคาของสาหรายสไปรูลินาอีกหลายชนิด เชนไฟโคไซยานิน 
เบตาแคโรทีน  คลอโรฟลลเอ ซึ่งนําไปใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอางค ผลิตเนยเทียม ไอศครีม
และสีผสมอาหาร นอกจากนี้ไฟโคไซยานินยังเปนรงควัตถุที่สามารถนําไปพัฒนาใชในงานดาน 
microscopy immunoassay เนื่องจากมีคุณสมบัติในการเรืองแสงอีกดวย (Herrera et al., 1989) 
และในทางการแพทยมีรายงานวาสามารถใชผลิตวิตามินเอ ยารักษาโรคมะเร็ง ยาลดความดันโลหิต 
ยาลดคลอเรสเตอรอลในเลือด และเปนอาหารเสริมสุขภาพสําหรับมนุษยไดอยางดี (เจียมจิตต, 
2528)

จากการที่สาหรายสไปรูลินามีประโยชนมากรวมถึงมีวงจรชีวิตสั้นประมาณ 1 วัน ภายใต
สภาวะหองทดลอง และ 3–5 วัน ในสภาวะธรรมชาติ และมีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific 
growth rate) 0.3 ตอวันในสภาวะหองทดลอง (Santillan, 1982) และในทางปฏิบัติสามารถที่จะเลี้ยง
และเก็บเกี่ยวไดตลอดทั้งป จึงไดมีการผลิตสาหรายสไปรูลินาในทางการคาขึ้นในหลายประเทศ 
เชน เม็กซิโก สหรัฐอเมริกา ญี่ปุน ไตหวัน และประเทศไทย ดังนั้นหากสามารถปรับปรุง
กระบวนการผลิต เพิ่มคุณภาพและปริมาณของผลผลิตไดก็จะเปนการสรางมูลคาไดมากยิ่งขึ้น
ซึ่งการปรับปรุงผลผลิตอาจทําไดโดยการนําเทคนิคทางดานพันธุวิศวกรรมมาใช ซึ่งจะทําใหได  
สายพันธุที่มีคุณสมบัติตามที่ตองการและใชเวลานอย และวิธีนี้ยังเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากกวา
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วิธีการปรับปรุงสายพันธุแบบเดิมที่ใชวิธีชักนําใหเกิดการกลายพันธุซึ่งผลที่ไดเปนไปโดยสุมไม
สามารถควบคุมได

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบประสิทธิภาพและหาสภาวะแวดลอมที่เหมาะสม 
ในการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาดวยวิธีการใชกระแสไฟฟา (electroporation)โดยใช
ยีนรายงานผล (reporter gene) คือ ยีน gus  เพื่อใชเปนแนวทางที่สามารถนําไปสูการปรับปรุงพันธุ
เพื่อเพิ่มคุณคาสาหรายสไปรูลินาใหมากขึ้น โดยวิธีพันธุวิศวกรรมตอไป



วัตถุประสงค

เพื่อทดสอบปจจัยตางๆที่มีผลตอความสําเร็จของการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดย
วิธีใชกระแสไฟฟา (electroporation)



การตรวจเอกสาร

"สาหราย" หมายถึง พืชชั้นต่ําที่มีคลอโรฟลล สามารถสังเคราะหแสงได ไมมีสวนที่เปน
ราก ลําตน ใบ ที่แทจริง มีขนาดตั้งแตเล็กมากประกอบดวยเซลลเดียว ไมสามารถมองเห็นไดดวยตา
เปลาตองดูดวยกลองจุลทรรศน จนถึงขนาดใหญยาวเปนเมตรประกอบดวยเซลลจํานวนมาก อาจมี
ลักษณะเปนเสนสายหรือมีลักษณะคลายพืชชั้นสูง โดยมีสวนที่คลายราก ลําตน และใบรวมเรียกวา 
thallus (กาญจนภาชน, 2527)

1.  สาหรายสไปรูลินา 

สาหรายสไปรูลินา (Spirulina  sp.) หรือสาหรายเกลียวทอง (ภาพที่ 1) คือ สาหรายสีเขียว
แกมน้ําเงิน (blue-green algae) จัดเปนแพลงกตอนพืชที่มีขนาดเล็กจนมองดวยตาเปลาแทบไมเห็น
สาหรายสไปรูลินากอกําเนิดมานาน จากหลักฐานการพบฟอสซิลซึ่งสันนิษฐานวานาจะมีอายุ
ประมาณ 3.5 พันลานป สาหรายชนิดนี้มีลักษณะเซลลเรียงตัวกันเปนสายยาวเรียกวา ไตรโครม
(trichrome) สาหรายสไปรูลินาถูกจัดจําแนกทางอนุกรมวิธานอยูในดิวิชั่น Cyanophyta วงศ 
Oscillatoriaceae (Venkataraman , 1983)

ภาพที่ 1  ลักษณะรูปรางสาหราย Spirulina platensis (ภาพจากกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40X)

สาหรายชนิดนี้ภายในเซลลไมมีนิวเคลียส ไมมีคลอโรพลาสต  แตมีไทลาคอยดกระจาย
ทั่วไป ผนังเซลลคลายผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบโดยผนังเซลลชั้นนอกมีลักษณะคลายเมือก
ประกอบดวย lipopolysaccharides สวนผนังเซลลชั้นในเปนชั้นของ peptidoglycan โดยทั่วไปแลว
สาหรายสไปรูลินาประกอบดวยเซลลรูปทรงกระบอกหลายเซลลมาเรียงตอกันเปนเสนสาย และมี
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ลักษณะบิดเปนเกลียว ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะที่ทําใหสาหรายสไปรูลินาแตกตางจากสาหรายชนิดอื่น
แตการบิดเปนเกลียวจะกลายเปนเสนตรงไดภายใตสภาวะที่ไมเหมาะสม ทําใหบางครั้งพบวา
สาหรายสไปรูลินาคลายกับสาหรายขนแมว (Oscillatoria  sp.) มาก (กาญจนภาชน, 2527)
สาหรายสไปรูลินาประกอบดวยเซลลรูปทรงกระบอกหลายเซลลเรียงตอกันเปนเสนสายที่ไมแตก
แขนง เรียกวา trichome เสนสายจะบิดเปนเกลียวตามลักษณะของสกุล (genus) ความกวางของ
เกลียว (helix) ระยะหางระหวางเกลียว (pitch) และความยาวของ trichome (length) จะแตกตางไป
ตามแตชนิด (species) แตอยางไรก็ดีสาหรายสไปรูลินาชนิดเดียวกัน เมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่
ตางกัน ขนาดและรูปรางก็อาจจะแตกตางกันดวย พบวาสาหราย S. platensis ที่เจริญในสูตรอาหารที่
ตางกันจะมีอัตราการเจริญเติบโตที่ตางกันและสาหรายที่เจริญในถังน้ําที่มีการหมุนเวียนตลอดเวลา 
สีจะเขมกวา และมีขนาดไตรโคมสั้นกวาสาหรายที่เจริญในถังน้ําที่ไมมีการหมุนเวียน ทั้งนี้เปนการ
ปรับตัวใหสามารถเคลื่อนที่ไปตามการหมุนเวียนของน้ําไดสะดวกขึ้น และสาหรายที่เจริญอยูในถัง
ที่ไมมีการหมุนเวียนของน้ําจะมีสีซีดกวา เนื่องจากน้ําจะมีอุณหภูมิสูงขึ้นเรื่อยๆ เมื่อไดรับความรอน
จากดวงอาทิตยและความเขมของแสงที่สาหรายไดรับเปนเวลานานจะทําใหสี (pigment) ออนลง 
รวมทั้งจะมีการปลอยสารบางชนิดออกมา (สุชาติ และคณะ, 2531) ตัวเซลลของสาหรายสไปรูลินา 
นั้นไมมีเยื่อเมือก (mucous membrane) ปกคลุมเหมือนกับสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินทั่วๆไป และผิว
ของเซลลไมมีจุลินทรียมาเกาะ รวมทั้งมีความสามารถในการตานจุลินทรียที่จะทําอันตรายตอเซลล
ไดสูง และสาหรายสไปรูลินาสายพันธุที่ทนความรอนสูงจะสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิประมาณ 
35 – 40 องศาเซลเซียส ซึ่งคุณสมบัติในเรื่องนี้สามารถปองกันการปนเปอนจากจุลินทรียทั้งหลายได 
นอกจากนี้ยังมีความสามารถทนตอรังสีอัลตราไวโอเลตไดสูง และภายในเซลลมีเม็ดอากาศเล็ก ๆอยู 
จึงมีความสามารถในการลอยตัวสูง

ชื่อเรียกสาหรายสไปรูลินาเปนชื่อเรียกทับศัพทภาษาอังกฤษซึ่งมาจากชื่อสกุล คือ
Spirulina มีความหมายวาเกลียว เพราะโดยปกติเซลลของสาหราย สไปรูลินาจะบิดเปนเกลียวสวน
ชื่อสาหรายเกลียวทองเปนชื่อที่ คุณเจียมจิตต บุญสม อดีตนักวิชาการของกรมประมงซึ่งเปนคนแรก
ที่ศึกษาวิจัยเกี่ยวกับสไปรูลินาในประเทศไทยตั้งขึ้นโดยใหเหตุผลในการตั้งวามีลักษณะเปนเกลียว
และมีคาดั่งทอง จึงตั้งชื่อวา สาหรายเกลียวทอง (เจียมจิตต, 2528) 

วงจรชีวิตของสาหรายสไปรูลินา (Richmond, 1986) เริ่มจากไตรโคม (Trichome) ที่โต
เต็มที่เปลี่ยนแปลงเปนเซลลพิเศษที่เรียกวานิคริเดีย (Necredia) หลังจากนั้น นิคริเดียแตกออกเปน
ชิ้นสวนเล็กๆ หลายสายแตละสายประกอบดวย 2-4 เซลล เรียกแตละสายวา ฮอรโมโกเนีย
(Hormogonia) จากนั้นปลายทั้งสองดานของฮอรโมโกเนียคอยๆมวนเปนเกลียว 
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เซลลของฮอรโมโกเนียเพิ่มจํานวนโดยวิธี cell fusion และเจริญตอไปเปนไตรโคม ลักษณะ
เซลลของฮอรโมโกเนียมีสีซีดเพราะในไซโตพลาสซึมมีกรานูล (Granule) นอย แตเมื่อเจริญไปเปน
ไตรโคมที่โตเต็มที่ภายในไซโตพลาสซึมจะมีกรานูลเพิ่มขึ้นทําใหเซลลมีสีเขียวแกมน้ําเงินมากขึ้น
(ภาพที่ 2)

สําหรับการแพรกระจายของสาหรายสไปรูลินาพบไดทั้งในทวีปอเมริกา แอฟริกา และ
เอเซีย ในน้ําจืด น้ํากรอย และน้ําเค็มแตสวนใหญพบในน้ําจืด เจริญเติบโตดีในน้ําที่มีความเปนดาง
สูง ซึ่งสิ่งมีชีวิตอื่นเจริญเติบโตไดคอนขางยาก (กาญจนภาชน, 2527) ในประเทศไทยพบมากใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และพบสาหรายสไปรูลินาไดงายในน้ําที่คอนขางเสียหรือในบอบําบัดน้ํา
เสีย (จีระพรรณ, 2536) 

ภาพที่ 2  วงจรชีวิตของสาหรายสไปรูลินา (ที่มา: Richmond , 1986)

2.  ประโยชนของสาหรายสไปรูลินา

สาหรายสไปรูลินาเปนสาหรายที่ชาวพื้นเมืองในทวีปอเมริกา และแอฟริกาใชเปนอาหาร
ประจําวันมาเปนเวลาหลายพันป มีรายงานวาชาวพื้นเมืองชนชาติชาด (Chad) ซึ่งอยูใจกลาง
ทะเลทรายสะฮารา เก็บสาหรายสไปรูลินาจากทะเลสาบโจฮานน นําไปตากแหง บดเปนผงใชผสม
กับแปงสาลีทําขนมปง ทําซุป หรือทําขนมหวาน และยังเปนอาหารหลักประจําวันมาจนถึงปจจุบัน
นักวิทยาศาสตรเริ่มสนใจศึกษาคนควาเกี่ยวกับสาหรายสไปรูลินา เมื่อ 50 ปกอนและพบวา
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สาหรายสไปรูลินามีโปรตีนสูง ประกอบดวยกรดอะมิโน 18 ชนิด (ตารางที่ 1) มีวิตามิน เกลือแร 
และรงควัตถุหลายชนิด และมีไขมันต่ํา (Siangdung et al., 1996) ทําใหสาหรายสไปรูลินาเปน
อาหารธรรมชาติที่มีโปรตีน วิตามิน เกลือแร และอื่นๆ อยูในสภาพสมดุล และยอยไดงายจัดเปน
อาหารที่ปลอดภัย และไมเกิดผลขางเคียงถารับประทานในปริมาณมากหรือติดตอกันเปนเวลานาน
(เจียมจิตต, 2535)

นอกจากเปนอาหารที่มีคุณคาทางอาหารสูง สาหรายสไปรูลินายังใชเปนยารักษาโรคได
หลายชนิด จึงมีการศึกษาโดยนักวิจัยในหลายประเทศ เชน ญี่ปุนจีน อเมริกา อินเดีย รัสเซีย ฝรั่งเศส
และเยอรมัน เปนตน  ซึ่งรายงานเบื้องตนคือการทดลองใชสาหรายสไปรูลินารักษาโรคในระยะแรก 
Nakamura (1982) แพทยชาวญี่ปุนรายงานวา สารซัลโฟลิปด และแคลเซียมสไปรูแลนในสาหราย 
สไปรูลินา สามารถตานไวรัสได สวนเบตาแคโรทีนซึ่งมีมากในสาหรายสไปรูลินาก็มีรายงานวา
ชวยปองกันการเกิดมะเร็งไดเชนกัน และกรดอะมิโนบางชนิดที่มีอยูใน สาหรายสไปรูลินาเชน
กรดกลูตามิก ทริปโตเฟน เฟนิลอลานีน ชวยปองกันการเสื่อมของประสาท และชวยกระตุนสาร
ซีโรโทนินใหสมองรูสึกผอนคลาย และสวนของอารจินีนจะชวยในการแกไขปญหาสมรรถภาพ
ทางเพศ เนื่องจากอารจินีนเปนองคประกอบที่มากที่สุดในน้ําอสุจิ

นอกจากนี้สาหรายสไปรูลินาสามารถรักษาแผลมีหนองไดเปนอยางดีเพราะมีปริมาณ
โปรตีนและซีสทีอินอยูในปริมาณที่สูง (เจียมจิตต, 2535) อีกทั้งยังใชเปนอาหารเสริมสําหรับมนุษย 
เนื่องจากสาหรายสไปรูลินามีคุณคาทางอาหารสูง อุดมไปดวย วิตามินบี 12 และโปรตีนสูง 
นอกจากนั้นยังมีสารไฟโคไซยานิน (Phycocyanin) ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติในการตานอนุมูล
อิสระทั้งในหลอดทดลองและในสิ่งมีชีวิต รวมทั้งยังชวยสรางระบบภูมิคุมกันแกรางกาย ชวย
ควบคุมปริมาณและความหนาแนนของเม็ดเลือดแดง ชวยคลายความออนเพลีย เรงประสิทธิภาพ
การทํางานของเนื้อเยื่อและอวัยวะตาง ๆ ในรางกาย ชวยบํารุงเลือด สรางเม็ดเลือดใหมใหรางกาย 
ชวยยับยั้งผมรวงได ชวยกระตุนการงอกของเสนผม และชวยใหผมดําขึ้น  เนื่องจากใหสารอาหาร
กับรากผม ทําใหเม็ดสีเพิ่มขึ้น และ ผมดําขึ้น และเนื่องจากเซลลสาหรายไมมีเซลลูโลส (Cellulose) 
เปนองคประกอบของผนังเซลล ทําใหสิ่งมีชีวิตสามารถดูดซึมไปใชประโยชนไดถึง 85–95 
เปอรเซ็นต (สรวิศ, 2543)
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ตารางที่ 1 องคประกอบของกรดอะมิโนในสาหรายสไปรูลินา

ชนิดกรดอะมิโน ปริมาณ (เปอรเซ็นตตอน้ําหนักแหง)
กรดอะมิโนจําเปน (Essential amino acid)

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

เมไธโอนีน (Met)
เฟนิลอะลานีน (Phe)

ธรีโอนีน (Thr)
ทริปโตเฟน (Try)

วาลีน (Val)
กรดอะมิโนไมจําเปน (Non-Essential amino acid)

อะลานีน (Ala)
อารจินีน (Arg)

กรดแอสปารติค (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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จากประโยชนที่กลาวมาแลวนั้นสาหรายสไปรูลินายังสามารถนําไปใชเลี้ยงสัตวไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ไมวาจะเปนสุนัข แพะ วัว ไก นก หมู กุง ปู ปลา (Menasveta et al., 1993) ซึ่งมี
งานวิจัยที่นาสนใจดังนี้ คือการทดสอบประโยชน และหาอัตราการใชที่เหมาะสมของสาหราย
สไปรูลินาในกุงกุลาดํา และกุงขาววานาไม รวมไปถึงการปองกันโรคตัวแดงดวงขาวในกุงกุลาดํา
ระยะโพสทลารวา และระยะวัยรุน (Benjamas, 2003) ในสวนของสัตวปกจําพวกไก เปด และนกที่
ไขสามารถนํามารับประทานไดจะมีการใหสาหรายสไปรูลินาสดเพื่อเรงสีของไขแดงใหเขมมากขึ้น 
ซึ่งมีผลทางการตลาด (สุชาติ, 2530)  นอกจากจะเปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ ทําใหสัตวมีการ
เจริญเติบโตสูงแลว ยังประกอบไปดวยแคโรทีน ซึ่งจะถูกเปลี่ยนไปเปนวิตามินเอ เมื่อนําไปทดลอง 
และใชเปนสวนผสมของปลาประเภทสวยงาม เนื่องจาก เบตา– แคโรทีนจากสาหรายจะชวยเรงสีผิว
ของปลาใหสวยเขมขึ้น Stanley and Jones (1976) ไดทดลองนําสาหรายสไปรูลินาผสมของอาหาร
เลี้ยงปลา bigmouth buffalo และปลา blue tilapia พบวาปลาทั้งสองชนิดมีการเจริญเติบโตดีมาก แต
เมื่อลดปริมาณของสาหรายลง อัตราการเจริญเติบโตก็ลดลงดวย

นอกเหนือจากประโยชนทางอาหารและการรักษาโรคแลว สาหรายสไปรูลินายังมี
ประโยชนดานอื่นอีก เชน สารสกัดไฟโคไซยานินในสาหรายสไปรูลินาซึ่งใหสีน้ําเงินหรือสีฟา
สามารถนําไปใชเปนสีผสมอาหาร ยา หรือเครื่องสําอางคได และสารสกัดแคโรทีนอยดซึ่งใหสม
หรือสีแดง ชวยในการเปลี่ยนสีของเนื้อเยื่อของสัตวที่บริโภคสไปรูลินาใหแดงมากขึ้นได 
(Menasveta et al., 1993) และยังมีรายงานการใชสาหรายสไปรูลินาชวยควบคุมคุณภาพของน้ําและ
ใชบําบัดน้ําเสียไดอีกดวยหรือใชผลิตปุยชีวภาพจากน้ําทิ้งที่เลี้ยงสาหรายสไปรูลินา เพราะขณะที่
สาหรายสังเคราะหแสงไมเพียงแตจะใหออกซิเจนแกแหลงน้ําเทานั้น แตสาหรายยังตองการ
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสจากแหลงน้ําเพื่อใชในการดํารงชีวิตอีกดวย (Ciferri and Tiboni, 1985) 
Soong (1980) ไดทดลองนําของเสียจากการเนาสลายของมูลสัตวมาใชเพาะเลี้ยงสาหราย 
S. platensis ของเสียดังกลาวยังเนาสลายไมสมบูรณ จึงมีกรดอินทรีย เชน กรดอะซิติก จะเปนแหลง
คารบอนใหกับสาหรายได และ พบวาสาหรายมีการเจริญเติบโตไดดี นฤมล และคณะ (2529) ได
ทดลองเพาะเลี้ยงสาหราย S . platensis โดยใชน้ําทิ้งจากบอบําบัดที่ 5 ของโรงงานอุตสาหกรรมแปง
มันสําปะหลังบานโปง จังหวัดราชบุรี พบวาสาหรายสามารถเจริญเติบโตไดดี
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3.  การเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา

การเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา มีองคประกอบสําคัญไดแก คุณภาพและปริมาสารอาหาร
หรือปุย แสงสวาง อุณหภูมิ คุณภาพน้ํา การหมุนเวียนของน้ํา (ธิดา, 2542)

แสงสวาง

การเจริญเติบโตของสาหรายสไปรูลินา ก็คลายๆกับพืชสีเขียวทั่วๆไป คือ ตองอาศัยแสง
สวางในการสังเคราะหแสง ในประเทศอินเดียมีการเพาะเลี้ยงสาหรายชนิดนี้ และพบวาสาหราย
เจริญดีที่ความเขมของแสง 30–35 กิโลลักซ (Vankataraman, 1983) สําหรับการเพาะเลี้ยงใน
ประเทศไทย ซึ่งเปนการเพาะเลี้ยงระดับอุตสาหกรรมสามารถเพาะเลี้ยงในถังเพาะเลี้ยงขนาดใหญ 
และใหไดรับแสงสวางจากดวงอาทิตยโดยตรง ปรากฏวาใหผลผลิตสูงเปนที่นาพอใจ (นฤมล และ
คณะ, 2529) จากการศึกษาในหองปฏิบัติการพบวาแสงที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของสาหราย 
สไปรูลินาอยูในชวง 3,000-5,000 ลักซ (อาภารัตน, 2539) (ภาพที่ 3)

อยางไรก็ตามสาหรายสไปรูลินาที่เพาะเลี้ยงในสภาพที่มีความเขมของแสงสูงเกินไปพบวา
การเติบโตของสาหรายจะเพิ่มมากขึ้นแตจะมีผลไปยับยั้งการหายใจของเซลลสาหราย รวมทั้งชักนํา
ใหเกิด gas vacuole เปนจํานวนมาก เปนสาเหตุใหสาหรายลอยอยูผิวน้ําในขณะเดียวกันจะลดการ
สราง phycolibisome ที่เปนสารสีจําพวกโปรตีนที่ละลายน้ําได (van Eykelenburg, 1979)

อุณหภูมิ

เปนปจจัยที่สําคัญตอการเจริญและการแพรกระจายของสาหรายเชนกัน เพราะสาหรายแต
ละชนิดสามารถแพรพันธุไดในชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมเทานั้น สาหรายสไปรูลินา สามารถเจริญได
ดีในชวงอุณหภูมิ 15-50 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่ทําใหสาหรายสไปรูลินา เจริญเติบโตดีที่สุดคือ
ประมาณ 32-42 องศาเซลเซียส เมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิอยางรวดเร็วประมาณ 10-15 
องศาเซลเซียส จะทําใหสาหรายไมสามารถปรับตัวได จึงทําใหหยุดการเจริญเติบโต (Araoz et al., 
1998) และจากการทดลองเพาะเลี้ยงที่เมืองไมซอร (Mysore) ทางตอนใตของประเทศอินเดีย ซึ่งมี
อุณหภูมิในฤดูรอน (มีนาคม – มิถุนายน) สูงถึง 40 องศาเซลเซียส อีกทั้งชวงเวลากลางคืนของฤดู
หนาว (ตุลาคม – ธันวาคม) อุณหภูมิต่ํากวา 15 องศาเซลเซียส พบวา การเจริญเติบโตของสาหราย
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สไปรูลินาลดลง ถาอุณหภูมิต่ํากวา 20 องศาเซลเซียส และสูงกวา 37 องศาเซลเซียส 
(Vankataraman, 1983) สําหรับการทดลองเพาะเลี้ยงในประเทศไทย โดย สุชาติ และคณะ (2531) 
พบวาอุณหภูมิของน้ําในถังเพาะเลี้ยงขณะน้ํานิ่งเมื่อเวลา 13.00 น. มีอุณหภูมิเทา 
39 องศาเซลเซียส แตเมื่อกวนน้ําพบวาอุณหภูมิลดลงเหลือเพียง 35 องศาเซลเซียส สาหรายสามารถ
เจริญไดดีขึ้น

Spirulina spp.

Productivity

Sunlight

Temperature

Nutrients

Initial Concentration

Culture Depth

Effluent

Contamination

Agitation

Rain/Evaporation

pH

Carbon Source

ภาพที่ 3  ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา (ที่มา: Vankataraman (1983)

เนื่องจากสาหรายสไปรูลินาเปนแพลงกตอนคือลองลอยอยูในน้ํา ดังนั้นการทําใหน้ํา
หมุนวนจะทําใหทุกเสนสายของสาหรายสไปรูลินามีโอกาสผลัดเปลี่ยนหมุนเวียนกันรับแสงเพื่อใช
ในการสังเคราะหแสง ทําใหอุณหภูมิของน้ํามีคาใกลเคียงกันทั้งภาชนะ และทําใหมีออกซิเจน
เพียงพอสําหรับการหายใจในตอนกลางคืน อยางไรก็ตาม ขอสําคัญคือตองใหเกิดการเคลื่อนของ
มวลน้ําอยางทั่วถึงแตไมรุนแรง เพื่อไมใหสาหรายสไปรูลินาตกตะกอนตายอยูกนถังหรือบอเพาะ 
และไมใหเสนสายของสาหรายสไปรูลินาบอบช้ําแตกหัก เนื่องจากเซลลของสาหรายสไปรูลินา
บอบบางแตกหักงาย (พงษเทพ และอดิเรก, 2539) นอกจากนี้ยังเปนการเพิ่มอากาศทําใหเซลลของ
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สาหรายมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ ในสภาพที่ไมมีการหมุนเวียนของสารอาหาร เซลลสาหราย
จะจับตัวกันเปนกลุม และมีอัตราการเจริญลดลง นอกจากนั้นการหมุนเวียนของสารอาหารยังทําให
เซลลของสาหรายสามารถสัมผัสธาตุอาหารอยางทั่วถึงและทําใหสามารถดูดซึมธาตุอาหารไปใชได
อยางมีประสิทธิภาพ ชวยปองกันไมใหเกิดความแตกตางของอุณหภูมิที่ผิวน้ํากับที่ระดับลึกลงไป 
ถาหากไมมีการหมุนเวียนของสารอาหารแลวจะทําใหอุณหภูมิที่ผิวน้ําสูงและเมื่ออุณหภูมิของน้ําสูง
ถึงระดับหนึ่งจะไปยับยั้งการสังเคราะหแสงของสาหรายสไปรูลินา ถังที่เพาะเลี้ยงควรมีความลึก
ประมาณ 20 – 25 เซนติเมตร เพื่อใหเกิดประสิทธิภาพในการใชแสงของสาหราย (สุมาลี, 2535; 
Venkataraman, 1983)

ความเปนกรด– ดาง (pH)

เปนตัวบงบอกถึงความสามารถในการละลายของ กาซคารบอนไดออกไซด 
(Venkataraman, 1983) หรือปริมาณคารบอนไบคารบอเนต (สุมนทิพย, 2529) ในอาหารที่เลี้ยง
สาหรายสไปรูลินา ซึ่งมีผลทั้งทางตรงและทางออมตอกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล
สาหรายสไปรูลินา (Becker and Vankataraman, 1982) สําหรับคา pH ที่เหมาะสมอยูในชวง 8-11 
โดยสาหรายจะลดการเจริญเติบโตเมื่อคา pH สูงกวา 11 หรือต่ํากวานั้นดังนั้นการเพาะเลี้ยงในเชิง
การคาจึงนิยมปรับคา pH ของน้ําที่เพาะเลี้ยงสาหรายใหมีคาอยูระหวาง 8.5-11.0 ซึ่งนอกจาก
จะทําใหสาหรายโตไดดีแลวยังมีผลทําใหแพลงกตอนในกลุมอื่นรวมทั้งจุลินทรียที่เปนเชื้อโรค
เจริญเติบโตไมไดอีกดวย  แตจากการรายงานของธิดา (2542) พบวาเมื่อสาหรายมีการเจริญเติบโต
เพิ่มขึ้นจะมีผลทําให คา pH ของน้ําเพิ่มมากขึ้นดวย เนื่องจากสาหราย สไปรูลินานําเอาคารบอนจาก
โซเดียมไบคารบอเนตไปใช จึงทําใหเกิดโซเดียมอิออน (Na+) ในน้ํามากขึ้น ซึ่งคา pH ของอาหาร
เพาะเลี้ยงสาหรายมีผลตอกระบวนการตางๆ ทางชีววิทยาของเซลล (Ciferri and Tiboni, 1985)
เนื่องจากคา pH จะมีผลตอกระบวนการสังเคราะหแสง รวมทั้งการทํางานของเอนไซมตางๆ ใน
กระบวนการสังเคราะหแสงของสาหราย ในสภาวะที่มีคา pH 10-11 ในอาหารเพาะเลี้ยงสาหราย 
สไปรูลินา อาจทําใหมีการเพิ่มขึ้นของแอมโมเนียสูงถึง 200 มิลลิกรัมตอลิตรทําใหเปนพิษตอ
สาหรายได (Ogbonna et al., 2000) 

ธาตุอาหารหลัก

คารบอนที่สาหรายสไปรูลินาสามารถนําไปใชไดอยูในรูปของสารอนินทรียและ
สารอินทรีย ในการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินานิยมใชโซเดียมไบคารบอเนตเปนแหลงคารบอน
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(ธิดา, 2542) โดยปริมาณที่เหมาะสม คือ 16.8 กรัมตอลิตร นอกจากนี้ยังใชคารบอนไดออกไซดใน
การเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาไดอีกดวย (Takahira and Shuichi, 1978) คารบอนเปนปจจัยที่
สําคัญตอการเจริญของสาหราย ในสาหรายมีปริมาณคารบอนประมาณ 50 เปอรเซ็นต 
(เจียมจิตต, 2531) การเติมสารอาหารอื่นลงไปในอาหารที่เพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินามากขึ้นจะไม
มีผลตอการเจริญของสาหราย หากปริมาณคารบอนในอาหารมีอยูอยางจํากัด (Becker and 
Vankataraman, 1982) สําหรับการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา ในปจจุบันพบวาโซเดียม
ไบคารบอเนตมีความจําเปนตอการเจริญของสาหรายสไปรูลินามากกวาโซเดียมไนเตรท ทั้งนี้เพราะ
โซเดียมไบคารบอเนตจะทําหนาที่เปนแหลงใหกาซคารบอนไดออกไซด และในขณะเดียวกันยัง
เปนตัวปองกันไมใหระดับความเปนกรด–ดาง เปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็ว (Nakamura, 1982; 
Richmond, 1986)

ไนโตรเจน เปนธาตุอาหารที่มีความสําคัญตอการเจริญและน้ําหนักแหงของสาหราย
การขาดไนโตรเจนในสาหราย สไปรูลินาทําใหปริมาณคลอโรฟลลเอ และอารเอ็นเอ (RNA) ลดลง 
แตจะมีคารโบไฮเดรตเพิ่มขึ้น (Hosakul, 1972; Denesi et al., 2002) สาหรายสไปรูลินาสามารถใช
ไนโตรเจนไดทั้งในรูปของอินทรียสารและอนินทรียสารในรูปของเกลือแอมโมเนีย (NH+

4)
ไนเตรท (NO-

3) และไนไตรท  (NO-
2) (Chuntapa, 2003) โดยทั่วไปพบวาสาหรายจะใชแอมโมเนีย

เปนแหลงไนโตรเจนกอนการใชไนเตรท (Ogbona, 2000) แตการใชแอมโมเนียมเปนแหลง
ไนโตรเจนทําใหอาหารมีสภาพเปนกรดกอใหเกิดความเปนพิษตอสาหรายได หรือไนไตรทที่มี
ปริมาณเขมขนสูงเกิน 1 มิลลิกรัมตอลิตรจะมีผลไปยับยั้งการเจริญของสาหราย อยางไรก็ตามมี
รายงานวาสาหรายสไปรูลินาเจริญไดดีเมื่อมีการเติมโซเดียมไนเตรท ลงในอาหาร 2.5 กรัมตอลิตร 
(พิมพรรณ และอารักษ, 2531; สุมาลี, 2535; Kaplan et al., 1986) ไนโตรเจนที่ไดจากการเตรียม
โซเดียมไนเตรท 20.7 กรัมตอลิตร สามารถใหผลผลิตสาหรายได 1.992 กรัมตอลิตร (Costa et al., 
2001) Denesi et al.(2002) พบวา การเติมยูเรียลงในอาหาร 5.6 กรัม ในการเพาะเลี้ยงสาหราย
สไปรูลินาจะไมกอใหเกิดความเปนพิษตอสาหรายสไปรูลินา ไนโตรเจนในรูปสารอินทรียที่
สาหรายสามารถนําไปใช ไดแก อมีน (amine) ยูเรีย (urea) กลูตามีน (glutamine) แอสพาราจีน 
(asparagine) (Baldia et al., 1990; Ogbonna., 2000; Denesi et al., 2002) ไนโตรเจนมีความสําคัญ
ตอของ เมทาบอลิซึมภายในเซลล ซึ่งมีบทบาทเกี่ยวของกับน้ําหนักแหงของสาหรายสไปรูลินา จาก
รายงานการวิเคราะหพบวาในเซลลสาหรายมีไนโตรเจนคิดเปนรอยละ 1-10 ของน้ําหนักแหง  
สาหราย สไปรูลินาสามารถเจริญเติบโตไดดีในอาหารที่มีไนโตรเจนในรูปไนเตรท 42–1250 
มิลลิกรัมตอลิตร (Takahira and Shuichi, 1978)



14

ฟอสฟอรัสเปนธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาอีกธาตุหนึ่ง 
และเปนตัวจํากัดการเจริญเติบโต ฟอสฟอรัสมีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการตาง ๆ ของเซลล
โดยเฉพาะการถายทอดพลังงานและกระบวนการสรางกรดนิวคลีอิก ในสาหรายสไปรูลินา พบวามี
ฟอสฟอรัส 0.69 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง สาหรายสไปรูลินาสามารถใชสารอาหารจําพวก
ฟอสเฟตที่มีในอาหารเพาะเลี้ยงไดถึง 60-99 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของแหลงฟอสฟอรัส 
การเติมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 กรัมตอลิตรลงไปในอาหารชวยใหสาหรายสไปรูลินาเจริญไดดี
(Kaplan et al., 1986) ในแหลงน้ําธรรมชาติพบฟอสฟอรัสในรูปอนินทรียฟอสเฟต สาหราย
สไปรูลินาสามารถใชฟอสฟอรัสของสารอินทรียฟอสเฟตไดดีกวาอนินทรียฟอสเฟต (Baldia et al., 
1994) การขาดฟอสฟอรัสของสาหรายมีผลใกลเคียงกับการขาดไนโตรเจนคือ ทําใหปริมาณโปรตีน 
คลอโรฟลลเอ และอารเอ็นเอ (RNA) ของสาหรายลดลง แตมีปริมาณคารโบไฮเดรตเพิ่มขึ้น เคยมี
รายงานวาสารจําพวกฟอสฟอรัสบางชนิด เชน โปแตสเซียมไดซัลเฟตและไดโปแตสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตลงในอาหารไมไดทําใหการเจริญของสาหรายเพิ่มขึ้น เนื่องจากมีปริมาณ
ฟอสเฟตที่มากเกินไปสาหรายก็ไมสามารถที่จะนําไปใชในการสังเคราะหแสงเพิ่มขึ้นได ทําใหเปน
การสูญเสียโดยเปลาประโยชน (พิมพรรณ และอารักษ, 2531; Chaudfari et al., 1980)

ธาตุอาหารรอง

ธาตุอาหารรองเปนธาตุอาหารที่สาหรายตองการในปริมาณนอย แตเปนองคประกอบของ
โมเลกุลที่สําคัญ เชน เอนไซมชนิดตางๆ ที่ชวยในการเจริญเติบโต (สุมาลี, 2535) แรธาตุรองที่
สําคัญ เชน เหล็ก แมงกานีส โบรอน ทองแดง สังกะสี โมลิบดินัม วานาเดียม โคบอลท นิคเกิล
ซิลิกา และเซเลเนียม (ลัดดา, 2540)

การระเหยของน้ํา เปนสิ่งสําคัญที่กอใหเกิดปญหาในการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาใน
สภาพกลางแจง โดยเฉพาะในฤดูรอนซึ่งมีอุณหภูมิสูง (Venkataraman, 1983)

ความหนาแนนเริ่มตนของเซลลสาหราย ความหนาแนนเริ่มตนของเซลลสาหรายมี
ความสัมพันธกับความเขมของแสงที่จะสามารถผานลงไปในน้ําได ถาความหนาแนนของเซลล
สาหรายต่ําเกินไป แสงสองผานลงไปในน้ําไดมาก ซึ่งอาจทําใหสาหรายตายได เนื่องจาก
กระบวนการโฟโตออกซิเดชั่น ในทางกลับกัน หากความหนาแนนของเซลลเริ่มตนสูงเกินไปจะทํา
ใหเกิดการบังกันเองของเซลลสาหราย ทําใหการรับพลังงานแสงและประสิทธิภาพในการหายใจ
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ลดลง ปริมาณความหนาแนนของเซลลสาหรายที่เหมาะสมของสาหรายสไปรูลินาในการเพาะเลี้ยง 
คือ 225–250 มิลลิกรัมของน้ําหนักแหงตอลิตร (Venkataraman, 1983)

4.  การเจริญเติบโตของสาหรายสไปรูลินา

ชวงการเจริญเติบโต (growth phase) การเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาในระบบปด
(closed system) ซึ่งเรียกวา batch culture เปนการนําเชื้อสาหรายมาใสในอาหารใหม สาหรายจะมี
การเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลล แตอัตราการเจริญจะลดลงจนกลายเปนศูนยในที่สุด เนื่องจาก
สาหรายทนไมไดตอสารพิษที่ปลดปลอยออกมาจํานวนมาก หรือเนื่องจากมีแรธาตุอาหาร แสงสวาง
ไมเพียงพอ (Richmond, 1983) สาหรายขนาดเล็กที่มีการเพิ่มจํานวนเซลลแบบงายๆ โดยการแบง
เซลล จะมีระยะการเจริญเติบโตแบงออกเปน 5 ระยะ ดังนี้ แสดงในภาพที่ 4 (ยุวดี, 2543)

ภาพที่ 4  ชวงการเจริญ (growth phase) ของสาหราย

4.1 ระยะปรับตัว (lag phase or inductional phase) เปนระยะที่เซลลปรับตัวใหเขากับ
สภาพแวดลอมใหม เชน แสง อุณหภูมิ และธาตุอาหาร ฯลฯ ระยะนี้เซลล จะไมมีการเจริญเติบโต 
ฉะนั้น หากเซลลไมสามารถปรับตัวได เซลลจะตายลง การที่จะผานระยะปรับนี้ไดเร็วหรือชานั้น
ขึ้นอยูกับความแข็งแรงของเซลล และความอุดมสมบูรณของอาหารที่เลี้ยง ถาสภาพทั้งสอง
เหมาะสมก็จะสามารถเขาสูระยะตอไปไดเร็วขึ้น
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4.2 ระยะเอกซโพเนนเซียล (exponential phase or log phase) เปนระยะที่มีการเจริญเติบโต
และแพรขยายพันธุอยางรวดเร็ว ระยะนี้จะนานเทาใดขึ้นอยูกับปริมาณสารอาหาร และคุณสมบัติ
ทางฟสิกส เคมี ของสิ่งแวดลอม เชน อุณหภูมิ ความเขมแสง ชวงแสงสวาง รวมทั้งผลผลิตนอก
เซลล สภาวะรวมของสิ่งแวดลอม ลักษณะการเจริญเติบโต ในระยะนี้เปนแบบที่รวดเร็วใน
ระยะแรก และจะคอยๆชาลงตามลําดับ (ธิดา, 2542)

4.3 ระยะเฉื่อย (retardation phase or phase of declining relative growth) เปนชวงที่มีการ
เจริญเติบโตชาลงเพราะขาดแคลนอาหาร เชน ไนโตรเจน เหล็ก คารบอน หรือออกซิเจน เพราะ
ปริมาณเซลลเกิดหนาแนนเกินไป การเสียสมดุลของคา pH เพราะเกิดแอมโมเนียขึ้นมาก หรือแสง
สวางลดลงเนื่องจากเซลลเกิดการบังกันเอง (auto-shading) วิธีแกไขใหการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเปน
ปกติไดโดยการเติมธาตุอาหารที่ขาดแคลน ถามีตะกอนของเฟอริคฟอสเฟต อาจแกไขโดยเติมสาร
อีเลเตอร เชน โซเดียมอีดีทีเอ (NaEDTA) ลงไปละลายตะกอนเหล็ก สวนการปองกันการขาดแคลน
คารบอนและออกซิเจนนั้นอาจทําไดโดยการเขยาภาชนะตลอดเวลา หรือใชการพนอากาศ ซึ่ง
นอกจากจะเพิ่มคารบอนและออกซิเจนแลว ยังชวยใหเกิดการผสมผสานของมวลน้ําในภาชนะเลี้ยง
ทําใหเซลลไดรับแสงสวางโดยทั่วถึงอีกดวย

4.4 ระยะคงที่ (stationary phase) เปนระยะที่การเจริญเติบโตหยุดนิ่ง เนื่องจากธาตุอาหาร
ลดนอยลงและเกิดสารพิษจากกระบวนการเมทาบอลิซึม หรือการสลายตัวของเซลลเพิ่มขึ้น

4.5 ระยะตาย (death phase) เปนระยะที่เซลลหยุดการเจริญเติบโตโดยสิ้นเชิงเนื่องจากธาตุ
อาหารหมดลง เซลลจะเริ่มตายและการตายจะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ และรวดเร็วขึ้น ฉะนั้นความสําเร็จของ
การเพาะเลี้ยงคือ ควบคุมการเลี้ยงใหมีกราฟการเจริญเติบโตอยูในระยะเอกซโพเนนเซียลนานที่สุด
เทาที่จะทําได (ลัดดา, 2543)

5.  การวัดการเจริญเติบโตของสาหรายสไปรูลินา

การนับเซลล (cell counts) เปนวิธีที่นิยมใชกันมาก ในการวัดการเจริญเติบโตของสาหราย
อุปกรณที่ใชคือกลองจุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) และสไลดนับเซลล (counting slide 
or counting chamber) สไลดมีหลายชนิดใหเลือกใชตามความหนาแนนของตัวอยางและขนาดของ
เซลลในตัวอยางที่นับ ชนิดที่นิยมใชคือ Sedgwick-Rafter counting chamber ความจุ 1 มิลลิลิตร
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Palmer Maloney chamber ความจุ 0.1 มิลลิลิตร และสไลดนับเม็ดเลือด (haematometer หรือ
haemacytometer) ความจ ุ0.004 มิลลิลิตร

การวัดการกระจายของแสงหรือความขุน (light scattering or turbidity) เปนวิธีที่นิยมมาก
ที่สุดในการวัดการเจริญเติบโตของเชื้อสาหรายบริสุทธิ์ ขอดีของวิธีนี้ คือ วัดงายและสะดวกขอมูล 
ที่ไดเปนคาของมวลชีวภาพ (biomass) ที่เพิ่มขึ้นโดยวัดจากคาน้ําหนักแหง อุปกรณที่ใชเรียกวา
colorimeter หรือ สเปกโตรโฟโตมิเตอร ถาจํานวนเซลลไมหนาแนนนักจํานวนเซลลจะมี
ความสัมพันธแบบเรขาคณิตกับความเขมของแสง กลาวคือ ความเขมของแสงจะลดลงเมื่อจํานวน
เซลลเพิ่มขึ้น

การวัดน้ําหนักแหง (dry weight measurement) เหมาะกับสาหรายชนิดที่ไมใชเซลลเดี่ยว   
ที่นับจํานวนเซลลไมได ฉะนั้นจึงนิยมใชกับสาหรายชนิดที่เปนเสน วิธีวัดจะวัดทุกวันแลวนํามา
เขียนกราฟ เริ่มการวัดโดยเก็บตัวอยางจากภาชนะเลี้ยง กอนเก็บควรกวนตัวอยางใหเขากันดี
เสียกอน กรองสาหรายใหออกจากน้ําโดยการปนใหตกตะกอน (centrifugation) รินน้ําใสๆ
ขางบนออก นําตัวอยางไปอบแหง ถาใชเครื่องกรอง (membrane filter) ควรลางสาหรายบนแผน
กรองใหสะอาดปราศจากเกลือหรือสิ่งปนเปอนดวยสารอาหารอยางเจือจางหรือน้ํากลั่นที่เปนกลาง
ไมควรลางสาหรายน้ําเค็มดวยน้ํากลั่นเพราะจะทําใหเซลลแตก อุณหภูมิที่อบแหงประมาณ 70-110
องศาเซลเซียส นานประมาณ 10-12 ชั่วโมง หรือจนกวาน้ําหนักจะคงที่ นําแผนกรองออกจากตูอบ
ในโถดูดความชื้น (desiccators) นาน 15-30 นาที (ถาใสแผนกรองหรือเยื่อกรองในหลอดแกวควร
นําหลอดแกวเขาตูอบพรอมตัวอยางดวย) รายงานผลเปนน้ําหนักแหง/ปริมาตร หรือพื้นที่ของน้ําที่
ทําการเก็บตัวอยางสาหราย

การวัดคลอโรฟลล (chlorophyll determination) เริ่มแรกใหเก็บตัวอยางจากภาชนะเลี้ยง 
กรองเซลลหรือแยกเซลลออกโดยการปนใหตกตะกอน ตอจากนั้นจึงสกัดสารสี (pigment) โดยเติม
สารละลายเคมี ชนิดที่นิยมใชไดแก อะซิโตน เมทานอล อีเทอร เมื่อสกัดสารสีออกจากเซลลแลวให
กรองอีกครั้งหนึ่งเพื่อกําจัดตะกอนและสิ่งปนเปอนออกใหหมด นําสารละลายที่กรองไดใสใน
หลอดแกวที่ใชสําหรับวัดคาคลอโรฟลล (ลัดดา, 2543) 
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6.  การถายยีนในสาหราย 

การถายยีนเขาสูสาหรายในปจจุบันสามารถทําไดสําเร็จแลวในสาหรายหลายชนิด 
เนื่องจากเทคนิคและขั้นตอนในปจจุบันมีการพัฒนาขึ้น การถายยีนในสาหรายมีหลายวิธี สวนใหญ

เปนการถายยีนโดยตรง (direct gene transfer) เปนการถายยีนเขาสูสาหรายโดยตรงโดยไมมีพาหะ
เปนตัวนํา

การถายยีนเขาสูสาหรายโดยใชสารเคมี

เปนการนําดีเอ็นเอเขาสูเซลลสาหรายโดยอาศัยการชวยของสารเคมีเชน CaCl2 ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 0 องศาเซลเซียส จะชวยใหดีเอ็นเอตกตะกอนและจับกับผนังเซลลและเกิดการ
เปลี่ยนแปลงที่ผนังเซลล และเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นดีเอ็นเอ ถูกกระตุนใหเขาไป หลักการที่ใชเปน
หลักการเดียวกับวิธี heat shock

การถายยีนโดยใชเครื่องยิงอนุภาค (particle bombardment) 

เปนการถายยีนดวยเครื่องยิงอนุภาค โดยอาศัยหลักการใชแรงดันของกาซเฉื่อย เชนกาซ
ฮีเลียม ขับดันอนุภาคโลหะขนาดเล็กประมาณ 1 ไมครอน ซึ่งโดยทั่วไปใชอนุภาคทังสเตนหรือ
ทองคํา อนุภาคเหลานี้จะถูกเคลือบดวยดีเอ็นเอ และขับดันใหเคลื่อนที่ดวยความเร็วสูงทะลุผาน 
ผนังเซลลของสาหราย ซึ่งการถายยีนวิธีนี้นิยมกันมากในสาหรายที่มีขนาดใหญจําพวก สาหราย
สีน้ําตาล สาหรายสีแดง ซึ่งวิธีนี้ไมเหมาะกับสาหรายขนาดเล็กหรือสาหรายเซลลเดียว เพราะจะ
ทําใหผนังเซลลไดรับความเสียหายสูง 

การถายยีนโดยการกระตุนดวยกระแสไฟฟา (electroporation)

เปนวิธีการที่ทําใหเยื่อหุมเซลลเกิดเปนโพรงหรือชองดวยการจายกระแสไฟฟาที่แรงและ
เร็วแกเซลล ทําใหศักยไฟฟาเคมีบริเวณเยื่อหุมเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลงอยางกะทันหัน 
ความตางศักยที่เกิดขึ้นระหวางภายในและภายนอกเซลล จะทําให lipid bilayer บริเวณ aqueous 
pores เปลี่ยนแปลงโดยเฉพาะที่ชั้นไขมันขาง hydrophilic pore โดยทําใหทิศทางการวางของไขมัน
สวนที่ชอบน้ําหันเขาสูชองวาง สวนดานที่ไมชอบน้ําจะหันเขาสูดานในของเยื่อหุมเซลล ทําให
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เยื่อหุมเซลลบริเวณนั้นเกิดชองวางขึ้นและเกิดการชักนําความตางศักยถายเทที่เยื่อหุมเซลล 
(transmembrane potential) ทําใหสารที่ตองการเขาสูภายในเซลลผานชองเปดนี้จะเปนอยูได 
ชั่วขณะหนึ่ง เนื่องจากเมื่อเวลาผานไปความตางศักยระหวางภายนอกกับภายในจะลดลงจนกลับ
เขาสูสภาวะปกติ ชั้นของ lipid  bilayer จะกลับเขาสูสภาพเดิมทําใหเยื่อหุมเซลลปดลง (Prausnitz et 
al., 1995) (ภาพที่ 5)

ภาพที่ 5  รูปแบบของเซลลที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาจะเกิดชองวางที่เยื้อหุมเซลล

ที่มา: Prausnitz et al. (1995)

อยางไรก็ตาม ศักยไฟฟายังมีผลตอความกวางและการคืนกลับของชองเปด ความกวางของ
ชองที่เปดออกจะเปนไปตามความแรงของไฟฟา electroporation เปนเทคนิคควบคุมไดงาย
ซึ่งสามารถใชไดทั้งเซลลของพวก prokaryotic และ eukaryotic  และในสวนของวิธีการนําสงยีน
โดยวิธี electroporation เปนการนําสงยีนโดยไมใชไวรัส (nonviral) จึงมีขอดีตรงที่ไมตองหา
ไวรัสเวคเตอรเพื่อใสยีนลงไปในไวรัส นอกจากนี้ยังสามารถใสยีนหรือ DNA ซ้ําลงไปไดโดย
ไมจํากัดขนาดและเกิดการตอตานของภูมิคุมกัน 

7.  รายงานการใชการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation)

มีรายงานการใชวิธี electroporation ในการถายยีนเขาสูจุลินทรียตางๆ อยางแพรหลายเชน
Powell et al. ในป 1988 รายงานวาการถายยีนในแบคทีเรียแกรมบวก (gram-positive bacteria) ซึ่งมี
ผนังเซลลในชั้น peptidoglycan ที่หนาโดยทั่วไปจะตองมีการยอยผนังเซลลออกกอน แตการใชวิธี 
electroporation พบวาแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดสามารถรับยีนไดโดยไมตองยอยผนังเซลล
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กอนเชน ใน Lactobacillus casei Lactobacillus lacti  และ Streptococcus thermophilus เปนตน
(Klebe et al., 1983)

สําหรับในไซยาโนแบคทีเรียมีรายงานวาวิธีนี้เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงเชนกัน เชน 
ใน Fremyella diplosiphon โดยเฉพาะการถายพลาสมิดขนาดใหญเขาสูเซลล (Bruns et al., 1989)
สําหรับในสาหรายเซลลเดียวมีการรายงานเชนกัน เชน ใน Synechocystis PCC6803 โดยวิธีนี้มีขอดี

กวาวิธีอื่นเนื่องจากนอกจากทําไดงายและรวดเร็วแลวยังไมตองกําจัด E. coli ที่อาจปนเปอนในการ
ถายยีนอีกดวย และยังพบอีกวาวิธี electroporation ใหประสิทธิภาพการถายยีนสูงกวาการถายยีน
โดยใชสารเคมี PEG และ CaCl2

ศรีสุพร (2536) รายงานการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินา สายพันธุอิตาลีดวยวิธี การถาย
ยีนโดยใชกระแสไฟฟา โดยมียีนตานทานยาปฏิชีวนะคือ Chloramphenicol เปนยีนเครื่องหมายใน
การคัดเลือกพบวาสามารถ ตรวจพบยีนคัดเลือก ไดหลังจากการถายยีนภายใน 5 วัน

แตอยางไรก็ตามการใชวิธี electroporation ก็มีปจจัยที่ตองคํานึงถึงหลายปจจัยโดยเฉพาะใน
เรื่องของกระแสไฟฟา โดยรายงานของ Theil and Poo (1989) ไดทําการทดลองหาความแรง
สนามไฟฟาและเวลาที่เหมาะสมเพื่อใหไดประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดใน Anabaena sp. M131 
โดยใชพลาสมิด pRL6 และใชเซลลมีความหนาแนนประมาณ 2×107 เซลลตอมิลลิลิตร ใน 1mM 
HEPES และใช ปริมาณสารแขวนลอยเซลล 40 ไมโครลิตรตอพลาสมิด 5 ไมโครกรัม ซึ่งพบวามี
ประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดคือ  2.4×104  เซลลตอไมโครกรัมดีเอ็นเอ  เมื่อกระตุนดวยความแรง
ไฟฟา  6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ในเวลา 5 มิลลิวินาที

อยางไรก็ตามงานวิจัยเกี่ยวกับการถายยีนในสาหรายสไปรูลินาซึ่งปจจุบันงานที่ศึกษาสวน
ใหญเกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีนและกรดอะมิโน ยีนที่สรางเอนไซม และยีนที่เกี่ยวของกับ
การเติมพันธะคูของกรดไขมัน ซึ่งที่ผานมาไดมีการศึกษา การถายยีนโดยใชวิธี electroporation 
เขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชพลาสมิด pHSG 399 เพื่อพัฒนาใหสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถาย
ยีนเปน recombinant enzymes สําหรับใชเปนอาหารสัตว (Masaaki et  al., 2000)
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8. ปจจัยที่มีผลตอการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา

8.1 ชวงของการเจริญเติบโตของเซลลสาหรายสไปรูลินาที่มีความสามารถในการยอมให 
พลาสมิดเขาสูเซลล

Golden et a.l  พบวาในการถายยีนเขาสู A. nidulars เซลลสาหรายในชวง exponential 
phase ประสิทธิภาพการถายยีนจะสูงกวาเซลลที่ไดรับการถายยีนในชวง stationary phase และชวง
อื่นๆ  สุชาติ (2530) ไดเพาะเลี้ยง Spirulina maxima โดยใชอาหารสูตร Zarrouk และพบวาระยะ 
exponential phase อยูประมาณวันที่ 6-24 ของรอบระยะการเพาะเลี้ยง 40 วันและเมื่อนําเซลล

สาหรายในระยะนี้ไปทําการทดลองเซลลสาหรายมีคุณภาพที่ดีกวาระยะอื่นๆ Poster (1987) รายงาน
วาในสาหราย A. nidulars UTEX625 พบวาประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุดเมื่อใชเซลลในชวงการ
เจริญระยะทายของ exponential phase และประสิทธิภาพการถายยีนต่ําสุดเมื่อใชเซลลที่อยูในชวง  
stationary phase จากรายงานทั่วไปมักพบวาไซยาโนแบคทีเรียทั้งหลายจะมีประสิทธิภาพของการ
ถายยีนสูงในชวง exponential phase เนื่องจากเซลลในระยะนี้มีความสมบูรณและมีการพัฒนาได
ตอเนื่องหากไดรับการถายยีนโดยกระเเสไฟฟาแลวผนังเซลลอาจจะไดรับการเปลี่ยนแปลงไดถา
เซลลที่ไดรับการถายยีนไมสมบูรณอาจจะทําใหเซลลตายหลังจากการถายยีน

8.2 ลักษณะผนังเซลลของเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน

สําหรับสาหรายเซลลเดียวนั้นนิยมใชวิธีการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา ซึ่งขอจํากัด
ที่สําคัญคือ ผนังเซลลที่มีไขมันและหนา จะเปนตัวขวางกั้น มีผลทําใหประสิทธิภาพการถายยีน
ลดลงอยางมาก จึงมีความจําเปนตองเอาผนังเซลลออกเพื่อใหไดเซลลไรผนัง (spheroplast) สําหรับ
ใชเปนเซลลเปาหมายในการถายยีน การยอยผนังเซลลเพื่อใหไดเซลลไรผนังทําไดโดยใชเอนไซม
หลายชนิด จึงมีความจําเปนตองลอกเอาผนังเซลลออกเพื่อใหไดเซลลไรผนัง (spheroplast) สําหรับ
ใชเปนเซลลเปาหมายในการถายยีน (Ping  et  al., 2005) การยอยผนังเซลลเพื่อใหไดเซลลไรผนัง 
ทําไดโดยใชเอนไซมหลายชนิด (Gan  et  al., 2004) ซึ่งชนิดและความเขมขนของเอนไซมที่ใชยอย
ผนังเซลลมีผลตอจํานวนและคุณภาพของเซลลไรผนังที่แยกได และมีผลตอการพัฒนาของเซลลไร
ผนังไปเปนเซลลที่สมบูรณดวยเชนกัน ไลโซไซมเปนเอนไซมที่มีรายงานวาเหมาะสมสําหรับใช
แยกเซลลไรผนังใน Cyanobacteria หลายชนิด (Abo-Shady et al., 1992) เชน Anabaena sp. และ 
Nostoc flagelliforme (Ping et al., 2005) โดยความเขมขนที่เหมาะสมจะแตกตางกันไปขึ้นกับชนิด
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และสายพันธุของสาหราย ดังนั้นเพื่อเปนพื้นฐานงานวิจัยดาน พันธุวิศวกรรมในสาหรายเกลียวทอง 
งานวิจัยนี้จึงไดศึกษาความเขมขนของไลโซไซมที่เหมาะสมเพื่อใหสามารถแยกเซลลไรผนังไดใน
ปริมาณมาก เซลลอยูในสภาพสมบูรณ และสามารถนํามาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารตาง ๆ เพื่อให
ทราบสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงสาหรายเกลียวทองใหเปนเซลลใหมที่สมบูรณ เพื่อใชเซลล
ไรผนังดังกลาวเปนเซลลเปาหมายสําหรับการปรับปรุงพันธุโดยวิธีการถายยีนตอไป

8.3 คาความตางศักยกระแสไฟฟา

การถายยีนโดยใชกระแสไฟฟานั้นตองอาศัยกระแสไฟฟาที่มีความตางศักยของ
กระแสไฟฟาสูงวิ่งผานเซลลในชวงระยะเวลาสั้นๆ ทําใหเยื่อหุมเซลลเกิดชองซึ่งมีขาดพอที่พลาสมิด
ดีเอ็นเอสามารถผานเขาไปได และเยื่อหุมเซลลจะคืนสภาพปกติได หลังจากนําไปเลี้ยงในสภาวะที่
เหมาะสมตอไป แตถาใชคาศักยไฟฟาที่มากกวาคา critical voltage จะทําใหผนังเซลลไมสามารถ
ซอมแซมและคืนสูสภาพปกติได และทําใหเซลลตายในที่สุด

Neumann et al. (1989)รายงานวา ความแรงของสนามไฟฟามีผลอยางมากตอความอยู
รอดของเซลล และประสิทธิภาพในการถายยีนของเซลลแตกตางกันไป ขนาดของเซลลสาหรายก็เปน
สวนสําคัญ โดยพบวาเซลลสาหรายขนาดเล็กมักจะใชความแรงของสนามไฟฟามากกวาเซลล
สาหรายขนาดใหญ Chiang et al . (1992) พบวา Anabaena sp. สายพันธุ M131ใชความแรงของ
สนามไฟฟา 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตรดวยเวลา 5 มิลลิวินาที พบประสิทธิภาพการถายยีนที่สูงที่สุด 
และ Fremyella diplosiphon ใชความแรงของสนามไฟฟา 10 กิโลโวลตตอเซนติเมตรดวยเวลา 
5 มิลลิวินาที พบประสิทธิภาพการถายยีนที่สูงที่สุดเชนกัน

8.4 เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme)

ไซยาโนแบคทีเรียจํานวนมากพบวาเปนแหลงที่มี endonuclease ซึ่งสามารถที่จะยอยดี
เอ็นเอที่มีลําดับเบสซึ่งจําเพาะตอเอนไซมนั้น และเอนไซมเหลานี้เปนเอนไซมที่สามารถจดจําและ 
มีลําดับเบสเดียวกันกับเอนไซมที่พบในแบคทีเรีย ซึ่งเอนไซมตัดจําเพาะเหลานี้เปนปจจัยหนึ่งที่มี
ผลตอการถายยีน เนื่องจากเอนไซมเหลานี้จะยอยดีเอ็นเอที่ไดรับการถายยีนเขามาในเซลลลาสมิด
ที่ทําการถายยีนมีตําแหนงซึ่งสามารถถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะหลายตําแหนงก็จะทําใหการถาย
ยีนมีโอกาสไมประสบความสําเร็จมากยิ่งขึ้น
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9.  ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือก (selectable marker gene) และ ยีนรายงานผล 
(reporter gene)

ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือก (selectable marker gene)

เปนยีนที่กําหนดลักษณะบางประการที่ทําใหสามารถคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยื่อที่ไดรับยีน
ออกจากกลุมของเนื้อเยื่อที่ไมไดรับการถายยีน ยีนเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือกที่นิยมใชในการ
ถายยีน ไดแก ยีน hygromycin phosphotransferase (hpt) เปนยีนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
hygromycin และยีน neomycin phosphotransferase II (nptII) เปนยีนที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ
kanamycin เปนตน

ยีนรายงานผล (reporter gene)

เปนยีนที่ใชในการศึกษาประสิทธิภาพของการถายยีนในเซลลที่ไดรับการถายยีน 
โดยตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยไมเกี่ยวของกับการแสดงลักษณะความตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะหรือสารคัดเลือกอื่นๆ และสามารถใชตรวจสอบการมีอยูของยีนเหลานี้ได ซึ่งเปนวิธีที่
ตรวจสอบไดงาย ยีนรายงานผลที่นิยมใชกันมาก คือ ยีน -glucuronidase (gus) และยีน green 
fluorescent protein (gfp) 

ยีน -glucuronidase (gus)

เปนยีนที่ไดจากเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ K12 ควบคุมการสรางเอนไซม 
-glucuronidase ซึ่งสามารถ hydrolysis กับสารตั้งตนที่ไมมีสี คือ สาร 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl--D-glucuronide (X-Gluc) ไดเปนสารที่มีสีน้ําเงินเขมบนเนื้อเยื่อที่ไดรับยีนนี้เขาไปและมี
ความคงทนสูงไมละลายในแอลกอฮอล (Jefferson et al., 1987) เรียกการตรวจสอบดวยวิธีนี้วา
GUS histochemical assay แตหลังจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวิธีนี้จะทําใหเนื้อเยื่อ
พืชถูกทําลาย ทําใหไมสามารถนําเนื้อเยื่อไปใชประโยชนตอได (Kamate et al., 2000) 
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10.  การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว (transient expression detection) และ
การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบถาวร (stable transformant)

10.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบชั่วคราว (transient expression detection)

เปนการตรวจสอบประสิทธิภาพการถายยีนในพืช มักใชการตรวจสอบยีนรายงานผล 
(reporter gene) ซึ่งเปนยีนที่สามารถติดตามไดงาย ทําใหทราบวายีนที่ถายเขาไปนั้นเขาไปในเซลล
พืชหรือไม ยีนรายงานผลที่นิยมมากที่สุดคือ ยีน gusA ควบคุมการสรางเอนไซม -glucuronidase 
เมื่อ hydrolysis กับสารละลาย X-Gluc ทําใหไดสารที่มีสีน้ําเงินเขมบนเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีน
และมีความคงทนสูงไมละลายในแอลกอฮอล ฉะนั้นถาสรางพลาสมิดที่มียีนรายงานผลเกาะติดกับ
ยีนอื่นที่ตองการ เมื่อตรวจสอบยีนรายงานผลแลวใหผลเปนบวก จะสามารถคาดหวังไดวายีนที่
ตองการนั้นเขาไปในเซลลพืชดวย อยางไรก็ตามถาตรวจสอบยีนรายงานผลเร็วเกินไป ผลบวกที่ได
จะไมสามารถยืนยันไดวายีนเหลานั้นเขาไปเชื่อมตอกับจีโนมของพืชไดอยางถาวร แตเปนวิธีที่ชี้วา
ยีนไดเขาไปในเซลลพืชเทานั้น

10.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแบบถาวร (stable transformant)

เปนการตรวจสอบการเขาเชื่อมตอของยีนเขากับจีโนมของพืชอยางถาวร 
เปนการตรวจสอบหลังจากการคัดเลือกเซลลพืชที่ไดรับการถายยีนดวยอาหารคัดเลือกสิ้นสุดแลว
 การตรวจสอบสามารถทําไดหลายวิธี ดังนี้

10.2.1 การตรวจสอบโดยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) เปนการ
ตรวจสอบการเขาเชื่อมตอของยีนเขากับสิ่งมีชีวิตเปาหมายของสาหรายแตไมสามารถบอกไดวายีน
นั้นสามารถแสดงออกไดหรือไม ขอดีของการตรวจสอบดวยวิธีนี้ คือ สามารถตรวจสอบไดเร็วแมมี
ปริมาณดีเอ็นเอเพียงเล็กนอย ใชเนื้อเยื่อนอยและทราบผลไดภายในเวลา 3-4 ชั่วโมง สวนขอเสีย 
คือ เกิด false positive ไดงายและเครื่องมือมีราคาแพง

10.2.2 การตรวจสอบโดยเทคนิค Southern hybridization เปนการตรวจสอบการเขา
เชื่อมตอของยีนเขากับจีโนมของสิ่งมีชีวิตเปาหมาย โดยอาศัยหลักของดีเอ็นเอที่สามารถจับคูกันได
(complementary) ระหวาง ดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบกับดีเอ็นเอที่ใชเปนตัวตรวจสอบ (probe) 
และเปนวิธีการที่ใชในการวินิจฉัยจํานวนและขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ (อุไรวรรณ, 2545) 



อุปกรณและวิธีการ

อุปกรณ

1.  สาหรายที่ใชในการทดลอง

สาหรายสไปรูลินา (Spirulina platensis) สายพันธุ TISTR 8217 จากสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย

2.  วัสดุและอุปกรณในการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา และ การถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา

2.1 เครื่องมือ และ อุปกรณสําหรับหองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงสาหราย ซึ่งประกอบดวย
ชั้นวางขวดพรอมระบบไฟใหแสงสวาง เครื่องเขยา เครื่องควบคุมอุณหภูมิและเครื่องใหอากาศ

2.2 เครื่องมือ และ อุปกรณตางๆที่ใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงสาหรายสไปรูลินา ไดแก 
หมอนึ่งความดัน ตูอบ เตาไมโครเวฟ เครื่องชั่งไฟฟา เครื่องกวนสารเคมีแทงแมเหล็ก เครื่องวัด
ความเปนกรดดาง ชอนตักสาร และเครื่องแกวตางๆ เชน กระบอกตวง ขวดรูปชมพู บีกเกอร

2.3 เครื่องมือ และ อุปกรณตางๆที่ใชในการเตรียมเซลลสําหรับการถายยีนและการถายยีน
โดยใชกระแสไฟฟา ไดแก เครื่องถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา (BioRad MiniPulser Electroporation 
System) กลองจุลทรรศนแบบ compound เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) เครื่อง
ปนเหวี่ยง (centrifuge)

2.4. เครื่องมือ และ อุปกรณที่ใชในการตรวจสอบการแยกเซลลไรผนัง ไดแก
กลองจุลทรรศนแบบ compound และ การถายยีนในระดับโมเลกุล ไดแก เครื่อง Thermocycler 
(Biometra®) สําหรับทําปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) เครื่องถายภาพเจล
พรอมอุปกรณถายภาพเจล (gel documentation system) เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา 
(gel electropholysis) อุปกรณที่ใชในการทํา Southern blot เปนตน
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3.  สารเคมี

3.1 สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารสําหรับการเพาะเลี้ยงสาหรายสไปรูลินาไดแกสารเคมี
ที่ใชเตรียมอาหารสูตร Zarrouk (Zarrouk, 1966) (ภาคผนวก ก ตารางที่1)

3.2 สารเคมีที่ใชในการถายยีนไดแก HEPES และสารปฏิชีวนะไดแก amplicillin (A.N.B. 
Laboratories Co., Ltd.) 

3.3 สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ไดแก tryptone, yeast extract, 
sodium chloride และ วุนผง

3.4 สารเคมีที่ใชในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ ไดแก QIAprep miniprep® spin column kit 
(บริษัท QIAGEN)

3.5 สารเคมีที่ใชในการแยก spheroplast ไดเเก lysozyme (บริษัท ไบโอเบสิค) และ 
ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)

3.6. สารเคมีที่ใชตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus โดยวิธี GUS histochemical assay 
(Jefferson, 1987) ไดแก 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.  ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีนรายงานผล

4.1ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของยีนรายงานผล -glucuronidase (gus) ซึ่งเมื่อทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารจะไดแถบดีเอ็นเอขนาด 1800 คูเบส (กัญจนา, 2548)

GUS-(forward) : 5’-ATGTTACGTCCTGTAGAAACC-3’
GUS-(reverse) : 5’-TCATTGTTTGCCTCCCTGCTG -3’
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4.2 ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของพลาสมิด pBAD-TOPO® TA Expression Kit
ซึ่งเมื่อทําปฏิกิริยาพีซีอารจะไดแถบดีเอ็นเอขนาด 731 คูเบส (บริษัท Invitrogen)

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

วิธีการ

1.  การเพาะเลี้ยง และ การแยกเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา

1.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลสาหรายสไปรูลินา

นําสาหรายสไปรูลินา สายพันธุ TISTR 8217 (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย) มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Zarrouk (Zarrouk, 1966) ปริมาตร 600 มิลลิลิตร
ในขวดทดลองขนาด 1 ลิตร ในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส ใหแสงโดยใชหลอดฟลูออ
เรสเซนต ที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่องตลอดเวลา ใหอากาศโดย
การเปาอากาศลงในขวดเพาะเลี้ยง บันทึกผลการเจริญเติบโตดวยวิธีชั่งน้ําหนักแหงของสาหราย 
สไปรูลินาตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Santillan (1982) โดยสุมดูดอาหารเพาะเลี้ยงที่มีเซลลสาหราย
แขวนลอยอยูปริมาตร 10 มิลลิลิตร นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 
นาที แลวนํามาอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยตรวจสอบทุก 2 วัน 
ครั้งละ 3 ซ้ํา เปนระยะเวลา 1 เดือน วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) นําผลการทดลอง 
ที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ย
โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

1.2 การแยกเซลลไรผนัง

นําเซลลแขวนลอยสาหรายสไปรูลินาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk อายุ 4-30 วัน 
เก็บตัวอยางทุก 2 วันโดยใชเซลลแขวนลอย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล 
ที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ดูดสวนใสทิ้งและละลายตะกอนเซลลดวย 
สารละลายแมนนิทอลความเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่
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ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ดูดสวนใสทิ้งแลวเติมสารละลายไลโซไซม
(lysosyme) ที่ความเขมขนตางๆกัน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ประกอบดวย ไลโซไซม (บริษัท 
ไบโอเบสิค) ความเขมขน 0.025  0.035 หรือ 0.05 เปอรเซ็นต และ ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA) ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา
หลอดทุก 15 นาที เพื่อปองกันเซลลตกตะกอน เปนเวลา 3 ชั่วโมง ตรวจสอบจํานวนเซลลไรผนัง
ภายใตกลองจุลทรรศนทุกชั่วโมงจนครบสามชั่วโมง วางแผนการทดลองแบบ CRD 
นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี 
DMRT เพื่อคัดเลือกความเขมขนของไลโซไซมที่เหมาะสมในการแยกเซลลไรผนัง

1.3 การเพาะเลี้ยงเซลลไรผนังใหเปนเซลลที่สมบูรณ

เมื่อแยกเซลลไรผนังไดโดยใชความเขมขนของไลโซไซมที่เหมาะสมแลวจึงนําเซลล
ไรผนังที่ไดมาเพาะเลี้ยงตอในอาหารสูตรตางๆ คือ Zarrouk, Zarrouk เขมขน ½  เทา, Zarrouk 
เขมขน 2 เทา, Zarrouk ที่มีความเขมขนของ NaCl 2 เทา และ Zarrouk ที่มีความเขมขนของ 
NaHCO3 2 เทา โดยนําเซลลไรผนังที่ไดมาใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 100 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติมอาหารแตละสูตรลงไป 900 ไมโครลิตร วางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว
รอบ 120 รอบตอนาที เพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส ใหแสงโดยใช
หลอดฟลูออเรสเซนต 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่องตลอดเวลา เติมอาหาร
เพิ่มทุก 4 วัน เพื่อใหปริมาตรอาหารคงที่  บันทึกผลโดยตรวจสอบการพัฒนารูปรางของเซลล
ไรผนังภายใตกลองจุลทรรศน เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 20 วัน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี ANOVA และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT เพื่อคัดเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเซลลไรผนัง
ของสาหรายเกลียวทองใหเปนเซลลที่สมบูรณ
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2.  การทดสอบปจจัยที่เกี่ยวของกับการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยวิธีใชกระแสไฟฟา
(electroporation)

2.1 การทดสอบสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือกเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถาย
ยีน

นําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาที่เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Zarrouk ที่ไดจากการ
ทดลองที่ 1.3  มาปนเหวี่ยงใหเซลลตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที หลังจาก
นั้นนํามา ตรวจนับเซลล และปรับใหไดความเขมขนประมาณ 4×106 spheroplast ตอมิลลิลิตร
นําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา 100 ไมโครลิตร ใสในอาหารเหลวสูตร Zarrouk ที่ไดจากการ
ทดลองที่ 1.3 รวมกับสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่มีระดับความเขมขน 50  150  300  600 และ 1,000 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปลี่ยนอาหารและสารปฎิชีวนะทุก 4 วัน เพื่อใหปริมาตรอาหาร และ
ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ ampicillin คงที่  เพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศา
เซลเซียส ใชหลอดฟลูออเรสเซนตที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่อง
ตลอดเวลา บันทึกผลการทดลองตรวจสอบการพัฒนารูปราง และการเปลี่ยนแปลงสีของเซลลไร
ผนังสาหราย สไปรูลินาภายใตกลองจุลทรรศน  ทําการทดลองเปนระยะเวลา 4 สัปดาห โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี ANOVA และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT เพื่อหาความเขมขนสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่เหมาะสมในการ
คัดเลือกเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน

2.2 การศึกษาความแรงของสนามไฟฟา (Field strength)

การศึกษาหาความแรงของสนามไฟฟาที่จะทําใหเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา เมื่อ
ไดรับการถายยีนแลวยังสามารถพัฒนาเปนเซลลสาหรายสไปรูลินาที่สมบูรณได โดยคาความแรง
ของสนามไฟฟาที่ศึกษาอยูในชวง 4  ถึง 8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ศึกษาชวงละ 3 ซ้ํา โดยนําเซลล
ไรผนังสาหรายสไปรูลินา มาปนตกตะกอนดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที
ลางเซลลดวย 1 mM HEPES pH 7.2 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ปรับความเขมขนทําใหเซลลมีความ
เขมขนประมาณ 4×106 spheroplast ตอมิลลิลิตร ใสลงใน cuvett ขนาดกวาง 2 มิลลิเมตร แชน้ําแข็ง
นาน 10 นาที หลังจากนั้นนําไปกระตุนดวยกระแสไฟฟา โดยเครื่องถายยีนดวยกระแสไฟฟา
(BioRad MiniPulser Electroporation System)  และนําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินามาเลี้ยงใน
อาหาร Zarrouk สูตรเหมาะสมที่ไดจากการทดลองที่ 1.3 เพื่อใหสามารถพัตนาเปนเซลลสาหราย
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สไปรูลินาที่สมบูรณได เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 30 วัน บันทึกผลการทดลองโดยตรวจสอบการ
พัฒนารูปรางของเซลลไรผนังภายใตกลองจุลทรรศน วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) 
นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดย วิธี analysis of variance (ANOVA) และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

3.  การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา (eleectroporation)

3.1. การสรางพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus

การสรางพลาสมิดที่ใชสําหรับการถายยีนเขาสาหรายสไปรูลินา เริ่มจากนําพลาสมิด 
pBI121 ขนาด 14,758 คูเบส (ภาพที่ 6ก.) มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI และ BamHI ซึ่งจะได
ดีเอ็นเอขนาด 2,100 และ 12,658 คูเบส นํามาแยกบนอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต เพื่อนํามา
ตรวจสอบขนาดชิ้นยีน และเลือกชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2,100 คูเบส ซึ่งเปนสวนของยีน gus และ 
35SCaMV โปรโมเตอร โดยนํามาสกัดชิ้นดีเอ็นเอออกจากเจลดวย QIAquick extraction
(บริษัทQiagen) (ภาคผนวก ข) นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดไปวิเคราะหลําดับเบส แลวนําขอมูลลําดับเบสที่
ไดมาเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับเบสผาน website http://www.ncbi.nlm.nih.gov  ตรวจสอบ
ลําดับเบสที่เปนจุดเริ่มตน และจุดสิ้นสุดของยีน gus  เพื่อนํามาสรางไพรเมอรสําหรับใชสังเคราะห
และเพิ่มปริมาณในสวนเฉพาะของยีน gus โดยไมมีสวนของ 35SCaMV โปรโมเตอร  หลังจากนั้น
เพิ่มปริมาณยีน gus ดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) และนํามาแยกขนาดบนอะกาโรสเจล 
0.8 เปอรเซ็นต เลือกชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1,800 คูเบส และนํามาสกัดชิ้นดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช 
QIAquick extraction (ภาคผนวก ข) หลังจากนั้นนํามาทําปฎิกิริยา ligation กับพลาสมิด
pBAD-TOPO®  ที่มีขนาด 4.1 กิโลเบส และมีสวนของปลายทู (blunt end) (ภาพที่ 6ข.) โดยใช
pBAD-TOPO® TA Expression Kit (บริษัท invitrogen) โดยผลจากปฏิกิริยา ligation จะไดพลาสมิด
pBAD-TOPO®/gus หลังจากนั้นนําพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus  มาตรวจสอบการเชื่อมตอโดย
นําไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรีย เจาบาน (transformation) ตามวิธีการของบริษัท invitrogen 
(ภาคผนวก ข) แลวเลือกโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารคัดเลือก (อาหารสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ 

ampicillin 200 มิลลิกรัมตอลิตร) มาสกัดพลาสมิดโดยใช QIAprep miniprep® spin column kit และ
ตรวจสอบขนาดพลาสมิดที่ไดโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI ซึ่งมีจุดตัดตําแหนงเดียวในพลาสมิด
pBAD-TOPO®  และนํามาแยกขนาดบนอะกาโรสเจล 0.8 เปอรเซ็นต ซึ่งพลาสมิด pBAD-TOPO®  ที่
มียีน gus อยูจะมีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 5.9 กิโลเบส จากนั้นจึงนําพลาสมิดที่สกัดขึ้นใหมนี้ไปใช
สําหรับถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาตอไป
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ก. พลาสมิด pBI121

ข. พลาสมิด pBAD TOPO® (บริษัท Invitrogen)

ภาพที่ 6  โครงสรางของพลาสมิด pBI121(ก.)  และพลาสมิด pBAD TOPO®  (บริษัท Invitrogen) 
(ข.) 

3.2 การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา (eleectroporation)

นําพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus เขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระเเสไฟฟาใช
spheroplast ของสไปรูลินาชนิด ที่ไดจากการทดลองที่ 1.2 นํามาปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 
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10,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ลางเซลลดวย 1 mM HEPES pH 7.2 ปรับใหเซลลมีความเขมขน
ประมาณ 4×106 spheroplast ตอมิลลิลิตร นําเซลลแขวนลอย spheroplast ปริมาณ 40 ไมโครลิตร 
ผสมกับพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ความเขมขน 150 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 5 
ไมโครลิตรใสลงใน cuvett ที่กวาง 2 มิลลิเมตร นําไปแชน้ําแข็งนาน 10 นาที แลวจึงนําไปกระตุน
ดวยกระแสไฟฟา โดยเครื่องถายยีนดวยกระแสไฟฟารุน BioRad MiniPulser Electroporation 
System ใชคาความแรงสนามไฟฟา (field strength) 4  5 และ 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ยายเซลลไร
ผนังที่ไดรับการถายยีนลงหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลังจากนั้นเติมอาหาร
Zarrouk สูตรที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองที่ 1.3 เพื่อการปรับสภาพของสาหรายสไปรูลินาเปน
เวลา 2 วัน  หลังจากนั้นปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที 
เทอาหารทิ้ง เปลี่ยนอาหารและสารปฎิชีวนะ ampicillin 300ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทุก 4 วัน
เพื่อใหปริมาตรอาหาร และ ความเขมขนของสารปฏิชีวนะ ampicillin คงที่ เพาะเลี้ยงใน
หองควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส ใชหลอดฟลูออเรสเซนตที่ใหแสง 55 ไมโครโมลตอ
ตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่องตลอดเวลา บันทึกผลการทดลองตรวจสอบการพัฒนารูปราง และ
การเปลี่ยนแปลงสีของเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาภายใตกลองจุลทรรศน

3.3 การตรวจสอบการแสดงออกและการมีอยูของยีน

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

นําสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนจากการทดลองที่ 3.2 หลังจาก
การถายยีนที่ 15 และ 30 วัน มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราว โดยนําสาหราย 
สไปรูลินาทั้ง 3 ทรีตเมนต ทรีตเมนตละ 5 ซ้ํา แตละซ้ําใชสาหรายสไปรูลินา 100 ไมโครลิตร  
ปนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ดูดสวนใสทิ้ง นํามาแชใน
สารละลาย X-gluc solution mix (ภาคผนวก ก, ตารางที่ 3) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16 ชั่วโมง แลวกําจัดคลอโรฟลลออกจากเซลลโดยแชในเอธานอล 95 เปอรเซ็นต นําสาหราย
มาตรวจสอบการเกิดสีน้ําเงินบนเซลลสาหรายดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound บันทึกจํานวน
เซลลที่ติดสีน้ําเงิน  นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี analysis of variance 
(ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของทรีทเมนตโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT)
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3.2.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยการเพาะเลี้ยงเซลลบนอาหารคัดเลือก

นําเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนมาแลว 15 และ 30 วัน มาเลี้ยงใน
อาหารเหลว Zarrouk สูตรดัดแปลงที่เหมาะสมกับเซลลไรผนัง และเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 
(เลือกระดับความเขมขนที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 2.1) เปนระยะเวลา 4 สัปดาห โดยเปลี่ยน
อาหารสูตรเดิมทุก 4 วัน โดยเซลลที่รอดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงในอาหารคัดเลือกนี้คาดวาเปนเซลล
ที่ไดรับการถายยีน

3.3 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus  และ pBAD-TOPO® ดวยเทคนิค polymerase chain  
reaction (PCR)

นําสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนแลวสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารคัดเลือก
ที่เติมสารปฎิชีวนะ ampicillin มาตรวจสอบการมีอยูของยีนดวยเทคนิค PCR ซึ่งมีวิธีการดังนี้

3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอจากสาหรายสไปรูลินา

นําสาหรายสไปรูลินา ใสหลอดไมโครเซนตตริฟวจ 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงเซลล
ตกตะกอนดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เติม 10% SDS 20 ไมโครลิตร และ
ProtenaseK (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 8 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
30 นาที ผสมใหเขากัน และบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติม chloroform : isoamyl 
alcohol (24 : 1) 450 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวปนตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติม iso-propanol จํานวน 0.6 เทาของ สวนใสที่ดูดมาผสม
ใหเขากัน และแชในตูเย็นที่อุณหภูมิ -20 นาน 30 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงตกตะกอนดีเอ็นเอ
ดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ทิ้งสวนใส แลวลางตะกอนดีเอ็นเอ 2 ครั้ง 
ดวย 70% เอทานอล 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 
นาที ทิ้งสวนใส ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหง และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย 1xTE ปริมาณ 15
ไมโครลิตร นําดีเอ็นเอมาตรวจสอบคุณภาพบน 1 เปอรเซ็นตอะกาโรสเจล ดวยวิธีอิเลคโทรโฟรีซีส
ยอมแถบดีเอ็นเอดวย 0.5 เปอรเซ็นต เอธิเดียม โบรไมด 
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3.3.2 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาที่คาดวาไดรับการถาย
ยีนดวยเทคนิค polymerase chain  reaction (PCR)

นําดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 8.3.1 มาตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ดวยเทคนิค PCR 
โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะเจาะจงตอยีน gus (กัญจนา, 2549) คือ GUS-(forword): 5’-
ATGTTACGTCCTGTAGAAACC-3’ และ GUS(reverse):5’TCATTGTTTGCCTCCCTGCTG -
3’  ซึ่งเมื่อเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR แลวจะไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 1,800 คูเบส และ
ตรวจสอบการมีอยูของพลาสมิด pBAD-TOPO®  (บริษัท invitrogen) โดยใชไพรเมอรที่มี
ความจําเพาะตอบางสวนของพลาสมิด คือ pBAD- (forward)5’ATGCCATAGCATTTTTATCC -
3’ และ pBAD- (reverse)  5’-GATTTAATCTGTATCAGG -3’ ซึ่งเมื่อเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR 
แลวจะไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 731 คู ซึ่งการทําปฏิกิริยา PCR ทั้งสองใชสวนผสมของปฏิกิริยา 
PCR  และกําหนดอุณหภูมิโดยใชโปรแกรมเฉพาะของแตละปฏิกิริยา (ภาคผนวก ก ตารางที่ 4) โดย
ใชเครื่องเครื่อง Thermocycle (บริษัท Biometra®) เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ

3.4 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ดวยเทคนิค dot blot hybridization

การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ดวยเทคนิค dot blot hybridization ประกอบดวย
หลายขั้นตอน ไดแกการเตรียม DNA blot การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) ของยีน gus การทํา
ปฏิกิริยา hybridization และการตรวจสอบผลการ hybridization ซึ่งแตละขั้นตอนมีรายละเอียดดังนี้

3.4.1 การเตรียม DNA blot

  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสาหรายสไปรูลินาที่คาดวาไดรับการถายยีนที่มีความ
เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ตัวอยางละ 2 ไมโครลิตร นําไปตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที 
เพื่อแยกดีเอ็นเอใหเปนสายเดี่ยวแลวนํามาแชในน้ําแข็งทันที ตอจากนั้นนํามาหยดลงบนไนลอน 
เมมเบรน ผึ่งไนลอนเมมเบรนใหแหง กอนนําไนลอนเมมเบรนไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 40
วินาที เพื่อตรึงดีเอ็นเอไวกับไนลอนเมมเบรน
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3.4.2 การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) สําหรับปฏิกิริยา hybridization ดวยเทคนิค 
PCR labeling

ใชพลาสมิด pBI121 เปนดีเอ็นเอตนแบบในการเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบโดยใช
พลาสมิดปริมาณ 200 พิโคกรัม และใชไพรเมอรที่จําเพาะสําหรับยีน gus (กัญจนา, 2549) ซึ่งใช
ไพรเมอร GUS-forward และ GUS-reverse อยางละ 0.5 ไมโครโมลาร และติดฉลากดีเอ็นเอ
ตรวจสอบดวย PCR DIG Labeling kit (บริษัท Roche Applied Science) ใชอุณหภูมิและเวลา
เชนเดียวกับปฏิกิริยา PCR ที่ใชในการตรวจสอบการมีอยูของยีน gus 

3.4.3 การทําปฏิกิริยา hybridization

นําไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 3.4.1 มา pre-hybridization ในสารละลาย 
hybridization (ภาคผนวก ก ตารางผนวกที่ 6) โดยเติมสารละลาย hybridization ลงในหลอด 
hybridization ที่ใสไนลอนเมมเบรน ใชปริมาตรสารละลาย 10 มิลลิลิตร ตอพื้นที่ไนลอนเมมเบรน 
100 ตารางเซนติเมตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นนําดีเอ็นเอตรวจสอบ
ที่ไดจากขอ 3.4.2 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดเซนตริฟวจที่มีน้ํากลั่นปริมาตร 50 
ไมโครลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที แลวแชในน้ําแข็งทันที 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย hybridization ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดดังกลาว แลวจึงนํา
สารละลายที่ไดทั้งหมดไปเติมลงในหลอด hybridization ที่มีไนลอนเมมเบรนอยูเพื่อทําปฏิกิริยา 
hybridization โดยบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง 

3.4.4 การตรวจสอบผลการ hybridization

นําไนลอนเมมเบรนที่ผานการ hybridization แลวจากขอ 3.4.3 มาลางดวย
สารละลาย low stringency buffer (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) โดยเติมสารละลายใหทวมไนลอน
เมมเบรนเขยาเบา ๆ ที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 ครั้ง แลวลางดวย
สารละลาย high stringency buffer (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) โดยเขยาเบาๆ ที่อุณหภูมิ
65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง แลวจึงลางไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย washing 
buffer (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) ที่เติม Tween 20 ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต เขยาที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ยายไนลอนเมมเบรนลงในถุงพลาสติก เติมสารละลาย
blockingsolution (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในถุงและปดปากถุงใหสนิท
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นําไปเขยาเบาๆ บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที แลวนําไนลอนเมมเบรนไปแชใน
สารละลาย anti-digoxigenin conjugated alkaline phosphate ที่เจือจาง 1 : 10,000 สวนในสารละลาย 
blocking solution เขยาเบาๆ ที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที ลางไนลอนเมมเบรนดวย washing buffer 
2  ครั้ง ๆ ละ 15 นาที แลวปรับสภาพไนลอนเมมเบรนดวยการแชไนลอนเมมเบรนลงในสารละลาย 
detection buffer (ภาคผนวก ก ตารางที่ 6) นาน 3 นาที โดยไมตองเขยา ยายไนลอนเมมเบรนมาวาง
ลงบนแผนพลาสติก ผสมสารละลาย detection buffer เขากับ chemiluminescent substrate (CDP 
starTM) ในอัตราสวน 1:500 ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร แลวนําไปเกลี่ยลงบนไนลอนเมมเบรนให
ทั่ว วางไนลอนเมมเบรนไวในที่มืดนาน 15 นาที แลวจึงรีดเอาสารละลายสวนเกินทิ้ง นําไนลอน 
เมมเบรนไปประกบกับแผนฟลมโดยทําในหองมืดนาน 10-60 นาที เมื่อครบกําหนดจึงลางฟลมดวย
สารละลาย developer และ fixer แลวตรวจดูภาพที่ปรากฏบนแผนฟลม

3.5 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในจีโนมของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน
โดยเทคนิค Southern PCR hybridization

3.5.1 การเตรียมแผนไนลอนเมมเบรนสําหรับการตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ใน
สาหรายสไปรูลินาโดยเทคนิค Southern PCR hybridization

ภายหลังจากการตรวจสอบผลการถายยีนดวยเทคนิค PCR แยกแถบดีเอ็นเอดวย
วิธี อิเล็กโตรโฟรีซิส ตรวจดูดีเอ็นเอบนแผนเจลดวย UV-transilluminator แลว จึงทําการยายดีเอ็นเอ
นี้ไปยังไนลอนเมมเบรน (Hybond-N+ บริษัท Amersham) ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ ลางแผนเจลดวย
สารละลาย depurination (ภาคผนวก ก ตารางที่ 8) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหองนาน 10 
นาที ลางดวยน้ําดีไอออนไนซ จากนั้นปรับสภาพดีเอ็นเอโดยแชเจลในสารละลาย denaturation
(ภาคผนวก ก ตารางที่ 7) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง 5 นาที เทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา
ขั้นตอนเดิมอีกครั้งลางเจลดวยน้ําดีไอออนไนซ จากนั้นเติมสารละลาย neutralization (ภาคผนวก ก 
ตารางที่ 7) เขยาเบาๆ ที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาที เทสารละลายทิ้งทําซ้ําขั้นตอนเดิมอีกครั้งลางเจล
ดวยน้ําดีไอออนไนซ

เตรียมชุดอุปกรณสําหรับการยายดีเอ็นเอจากเจลมาอยูบนไนลอนเมมเบรนโดย
วางกระดาษ Whatman 3 MM ใชเปนสะพานในอางที่มีสารละลาย 10X SSC (0.3 M sodium citrate 
และ 3 M NaCl) นําเจลที่ไดจากขั้นตอนดานบนมาแชในสารละลาย 10X SSC ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวนําแผนเจลวางคว่ําลงบนกระดาษ Whatman 3 MM 
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จากนั้นนําไนลอนเมมเบรนวางบนแผนเจล วางทับดวยกระดาษ 3MM จํานวน 3 แผน แลววางทับ
ดวยกระดาษซับหลายๆชั้นใหมีความหนาประมาณ 20 เซนติเมตร จากนั้นวางวัตถุที่มีน้ําหนัก
ประมาณ 0.5กิโลกรัม ทับบนกระดาษซับอีกชั้น ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18 ชั่วโมง เพื่อให
แถบดีเอ็นเอเคลื่อนยายจากแผนเจลขึ้นมา ติดอยูบนไนลอนเมมเบรน จากนั้นลอกไนลอน 
เมมเบรนออกจากเจลแลวนํามาแชในสารละลาย 2X SSC นาน 5 นาที ตากไนลอนเมมเบรนใหแหง   
แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดกับไนลอน
เมมเบรนและนําไปทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นในขั้นตอนตอไป

3.5.2 การเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) สําหรับทําปฏิกิริยาไฮบริไดเซชั่นดวย
เทคนิค PCR labeling

ใชพลาสมิด pBI121 เปนดีเอ็นเอตนแบบในการเตรียมดีเอ็นเอตรวจสอบโดยใช
ความเขมขนของพลาสมิด 250 พิโคกรัม และใชไพรเมอรที่จับจําเพาะในยีน gus  ซึ่งใชสวนผสม
สําหรับทําปฏิกิริยา และ อุณหภูมิเชนเดียวกับปฏิกิริยา PCR ที่ใชในการตรวจสอบการมีอยูของยีน
gus (ภาคผนวก ก ตารางที่ 5)

3.5.3 การทําปฏิกิริยา hybridization

นําไนลอนเมมเบรนที่ไดจากขอ 3.5.1 มา pre-hybridization ในสารละลาย 
hybridization (ภาคผนวก ก ตารางผนวกที่ 7) โดยเติมสารละลาย hybridization ลงในหลอด 
hybridization ที่ใสไนลอนเมมเบรน ใชปริมาตรสารละลาย 10 มิลลิลิตร ตอพื้นที่ไนลอนเมมเบรน 
100 ตารางเซนติเมตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นนําดีเอ็นเอตรวจสอบ
ที่ไดจาก  ขอ 3.5.2 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดเซนตริฟวจที่มีน้ํากลั่นปริมาตร 50 
ไมโครลิตร แลวนําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที แลวแชในน้ําแข็งทันที 
หลังจากนั้นเติมสารละลาย hybridization ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในหลอดดังกลาว แลวจึงนํา
สารละลายที่ไดทั้งหมดไปเติมลงในหลอด hybridization ที่มีไนลอนเมมเบรนอยูเพื่อทําปฏิกิริยา 
hybridization โดยบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง 
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3.5.4 การตรวจสอบผลการ hybridization

นําไนลอนเมมเบรนที่ผานการ hybridization แลวจากขอ 3.5.3 มาตรวจผลการ 
hybridization โดยมีขั้นตอนเชนเดียวกับขอ 3.4.4 

4.  สถานที่ทําการทดลอง

หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเซลล เนื้อเยื่อพืชและถายยีน ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม

5.  ระยะเวลาการทดลอง

เริ่มการทดลองตั้งแต เดือนมิถุนายน 2549 สิ้นสุดการทดลอง เดือนกุมภาพันธ 2553



ผลและวิจารณ

1.  การเพาะเลี้ยงและการแยกเซลลไรผนังสาหรายเกลียวทอง

1.1 การเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217

จากการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 พบวา 
เซลลมีการเจริญเติบโตแบบ Sigmoid curve โดยมีการเจริญเติบโตในระยะ exponential phase จนถึง
ระยะ stationary phase อยูในชวงวันที่ 2-20 ของการเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 7) โดยวันที่ 2 คือวันที่เริ่มเขา
สูระยะ exponential phase และวันที่ 18 เริ่มเปลี่ยนเขาสูระยะ stationary phase และสิ้นสุดระยะนี้ใน
วันที่ 20 ของการเพาะเลี้ยง หลังจากนั้นจึงเขาสูระยะ death phase ซึ่งเซลลมีน้ําหนักแหงลดลงอยาง
ชัดเจน เนื่องจากประชากรเซลลมีมากขึ้นทําใหอาหารอาจไมเพียงพอ ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ
สุชาติ (2530) ที่เพาะเลี้ยง Spirulina maxima โดยใชอาหารสูตร Zarrouk และพบวาระยะ 
exponential phase อยูประมาณวันที่ 6-24 ของรอบระยะการเพาะเลี้ยง 40 วัน 

ภาพที่ 7  รูปแบบการเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทอง (Spirulina platensis) สายพันธุ TISTR 
8217 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส 
ใหแสงที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาทีตลอดเวลา เปนระยะเวลา 
1 เดือน คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรที่ตางกันมีความแตกตางทางสถิติ (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 การแยกเซลลไรผนังจากสาหรายเกลียวทอง

จากการศึกษาเอนไซมไลโซไซมความเขมขน 0.025-0.05 เปอรเซ็นต รวมกับ EDTA 
ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต ที่มีผลตอการแยกเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง ในระยะเวลา 
3 ชั่วโมง (ตารางที่ 2) พบวา ที่ความเขมขนของไลโซไซม 0.035 เปอรเซ็นต เมื่อใชยอยเซลลที่อายุ 
8 วัน มีเปอรเซ็นตเซลลไรผนังที่แยกไดสูงที่สุด โดยไมพบเซลลแตกหรือเซลลที่เสียหาย สวนความ
เขมขนที่ใหผลดีรองลงมาคือ 0.05 เปอรเซ็นต ที่อายุ 6 วัน และ 0.025 เปอรเซ็นต ที่ยอยเซลลอายุ 
10 วัน แตอยางไรก็ตามจากการสังเกตพบวาที่ความเขมขนของไลโซไซม 0.05 เปอรเซ็นต มีเซลล
แตกเพิ่มมากขึ้นเมื่อบมนาน 3 ชั่วโมง 

เมื่อพิจารณาอายุของสาหรายพบวาชวงระยะการเจริญเติบโตของสาหรายเกลียวทองที่
ใหเปอรเซ็นตการเกิดเซลลไรผนังสูงอยูในชวงระยะ exponential phase คือ ชวงวันที่ 6-10 ของการ
เพาะเลี้ยง (ภาพที่ 8) ซึ่งเปนระยะที่มีการแบงเซลลสูงที่สุด เซลลมีความแข็งแรงสมบูรณเนื่องจาก
ไดรับอาหารและปจจัยทางกายภาพที่เหมาะสม จึงทําใหสามารถแยกเซลลไรผนังไดจํานวนมาก 
สอดคลองกับงานวิจัยของ Ping et al., (2005) ซึ่งไดรายงานวา ความเขมขนของไลโซไซมที่
เหมาะสมสําหรับใชแยกโปรโตพลาสตของ Cyanobacteria ชนิดตาง ๆ เชน Anabaena sp. และ 
Nostoc flagelliforme อยูในชวง 0.03–0.4 เปอรเซ็นต ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสายพันธุ และปจจัยทางกายภาพ
ในการเพาะเลี้ยง ซึ่งมีผลตอความสมบูรณแข็งแรงของเซลล

จากงานวิจัยนี้พบวาวิธีการที่เหมาะสมในการแยกเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง
สายพันธุ TISTR 8217 คือใชสาหรายที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk อายุ 8 วัน นํามายอยผนัง
เซลลออกโดยใชไลโซไซมความเขมขน 0.035 เปอรเซ็นต ที่เติม EDTA ความเขมขน 0.08 
เปอรเซ็นต ซึ่งทําใหไดเซลลไรผนังมากที่สุดถึง 55 เปอรเซ็นต โดยมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) กับการใชไลโซไซมความเขมขน 0.025 และ 0.05 เปอรเซ็นต
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ตารางที่ 2  ผลของความเขมขนของเอนไซมไลโซไซม 0.025-0.05 เปอรเซ็นต ที่ใชรวมกับ
EDTA ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต ตอการแยกเซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินา 
สายพันธุ TISTR 8217 ในระยะเวลา 3 ชั่วโมง

ความเขมขน
ของ

ไลโซไซม (%)

จํานวนวันเพาะเลี้ยงที่ได
เซลลไรผนังมากที่สุด

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นต
เซลลไรผนังสูงที่สุด1/

คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตเซลล
ไรผนังตลอดการ

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/ คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีมีความแตกตางทางสถิติ (p≤0.05) 
เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT

ภาพที่ 8 เซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาสายพันธุ TISTR 8217 ที่แยกไดโดยใชไลโซไซม
0.025-0.05 เปอรเซ็นต รวมกับ EDTA ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต และบมเปน
ระยะเวลา 3 ชั่วโมงเมื่อทดสอบกับสาหรายสไปรูลินาที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk 
ที่อายุตางกัน
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1.3 การพัฒนาของเซลลไรผนังสาหรายเสไปรูลินา

จากการทดสอบอาหารสูตร Zarrouk ดัดแปลง จํานวน 5 สูตร สําหรับเพาะเลี้ยงเซลล 
ไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ที่ไดจากการยอยตามวิธีการที่เหมาะสมตามที่
กลาวแลว โดยตรวจสอบการพัฒนาของเซลลภายหลังจากการเลี้ยงภายใตกลองจุลทรรศน พบวา
มีลักษณะรูปรางของเซลลที่ตรวจพบ 4 ลักษณะ (ภาพที่ 9) คือ 1) เซลลแตก พบเซลลลักษณะกลมที่
ผนังเซลลมีความเสียหาย มีลักษณะของเซลลไมสมบูรณ มีสีซีด 2) hormogonia เซลลรูป
ทรงกระบอกยื่นออกมาจากเซลลกลม 3) segment เซลลรูปทรงกระบอกเรียงตอกันเปนสายยาว
มีปลายทู  และ 4) trichome เซลลรูปทรงกระบอกเรียงตัวกันเปนสายยาวและบิดเปนเกลียว ทั้งนี้ 
การพัฒนาของเซลสาหรายเกลียวทองตามปกตินั้น ลักษณะที่ 4 คือ trichome จัดวามีการพัฒนาไดดี
ที่สุด รองลงมาคือ segment และ hormogonia ตามลําดับ (Richmond, 1986)

หลังจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วันพบวา สูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง
เซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ใหพัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณ คือ 
สูตร Zarrouk เขมขน ½  เทา ที่สามารถเพาะเลี้ยงใหเซลลเจริญเติบโตพัฒนาจากเซลลไรผนังเปน
เซลลที่มีลักษณะ trichome ไดถึง 33 เปอรเซ็นต และไมพบเซลลแตก สูตรอาหารที่ใหผลรองลงมา
คือสูตร Zarrouk ปกติ ซึ่งเซลลไรผนังสามารถพัฒนาเปน trichome ได 11-12 เปอรเซ็นต โดยไมพบ
เซลลแตกเชนกัน แตกตางจากสูตรอาหารในกลุมที่เหลือ คืออาหารสูตร Zarrouk เขมขน 2 เทา 
สูตร Zarrouk ที่มีความเขมขนของ NaCl 2 เทา และ สูตร Zarrouk ที่มีความเขมขนของ NaHCO3 2 
เทา  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ที่เซลลไรผนังไมสามารถเจริญเติบโต ไดพบลักษณะเซลล
แตกทั้งหมด (ภาพที่ 10)

ภาพที่ 9  พัฒนาการในระยะตางๆของเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ที่
ตรวจพบภายใตกลองจุลทรรศน ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 20 วัน

hormogonia (100x)  segment (100x) trichome (40x)เซลลแตก (40x)
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ภาพที่ 10 การพัฒนาของเซลลไรผนังของสาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 ไปเปนเซลล
 ระยะตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ดัดแปลงเปนเวลา 20 วัน

2.  การทดสอบปจจัยที่เกี่ยวของกับการถายยีนโดยวิธีกระแสไฟฟา

ในการถายยีนโดยวิธีกระแสไฟฟามีปจจัยที่ตองคํานึงถึงหลายปจจัย เชน อายุ และลักษณะ
ของเซลลเปาหมายที่ไดรับการถายยีน ความแรงของสนามไฟฟา ความเขมขนของสารปฎิชีวนะ
ในการคัดเลือกเซลลที่มีชีวิตรอดหลังการถายยีน เพื่อใหไดประสิทธิภาพการถายยีนสูงสุด แตใน
การทดลองครั้งนี้ปจจัยที่สําคัญในการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา คือ
การศึกษาความแรงของสนามไฟฟาที่เหมาะสม และ การทดสอบความเขมขนของสารปฏิชีวนะ

2.1 การทดสอบสารปฏิชีวนะที่ใชในการคัดเลือกเซลลสาหรายที่ไดรับการถายยีน

ในการถายยีนเขาสูเซลลสาหรายนั้นนอกจากมีการถายยีนรายงานผล (reporter gene) 
และยีนที่สนใจเขาสูพืช แลวมักจะมีการถายยีนเครื่องหมายเพื่อการคัดเลือก (selectable marker 
gene) ควบคูไปดวย เพื่อชวยในการคัดเลือกเนื้อเยื่อพืชที่ไดรับการถายยีน การใชยีนคัดเลือกที่
เหมาะสมจึงเปนปจจัยสําคัญประการหนึ่งที่ชวยใหการถายยีนเขาสูพืชประสบผลสําเร็จ โดยยีน
เครื่องหมายที่แทรกเขาไปรวมตัวอยูในจีโนมของพืชหลังจากการถายยีนจะทําใหเซลลที่ไดรับการ
ถายยีนจะสามารถแสดงลักษณะตานทานตอสารเคมีตางๆ ที่จําเพาะกับยีนที่ใชในการคัดเลือก ทําให
เซลลดังกลาวสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได สวนเซลลที่ไมไดรับการถายยีนนั้นๆ 

0%

10 %

20 %

30 %

40 %

50 %

60 %

70 %

80 %

90 %

100 %

1/2x Zarrouk 1x Zarrouk 2x Zarrouk Zarrouk
(2xNaCl )

Zarrouk
(2xNaHCO 3)

trichome segment hormogonia เซลลแตก



44

จะไมสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได (Komari et al., 1996) ยีนคัดเลือกสวนใหญมักเปน
ยีนที่สรางความตานทานตอสารปฏิชีวนะ (Miki and McHugh, 2004)

สารที่ใชในการคัดเลือกตองสอดคลองกับยีนคัดเลือกที่ใช และความเขมขนของสาร
คัดเลือกตองเหมาะสมตอชนิดและพันธุสาหราย เนื่องจากการใชความเขมขนที่ระดับต่ําเกินไปจะ
ทําใหเซลลที่ไมไดรับการถายยีนสามารถเจริญเติบโตได มีผลทําใหการคัดเลือกนั้นไมประสบ
ผลสําเร็จ และในทางตรงกันขามการใชสารคัดเลือกที่ระดับความเขมขนสูงเกินไป อาจทําใหเซลลที่
ไดรับการถายยีนไมสามารถเจริญเติบโตได เนื่องจากเซลลที่ไดรับการถายยีนนั้นสามารถทนทาน
ตอสารคัดเลือกไดในระดับความเขมขนหนึ่งเทานั้น นอกจากนี้เซลลหรือเนื้อเยื่อที่ตายอาจปลอย
สารชนิดอื่นที่เปนพิษมายับยั้งการเจริญหรือไปขัดขวางการเคลื่อนยายธาตุอาหารที่จําเปนสําหรับ
เซลลที่ไดรับการถายยีนที่ยังมีชีวิตอยู (Zhang et al., 2005) ดังนั้นจึงตองมีการทดสอบหาระดับ
ความเขมขนของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมกับพืชแตละชนิดเพื่อใชกําจัดเซลลที่ไมไดรับการถายยีน 
โดยความเขมขนที่เหมาะสมนั้นเซลลที่ไดรับการถายยีนจะสามารถมีชีวิตรอดได สวนเซลลที่ไมได
รับการถายยีนจะตาย ซึ่งมักจะเลือกความเขมขนที่ต่ําที่สุดที่ทําใหเซลลที่ไมไดรับการถายยีนตาย
ทั้งหมด

เนื่องจากในพลาสมิด pBAD-TOPO® ที่ถายเขาสูสาหรายสไปรูลินามียีนคัดเลือกที่ทํา
ใหเซลลตานทานตอสารปฏิชีวนะ ampicillin และไมมีรายงานการทดสอบความเขมขนของสาร
ปฏิชีวนะ ampicillin ที่ใชเปนสารคัดเลือกในสาหรายสไปรูลินา ดังนั้นในการทดลองนี้จึงได
ทดสอบความทนทานของเซลลสาหรายสไปรูลินาตอสารปฏิชีวนะ ampicillin เพื่อใหทราบความ
เขมขนต่ําสุดที่ทําใหเซลลที่ไมไดรับการถายยีนตานทาน ampicillin ตายหมดภายใน 4 สัปดาห โดย
นําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา ที่เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Zarrouk ½  เทา มาปนเหวี่ยงใหเซลล
ตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที หลังจากนั้นนํามาตรวจนับเซลล และปรับให
ไดความเขมขนประมาณ 4×106  เซลลตอมิลลิลิตร  นําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา 100 
ไมโครลิตร ใสในอาหารเหลวสูตร Zarrouk ½  เทา ที่เติมสารปฎิชีวนะ ampicillin ใหมีความเขมขน
สุดทาย 50, 150, 300, 600 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 4 วัน

จากผลการทดลองพบวาเซลลไรผนังสาหราย ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร Zarrouk ½  เทา
ที่ไมเติมสารปฏิชีวนะ ampicillin เซลลสาหรายสไปรูลินายังคงเขียวและมีเซลลใหมเกิดขึ้น สําหรับ
เซลลสาหรายที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Zarrouk ½  เทา ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความ
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เขมขน 600 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในสัปดาหแรกของการเพาะเลี้ยง พบวาเซลลไมมี
การเจริญเติบโต และจะคอยๆ เปลี่ยนเปนสีเหลืองและตายภายใน 1-2 สัปดาห สวนเซลลไรผนัง
สาหรายที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความเขมขน 300 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ในสัปดาหที่ 1-2 เซลลสาหรายยังคงมีสีเขียวและเซลลเจริญเติบโตขึ้นเล็กนอย แตเซลล
สาหรายดังกลาวจะคอยๆ เปนสีเหลืองซีดและเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลจนตายทั้งหมดภายในสัปดาหที่ 4 
และที่ความเขมขน 50 และ150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบเปอรเซ็นตการรอดชีวิตที่ 80 และ 50
เปอรเซ็นต โดยในสัปดาหที่ 1-2 เซลลสาหรายยังคงมีสีเขียวและเซลลเจริญเติบโตขึ้นเล็กนอย แต 
จะมีเซลลสาหรายบางสวนคอยๆ เปนสีเหลืองซีด ตอมาในสัปดาหที่ 3-4 เซลลจะเริ่มพัฒนาเปน
ระยะตางๆมากขึ้น และมีสีเขียวเขมขึ้น (ตารางที่ 3)  ดังนั้นความเขมขนต่ําสุดของสารปฏิชีวนะ 
ampicillin ที่ทําใหเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาตายทั้งหมดภายในสัปดาหที่ 4 คือ ที่ความเขมขน 
300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ตารางที่ 3  ผลของสารปฎิชีวนะ ampicillin ตอเซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินา สายพันธุ TISTR 
8217 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรสูตร Zarrouk เขมขน ½  เทา ที่เติม ampicillin ความ
เขมขน 0-1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในระยะเวลา 4 สัปดาห

ความเขมขน
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)

การมีชีวิตรอด
(รอยละ)

ลักษณะการเปลี่ยนแปลง

0 100 เซลล spheroplast เจริญไดตามปกติ
50 80 เซลล spheroplast เจริญไดแตมี

บางสวนสีซีดเหลืองและตาย
150 50 เซลล spheroplast ไมมีการพัฒนา

บางสวนสีซีดเหลือง และตาย
300 0 เซลล spheroplast มีสีน้ําตาลเหลือง
600 0 เซลล spheroplast มีสีน้ําตาลเหลือง

1,000 0 เซลล spheroplast มีสีน้ําตาลเหลือง
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2.2 ผลการศึกษาความแรงของสนามไฟฟา (field strength) ที่มีผลตอเซลล spheroplast ของ
สาหรายสไปรูลินา

การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา มีปจจัยที่สําคัญประการหนึ่ง
ในการถายยีนคือ ความแรงของสนามไฟฟา เนื่องจากสาหรายแตละสายพันธุมีความจําเพาะตอ
ความแรงของสนามไฟฟาแตกตางกัน ความแรงของสนามไฟฟาที่มากเกินไปจะสงผลตอผนังเซลล
สาหราย อาจทําใหเกิดความเสียหายของผนังเซลลมากเกินไป 

การศึกษาชวงของความแรงสนามไฟฟาที่ยังคงทําใหเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินา
พัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณ ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาความแรงของสนามไฟฟาในชวง 4 ถึง 8 กิโลโวลต
ตอเซนติเมตร เพื่อหาคาที่เหมาะสมสําหรับความแรงสนามไฟฟาที่ยังคงทําใหเซลล spheroplast 
ของสาหรายสามารถพัฒนาไปเปนเซลลสาหรายที่สมบูรณไดในระยะเวลา 1 เดือน 

เมื่อทดลองกระตุนเซลลดวยความแรงของสนามไฟฟาจาก 4 ถึง 8 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร โดยใชเครื่องถายยีนโดยใชกระแสไฟฟารุน BioRad MiniPulser Electroporation System 
ซึ่งไมสามารถกําหนดคาระยะเวลาไดนั้นพบวา กระแสไฟฟา 4-8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร มี
ระยะเวลาในการใหกระแสไฟฟาอยูในชวง 2-4 มิลลิวินาที ซึ่งผลตอเซลลสาหรายนั้นพบวา เมื่อ
ความแรงของสนามไฟฟาเพิ่มขึ้นทําใหเปอรเซ็นตการ regeneration ลดลงอยางเห็นไดชัด 
(ภาพที่ 11) และนอกจากนี้การใชความแรงของสนามไฟฟาที่สูงขึ้นตั้งแต 6-8 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร เมื่อนําเซลล spheroplast ไปเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ½ เทา พบวาทําใหอาหาร
เพาะเลี้ยงเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีน้ําเงินจาง ซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากความแรงของสนามไฟฟาที่สูงขึ้น
ทําใหผนังเซลลของสาหรายสไปรูลินาเกิดการทะลุมากขึ้นจนไมสามารถกลับคืนสูสภาพเดิมได ทํา
ใหสารตางๆ ภายในเซลลสาหรายสไปรูลินาโดยเฉพาะสารในกลุมไฟโคไซยานินซึ่งมีสีน้ําเงินหลุด
ออกมามากขึ้น จึงทําใหสีของอาหารเพาะเลี้ยงเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินจางๆ และทําใหเซลลตายไดใน
ที่สุด

จากการทดลองนี้พบวาความแรงสนามไฟฟาที่เหมาะสมในการถายยีนเขาสูสาหราย 
สไปรูลินา คือ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ซึ่งทําใหเกิดการพัฒนาเซลลไรผนังมากที่สุดถึง 37
เปอรเซ็นต รองลงมาคือ การใชความแรงสนามไฟฟาที่ 5 เเละ 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ที่มีผล 
ทําใหมีการพัฒนาเซลลไรผนังรองลงมาคือ 24 และ17 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) กับการใชความแรงสนามไฟฟาที่ 7 และ 8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ซึ่งผล
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ดังกลาวนี้สอดคลองกับงานวิจัย ศรีสุพร (2536) ที่รายงานวาความแรงของสนามไฟฟาที่เหมาะสม
สําหรับสาหรายสไปรูลินาสายพันธุอิตาลีอยูในชวง 3-6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร และในรายงานของ 
Chaing et al., (1992) ที่รายงานวาความแรงของสนามไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับ Anabaena sp. สาย
พันธุ M131 ที่ 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร และใชเวลา 5 มิลลิวินาที

ภาพที่ 11  การพัฒนาเซลลของสาหรายสไปรูลินา สายพันธุ TISTR 8217 ที่ไดรับการกระตุนเซลล
ดวยกระแสไฟฟาที่มีความแรงของสนามไฟฟา (field strength) จาก 4 ถึง 8 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร แลวนํามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ½  เทาในหองควบคุม อุณหภูมิ
ที่ 30 องศา เซลเซียส ใหแสงที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที 
ตลอดเวลาเปนระยะเวลา 1 เดือน (คาเฉลี่ยที่ตามดวยอักษรที่เหมือนกันไมมีความ
แตกตางทางสถิติ (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี DMRT)

3.  การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินา 

3.1 การสรางพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus สําหรับการถายยีน

นําพลาสมิด pBI121 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI และ BamHI แลวนํามา
แยกขนาดบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แลวเลือกชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2,100 คูเบส ซึ่งมี
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สวนของ 35SCaMV โปรโมเตอร และยีน gus โดยสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลโดยใช QIA quick 
extraction (Qiagen) เพื่อนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสวนของยีน gus  โดยใชไพรเมอร GUS-
(forward) และ GUS- (reverse) (กัญจนา, 2549) ซึ่งจะไดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด1,800 คูเบส แลวจึง
นํามาแยกขนาดบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นตอีกครั้ง แลวสกัดดีเอ็นเอขนาด 1,800 คูเบส
ออกจากเจลโดยใช QIA quick extraction (บริษัท Qiagen) หลังจากนั้นนํามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
สวนนี้อีกครั้ง เพื่อใหมีปริมาณชิ้นยีน gus มากพอสําหรับนําไปเชื่อมตอกับพลาสมิด pBAD-TOPO®

เมื่อทําปฏิกิริยา ligation เพื่อเชื่อมตอพลาสมิด pBAD-TOPO® ที่มีขนาด 4.1 กิโลเบส 
เขากับยีน gus ที่มีขนาด 1,800 คูเบส ที่ไดจากวิธีการขางตนแลว จะได พลาสมิด
pBAD-TOPO®/gus ซึ่งเมื่อตรวจสอบการเชื่อมตอโดยนําไปเพิ่มปริมาณในเซลลแบคทีเรียเจาบาน 
(ภาคผนวก ก) แลวนํามาเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin และตรวจสอบ
โคโลนีเดี่ยวที่ รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร pBAD-(forward) และ 
pBAD-(reverse) (บริษัท invitrogen) เพื่อตรวจสอบการมีอยูของ บางสวนของพลาสมิด pBAD-
TOPO®  ซึ่งเมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแลวจะไดขนาดชิ้นยีน 731 คูเบส และใชไพรเมอร GUS-
(forward) และ GUS-(reverse) เพื่อตรวจสอบการมีอยูของชิ้นยีน gus ซึ่งเมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแลว
จะไดขนาดชิ้นยีน 1,800 คูเบส โดยตรวจสอบทั้ง 2 สวนในโคโลนีเดี่ยวทั้ง 3 โคโลนีที่รอดบน
อาหารสูตรคัดเลือก

ผลการทดลองพบวา หลังจากนําผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ไปวิเคราะหขนาดของ
ดีเอ็นเอโดยวิธีอิเลคโทรโฟไรซีสบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต ที่ความตางศักย 100 โวลต 
เปนเวลา 45 นาที แลวยอมเจลในสารละลายเอทธิเดียมโบรไมด เมื่อนําไปตรวจสอบภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต พบวา ทั้ง 3 โคโลนีที่นํามาตรวจสอบพบแถบชิ้นดีเอ็นเอขนาด 731 คูเบส เมื่อใช
ไพรเมอรสําหรับตรวจสอบการมีอยูของพลาสมิด pBAD-TOPO® (ภาพที่ 12) และพบชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 1,800 คูเบส เมื่อใชไพรเมอรสําหรับตรวจสอบยีน gus  (ภาพที่ 13) แสดงวาพลาสมิด
pBAD-TOPO®/gus มียีน gus เชื่อมตอกับพลาสมิด pBAD-TOPO® แลวสามารถนําพลาสมิด
pBAD-TOPO®/gus ที่เตรียมไดนี้ใชในการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาตอไปได
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ภาพที่ 12  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เมื่อตรวจสอบโคโลนีที่รอดชีวิตบนอาหารคัดเลือกโดยใช
ไพรเมอรที่จําเพาะตอบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® เมื่อนํามาแยกขนาดชิ้น
ดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาด 731 คูเบส
M = 1 kb DNA ladder marker (บริษัท Fermentas) 
R1-R3 = ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชโคโลนีเดี่ยวที่เกิดจากปฏิกิริยา ligation ของ

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

P = positive control ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ใชพลาสมิด pBAD-TOPO® เปน ดีเอ็นเอ
ตนแบบ

   500 bp
   1000 bp

bp
   731 bp

  M   R1  R2  R3  P
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ภาพที่ 13  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เมื่อตรวจสอบโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gus แยกขนาด
ชิ้นดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาด 1,800 คูเบส
M = 1 kb DNA ladder marker (บริษัท Fermentas)
R1-R3 = ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชโคโลนีเดี่ยวที่เกิดจากปฏิกิริยา ligation ของ 

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

P =  positive control ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ใชพลาสมิด pBI121 เปนดีเอ็นเอตนแบบ

3.2 การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation)

จากการทดลองที่ผานมาเมื่อทดสอบปจจัยที่ใชในการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินา 
พบวา ชวงความแรงของกระแสไฟฟาที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินานั้นอยู
ในชวง 4 ถึง 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร และเมื่อถายพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus เขาสูสาหรายสไป
รูลินาเรียบรอยแลว จะนําสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนนั้นไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่
เหมาะสมคือ Zarrouk ½  เทา ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความเขมขน 300 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

หลังจากนั้นนําพลาสมิด pBADTOPO /gus  เขาสูเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาโดย
วิธีใชกระเเสไฟฟา โดยใชเครื่องถายยีนดวยกระแสไฟฟารุน BioRad MiniPulser Electroporation 
System ดวยความแรงคาสนามไฟฟา (field strength) 4,  5 และ 6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร หลังจาก

   1500 bp
   2000 bp    1800 bp
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นั้นยายเซลลสาหรายออกจาก cuvette ไปเพาะเลี้ยงโดยใชหลอดไมโครเซนตริฟวจ เติมอาหาร
Zarrouk ½  เทา 1 มิลลิลิตรที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 300
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน โดยในวันที่ 15 และ 30 วัน สุมเซลลมา
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวิธีการตางๆ ดังตอไปนี้

3.3 การตรวจสอบการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟา (electroporation) เขาสูสาหราย
สไปรูลินา

3.3.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี GUS 
histochemical assay 

นําสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนดวยความแรงของสนามไฟฟา 4-6 กิโล
โวลตตอเซนติเมตร ทรีตเมนตละ 5 ซ้ํา มาตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวดวยวิธี 
GUS histochemical assay (ตารางผนวกที่ 3) (Jefferson et al., 1987)โดยใชเซลลแขวนลอยสาหราย 
สไปรูลินา 100 ไมโครลิตร ตรวจสอบการเกิดสีน้ําเงินบนเซลลสาหรายดวยกลองจุลทรรศนแบบ 
compound บันทึกจํานวนเซลลที่ติดสีน้ําเงิน

จากผลการทดลอง (ตารางที่ 4) พบวา  ตรวจสอบพบการติดสีน้ําเงินเฉพาะเซลล
สาหรายที่ไดรับความแรงกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร เฉพาะภายหลังจากการถายยีน 
15 วันเทานั้น (ภาพที่ 14) จํานวนเซลลที่ติดสีน้ําเงินสุมตรวจจาก 100 ไมโครลิตรของเซลล
แขวนลอยสาหราย สไปรูลินา โดยสุมครั้งละ 2 ไมโครลิตร จํานวน 10 ครั้ง เมื่อคิดเปนเปอรเซ็นต
การติดสีน้ําเงินไดเปน 40 เปอรเซ็นต 

สําหรับทรีทเมนตอื่นๆ ตรวจไมพบการติดสีน้ําเงินในเซลลสาหราย ทั้งนี้อาจเกิด
ไดจากความแรงของสนามไฟฟาที่มีมากขึ้นจากการทดลองที่ใชความแรงสนามไฟฟาที่ 5-6 
กิโลโวลตตอเซนติเมตร ทําใหเซลลตายหรือผนังเซลลเสียหายมากเกินไปจึงไมสามารถซอมแซม
กลับมาได พบวาอาหารเพาะเลี้ยงเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินซึ่งสอดคลองกับรายงานของ ศรีสุพร (2536) 
ไดทําการถายยีนพลาสมิด pACYC 184 เขาสูสาหรายสไปรูลินาสายพันธุอิตาลี โดยใชความแรง
กระแสไฟฟาที่ 6-8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ทําใหเกิดสารละลาย Zarrouk เปนสีน้ําเงิน และ Chassy 
และคณะ (1988) ซึ่งทําการถายยีนในไซยาโนแบคทีเรียโดยใชกระแสไฟฟารายงานผลเชนเดียวกัน 
คือ ผลของความแรงสนามไฟฟาที่มากขึ้นจะทําใหเกิดชองวางขนาดใหญของผนังเซลลไซยาโน
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แบคทีเรีย ซึ่งแมวาเมื่อนํามาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่เหมาะสม แตผนังเซลลไซยาโนแบคทีเรียไม
สามารถกลับคืนสูสภาพปกติได ทําใหสวนประกอบตางๆภายในเซลลจะหลุดออกมา โดยเฉพาะ
รงควัตถุที่อยูในชั้นไทลาคอยดที่เชื่อมติดกับชั้นเยื่อหุมเซลลทําใหอาหารที่เพาะเลี้ยงเซลลมีสีฟา ซึ่ง 
Dower และ คณะรายงานวาประสิทธิภาพสูงสุดในการถายยีนโดยกระแสไฟฟากับสาหรายหลาย
ชนิดจะเกิดในชวงของความแรงของกระแสไฟฟาที่จํากัดเทานั้น

อีกกรณีหนึ่งพบวา ความแรงของกระแสไฟฟาที่มากเกินไปนั้นจะทําใหเซลลเกิด
ชองวางขนาดใหญ และผนังเซลลไมสามารถกลับสูสภาพปกติไดทําใหเซลลตายเปนจํานวนมาก 
และสําหรับวันที่ 30 หลังจากไดรับการถายยีนนั้นตรวจสอบแลวไมพบการติดสีน้ําเงินอาจ
เนื่องมาจากความไมเสถียร ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ ศรีสุพร (2536) ที่ไดถายยีนพลาสมิด 
pACYC184 เขาสูสาหรายสไปรูลินาสายพันธุอิตาลีดวยกระแสไฟฟาพบวา ความแรงของ
สนามไฟฟาที่เหมาะสมที่สุดคือ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ความตานทาน 200 โอหม เปนเวลา 5 
วินาที เมื่อตรวจสอบการมีอยูของบางชิ้นสวนของพลาสมิด pACYC184 หลังจากวันที่ 20 ของการ
ถายยีนไมพบการมีอยูของพลาสมิด เชนเดียวกับในการทดลองครั้งนี้พบการติดสีน้ําเงินเพียงในวันที่ 
15 หลังการถายยีนเทานั้น

ภาพที่ 14 ลักษณะการติดสีน้ําเงินของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนตรวจสอบภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบ compound หลังไดรับการถายยีน 15 วัน

ก.  เซลลไรผนังสาหรายที่ไมติดสีน้ําเงิน 
ข. และ ค.  เซลลไรผนังที่ติดสีน้ําเงิน

ก. ข. ค.
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ตารางที่ 4  เปอรเซ็นตเซลลที่ติดสีน้ําเงินการแสดงออกของยีน gus แบบชั่วคราวโดยวิธี GUS 
histochemical assay หลังจากการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟาที่ความแรงของ
สนามไฟฟา 4-6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร

ความแรงของสนามไฟฟา
(kv/cm)

เวลา (เฉลี่ย) ที่ไดรับ
กระแสไฟฟา

มิลลิวินาที

ระยะเวลาการตรวจสอบ
หลังการถายยีน

เปอรเซ็นต
เซลลที่ติดสีน้ําเงิน

4 3.0 15 40
30 0

5 2.8 15 0
30 0

6 3.1 15 0
30 0

3.3.2 การคัดเลือกเซลลไรผนังสาหรายที่ไดรับการถายยีนบนอาหารคัดเลือก

ในการถายยีนเขาสูเซลลสาหรายนอกจากยีนรายงานผลแลว ยังมียีนเครื่องหมาย  
ที่ชวยในการคัดเลือกเซลลสาหรายที่ไดรับการถายยีน ซึ่งหลังจากการถายยีนจะทําใหเซลลสาหราย
ที่ไดรับการถายยีนเหลานี้มีลักษณะตานทานตอสารเคมีตางๆที่มีในพลาสมิดที่ถายเขาไปในเซลล 
ทําใหเซลลดังกลาวสามารถเจริญเติบโตในอาหารคัดเลือกได

จากการทดลองนี้เมื่อนําเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนแลวมา
เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Zarrouk ½  เทา เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
เพาะเลี้ยงในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 องศาเซลเซียส ใหแสงโดยใชหลอดฟลูออเรสเซนต 
ที่ความเขม 55 ไมโครโมลตอตารางเมตรตอวินาที อยางตอเนื่องตลอดเวลา เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 
โดยเปลี่ยนอาหารสูตรเดิมทุกสัปดาห เซลลที่รอดชีวิตจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารคัดเลือกนี้เปน
เซลลที่คาดวาไดรับการถายยีน จากการทดลองพบวา เซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการ
ถายยีน และ ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus เมื่อเวลา 15 วัน และใหผลบวกซึ่งไดจาก
ทรีทเมนตที่ใชความแรงสนามไฟฟา 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร มีชีวิตรอดอยูไดจนถึงวันที่ 20 เมื่อ
เลี้ยงในอาหารคัดเลือก จากนั้นเซลลสาหรายเริ่มมีสีเหลือง และ เมื่อเพาะเลี้ยงไปจนถึง 4 สัปดาห
พบวาเซลลสาหรายตายทั้งหมด ในสวนของทรีทเมนตอื่นๆไมพบการเจริญเติบโตของเซลล
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สาหรายที่เลี้ยงในอาหารสูตรคัดเลือก ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการตรวจสอบการติดสี
น้ําเงินผลการทดลองที่ 3.3.1

เมื่อเพาะเลี้ยงเซลลไรผนังสาหรายสไปรูลินาหลังจากไดรับการถายยีนในอาหาร
คัดเลือกแลว พบวาเมื่อ 20 วันเซลลสาหรายเริ่มมีการตาย อาจเนื่องจากเมื่อเซลลสาหรายเริ่มมีการ
พัฒนาเซลลไปในระยะตางๆ มีการสรางเซลลใหมๆเกิดขึ้น ทําใหมีโอกาสที่ยีนที่ถายเขาไปนั้นอาจ
ไมเกิดการถายทอดไปยังเซลลที่สรางขึ้นใหม จึงทําใหสาหรายไมสามารถเจริญเติบโตในอาหาร
คัดเลือกได ซึ่งสอดคลองรายงานของ ศรีสุพร (2536) ไดถายยีนพลาสมิด pACYC 184 เขาสู
สาหรายสไปรูลินาสายพันธุอิตาลี โดยใชความแรงกระแสไฟฟาที่ 6-8 กิโลโวลตตอเซนติเมตร
มี chloramphenicol เปนสารปฏิชีวะนะคัดเลือก พบเซลลสาหรายตายเมื่อ 20 วันหลังการถายยีน
เนื่องจากพลาสมิดไมสามารถที่จะถายทอดและเพิ่มจํานวนได ทําใหเซลลสามารถทนอยูไดใน
ระยะเวลาหนึ่งเทานั้นและตายในที่สุด

3.3.3 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus และบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO®  
ในสาหรายสไปรูลินาที่คาดวาไดรับการถายยีนดวยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)

จากการนําไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gus และบางสวนของพลาสมิด 
pBAD-TOPO®  มาทําปฏิกิริยา PCR โดยใช ดีเอ็นเอของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนดวย  
พลาสมิด pBAD-TOPO®/gus  เปนเซลลตนแบบโดยทดสอบภายหลังการถายยีน 15 วัน ดวยความ
แรงกระแสไฟฟา 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ทดสอบจํานวน 3 ซ้ํา เพื่อตรวจสอบการคงอยูของยีน 
gus และบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO®  เปรียบเทียบกับสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการ
ถายยีน โดยนําผลจากปฏิกิริยา PCR ไปวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอิเลคโทรโฟรีซิสบน
อะกาโรสเจล เขมขน 0.8 เปอรเซ็นต ที่ความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที แลวยอมเจลใน
สารละลายเอทธิเดียมโบรไมด เมื่อนําไปตรวจสอบภายใตแสงอัลตราไวโอเลต พบวา ทุกซ้ําของ
สาหราย   สไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนพบแถบดีเอ็นเอขนาด1,800 คูเบสของยีน gus (ภาพที่15 ก.) 
และขนาด 731 คูเบสของบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® (ภาพที่15 ข.) แสดงถึง การมีอยู
ของพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ในสาหรายที่ไดรับการถายยีนที่ความแรงของสนามไฟฟา 4 กิโล
โวลตตอเซนติเมตร ซึ่งผลสอดคลองกับการตรวจสอบการติดสีน้ําเงินในการทดลองที่ 3.3.1 และ 
การคัดเลือกเซลลไรผนังสาหรายที่ไดรับการถายยีนในการทดลองที่ 3.3.2.
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ภาพที่ 15 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน gus (ก) และไพรเมอรที่
จําเพาะกับบางสวนของพลาสมิด pBAD-TOPO® (ข) เมื่อนํามาแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอบน
อะกาโรสเจลเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต
M = 1 kb DNA ladder marker (บริษัท Fermentas)
N = negative control คือผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับ

การถายยีนเปนตนแบบ
P = positive control ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ใชพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus 

เปนตนแบบ
R1-R3  = ผลผลิตปฏิกิริยา PCR ที่ใชสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนเปน

ตนแบบซ้ําที่ 1 -3 ตามลําดับ

3.3.4 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน
พลาสมิด pBAD-TOPO®/gus โดยเทคนิค dot blot hybridization

จากการตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ดวยเทคนิค dot blot hybridization โดย
สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนดวยพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus  
หลังจากไดรับการถายยีน15 วัน โดยหยดดีเอ็นเอที่สกัดไดปริมาณ 1ไมโครกรัม ลงบนไนลอน
เมมเบรน จากนั้นนํามาตรวจสอบการมีอยูของยีน gus โดยนํามาไฮบริไดเซชั่นกับดีเอ็นเอตัว
ตรวจสอบของยีน gus ที่ติดฉลากดวยสารไรรังสี digoxigenin (DIG) แลวนําไปตรวจสอบผลโดยนํา

ข.

ก. 1,800 bp

   M         N                  P          R1       R2       R3

731 bp

     M           P       R1       R2       R3        N 
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ไนลอนเมมเบรนไปประกบกับแผนฟลม x-ray หากมีการเขาคูกันระหวางดีเอ็นเอที่สกัดไดกับ
ดีเอ็นเอที่ใชในการตรวจสอบจะใหผลเปนสัญญาณสีดําบนแผนฟลม โดยในการตรวจสอบนี้ใช
ดีเอ็นเอจากสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีนเปน negative control และดีเอ็นเอที่ไดจาก
พลาสมิด pBAD-TOPO®/gus และ pBI121 รวมไปถึงผลจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช ไพรเมอรสําหรับ
ยีน gus เปน positive control 

จากการทดลองพบวา พบสัญญาณสีดําบนแผนฟลมเมื่อตรวจสอบดวยดีเอ็นเอ
ตรวจสอบของยีน gus ในทั้งหมด 3 ซ้ําของสาหรายสไปรูลินาที่ผานการถายยีน และใหผล
เหมือนกันกับดีเอ็นเอตนแบบ (positive control) (ภาพที่ 16) แสดงวามียีน gus อยูในเซลลสาหราย
สไปรูลินา สวนสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีนไมปรากฏสัญญาณสีดําบนแผนฟลม ซึ่งผล
การทดลองนี้สอดคลองกับผลการทดลองที่ตรวจสอบดวยเทคนิค PCR  

ภาพที่ 16  การตรวจวิเคราะหการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาหลังจากที่ไดรับการ
ถายยีนพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ดวยความแรงกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอ
เซนติเมตร เปนเวลา 15 วัน
P1 =  positive control ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus
P2, P3  = positive control ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBI121 ซึ่งมียีน gus อยู
H20 = negative control (dH2O)
N = negative control ดีเอ็นเอที่ไดจากสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีน
R1- R3 = ดีเอ็นเอที่ไดจากสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนซ้ําที่ 1-3

         P1                    P2                               P3                             H2O

   N                      R1                            R2                                R3
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3.3.5 การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ในสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน
พลาสมิด pBAD-TOPO®/gusโดยเทคนิค Southern PCR hybridization

การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus ที่เขาไปรวมกับจีโนมของสาหรายสไปรูลินา 
ดวยเทคนิค Southern PCR hybridization เพื่อยืนยันวา ยีน gus  เขาไปรวมตัวกับจีโนมของสาหราย
สไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน โดยเลือกทดสอบเฉพาะสาหรายสไปรูลินาที่ผานการตรวจสอบดวย
เทคนิค PCR และ dot blot hybridization แลวใหผลเปนบวก และใชดีเอ็นเอจากสาหรายสไปรูลินา
ที่ไมไดรับการถายยีนเปน negative control และ ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus และ 
pBI121  รวมไปถึง ผลจากปฏิกิริยา PCR ที่ใชไพรเมอรสําหรับยีน gus เปน positive control

จากการนําผลผลิต PCR ที่ไดจากขอ 3.3.3. มาแยกขนาดดวยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส 
โดยใชอะกาโรสเจล เขมขน 0.8 เปอรเซ็นต แลวยายดีเอ็นเอลงบนแผนไนลอนเมมเบรน ซึ่งหากมีการ
เขาคูกันระหวางดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR กับดีเอ็นเอที่ใชในการตรวจสอบจะใหผลเปนสัญญาณสี
ดําบนแผนฟลม จากการทดลองพบวา พบแถบสัญญาณสีดําบนแผนฟลม (ภาพที่ 17 ข.) ที่ตําแหนง
เดียวกับแถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดดวยวิธี PCR (ภาพที่ 17 ก.) ซึ่งมีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 
1,800  คูเบส ในทุกซ้ําของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีน  และใหผลเหมือนกันกับที่ทดสอบ
ในดีเอ็นเอตนแบบ (positive control) ซึ่งแสดงวามียีน gus  สวนสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการ
ถายยีนไมปรากฏสัญญาณสีดําบนแผนฟลม ซึ่งการทดลองนี้เปนการยืนยันผลวาสาหรายสไปรูลินา
ที่ไดรับการถายพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus ที่ตรวจสอบผลเปนบวกจากวิธี PCR และ dot blot 
hybridization มียีน gus อยูจริง
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ภาพที่ 17  การตรวจสอบการมีอยูของยีน gus โดยเทคนิค Southern PCR hybridization ในสาหราย
   สไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนโดยใชกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตรเปนเวลา 
   15 วัน  (ก.)  ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR เปรียบเทียบการตรวจสอบการมีอย ูของยีนโดย
   เทคนิค Southern PCR hybridization (ข.)
   M = 1 kb DNA ladder marker (บริษัท Fermentas)
   P1 =  positive control ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBAD-TOPO®/gus
   P2, P3 =  positive control ดีเอ็นเอที่ไดจากพลาสมิด pBI121
   H20 =  negative control (dH2O)
   N = negative control ดีเอ็นเอที่ไดจากสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีน
   R1-R3 = ดีเอ็นเอที่ไดจากสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับการถายยีนซ้ําที่ 1-3

ก.

ข.
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สรุปผลการทดลอง

สาหรายเกลียวทอง สายพันธุ TISTR 8217 มีการเจริญเติบโตในอาหาร สูตร Zarrouk
ในรอบระยะการเพาะเลี้ยง 30 วัน เปนแบบ sigmoid curve โดยมีการเจริญเติบโตในระยะ
exponential phase จนถึงระยะ stationary phase ประมาณวันที่ 4-20 ของการเพาะเลี้ยง และวิธีการ
ที่เหมาะสมในการแยกเซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินาสายพันธุนี้ คือการใชสาหรายที่เพาะเลี้ยง
ในอาหารสูตร Zarrouk อายุ 6-10 วัน นํามายอยผนังเซลลออกโดยใชไลโซไซมความเขมขน 0.035 
เปอรเซ็นต และเติม EDTA ความเขมขน 0.08 เปอรเซ็นต ซึ่งทําใหไดเซลลไรผนังมากที่สุดถึง 55 
เปอรเซ็นต และสามารถชักนําใหเซลลไรผนังพัฒนาเปนเซลลที่สมบูรณไดดีที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยง 
ในอาหารสูตร Zarrouk ½  เทา ที่สามารถเพาะเลี้ยงใหเซลลเจริญเติบโตพัฒนาจากเซลลไรผนัง
เปนเซลลที่มีลักษณะ trichome ไดถึง 33 เปอรเซ็นต ในเวลา 20 วัน และไมพบเซลลแตก 

ความเขมขนที่เหมาะสมของสารปฏิชีวนะ ampicillin ใชในการคัดเลือกเซลลไรผนังของ
สาหรายสไปรูลินา ที่ไดรับการถายยีน คือ 300 ไมโครกัมตอมิลลิลิตร ซึ่งความเขมขนดังกลาวนี้
สามารถกําจัดเซลลสาหรายสไปรูลินาที่ไมไดรับการถายยีนไดทั้งหมดภายใน 4 สัปดาห 

ความแรงสนามไฟฟา (field strength) ที่เหมาะสมสําหรับการถายยีนเขาสูสาหราย
สไปรูลินาโดยใชกระแสไฟฟาอยูในชวง 4-6 กิโลโวลตตอเซนติเมตร ซึ่งชวงความแรงสนามไฟฟา
นี้ ยังคงทําใหเซลลไรผนังสามารถพัฒนาเจริญเปนเซลลสาหรายสไปรูลินาไดปกติ

การถายยีนเขาสูสาหรายสไปรูลินา โดยใชกระแสไฟฟาที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษาขางตน
แลวคัดเลือกในอาหารเหลวคัดเลือกสูตร Zarrouk ½  เทา รวมกับ สารปฏิชีวนะ ampicillin พบวา
เซลลไรผนังของสาหรายสไปรูลินาที่ไดรับความแรงกระแสไฟฟาที่ 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร
สามารถรอดชีวิตและเจริญเติบโตไดหลังการถายยีน 20 วัน

เมื่อตรวจสอบการมีอยูของยีน gus และ pBAD-TOPO® ดวยเทคนิค PCR พบวาการมีอยู
ของยีน gus และชิ้นสวนของพลาสมิด และ pBAD-TOPO®  และพบการมีอยูของยีน gus  เมื่อ
ตรวจสอบดวยเทคนิค dot blot hybridization  และ Southern PCR hybridization  ภายหลังเพาะเลี้ยง
สาหราย  สไปรูลินาไดรับการถายยีนที่ความแรงสนามไฟฟา 4 กิโลโวลตตอเซนติเมตร เปนเวลา 
15 วัน ในอาหารคัดเลือก แตเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 30 วัน พบวาสาหรายตายทั้งหมด
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ตารางผนวกที่ ก1  องคประกอบของอาหารสังเคราะหสูตร Zarrouk (1966)

ธาตุอาหาร ปริมาณ (กรัมตอลิตร)
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  องคประกอบของอาหาร Luria-Bertani Media (LB) (Maniatis et al., 1982) 
สําหรับเลี้ยงเชื้อ A. tumefaciens

สารเคมี กรัมตอลิตร
Bacto tryptone
Bacto yeast extract
NaCl
ปรับใหได pH 7.0
agar

10.0
5.0
10.0

15.0



71

ตารางผนวกที่ ก3  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน gus ดวยวิธี 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 มิลลิกรัมตอลิตร แบงใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (เก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส) นําสารละลายดังกลาวมา
ผสมรวมกัน เขยาสวนผสมนี้ใหเขากัน แลวนําเนื้อเยื่อพืชที่ตองการตรวจสอบมาบมรวมกับ
สารละลายดังกลาว ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดแลวดูดสารละลาย
ทิ้งเติมเอธานอล 95 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิหอง และเปลี่ยนเอธานอล 95 เปอรเซ็นต ใหมทุกๆ 
2 ชั่วโมง ทําเชนนี้ไปเรื่อยๆ จนกวาเนื้อเยื่อพืชที่ตองการตรวจสอบจะไมมีสีเขียว แลวนําเนื้อเยื่อไป
ตรวจสอบการเกิดจุดสีน้ําเงินบนเนื้อเยื่อพืชดวยกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ โดยเตรียม
สารละลายบัฟเฟอรดังตาราง

ความเขมขนของสารละลาย ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
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  การเตรียมสวนผสมสําหรับทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)

4.1 สวนผสมสําหรับทําปฏิกิริยา PCR ของยีน -glucuronidase (gus) (1X/20 µl)

ความเขมขนของสารประกอบ
ปฏิกิริยา PCR

ความเขมขนของสารที่ตองการ 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 สวนผสมสําหรับทําปฏิกิริยา PCR ของพลาสมิด pBAD-TOPO® (1X/20 µl)

ความเขมขนของสารประกอบ
ปฏิกิริยา PCR

ความเขมขนของสารที่ตองการ 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 นําสวนผสมตางๆ ใสเครื่อง 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  การเตรียมสวนผสมสําหรับทําดีเอ็นเอตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR 

5.1 สวนผสมสําหรับการทําดีเอ็นเอตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR ของยีน gus

ความเขมขนของสารประกอบ
ปฏิกิริยา PCR

ความเขมขนของสารที่ตองการ 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 การทําดีเอ็นเอตรวจสอบดวยปฏิกิริยา PCR นําสวนผสมตางๆ ใสเครื่อง 
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
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ตารางผนวกที่ ก6  สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการทํา dot blot hybridization

สารเคมี ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
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  สารละลายบัฟเฟอรสําหรับการทํา Southern hybridization

สารเคมี ความเขมขนของสารละลายที่ตองการ
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  (ตอ)

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

วิธีการสกัดพลาสมิดและการถายยีน
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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 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยเลี้ยงขามคืนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที เมื่อครบกําหนดแลวนําเซลลแขวนลอยเชื้อไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที เทอาหาร LB broth ทิ้ง ละลายตะกอนเซลลดวยบัฟเฟอร P1 (Resuspension 
buffer : 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, RnaseA 100 µg/ml) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให
เขากันโดยการกลับหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 ครั้ง แลวยายเซลลแขวนลอยเชื้อลงหลอด
ไมโครเซนตริฟวจ เติมบัฟเฟอร P2 (Lysis buffer : 200 mM NaOH, 1% SDS) ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 ครั้ง เติมบัฟเฟอร N3 (Nutralization 
buffer : 3 M potassium acetate, pH 5.5) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการ
กลับหลอดไปมาเบา ๆ 4-6 ครั้ง จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที ยายสวนใสดานบนลงใน QIAprep spin column จากนั้นนําไปปนตกตะกอน
ดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30-60 วินาที เทสวนใสดานลางทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB 
(Equilibration buffer : 750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15% isopropanal, 0.15% TritonX-
100) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 30-60 วินาที นําสวนใสดานลางทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE (1 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 
15% isopropanal) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 13,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 30-60 วินาที เทสวนใสดานลางทิ้ง เพื่อลาง QIAprep spin column นําไป
หมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาทีอีกครั้ง เพื่อกําจัดบัฟเฟอรที่
ยังเหลืออยูออกใหหมด ยาย QIAprep spin column วางลงบนหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 
มิลลิลิตรหลอดใหม จากนั้นเติมบัฟเฟอร EB (10 mM Tris-HCl pH 8.0) หรือน้ํา ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
1 นาที ไดพลาสมิดในหลอดไมโครเซนตริฟวจดานลาง
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2.  การเตรียม competent cell ของ Escherichia coli สายพันธุ DH5

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH5 ในอาหาร SOB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เปนเวลา 
16 ชั่วโมง โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที จากนั้นดูดเซลลแขวนลอยเชื้อมา 400 ไมโครลิตร เลี้ยงในอาหาร SOB ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เปนเวลา 3-5 ชั่วโมง โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด บนเครื่องเขยา
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นําเซลลแขวนลอยเชื้อไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD600) ประมาณ 
0.2-0.4 นําเซลลแขวนลอยเชื้อใสในหลอดเซนตริฟวจที่เย็น แลวแชหลอดในน้ําแข็ง เปนเวลา 15 
นาที นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเชื้อดวยความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเชื้อเบาๆ ดวยสารละลาย RF1 (10 mM 
KCl 50 mM MnCl2.4H20  30 mM potassium acetate  10 mM CaCl2  15% glycerol  และปรับ 
pH 5.8) ปริมาตร 1/3 เทาของปริมาตรอาหาร SOB แลวแชหลอดในน้ําแข็ง เปนเวลา 15 นาที 
นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเชื้อดวยความเร็วรอบ 3,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนเชื้อเบาๆ ดวยสารละลาย RF2 (10 mM 
MOPS  10mM KCl 75 mM CaCl2  15% glycerol และปรับ pH 6.8) ปริมาตร 1/25 เทาของปริมาตร
อาหาร SOB แบง competent cell ที่ได ใสหลอดไมโครเซนตริฟวจที่เย็น หลอดละ 100 ไมโครลิตร 
เก็บ competent cell ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 4-6 ชั่วโมงกอนใช สวนที่เหลือเก็บ
ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (ในการเตรียม competent cell ตองแชในน้ําแข็งตลอดเวลา)
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3.  การถายยีนเขาสู E.coli โดยวิธี Heat Shock

เตรียม Chemically Competent E.coli (บริษัท Invitrogen) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดไมโครเซนตริฟวจที่มี Competent cell ทั้งหมด 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันแชในน้ําแข็ง 
30 นาที และ จุมลงในน้ําที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 90 วินาทีแชน้ําแข็ง 5 นาที เติม SOB medium
250 ไมโครลิตร นํามาเขยาที่ 200 รอบตอนาที 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง นํามาปนเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที 2 นาที ดูดสวนใสทิ้ง 250 ไมโครลิตร เขยาสวนที่เหลือใหเขากัน
แลว นําสารละลายเซลลมาเกลี่ยบนผิวหนาอาหารแข็งสูตร LB ที่เติมสารปฎิชีวนะ ampicillin 
ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรทั้งหมด นําไปบมที่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
ตรวจสอบโคโลนีที่ขึ้นเละเลือกโคโลนีทั้งหมด 10 โคโลนีเพื่อมาตรวจสอบโดย วิธี PCR
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เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร สํานักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและ
วิจัยดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (สบว.) สํานักงาน
คณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศึกษาธิการ 




