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Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบจากการ

บริโภคอาหารทะเล  ในกระบวนการผลิตอาหารมีขั้นตอนตาง ๆ เพื่อลดปริมาณการปนเปอนของแบคทีเรียชนิดนี้
แตพบวาเซลลบางสวนสามารถรอดชีวิตและตานทานตอสภาวะเครียด ทําใหพบการปนเปอนในอาหารได  ใน
งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาถึงผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ตอการเปลี่ยนแปลงโปรตีนภายในเซลลเครียดของ V. 
parahaemolyticus ที่คาดวาเปนกลไกหนึ่งที่ทําใหเซลลรอดชีวิตได ทั้งนี้ไดศึกษาความสามารถของเซลลเครียด V. 
parahaemolyticus ในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวย 

 
เมื่อนําเซลล thermostable direct hemolysin (TDH) V. parahaemolyticus สายพนัธุ vp-293 และ vp-330  

และเซลล thermostable direct hemolysin-related hemolysin (TRH) V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-004, FS-
006 และ FS-015 ที่ผานสภาวะเครียด 4 สภาวะ ไดแก ความรอนที่ 42 องศาเซลเซียส 30 นาที  การขาดอาหาร 
(น้ําตาลกลูโคส) 12 ช่ัวโมง  สารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm 15 นาที และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm    
15 นาที  พบวากระตุนใหมีการสรางโปรตีนชนิดเครียด (stressed protein) ในแบคทีเรียชนิดนี้ทั้ง 5 สายพันธุได  
จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนิดของโปรตีนในเซลลเครียดดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิติพบวา
มีการสรางโปรตีนเพิ่มขึ้นหลายชนิด โปรตีนสวนใหญที่สรางขึ้นมีขนาดใกลเคียงกับโปรตีนในกลุม heat shock 
proteins (HSPs) ไดแก DnaK, GroEL, DnaJ, HSP90 และ RpoH รวมถึงโปรตีนในกลุม general stress proteins  
นอกจากนี้ยังพบวาเซลลเครียดดังกลาวแสดงความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 30 ppm เปนเวลา 30 นาทีได  พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดทั้ง 4 สภาวะขางตนมีคา-ดี (D-values) 
มากกวาเซลลปกติ โดยเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหารมีคา-ดีสูงที่สุด เซลลเครียดจากการขาดอาหาร
ของสายพันธุ vp-293 ที่เปนตัวแทนของ TDH V. parahaemolyticus มีคา-ดีเปน 27.6 นาที และเซลลเครียดสาย
พันธุ FS-015 ตัวแทนของ TRH V. parahaemolyticus มีคา-ดีเปน 17.2 นาที ซึ่งใหคา-ดีมากกวาเซลลปกติถึง 3-4 
เทา  การที่เซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดทั้ง 4 สภาวะ สามารถแสดงความ
ตานทานและตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดคาดวาเกิดจากโปรตีนชนิดเครียดตาง ๆ ที่
สรางขึ้นชวยใหเซลลรอดชีวิตและสรางการตานทานตอสภาวะเครียดอื่น ๆ ได ดังนั้นกรรมวิธีการผลิตอาหาร
ทะเลจึงควรใหความสําคัญตอการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคในวัตถุดิบและระหวางการผลิตเพื่อปองกันไมให
มีเซลลเครียดที่ตานทานตอปจจัยการผลิตและการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น ซึ่งเซลลเหลานั้นมีโอกาสรอดชีวิตและ 
กอใหเกิดความเสี่ยงกับการบริโภคอาหารทะเลแปรรูปได 
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Vibrio parahaemolyticus is the foodborne bacteria known as the cause of gastroenteritis disease from 

seafood consumption. Although, the food processing has many steps for reduce this bacteria but some cells can 
survive and become to stress state. The stressed cells have been shown that cells can resist better to stress 
conditions, thus cells have found in food. The objectives of this study aim to study the protein profile of V. 
parahaemolyticus from various stress conditions which expect to be part of the mechanism of cells survive. In 
addition, the study of stressed V. parahaemolyticus cells to express cross protection against hydrogen peroxide 
are demonstrated. 

 
The 2 strains of thermostable direct hemolysin (TDH) V. parahaemolyticus (vp-293 and vp-330) and 

3 strains of thermostable direct hemolysin-related hemolysin (TRH) V. parahaemolyticus (FS-004, FS-006 and 
FS-015) were subjected to 4 stress conditions as heat shock at 42 ºC for 30 minutes, glucose starvation for 12 
hours, exposed to peracetic acid 1.0 ppm for 15 minutes and hydrogen peroxide 0.17 ppm for 15 minutes. The 
profile of stressed protein production in cells were examined by 1-dimensional gel electrophoresis and found 
that many stressed proteins were increased. Those proteins molecular weight were similar to heat shock 
proteins (HSPs) including DnaK, GroEL, DnaJ, HSP90 and RpoH and also similar to general stress proteins. 
Moreover, TDH and TRH V. parahaemolyticus stressed cells were able to present cross-protection when 
exposed to 30 ppm of H2O2 for 30 minutes. D-value of all stressed cells were higher than normal cell. Among 
them starved cell showed that highest D-value. The starved cell of strain vp-293 (represented as TDH V. 
parahaemolyticus) had a D-value 27.6 minutes and starved cell of strain FS-015 (represented as TRH V. 
parahaemolyticus) had a D-value 17.2 minutes. These starved cells had a D-value 3 to 4-fold higher than 
normal cells. Results showed that TDH and TRH V. parahaemolyticus stressed cells could better resist and 
express cross-protection to H2O2 due to the increasing of stressed proteins. Therefore, seafood process should 
be emphasized in the reduction of  V. parahaemolyticus contamination in raw materials and during process to 
prevent the stressed cells, which resist better in process and storage, and possible cause risk in seafood 
consumption. 

  

     /  /  

Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   



 

กิตติกรรมประกาศ 
 

ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ อ.ดร. วราภา  มหากาญจนกลุ ประธานกรรมการที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ  ผศ.ดร. สุดสาย  ตรีวานิช และอ.ดร. พูลทรัพย  วิรุฬหกลุ กรรมการที่ปรึกษาสาขา
วิชาเอก  ผศ.ดร. ฆรณี  ตุยเตม็วงศ กรรมการที่ปรึกษาสาขาวิชารอง  และผ.ศ. มยุรี  จัยวัฒน ผูแทน
บัณฑิตวิทยาลยัที่กรุณาใหคําปรึกษา ขอแนะนํา ตลอดจนการตรวจสอบแกไขวิทยานพินธฉบับนี้
จนเสร็จสมบูรณ 

 
ขอกราบขอบพระคุณ รศ.ดร. อาภัสสรา  ชูเทศะ ภาควิชาสรีรวิทยา คณะสัตวแพทย 

ศาสตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร ที่ใหความอนุเคราะหและขอแนะนําในการใชโปรแกรมสําหรับ
วิเคราะหเจลอเิล็กโตรโฟรีซีส 

 
ขอขอบคุณ เจาหนาที่ประจําภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหารทุกทานที่ให 

ความชวยเหลือและใหคําแนะนําในการใชเครื่องมือและสถานที่ในงานวจิัย 
 
ขอขอบคุณ คุณกนกทพิย  ทรัพยเจริญกุล  คุณวราภรณ  สุทธิวิชัยพร  คุณวราทิพย  

ประสิทธิ์นารายณ  คณุณพล  พงษไพโรจน  รวมทั้งพี่ ๆ เพื่อน ๆ และนอง ๆ ทุกคนที่ใหกําลังใจ 
และใหความชวยเหลือในการทําวิทยานพินธจนสําเร็จ 

 
สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณ คุณพอ คณุแม ที่ไดอบรมเล้ียงดูและเปนกําลังใจทีด่ยีิ่งอยู 

เคยีงขางขาพเจาตลอดมา 
 

ทิพยฤทัย  ปอนอย 
มีนาคม  2550 

 
 



 

(1) 

สารบัญ 

 
หนา 

 

สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (4) 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (6) 
คํานํา  1 
วัตถุประสงค  3 
การตรวจเอกสาร  4 
อุปกรณและวธีิการ 27 
 อุปกรณ 27 
 วิธีการ 30 
 สถานที่ทําการวิจัย 35 
 ระยะเวลาที่การวิจัย 35 
ผลและวิจารณ 36 
สรุปและขอเสนอแนะ 58 
 สรุป 58 
 ขอเสนอแนะ 60 
เอกสารและสิ่งอางอิง 62 
ภาคผนวก 70 

ภาคผนวก ก สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 71 
ภาคผนวก ข สารเคมีที่ใชในการทดลอง 76 
ภาคผนวก ค วธีิศึกษาโปรตีนดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิติ 81 
ภาคผนวก ง ขอมูลการทดลอง 86 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 95
  
 
 



 

(1) 
สารบัญตาราง 

 

ตารางที่ หนา 

  
     1 ความแตกตางระหวาง  V. parahaemolyticus และ Vibrio spp.   5 
     2 การปนเปอนของเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหาร 7 
     3 ชนิดและสัดสวนของกรดไขมันในเยื่อหุมเซลล V. parahaemolyticus  

ที่ไมผานและผานสภาวะเครียดจากความรอน 15 
     4 การตอบสนองตอสภาวะเครียดกระตุนการสรางโปรตีนชนิดเครียด 21 
     5 ชนิดและขนาดโมเลกุลของโปรตีนในเซลลแบคทีเรียที่สรางขึ้นเพื่อ

ตอบสนองตอสภาวะเครียด 22 
     6 เปอรเซ็นตของอะคริลาไมดที่ใชแยกโปรตนีที่มีขนาดโมเลกุลตางกันโดยวิธี 

SDS-PAGE 24 
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สายพันธุ vp-293 43 
   7 การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TDH V. parahaemolyticus   

สายพันธุ vp-330 44 
   8 การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TRH V. parahaemolyticus   

สายพันธุ FS-004 45 
   9 การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TRH V. parahaemolyticus   

สายพันธุ FS-006 46 
  10 การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TRH V. parahaemolyticus   

สายพันธุ FS-015 47 
  11 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่

สรางความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่
เวลา 0-30 นาที 54 

  12 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่
สรางความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่
เวลา 0-30 นาที 55 

(4) 



 

(4) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพผนวกที ่ หนา 

  
      ค1 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชสําหรับการวิเคราะหเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบ 

หนึ่งมิต ิ 85 
      ง1 เสนแนวโนม (linear regression) ของกราฟจํานวนเซลล V. parahaemolyticus 

สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครยีดจากสารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด  ที่รอด
ชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm ที่
อุณหภูมิ 30±2 ºC และเวลา 0-30 นาท ี 87 

      ง2 จํานวนเซลลรอดชีวิตของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่สราง
ความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm  
ที่เวลา 0-30 นาที 93 

      ง3 จํานวนเซลลรอดชีวิตของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่สราง
ความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm  
ที่เวลา 0-30 นาที 94 

 
 
 

(5) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

CDM = chemical defined medium  
CFU = colony forming unit 
ºC = degree Celsius 
EDTA = ethylenediamine tetraacetic acid 
g = gram 
HS = heat stress 
HSP = heat shock protein 
kHz = kilohertz 
kDa = kilodaltons 
M = molar 
ml = milliliter  
μM = micromolar 
mM = millimolar 
MW = molecular weight 
NaCl = sodium chloride 
PAA = peracetic acid stress 
PAGE = polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS = phosphate buffer solution 
ppm = part per million 
SDS = sodium dodecyl sulfate 
ST = starvation stress 
TSA = trypticase soy agar 
TSB = trypticase soy broth 
TSBS = trypticase soy broth supplemented with 3 % sodium chloride 
TCBS = thiosulfate citrate bile sucrose agar 
TDH = thermostable direct hemolysin  
TRH = thermostable direct hemolysin-related hemolysin 

(6) 
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ผลของสภาวะเครียดตอการสรางโปรตีนชนิดเครียดและความสามารถ 
ในการตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

ของวิบริโอ พาราฮีโมไลติคัส 
 

Effects of Various Stresses on Stressed Proteins Production and  

Cross Protection Against Hydrogen Peroxide of Vibrio parahaemolyticus 
 

คํานํา 
 

  การสงออกอาหารทะเลและผลิตภัณฑอาหารทะเลตาง ๆ ทํารายไดเขาสูประเทศเปน
จํานวนมาก ซ่ึงในการสงออกสินคาอาหารนั้นตองคํานึงถึงความปลอดภัยและคุณภาพของอาหาร
เปนสิ่งสําคัญ  โดยเฉพาะเรื่องการปนเปอนของจุลินทรียชนิดที่กอใหเกิดโรคเนื่องจากอาหารเปน
พาหะ การปนเปอนของเชื้อโรคเหลานี้สงผลกระทบตอผูบริโภค ทําใหเกิดโรคเจ็บปวย เสยีสุขภาพ 
มีผลตอสุขภาพอนามัยโดยตรง และมีผลตอการสงออก ทําใหเกิดการสูญเสียทางดานเศรษฐกจิและ
ความเชื่อถือของประเทศคูคา  Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียกอโรคชนิดหนึง่ที่มี
ความสําคัญและมีอุบัติการณกอโรคจากการปนเปอนเชือ้ชนิดนี้ในอาหารทะเลและผลิตภัณฑแปร
รูป (Oliver and Kaper, 1997; Vuddhakul et al., 2000) อยางไรก็ตามปจจัยในการเกดิโรคนอกจาก
การปนเปอนของเชื้อแลวยังเกิดจากพฤติกรรมของผูบริโภค ไดแก การเลือกรับประทานอาหาร
ทะเลสดหรือผานความรอนไมเพียงพอ นอกจากนั้นยังเกดิจากสุขลักษณะที่ไมดีพอในการเตรียม
อาหารทําใหเกิดการปนเปอนขาม (cross contamination) และสุดทายคอืการเก็บรักษาอาหารทะเลที่
อุณหภูมติ่ําไมเพียงพอ ปจจัยเหลานี้ทําใหเซลลแบคทีเรียที่ปนเปอนมีจาํนวนมากพอหรือทําใหเซลล
เพิ่มจํานวนไดในระหวางการบริโภคและการเก็บรักษาอาหารนั้น (Beuchat, 1982; Ray, 1996; Jay, 
2000) 
 

ในกระบวนการผลิตอาหารมีขั้นตอนตาง ๆ ที่ชวยลดปริมาณการปนเปอนของเชื้อจุลินทรีย
กอโรคในอาหาร ไดแก การลวก การลางดวยกรด การลางดวยสารฆาเชื้อ หรือการลางทําความ
สะอาดเครื่องมือและภาชนะอุปกรณทีใ่ชในการผลิต  แตก็ยังพบเซลลแบคทีเรียกอโรคเหลานั้น
หลงเหลือในอาหาร ซ่ึงแบคทีเรียบางสายพันธุเมื่อเซลลเผชิญกับสภาวะเครียดในขั้นตอนการผลิต
อาหาร พบวาความเครียดทีไ่มเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียนัน้จะกระตุนใหเซลลปกติ
กลายเปนเซลลเครียด (stressed cell) และสามารถตานทานตอระดับความเครียดนั้นไดเพิ่มขึ้น  เซลล
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เครียดยังสามารถแสดงความสามารถในการตานทานขาม (cross protection) ตอสภาวะเครียดอืน่ๆ
ได ทําใหยังมีเซลลรอดชีวิตปนเปอนอยูในอาหาร และกอใหเกิดความเสี่ยงในการบริโภคอาหาร
ทะเลแปรรูปได กลไกหนึ่งทีท่ําใหเซลลแบคทีเรียสามารถรอดชีวิตจากสภาวะเครียดตางๆได
เพิ่มขึ้นคือ การสรางโปรตีนชนิดพิเศษที่เรียกวา stressed protein  มีรายงานวาการใหความรอน  42 
องศาเซลเซียส 30 นาที มีผลกระตุนใหเซลล V. parahaemolyticus  อยูรอดไดที่อุณหภูมิ 47 องศา
เซลเซียสมากกวาเซลลปกต ิและเซลลนั้นยังมกีารสรางโปรตีนชนิดพิเศษที่มีสวนชวยใหเซลลอยู
รอดไดดีขึ้น (Wong et al., 2002) ในสภาวะเครียด เชน การขาดอาหาร(น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง พบวาเซลล V. parahaemolyticus มีความสามารถในการตานทานความรอนทีอุ่ณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียสไดเพิ่มขึ้นเชนกัน (ช่ืนจิต, 2548)  และเซลลที่ผานสภาวะนั้นยังถูกกระตุนใหสราง
ความตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 200 μM ไดอีกดวย (Koga and Takumi, 1995)   

 
อยางไรก็ตามการศึกษาถึงผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ตอการสรางโปรตีนภายในเซลลของ  

V. parahaemolyticus โดยเฉพาะสายพนัธุที่แยกไดจากอาหารในประเทศไทยยังมีขอมูลไมมากนกั 
ในงานวิจยันี้จงึไดทําการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงชนิดโปรตีนภายในเซลล V. parahaemolyticus ที่
ผานสภาวะเครียดตาง ๆ ไดแก  ความรอน  การขาดสารอาหาร และสารฆาเชื้อ โดยใชเทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิติ  รวมทั้งศึกษาความสามารถในการตานทานของเซลลเครียดตอ
สารไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ทั้งนี้เพื่ออธิบายวา เหตุใดเซลลจึงสามารถรอดชีวิตไดในสภาวะ
เครียดหรือรอดจากปจจัยเชนสารฆาเชื้อที่ใชในกระบวนการผลิตอาหาร ขอมูลที่ไดจักมีประโยชน
ในการประเมนิความเสี่ยงของเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเล และชวยเสริมสราง
ประสิทธิภาพในการทําลายแบคทีเรียชนดินี้ไดดยีิ่งขึ้น เพื่อเพิ่มความปลอดภัยใหกับอุตสาหกรรม
การผลิตอาหารทะเลตอไป 
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วัตถุประสงค 

 
1.  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนิดโปรตีนภายในเซลล TDH และ TRH Vibrio 

parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส)  สารฆาเชื้อ
เปอรแอซิติกแอซิด และสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใชเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
แบบหนึ่งมิต ิ
 

2.  ศึกษาความสามารถในการตานทานและการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด การเจริญและการอยูรอดของเซลล TDH และ TRH Vibrio parahaemolyticus  ที่ผาน
สภาวะเครียดจากความรอน  การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส)  สารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด และ
สารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ความสําคญัของ Vibrio  parahaemolyticus 
 

1.1  ลักษณะทัว่ไปของ V. parahaemolyticus 
  

V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนทอนโคง (curved rod) ไม
สรางสปอร เคลื่อนที่ไดโดยอาศัยแฟลกเจลลาที่อยูบริเวณขั้วเซลล (polar flagella) เจริญไดทั้งใน
สภาวะทีม่ีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) มีแหลงธรรมชาติในน้ําทะเลและน้ํากรอย หรือ
ตามแนวชายฝงทะเล  สามารถสรางเอนไซมคะตะเลสและออกซิเดสได  เจริญไดในอาหารที่มี
น้ําตาลกลูโคสโดยไมสรางแกส แตไมสามารถเฟอรเมนตน้ําตาลแลคโตสหรอืซูโครส  เจริญไดที่
อุณหภูมิระหวาง 5 ถึง 42 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่เหมาะกับการเจรญิอยูในชวง 30 ถึง 37 องศา
เซลเซียส สวนคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมในการเจริญคืออยูในชวง 7.6 ถึง 8.6 แบคทีเรียชนดิ
นี้จัดอยูในกลุมชอบเกลือโซเดียมคลอไรดหรือ halophilic bacteria เซลลสามารถแบงตัวไดอยาง
รวดเร็วในสภาวะที่มีโซเดยีมคลอไรด 3 – 5 %  แตเจริญไมดีถามีโซเดียมคลอไรดสูงถึง 10 %  เมื่อ
อยูในสภาวะทีเ่หมาะสมเซลลสามารถแบงตัวในเวลาประมาณ 15 นาท ี แบคทีเรียชนดินี้มักไมทน
ตอความแหง ความรอน และความเย็น ซ่ึงอุณหภูมิในระดับการแชเย็น (refrigeration) หรือแชแข็ง 
(freezing) ที่ต่ํากวา 5 องศาเซลเซียสอาจทําใหเซลลตายได (Ray, 1996; Jay, 2000)  
 

Oliver and Kaper (1997) กลาววา มกีารจําแนกสายพันธุของ V. parahaemolyticus โดย 
แบงเปนซีโรไทป (serotype) ตามชนิดแอนติเจนซึ่งโดยปกติแอนตเิจนแบงได 3 ชนิดคอื 

 
1.1.1  O-antigen  เปนแอนติเจนที่ผนังเซลล  เปนสารประกอบในกลุม 

lipopolysaccharide (LPS)  
 

1.1.2  K-antigen  เปนแอนติเจนที่แคปซูล  เปนสารในกลุม acidic polysaccharide มี
สมบัติไมทนตอความรอน 

 
1.1.3  H-antigen  เปนแอนติเจนที่แฟลกเจลลา 
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การแบงซีโรไทปของเชื้อ V. parahaemolyticus พบวาปจจุบัน O-antigen มี 13 ชนิด 
และ K-antigen มี 71 ชนิด การจําแนกซีโรไทปของเชื้อจงึตองบอกทั้งชนิดของ O-antigen และ K –
antigen เชน อุบัติการณการเกิดโรคระบาดในป พ.ศ. 2539 ที่เมืองกัลกัตตา ประเทศอนิเดีย มกีาร
ระบาดทั้งทวปี (pandemic) ของซีโรไทป O3:K6 ทําใหเกิดโรคระบาดอยางตอเนื่องในอีกหลาย ๆ
ประเทศในทวปีเอเชีย เชน ญ่ีปุน จีน ไตหวนั รวมทั้งในประเทศอเมริกาดวย จากขอมลูจัดไดวา 
O3:K6 นี้เปน pandemic strain และพบวาเปนสายพันธุทีม่าจากแหลงเดียวกัน (ศรีวรรณา, 2548) 
ขอแตกตางของลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือการทดสอบทางชีวเคมีระหวาง V. 
parahaemolyticus และเชื้อในกลุม Vibrio sp. ชนิดอื่น ๆ แสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  ความแตกตางระหวาง  V. parahaemolyticus และ Vibrio sp.  
 

ลักษณะที่ใชศกึษา 
V. 

parahaemolyticus 
V. 

alginolyticus 
V. 

vulnificus 
V. 

cholerae 
Lateral flagella on solid 
media 

+ + - - 

Rod shape S S C d 
VP - +a - v 
Growth in 10% NaCl - + - - 
Growth in 6% NaCl + + + - 
Swarming - + - - 
Production of acetoin/diacetyl - + - + 
Sucrose - + - + 
Cellobiose - - + - 
Utilization of putrescine + D - - 
Color on TCBS  G Y G Y 
 
หมายเหตุ  a = ใหผลบวกในเวลา 24 ช่ัวโมง; S = รูปตรง; C = รูปโคง; G =สีเขียว; Y = สีเหลือง;  

   d = 11-90% ของสายพันธุใหผลบวก; v = ผลทดสอบแปรผันไดตามแตสายพันธุ 
ที่มา:  ดัดแปลงจาก Jay (2000)  
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1.2  การกอใหเกิดโรคของ  V. parahaemolyticus 
  

V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ 
(gastroenteritis) แตทุกสายพนัธุไมไดเปนเชื้อที่กอใหเกิดโรค  สายพันธุที่สามารถทําใหเกิดโรคได
นั้นตองมีความสามารถในการทําใหเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) เนื่องจากเชื้อชนดินี้มีการสราง
สารฮีโมไลซินที่ทนตอความรอน (heat-stable hemolysin) มีสมบัติยอยสลายเม็ดเลือดแดงได          
ฮีโมไลซินนี้เปนสารจําพวกโปรตีนที่ทนตอความรอน มขีนาดโมเลกุลประมาณ 23 kDa มช่ืีอเรียก
เฉพาะวา thermostable direct hemolysin (TDH) ซ่ึง TDH นี้จัดเปนปจจัยที่กอใหเกิดโรค (virulence 
factor) ของเชื้อชนิดนี้ (Ray, 1996) การระบาดของโรคจาก V. parahaemolyticus พบเปนครั้งแรก
ในปค.ศ. 1950 ที่เมืองโอซากาประเทศญี่ปุน ในครั้งนัน้มผูีปวยจํานวน 272 ราย และมีผูเสียชีวิตถึง 
20 ราย  สาเหตุเกิดจากการรบัประทานปลาซารดีนที่มีการปนเปอนเชื้อดังกลาว (Su and Liu, 2007) 

 
การตรวจสอบหาปจจยัที่กอใหเกิดโรคนี้สามารถตรวจสอบไดโดยการเพาะเลี้ยงเซลล 

V. parahaemolyticus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Wagatsuma agar ซ่ึงมีเม็ดเลือดแดงผสมอยูในอาหาร 
ความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ TDH นี้เรียกวา kanagawa phenomenon (KP) ซ่ึงมี
รายงานพบวาเปนลักษณะทัว่ไปของเชื้อชนดินี้ที่แยกไดจากผูปวย แตมักไมพบสมบัติเชนนี้ในเชื้อที่
แยกไดจากในสิ่งแวดลอม (Joseph et al., 1982) จากผลการตรวจสอบดงักลาวถาเปนสายพันธุที่
สรางสาร TDH ได คือ สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารนี้แสดงวาใหผลบวก เรียกวา 
kanagawa-positive reaction (K+) แตถาไมมีการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารแสดงวาใหผลลบ
เรียกวา kanagawa-negative reaction (K-) (Bradshaw et al., 1984)  สายพันธุสวนใหญที่แยกไดจาก
ธรรมชาติมักเปนสายพันธุทีเ่ปน K- แตอยางไรก็ตามมีการพบวา บางสายพันธุที่เปน K- มีความ
เกี่ยวของกับการระบาดที่มีอาหารเปนพาหะดวยเหมือนกนั  โดยปกติสายพันธุที่เปน K+ มีการสราง 
TDH  สําหรับสายพันธุที่เปน K- จะมกีารสรางฮีโมไลซินที่ไมทนความรอน (heat-labile hemolysin)  
แตพบวาบางสายพันธุสามารถสรางไดทั้ง TDH และฮีโมไลซินที่ไมทนความรอน (Jay, 2000) 

 
นอกจากนี้ยังพบวา แบคทีเรียชนิดนี้บางสายพันธุมีการสรางสาร thermostable direct 

hemolysin-related hemolysin (TRH) ซ่ึงมีความสําคัญเปนปจจยัที่กอใหเกิดโรคดวย (Ray, 1996; 
Jay, 2000) ในธรรมชาติเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุที่สรางสาร TDH ไดนัน้มีจํานวนไม
มาก ในสภาพแวดลอมทัว่ไปและในอาหารทะเลนั้นพบแบคทีเรียชนดินี้ที่เปนสายพนัธุที่กอใหเกิด
โรคประมาณ 1 % (Oliver and Kaper, 1997) 
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ถาในอาหารมกีารปนเปอนของเชื้อชนิดนี้จาํนวนมาก ความรอนจากการปรุงอาหาร 
สุก ๆ ดิบ ๆ อาจไมสามารถทําลายเซลลไดหมด  มีรายงานวาการรับประทานอาหารที่มีเชื้อปนเปอน
อยูประมาณ 105 – 107 เซลลจะทําใหเกดิโรคได (Ray, 1996; Jay, 2000) ซ่ึงอาการของโรคที่เกิดจาก
เชื้อ V. parahaemolyticus ที่พบสวนใหญไดแก ทองเสยี อาเจียน คล่ืนไส ตะคริวบริเวณหนาทอง 
ปวดหวั มีไข ออนเพลีย การเกิดโรคสวนใหญมักพบวาเกิดจากผูปวยบริโภคอาหารทะเลสุก ๆ ดิบ ๆ 
ที่มีการปนเปอนของแบคทีเรียชนิดนี้เขาไป โดยอาหารทะเลที่เปนพาหะสําคัญในการระบาดของ
โรค เชน  หอยนางรม  กุง  ปู  ล็อบสเตอร  เปนตน  ซ่ึงนอกจากอาหารทะเลจะเปนสาเหตุหลักที่นํา
เชื้อโรคนี้มาสูคนแลว ยังพบวาอาหารชนดิอื่น ๆ ตลอดจนอุปกรณประกอบอาหาร ส่ิงแวดลอม
บริเวณที่ประกอบอาหารกส็ามารถทําใหเกิดการปนเปอนขามของแบคทีเรียนี้ รวมถึงพฤติกรรมการ
บริโภคสามารถทําใหเกดิโรคไดเชนกนั ในประเทศญี่ปุนประชาชนนยิมบริโภคอาหารทะเลสดดบิๆ 
หรือผานการปรุงแบบกึ่งสุกกึ่งดิบ พบวามกีารปวยจากแบคทีเรียชนิดนี้กวา 40 – 60 % สวนประเทศ
ไตหวนัในป 2001 มรีายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษซึ่งในจํานวนผูปวย 86 ราย มี 52 ราย
ที่พบวาเกิดโรคจากแบคทีเรียชนิดนี้ (Ray, 1996; Chang et al., 2004)  รายงานการตรวจพบการ
ปนเปอน V. parahaemolyticus ในอาหารชนิดตาง ๆ ไดรวบรวมและแสดงในตารางที่ 2 ดังนี ้
 
ตารางที่ 2  การปนเปอนของเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหาร 
 

ประเทศ อาหาร 
จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ /  
จํานวนตัวอยางทั้งหมด 

อางอิง 

มาเลเซีย กุง 
ปู 

หมึก 
หอยแครง 

22 / 433 (5.08 %) 
3 / 50 (6 %) 

5 / 135 (3.7 %) 
6 / 100 (6 %) 

Elhadi et al., 2004 
Elhadi et al., 2004 
Elhadi et al., 2004 
Elhadi et al., 2004 

ญี่ปุน กุง 
กุง 
ปู 
ปู 

ปลากระดูกแข็ง 
ปลากระดูกแข็ง 

3 / 10 (30 %)a 
8 / 10 (80 %)b 
0 / 12 (0 %)a 

8 / 12 (66.67 %)b 

4 / 18 (22.22 %)a 
7 / 18 (38.89 %)b 

Dileep et al., 2003 
Dileep et al., 2003 
Dileep et al., 2003 
Dileep et al., 2003 
Dileep et al., 2003 
Dileep et al., 2003 

ญี่ปุน หอยกาบ 
ปลาอินทรี 

76 / 80 (95 %) 
14 / 15 (93.33 %) 

Hara-kudo et al., 2003 
Hara-kudo et al., 2003 

 



 

8 

 
ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

ประเทศ อาหาร 
จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ /  
จํานวนตัวอยางทั้งหมด 

อางอิง 

สหรัฐอเมริกา สัตวน้ําเปลือกแข็ง 
สัตวน้ําเปลือกแข็ง 

39 / 662 (5.9 %)c 
41 / 656 (6.2 %)d 

Cook et al., 2002a 
Cook et al., 2002a 

สหรัฐอเมริกา หอยนางรม 41 / 347 (11.80 %)* Cook et al., 2002b 

 
หมายเหตุ  * = คาที่ไดมาจากการตรวจพบเชื้อที่ระดับมากกวา 104 MPN/g, การตรวจสอบโดยวิธี     

    a = conventional method, b = PCR, c = direct plating, d = enrichment  
 

2.  สถานการณของเชื้อ V. parahaemolyticus ในการกอโรคอาหารเปนพิษในประเทศไทย 
 
 ขอมูลจากสํานักระบาดวิทยา ประเทศไทยในชวงป พ.ศ. 2540-2545 พบเชื้อชนิดนี้เปน
สาเหตุอันดับ 1 ที่ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ ซ่ึงคิดเปน 56, 56, 58, 60, 61 และ 78 % ของผูปวย
โรคอาหารเปนพิษทั้งหมดในชวง 5 ปดังกลาว ตามลําดับ (ศรีวรรณา, 2548) 
 

ขอมูลจากศูนยเฝาระวังการดือ้ยาของเชื้อตอตานจุลชีพ สถาบันวิจยัวิทยาศาสตร
สาธารณสุขในการเพาะเชื้อจากผูปวยกลุมอุจจาระรวงใน 32 โรงพยาบาลเครือขายพบวา ในป พ.ศ. 
2543 พบเชื้อ V. parahaemolyticus เปนสาเหตุอันดับ 1 ของโรคอุจจาระรวงพบเชื้อนีใ้นผูปวย 1,310 
ราย จากผูปวยทั้งหมด 5,337 ราย (24.5 %) สวนในป พ.ศ. 2544 จนถึงป พ.ศ. 2546 พบวาเปน
สาเหตุอันดับ 2 รองจากเชื้อ Salmonella sp. โดยในป 2544 พบเชื้อ V. parahaemolyticus ในผูปวย 
1,148 ราย จากผูปวยทั้งหมด 6,897 ราย คิดเปน 16.6 % ในป 2545 พบในผูปวย 805 ราย จากผูปวย
ทั้งหมด 4,219 ราย คิดเปน 19.1 % และในป 2546 พบในผูปวย 636 ราย จากผูปวยทั้งหมด 4,081 
ราย คิดเปน 15.6 % (ศรีวรรณา, 2548) 
 
 ผลการเฝาระวังทางหองปฏิบัติการ สถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุขระหวางป พ.ศ. 
2543-มิ.ย. 2547 แยกเชื้อ V. parahaemolyticus จากอาหารและสิ่งแวดลอมจํานวนรวมทั้งสิ้น 629 
สายพันธุ แบงเปนสายพันธุแยกไดจากผูปวย 543 สายพันธุ จากอาหารทะเล 78 สายพนัธุ และจาก
น้ํา 8 สายพันธุ เปนที่นาสังเกตวาพบซีโรไทป O3:K6 มากในผูปวยเปนอันดับหนึ่งคดิเปน 27.6 % 
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สวนในอาหารไดแกปลาซะบะสด พบซีโรไทป O3:K6 จํานวน 1 สายพันธุ คิดเปน 1.3 % และเปน
สายพันธุที่มีสมบัติสรางสาร TDH อยางไรก็ตามสายพันธุที่แยกไดจากน้ําไมพบซีโรไทปที่ทําให
เกิดโรคคือ O3:K6 ดังกลาว (ศรีวรรณา, 2548) 
 
 ในป พ.ศ. 2543 เกิดอุบัติกาณการระบาดของโรคอาหารเปนพิษที่โรงเรียนไทรนอย จงัหวัด
นนทบุรี มีผูปวยจาํนวน 63 ราย พบวา 54 % ของ V. parahaemolyticus ที่แยกไดจากผูปวยเปนซีโร
ไทป O3:K6 สวนที่เหลือเปนซีโรไทป O3:KUT (UT คือ untypeable) และ O4:K8 (ศรีวรรณา, 
2548) 
 
 ในป พ.ศ. 2547 (เดือนเมษายน) เกดิอุบัติการณการระบาดของอาหารเปนพิษที่เมืองทอง
ธานี กรุงเทพมหานคร มีผูปวยจาํนวน 51 ราย พบวา 76 % เกิดจากซีโรไทป O3:K6  ถัดมาในเดือน
สิงหาคมเกิดการระบาดของอาหารเปนพิษที่จังหวดัรอยเอ็ด ผูปวยจาํนวน 125 ราย โรงพยาบาล
รอยเอ็ดตรวจพบเชื้อ V. parahaemolyticus 3 รายจากผูปวย 63 ราย และจากตวัอยางกุงสด 1 ราย ผล
การตรวจหาซีโรไทป พบวาทั้งจากผูปวยและจากอาหารเปนซีโรไทป O1:K25  และในเดือน
กันยายนป พ.ศ. 2547 เกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษที่โรงเรียนแหงหนึ่งในจังหวดัตรัง ศนูย
วิทยาศาสตรการแพทยตรังตรวจพบเชื้อ V. parahaemolyticus ไดจากผูปวย ผลการตรวจหาซีโร
ไทปของสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุขจากผูปวย 26 ราย พบซีโรไทป O4:K9 ในผูปวย 24 
ราย (92.3 %) ซีโรไทป O1:KUT ในผูปวย 1 ราย และ O3:K6 ในผูปวย 1 ราย (ศรีวรรณา, 2548) 
 
 จากขอมูลรายงานสถานการณขางตนของศรีวรรณา (2548) จะเห็นไดวา แนวโนมการ
ระบาดของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่กอใหเกดิโรคอาหารเปนพษิในประเทศไทยมีมากขึ้น โดย
พบซีโรไทปที่เคยมีรายงานวาเปน pandemic strain มากขึ้น และพบวามกีารเปลี่ยนแปลงซีโรไทป
ของเชื้อในการกอโรคระบาด รวมทั้งการพบสายพันธุทีส่รางสารพิษชนิดทนความรอนที่เรียกวา 
TDH ในอาหารทะเลดวย ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจยัของ Vuddhakul et al. (2000) ที่มกีารแยกเชื้อ V. 
parahaemolyticus O3:K6 ที่เปน pandemic strain ไดจากหอยกาบ ซ่ึงหลังจากนั้นไดมกีารสํารวจ
จากโรงพยาบาล 2 แหงของเมืองหาดใหญพบวา สามารถแยกเชื้อ V. parahaemolyticus จากสิ่งสง
ตรวจที่อาจเปนสาเหตุของโรคทองรวง 317 ตัวอยาง โดยที่โรงพยาบาลหาดใหญพบ 276 ตัวอยาง 
จาก 8,281 ตัวอยาง คิดเปน 3.33 % และทีโ่รงพยาบาลสงขลานครินทรพบ 43 ตัวอยาง จาก 3,193 
ตัวอยาง คิดเปน 1.35 % (Laohaprertthisan et al., 2003)  
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3.  สภาวะเครียดในแบคทีเรีย 
  
 สภาวะเครียด (stress) คือปจจัยหรือสภาวะใด ๆ ที่ไมเหมาะสมกับการเจริญและการอยูรอด
ของแบคทีเรีย แตสภาวะนัน้ไมทําใหแบคทีเรียตาย (lethal) เซลลแบคทีเรียยังอยูในภาวะเซลลกึ่ง
ตาย (sublethal cells) หรือเซลลบาดเจ็บ (injured cells) ซ่ึงแบคทีเรียจะมีกลไกการตอบสนองโดย
การปรับตัว (adaptation) ใหรอดชีวิตในสภาวะเครียดนัน้ ในที่สุดเซลลอาจเจริญและเพิ่มจํานวนได
ในที่สุด (Yousef and Courtney, 2002) ซ่ึงในการปรับตัวของเซลลดังกลาวนั้น ทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงสรรีะของเซลล (physiological state) คือเปนการเปลี่ยนแปลงชั่วคราวเทานั้น เมื่อ
สภาวะเครียดนั้นหายไปหรอืเซลลกลับเขาสูสภาวะปกต ิลักษณะทางสรีระดังกลาวจะเหมือนเดิม  
การเปลี่ยนแปลงของลักษณะทางสรีระตาง ๆ เมื่อเซลลแบคทีเรียเผชิญกับสภาวะที่ไมเหมาะสมใน
ระดับตาง ๆ กนัอธิบายและแสดงในภาพที่ 1 
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  ความสัมพันธระหวางสรีระของเซลลแบคทีเรียในสภาวะเครยีดที่ระดับความเครียดตางกนั 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Yousef and Courtney (2002) 
 
 จากภาพที่ 1 แสดงความเครียดหลายระดบัที่เกิดกับแบคทีเรียและทําใหเกิดผลตอเซลลที่
แตกตางกันไปเชน ที่สภาวะเครียดระดับไมรุนแรง (mild stress) เปนสภาวะเครยีดที่ทําใหเซลลอยู
ในระดบักึ่งตาย (sublethal stress) ไมมีผลในการมีชีวิตของเซลล (viability) แตทําใหเซลลไมมีอัตรา
การเจริญ หรือมีอัตราการเจริญที่ลดลง ทําใหเซลลกลายเปนเซลลเครียด (stressed cells)ในที่สุด 
สวนที่สภาวะเครียดระดับปานกลาง (moderate stress) ไมไดมีผลแคเพียงหยุดการเจรญิของเซลล
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เทานั้น แตยังมีผลทําใหเซลลสูญเสียความสามารถในการรอดชีวิตไปบางสวนดวย และในสภาวะ
เครียดระดับรุนแรง (severe stress) เปนสภาวะเครยีดในระดับที่ทําใหเซลลเดิมที่อยูในสภาวะปกติ
ตายได (lethal stress) ซ่ึงมีผลทําใหแบคทเีรียกลุมหลัก ๆ ในสิ่งแวดลอมนั้นตายลงไปได  สําหรับ
เซลลปกติที่เปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลเครียดนั้นจะมีการตอบสนองตอความเครียดโดยการปรับตวั
ทําใหเซลลสามารถตานทานตอสภาวะเครียดนัน้ ๆ หรือตอสภาวะเครียดประเภทอื่น จนสามารถ
รอดชีวิตกลับมาเปนเซลลปกติไดเชนเดิม 
 
4.  การตอบสนองตอสภาวะเครียดของแบคทีเรีย 
 
 เมื่อเซลลแบคทีเรียเผชิญกับสภาวะเครียดตาง ๆ จะมีการตอบสนองตอสภาวะเครียดนั้นได
ในหลายลกัษณะ เชน มีการสรางโปรตีนเพื่อชวยซอมแซมเซลลที่เสียหาย  โปรตีนดงักลาวชวย
รักษาสภาพของเซลล หรือชวยในการกําจัดสารหรือการกระทําที่ทําใหเกิดความเครยีด (stress 
agent) เซลลแบคทีเรียมีความสามารถในการตานทานตอปจจัยหรือสภาวะเครยีดที่เปนอันตรายตอ
เซลลไดเพิ่มขึ้น หรือเซลลบางสายพันธุอาจมีการเปลี่ยนแปลงสรีระของเซลลไปจากเดิม เชน มีการ
สรางสปอร หรือการเขาสูสภาวะรอดชีวติแตไมเพิ่มจํานวนในการเพาะเลี้ยงดวัยอาหารเลี้ยงเชื้อใน
หองปฏิบัติการ ซ่ึงเรียกวาสภาวะ viable but non-culturable (VBNC) หรือทายที่สุดเซลลมีการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (mutation) ซ่ึงจะเกิดขึ้นไดถาเซลลปรับตัวโดยการเปลี่ยนแปลงสาร
พันธุกรรม (genetic materials) แตลักษณะนี้ทําใหสมบัตบิางประการของเซลลเปลี่ยนแปลงไปอยาง
ถาวร (Yousef and Courtney, 2002) 
 

การตอบสนองตอสภาวะเครียดของแบคทีเรียอาจแบงได 2 ระดับคือ ระดับแรกเรยีกวาการ
ปรับตัว (adaptation) เมื่อแบคทีเรียถูกกระตุนดวยความเครียดเซลลจะมีการปรับตัวและปองกัน
ตัวเอง โดยมีการตานทานตอความเครียดทีก่ระตุนหรือตานทานตอความเครียดชนดิอื่น ๆ ทําให
แบคทีเรียทนทานและสามารถปรับตัวใหเขากับสภาวะเครียดไดซ่ึงเรียกวา stress adaptation หรือ 
stress adaptive response  สวนระดับที่สองเรียกวาการสรางความตานทาน (tolerance) เปนการ
ตานทานตอปจจัยที่เปนอันตราย ซ่ึงหมายถึงความสามารถของแบคทีเรียในการรอดชวีิตภายใต
สภาวะเครียดนั้น โดยปกติแลวแบคทีเรียแตละชนิดมีการตานทานตอสภาวะเครียดไดแตกตางกนั
และแตกตางกนัหลายระดับ แตบางสายพันธุอาจถูกชักนําใหเกิดการตานทานตอสภาวะเครยีดที่
รุนแรงมากกวาเดิมสมบัตินี้จะคงอยูไดในแบบชั่วคราว (transient tolerance) ซ่ึงอาจใชคําวา 
resistance หรือ tolerance ในความหมายเดียวกัน (Yousef and Courtney, 2002) 
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4.1  สภาวะเครียดจากความรอน (heat stress) 
 

สภาวะเครียดประเภทนี้พบไดมากในอุตสาหกรรมอาหารที่ตองมีการใชความรอนใน
การทําลายหรอืลดปริมาณจลิุนทรีย  เชน  การใชน้ํารอนลวกวัตถุดิบกอนเขาสูกระบวนการอื่น ๆ 
จุดประสงคเพือ่ทําลายเอนไซม หรือเพื่อลดปริมาณจุลินทรียที่ปนเปอนมากับวตัถุดบิ  การลวกทํา
ใหเซลลจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารนั้นผานความรอนทีอุ่ณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การเจริญของเซลลเปนระยะเวลาสั้น ๆ ทําใหเกิดภาวะที่เรียกวาการช็อกเซลลดวยความรอนหรือ 
heat shock ซ่ึงความรอนดังกลาวอาจทําใหเซลลบาดเจ็บหรือตายบางสวน สวนเซลลที่รอดชีวิตได
พบวามีความสามารถในการตานทานความรอนเพิ่มขึ้น (Linton et al, 1990)  

  
นอกจากนี้ยังมอีาหารบางชนดิที่ใชความรอนระดับต่ํา (mild heat) ในกระบวนการผลิต

เชน sous vide อาหารกลุมนี้เปนกระบวนการผลิตอาหารที่มีกระบวนการใชความรอนต่ําที่สุด 
(minimally processed) เพื่อรักษาคุณภาพของอาหารใหใกลเคียงอาหารสด ซ่ีงเปนที่ตองการของ
ผูบริโภคในปจจุบันมากขึ้น (Abee and Wouters, 1999)  โดยในกระบวนการผลิตอาจจะใหความ
รอนอุณหภูมิต่าํลงเปนเวลานานขึ้นหรือใหความรอนในอตัราที่ชาลง มี come-up times ที่นานขึ้น 
จากสภาวะดังกลาวทําใหจุลินทรียที่อาจปนเปอนในอาหารตองเผชิญกับสภาวะที่คลายกับการ heat 
shock ซ่ึงมีผลทําใหเซลลสามารถตานทานความรอนไดเพิ่มขึ้นเชนกนั (Juneja and Novak, 2002)  
 

กลไกสําคัญที่ทําใหความสามารถในการตานทานความรอนของแบคทีเรียเพิ่มขึ้น
เนื่องจากการผานความรอนเปนระยะเวลาสั้นนั้นสันนษิฐานวาในเซลลเกิดการกระตุนการ
สังเคราะหโปรตีนชนิดพิเศษคือ heat shock proteins (HSPs) พบวาโปรตนีเหลานั้นมีการ
เปลี่ยนแปลงชนิดและปริมาณเพิ่มขึ้น โปรตีนเหลานี้เปนโปรตีนในกลุมโปรตีนชนิดเครียด หรือ 
stressed  proteins (Linton et al., 1990) ซ่ึง HSPs สวนใหญจะถูกสรางขึ้นในปริมาณเล็กนอยเมื่ออยู
ในสภาวะปกติ (non-stress conditions) แตเมื่อเซลลเผชิญกับความเครยีดจากอุณหภมูิที่สูงขึ้น เซลล
จะถูกกระตุนใหสราง HSPs เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว และการสรางโปรตีนตลอดจนปริมาณโปรตีนที่
เพิ่มขึ้นจะคงอยูในชวงเวลาสั้น ๆ (Abee and Wouters, 1999)    

 
เนื่องจากความรอนเปนสาเหตุใหสารโมเลกลุใหญ (macromolecule) ที่เปน

องคประกอบสําคัญภายในเซลล เชน โปรตีน และเอนไซมชนิดตาง ๆ เกิดความเสียหายได ดังนัน้
HSPs ที่สรางขึ้นจะมหีนาทีห่ลัก 2 ประการดวยกันคือ ซอมแซม หรือทําลายองคประกอบของ
โปรตีนที่เสียหายเหลานั้นเพื่อไมใหไปขดัขวางกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล (Yousef and 
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Courtney, 2002) ซ่ึง HSPs แบงออกไดเปน 2 กลุมคือ chaperones และ proteases ซ่ึงการทํางาน
รวมกันของโปรตีนทั้งสองกลุมนี้ชวยรักษาสภาพโปรตีนภายในเซลลแบคทีเรียใหมีการทํางานได
ปกติ ซ่ึงการทํางานของ HSPs 2 กลุมนี้จะถูกกระตุนจากการที่โปรตีนภายในเซลลมีการ
เปลี่ยนแปลงรปูรางเนื่องจากความเครียดหรือความรอน (conformation shift) เชน โปรตีนมีการ
ซอนพับผิดพลาด (misfolded)  หรือมีการซอนพับเพียงบางสวน (partially-folded) รวมถึงโปรตีนมี
อัตราการซอนพับ (folded) ของโครงสรางหรือการประกอบเปนโครงสรางที่สมบูรณ (assembly) 
ชาลง (Gottesman et al., 1997) การทํางานของ HSPs 2 กลุมคือ proteases และ chaperones เมื่อ
เซลลอยูภายใตสภาวะเครียดคือ proteases มีหนาที่ในการสลายหรือทําลายโปรตีนที่มีรูปรางผิดปกติ
เหลานั้นใหเสยีสภาพและกําจัดออกไปนอกเซลล  สวน chaperones มีหนาที่เปนเหมือนตัวปกปอง
โปรตีนที่มีสภาพไมเสียหายมากนัก ใหมีรูปรางที่อยูในรปูที่ทํางานได ไมถูกสลายหรอืเปลี่ยนแปลง
รูปรางไป (Abee and Wouters, 1999)  

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2  ภาพจําลองการทํางานของ heat shock proteins เมื่อเซลลแบคทีเรียเผชิญสภาวะเครยีด 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Abee and Wouters (1999)   
 
 
 
 

 

active protein degraded protein 

non-native forms of proteins 

proteases+ATP chaperones+ATP 
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Wong  et al. (2002)  พบวาเซลลของ V. parahaemolyticus ที่ผานความรอนอุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ถูกกระตุนใหสามารถอยูรอดไดที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส มี
คา-ด ี(D-values) มากกวาเซลลที่ไมผานความรอน คา-ดีเพิม่ขึ้นจาก 2.03 นาที เปน 3.33 นาที  จาก
การศึกษาพบวาเซลลดังกลาวมีการสรางโปรตีนชนิด HSPs ที่มีมวลโมเลกุล 47.6 kDa ซ่ึงพบ
โปรตีนชนิดพเิศษนี้ในสวนของ total cellular fraction และโปรตีนมวลโมเลกุล 62.3 kDa ซ่ึงพบใน
สวนของ periplasmic และ extracellular fraction มีปริมาณเพิ่มขึ้น เมื่อนํามาตรวจสอบดวยเทคนิค 
immunoblotting พบวา โปรตีนดังกลาวคือ โปรตีน DnaJ และโปรตีน GroEL ซ่ึงมีมวลโมเลกุล 41 
และ 63 kDa ตามลําดับ จึงคาดวาโปรตีนทั้งสองชนิดนี้มีสวนสําคัญชวยใหเซลลสามารถอยูรอดที่
สภาวะอณุหภมูิสูงไดดีขึ้น 
 

กลไกอีกประการหนึ่งที่คาดวาทําใหเซลลสามารถเจริญและอยูรอดไดในสภาวะเครยีด
จากการ heat shock หรือในกระบวนการผลิตอาหารที่ใชความรอนระดับต่ําคือ การที่องคประกอบ
ของไขมันที่บริเวณผนังเซลลแบคทีเรียเปลี่ยนแปลงเนื่องจากความเครียดจากความรอน ซ่ึงความ
รอนดังกลาวสามารถกระตุนใหเซลลแบคทีเรียมีการปรบัตัวที่บริเวณเยื่อหุมเซลล (cell membrane) 
มีปริมาณกรดไขมันชนิดอิ่มตัวและสายยาวเพิ่มมากขึ้น เพื่อรักษาสภาพการไหลของเยื่อหุมเซลล 
และใหโปรตีนยังคงมีกจิกรรมไดตอไป (Russell and Fukanaga, 1990) พบวาในเซลลแบคทีเรียที่มี
เยื่อหุมเซลลประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตวัชนิดสายยาว (long chain saturated fatty acid) เปน
องคประกอบ มีความสามารถในการตานทานความรอนไดดีกวาแบคทีเรียที่มไีขมันซึง่มีกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัวชนดิสายสั้น (shortchain unsaturated fatty acid) เนื่องจากกรดไขมันอิ่มตัวชนิดสายยาวจะ
มีจุดหลอมเหลวสูงกวากรดไขมันไมอ่ิมตวัชนิดสายสั้น  จึงทําใหเซลลสามารถคงสภาพอยูไดที่
อุณหภูมิสูง (Beuchat and Worthington, 1976)   

 
Chiang et al. (2005) ไดทําการศึกษาถึงองคประกอบของกรดไขมันในเยื่อหุมเซลล

ของ V. parahaemolyticus 690 ที่ผานความรอนอุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาทีพบวา 
เซลลหลังผานความรอนมีสัดสวนของกรดไขมันชนดิอิม่ตัว (saturated fatty acid : SFA) เพิ่มสูงขึน้
อยางมีนัยสําคญัเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ  ในทางกลับกันสัดสวนของกรดไขมนัชนิดไมอ่ิมตวั 
(unsaturated fatty acid : USFA) มีปริมาณลดลงอยางมีนยัสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ 
(ตารางที่ 3) ซ่ึงผลการทดลองดังกลาวคาดวาเปนกลไกสาํคัญที่สนับสนุนใหเซลล V. 
parahaemolyticus สามารถตานทานความรอนไดเพิ่มขึน้ 
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ตารางที่ 3  ชนดิและสัดสวนของกรดไขมนัในเยื่อหุมเซลล V. parahaemolyticus ที่ไมผานและผาน 
    สภาวะเครียดจากความรอน 

 

กรดไขมัน เซลลปกติ เซลลที่ผานความรอน 
กรดไขมันชนดิอิ่มตัว (SFA), % 53.38 59.48 
กรดไขมันชนดิไมอ่ิมตัว(USFA), % 46.62 40.52 
สัดสวนของ SFA : USFA 1.15 1.47 
 
ที่มา:  ดัดแปลงจาก Chiang et al. (2005) 
 

4.2  สภาวะเครียดจากการขาดสารอาหาร (starvation stress) 
 

ในสภาพแวดลอมทั่วไปในธรรมชาติแบคทีเรียอาจพบกบัสภาวะเครียดจากการขาด
สารอาหารไดมากเทา ๆ กับสภาวะเครียดทางกายภาพ  ซ่ึงเปนที่เชื่อกนัวาความสามารถของเซลลที่
รอดชีวิตจากการขาดสารอาหารและความสามารถในการทนทานตอปจจัยตาง ๆ ที่ไมเหมาะสมที่
เซลลเผชิญในระหวางการเจริญนั้น เปนผลมาจากการสังเคราะหโปรตีนบางอยางรวมกับกลไกใน
การปองกันหลายกลไกที่แสดงออกรวมกนั ทําใหแบคทเีรียสามารถทนตอสภาวะเครียดตาง ๆ ได 
(Jenkins et al., 1990) 

 
มีรายงานวาสภาวะเครียดจากการขาดอาหารของเซลล E. coli โดยเฉพาะการขาดแหลง

คารบอน มีผลกระตุนใหเกิดการสังเคราะหโปรตีนจําเพาะอยางนอย 30 ชนิด  ซ่ึงในบรรดาโปรตีน
ที่ถูกกระตุนใหสรางขึ้นนั้น มีโปรตีนที่เกี่ยวของกับความเครียดอื่น ๆ ถูกสรางขึ้นดวย ไดแก heat 
shock proteins 11 ชนิด oxidative stress 6 ชนิด และ osmotic stress 5 ชนิด  กลุมของโปรตีนเหลานี้
ยังมีรายงานวา สัมพันธกับความสามารถในการตานทานขามตอสภาวะเครียดจากความรอน  สาร
ออกซิไดส  และออสโมตกิดวย  โดยความสามารถในการตานทานความเครียดที่กลาวมาขึ้นอยูกับ
สภาวะความรนุแรงของการขาดสารอาหารนั้น ๆ (Reeve et al., 1984; Jenkins et al., 1990) 

 
กอนหนานี้ Jenkins et al. (1988) พบวาการเลี้ยง E. coli ในสภาวะที่ขาดกลูโคส หรือ

ขาดไนโตรเจน เซลลแบคทีเรียเหลานัน้สามารถตานทานตอความรอนที่ 57 องศาเซลเซียส หรือสาร
ฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 15 mM ไดมากกวาเซลลปกติซ่ึงเล้ียงในสภาวะไมขาดสารอาหาร
ดังกลาว ซ่ึงความสามารถในการตานทานของเซลลเครียดจะเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาของการอยูใน
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สภาวะขาดสารอาหาร นอกจากนีย้ังพบวาภายในเซลลมีการสรางโปรตีนที่ชวยใหเกดิการปองกัน
ขาม ซ่ึงโปรตีนเหลานี้จะชวยใหเซลลตานทานตอความรอน และสารออกซิไดสดวย 

 
นอกจากนี้ยังมรีายงานวาเซลลของ V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดจากการ

ขาดน้ําตาลกลโูคสซึ่งเปนแหลงคารบอนที่สําคัญของแบคทีเรีย  แสดงความสามารถในการตานทาน
ความรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเพิ่มขึ้น โดยเซลลรอดชีวิตไดมากกวาเซลลปกติ (ช่ืนจิต, 
2548) สวน Koga and Takumi (1995)  พบวา V. parahaemolyticus ที่เพาะเลี้ยงในสภาพขาดอาหาร
(น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  สามารถตานทานความรอนที่ 47 องศาเซลเซียสไดดีที่สุด  
โดยมีจํานวนเซลลรอดชีวิตไดมากกวาเซลลปกติถึง 3 เทา  นอกจากนีย้ังพบวาสามารถกระตุนให
เซลลแสดงความสามารถในการตานทานขามตอสารไฮโดรเจน 200 ppm และสภาวะออสโมติกจาก
โซเดียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้น 
 

4.3  สภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อกลุมเปอรออกไซด (oxidative stress) 
 

ปจจุบันในโรงงานแปรรูปอาหารตาง ๆ นิยมใชสารฆาเชื้อหลายชนิดเพือ่ลดปริมาณ 
จุลินทรียที่อาจปนเปอนในวตัถุดิบ  หรือฆาเชื้อบนพื้นผิววัสดุอุปกรณทีใ่ชในกระบวนการผลิตหลัง
การลางทําความสะอาดแลว สารฆาเชื้อชนิดหนึ่งทีน่ิยมใชในกลุมเปอรออกไซด  ไดแก  ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด และเปอรออกซีแอซิติกแอซิด เปนตน 

 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดนั้นเปนสารออกซิไดสที่รุนแรงชนิดหนึ่ง  เปนสารฆาเชื้อ

กลุมเปอรออกไซดที่จัดอยูในกลุมสารอนินทรีย สามารถออกซิไดสหมูซัลไฮดริล (–SH group) ของ
โปรตีนทําใหความสามารถของเอนไซมบางชนิดถูกยับยัง้ และยังมีผลในการยับยั้งการเจริญหรือ
ทําลายจุลินทรียหลายชนิด  ในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑน้ํานมมีการใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด
รวมกับความรอนในการพาสเจอไรซนม สวนในกระบวนการผลิตน้ําตาลก็มีการใชสารฆาเชื้อชนิด
นี้เพื่อยับยั้งจุลินทรียดวย (Banwart, 1989; Jay, 2000) สวนเปอรออกซีแอซิติกแอซิดเปนสารออกซิ
ไดสอีกชนิดหนึ่ง  ซ่ึงเปนสารฆาเชื้อกลุมเปอรออกไซดที่จัดอยูในกลุมสารอินทรีย  เปอรออกซีแอ
ซิติกแอซิดเปนสารประกอบระหวางไฮโดรเจนเปอรออกไซด และกรดแอซิติก  มผีลยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมในเซลลแบคทีเรีย  และทําใหเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียสูญเสียความสามารถในการ
นําสารผานเขาออกเซลล (Cords and Dychala, 1993) 
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Farr and Kogoma (1991) พบวาเซลล Salmonella sp. และ E. coli ที่ผานสภาวะเครยีด
จากไฮโดรเจนเปอรออกไซด  แสดงความสามารถในการตานทานตอสารฆาเชื้อเพิ่มขึ้น สภาวะ
เครียดดังกลาวยังกระตุนการสราง heat shock proteins ทําใหเกิดการตานทานขามตอความรอนได
เพิ่มขึ้น สวน Zook et al. (2001)  พบวา E. coli O157:H7  ที่ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติก
แอซิดที่ความเขมขนระดับต่าํ  แสดงความสามารถในการตานทานขามตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด
และความรอนได นอกจากนีย้ังไดมกีารศึกษาพบวาสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm และสาร
เปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm กระตุนใหเซลล V. parahaemolyticus รอดชีวิตไดดีกวาเซลลปกติเมื่อ
ทดสอบความสามารถในการตานทานความรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (ช่ืนจิต, 2548) 
 
 4.4  สภาวะเครียดจากกรด (acid stress) 
 

สภาวะเครียดประเภทนี้พบไดในอุตสาหกรรมอาหารที่มีการเติมกรดเพื่อปรับปรุง
รสชาติ หรือเพื่อเปนการควบคุมปริมาณจลิุนทรีย  เชน ในอุตสาหกรรมน้ําผลไม  อุตสาหกรรม
ผลไมกระปองที่มักปรับสภาวะกรด (acidification) ใหมีคาความเปนกรด-เบสอยูในชวงที่เหมาะสม
ตามตองการ  สําหรับสภาวะการเพิ่มของปรมิาณกรดนี้อาจเกิดไดจากการเติมกรดในกระบวนการ
ผลิตโดยตรง หรือปริมาณกรดที่เพิ่มขึ้นในระหวางการหมักอาหารเนือ่งจากจุลินทรยี (fermentation) 
ซ่ึงเปนวิธีดั้งเดิมที่นิยมใชในกระบวนการผลิตอาหาร รวมถึงสภาวะในระบบทางเดนิอาหารซึ่ง
เซลลตองทนกับสภาวะที่เปนกรดสูงมากในกระเพาะอาหาร ในบางครั้งปริมาณของกรดที่เติมใน
อาหารนั้น ยังมีปริมาณไมมากพอที่จะทําใหจุลินทรียตายทันที กรดอาจกระตุนและทําใหจุลินทรยี
นั้นเกดิการปรบัตัวสรางสภาวะ acid tolerance response (ATR) ได (Foster and Hall, 1990)  ภาวะ
กรดปริมาณสงูนั้นจะกระตุนทําใหแบคทีเรียสามารถสรางกลไกตานทานสภาวะเครยีดบางอยางใน
เซลล และยังผลใหเซลลทนตอความเขมขนของกรดที่เพิม่ขึ้น และที่สําคัญอยางยิ่งคือ ทนตอสภาพ
เครียดอื่น ๆ ได ถาหากจุลินทรียที่รอดชีวตินั้นเปนชนิดที่สามารถกอใหเกิดโรคเนื่องจากอาหารเปน
พาหะก็จะเปนการเพิ่มโอกาสเสี่ยงที่จะทําใหเกิดโรคเนือ่งจากการบรโิภคอาหารได (กมลวรรณ, 
2544)  
 

โดยปกตจิุลินทรียสามารถดํารงชีวิตอยูไดในชวงคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม ซ่ึง
ถาหากมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-เบสภายนอกเซลล เชน ในอาหารหรือสารละลายเซลล
เซลลจะมีกลไกในการควบคมุคาความเปนกรด-เบสตามธรรมชาติเรียกวา pH homeostasis ถาหากมี
การเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรด-เบสภายนอกเซลล (pHo) จุลินทรียจะใชกลไก pH 
homeostasis เพื่อควบคุมคาความเปนกรด-เบสภายในเซลล (pHi) ใหคงที่หรือเปลี่ยนแปลงนอยที่สุด 
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โดยการควบคมุระบบ H+ antiport เพื่อใหคา pHi ใกลเคียงกับคาของเซลลในภาวะปกติ (Foster, 
1991) แลวมกีลไกการตอบสนองตอสภาวะเครยีดจากกรดอีกระบบที่เรียกวา ATR ซ่ึงกระบวนการ
นี้มีอยู 2 ขั้นตอนคือ ขั้นแรกเรียกวา pre-acid shock เซลลจะอยูในสภาวะที่เปนกรดออน (คาความ
เปนกรด-เบส 5.0 – 6.0) ซ่ึงขั้นแรกนี้เซลลจะตอบสนองดวยกลไก pH homeostasis จนเมื่อคาความ
เปนกรด-เบสของ pHi และ pHo ตางกันมากกวา 1.5  ระบบนี้จะหยดุทาํงาน และเมื่อเซลลอยูใน
สภาวะทีเ่ปนกรดต่ํากวา 4.5 ซ่ึงจะเปนขั้นตอนที่สองเรียกวา post acid shock เซลลจะมีกลไกตอมา
ในการตอบสนองเฉพาะ ซ่ึงไดแก การสราง acid shock proteins (ASPs) ภายในเซลล ซ่ึงเชื่อวา
โปรตีนชนิดนีท้ําหนาที่คลายกับโปรตีนในกลุม heat shock proteins (HSPs) (Foster, 1993) 

 
Wong et al. (1998) ศึกษาเซลล V. parahaemolyticus ST550 ที่ผานสภาวะเครยีดจาก

กรด 2 วิธีคือ 1. single-phase adaptation โดยเซลลอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคาความเปนกรด-เบส 
5.0 เปนเวลา 60 นาที และ 2. two- phase adaptation โดยใหเซลลอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคาความ
เปนกรด-เบส 5.8 เปนเวลา 30 นาที จากนัน้อยูในอาหารที่มีคาความเปนกรด-เบส 5.0 อีกเปนเวลา 
30 นาที จากนัน้นําเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากกรดทั้ง 2 วิธีไปทดสอบการรอดชีวิตทีส่ภาวะกรด 
4.4 พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากกรดทั้ง 2 วิธีมีอัตราการรอดชีวิตมากกวาเซลลปกติ และ
พบวาเซลลเครียดเหลานัน้มกีารสรางโปรตีนขนาด 47.6 และ 58.1 kDa เพิ่มมากขึ้น ซ่ึงจากการ
ตรวจสอบโปรตีนดังกลาวพบวามีขนาดใกลเคียงกับโปรตีน DnaJ (41 kDa) และโปรตีน GroEL (63 
kDa) ซ่ึงเปนโปรตีนในกลุม HSPs 

 
จากรายงานของกมลวรรณ (2544) พบวาเซลล E. coli ATCC 8739 ที่ผานการปรับ

สภาพเซลลดวยกรดทารทารคิที่คาความเปนกรด-เบส 4 เซลลสามารถรอดชีวิตและเจริญบน TSA ที่
เติมกลีเซอรอล 0-22 % (aw = 0.94-0.99) ได (ปริมาณเซลล 3.9-4.4 logCFU/ml) และเมื่อปรับสภาพ
กรดที่คาความเปนกรด-เบสสูงขึ้นคือ 4.5 และ 5 เซลลมีการรอดชีวิตและเจริญมากขึน้เมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลที่ไมไดมีการปรับกรด (ปริมาณเซลล 7.5-8.5 logCFU/ml)  
 

4.5  สภาวะเครียดอื่น ๆ 
 

นอกจากสภาวะเครียดจากความรอน  การขาดอาหาร  และสารฆาเชื้อกลุมเปอร
ออกไซดแลว  ในอุตสาหกรรมกระบวนแปรรูปอาหารยังสามารถทําใหเกิดสภาวะเครียดไดอีก
หลายประการดวยกัน เชน การแชเย็น  การแชแข็ง การทําแหง การฉายรงัสี เปนตน ซ่ึงกระบวนการ
เหลานี้อาจทําใหจุลินทรยีบางสวนที่ผานสภาวะเครียดรอดชีวิต มีผลใหเซลลทนตอสภาวะเครียด
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นั้น ๆ ไดเพิ่มขึ้น  หรือแสดงการตานทานขามตอปจจัยในกระบวนการแปรรูปอื่นไดมากขึ้น 
(Yousef and Juneja, 2002) 
 
5.  ความสัมพนัธของสภาวะเครียดกับการสรางโปรตีนและชนิดของโปรตีนท่ีสรางขึน้เพื่อ
ตอบสนองตอความเครียด 
 

โดยทั่วไปแลวโปรตีนที่สรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอความเครียดหรือ stressed protein มักจะ
มีขนาดโมเลกลุที่แตกตางกนัไปตามแตสภาวะเครียดที่เซลลนั้นเผชิญ  โปรตีนชนิดเครียดที่มีผู
ศึกษากนักวางขวางคือ โปรตีนในกลุมของ HSPs โปรตีนชนิดพเิศษนีไ้มไดสรางขึ้นเฉพาะสภาวะ
เครียดจากความรอนเทานั้น พบวาสภาวะเครียดหลายสภาวะสามารถกระตุนและชักนําใหมกีาร
สรางโปรตีนกลุมนี้ไดดวย ไดแกสภาวะเครียดจากกรด สารออกซิไดส และการขาดอาหาร   ซ่ึง
กลไกในการสราง HSPs นั้นถูกควบคุมโดย sigma factor ชนิดหนึ่งที่มหีนาที่ในระหวาง

กระบวนการ transcription คือ sigma 32 (σ32) โดยขั้นตอนของการตอบสนองตอสภาวะเครยีดจาก
ความรอนแสดงในภาพที่ 3 อธิบายไดดังนี ้

 
ขั้นตอนแรก เมื่อเซลลแบคทีเรียที่อยูในสภาวะปกตเิผชิญกับสภาวะเครียดจากความรอน

หรือจากสารเคมี สภาวะทีไ่มเหมาะสมตอเซลลทําใหโปรตีนตาง ๆ บางสวนภายในเซลลเสียสภาพ
ไป โปรตีนที่เสียสภาพแมมลัีกษณะผิดปกติ (misfolded proteins) แตมโีอกาสเพิ่มจํานวนมากขึ้นยิง่
เมื่อสภาวะเครยีดเพิ่มขึน้ ซ่ึงสามารถตรวจพบได  ในเซลลแบคทีเรียบางชนิดจะมีกระบวนการ
ตอบสนองตอความเครียดโดยเริ่มขึ้นจาก sigma 32 ที่มีสมบัติเสถยีรในสภาวะเครียด sigma 32 จะ
ถูกสรางเพิ่มขึ้นในปริมาณทีม่ากตามอุณหภูมิหรือสภาวะเครียดทีเ่พิ่มขึ้น ทําใหภายในเซลลมี
ปริมาณ sigma 32 เปนจํานวนมาก ตอมา sigma 32 จะไปจับกับ RNA polymerase (RNAP) ไดเปน 
sigma 32-RNAP holoenzyme ที่ประกอบดวย 5 หนวยยอยคือ alpha 2 หนวย, beta 1 หนวย, beta’ 1 
หนวยและ sigma factor 1 หนวย โดยที่ sigma 32-RNAP holoenzyme นี้จะจดจําบริเวณ heat shock 
promoter ที่เปนจุดเริ่มตนของกระบวนการ transcription ของยีนที่เกีย่วของกับการสรางโปรตีน
ชนิดพิเศษ HSPs จึงอาจกลาวไดวาปริมาณ sigma 32 ที่ถูกสรางขึ้นมีผลโดยตรงตอการตอบสนอง
ตอความเครียดจากความรอน (Straus et al., 1990) 
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ภาพที่ 3  กระบวนการตอบสนองของเซลลแบคทีเรียตอสภาวะเครียดจากความรอน 
ที่มา : Steve et al. (1996) 
 

HSPs ที่ถูกสรางขึ้นจากการตอบสนองตอความรอนจะชวยปกปองเซลลจากสภาวะเครียด 
ชวยซอมแซมโปรตีนและองคประกอบภายในเซลลที่เสียหาย โปรตีนทีถู่กซอมแซมแลวสง
สัญญาณยับยั้งไมใหมกีารสราง sigma 32 เพิ่มขึ้น จากนัน้เซลลจะเขาสูสภาวะปกตแิละพยายาม
รักษาสภาพของเซลลไวถาสภาวะเครียดดังกลาวไมรุนแรงมากขึ้นกวาเดิม (Steve et al., 1996) 
 

สําหรับ HSPs นั้นแบงออกไดเปน 4 subclasses คือ HSP90, HSP70, HSP60 และ small 
HSPs การตั้งชื่อโปรตีนที่สรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอความเครียดนัน้มักเกี่ยวของกับสภาวะที่กระตุน
ใหมีการสรางโปรตีนนั้น สวนตวัเลขที่อยูดานหลังบอกถึงขนาดโมเลกุลของโปรตีน แตทั้งนีก้าร
สรางโปรตีนชนิดใด ขนาดเทาใดขึ้นอยูกบัสภาวะเครียดที่ไปกระตุนเซลล sigma factor หรือยีนที่
เกี่ยวของกับการสรางโปรตีนชนิดตาง ๆ ดวย (Abee and Wouters, 1999)   

 
นอกจาก heat shock proteins แลวยังมีโปรตีนกลุมอื่นที่เกิดจากการตอบสนองความเครียด

ชนิดตาง ๆ ชนิดของโปรตีนที่เคยมีการศกึษาไวไดแก cold shock proteins (CSPs), cold-stress 
induced proteins (CIPs) หรือ acid shock proteins (ASPs) เปนตน  โปรตีนชนิดเครียดที่กลาวมานี้
ถูกกระตุนใหเกิดการสรางไดจากหลายสภาวะและพบไดในเซลลแบคทีเรียหลายชนดิ ไดสรุปและ
แสดงในตารางที่ 4 และ 5 ดงันี้ 
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ตารางที่ 4  การตอบสนองตอสภาวะเครียดกระตุนการสรางโปรตีนชนิดเครียด 
 

สภาวะการตอบสนอง 
ตอสภาวะเครียด 

สภาวะที่กระตุน ชนิดโปรตีน 

heat-shock response เพิ่มอุณหภูมิอยางรวดเร็ว DnaJ, DnaK, GroEL, GroES, HtpG 
cold-shock response ลดอุณหภูมิอยางรวดเร็ว Hsc66, HscB, CsdA, CspA 
acid shock response สภาวะความเปนกรดที่ 2.0 – 5.5 GroEL, DnaK, HtpG, HtpM 
osmotic shock response osmotic pressure สูง GroEL, GroES, DnaK 
starvation response ขาดสารอาหารเชน แหลงคารบอน GroEL, GroES, GrpE, DnaK, HtpG 
oxidative stress response สภาวะที่มี H2O2 หรือ O2

-  GroEL, GroES, DnaK 
 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Yousef and Juneja (2002) 
 

จากตารางจะเห็นไดวามีโปรตีนที่สามารถถูกกระตุนใหสรางขึ้นไดจากสภาวะเครียดที่
แตกตางกัน เชน โปรตีน GroEL ที่อยูในกลุม HSP60 หรือโปรตีน DnaK ที่อยูในกลุม HSP70  จะ
เห็นไดวาโปรตีนที่อยูในแตละ subclass มีการตั้งชื่อที่แตกตางกันไปอีก ซ่ึงมีรายงานวาในการตั้งชื่อ
ของโปรตีนนั้นเปนการอธิบายถึงปจจัยความเครียด หรือหนาที่ของโปรตีนชนิดนัน้ ๆ เชน โปรตีน 
DnaK (HSP70 ) เกีย่วของกับการมีสวนรวมของมันในกระบวนการจําลอง DNA (DNA replication) 
หรือโปรตีน Hsc ยอมาจาก heat shock cognates ซ่ึงการตั้งชื่อนี้ใชเปนตัวแทนของโปรตีนที่มี
องคประกอบรวมกันเปนรูปแบบหรือลักษณะของ HSP ในเวลาตอมา (Kopecek et al.,  2001) 
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ตารางที่ 5  ชนดิและขนาดโมเลกุลของโปรตีนในเซลลแบคทีเรียที่สรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอ 
    สภาวะเครียด 

   

แบคทีเรีย สภาวะเครียด ชนิดโปรตีน 
ขนาดโมเลกุล 

( kDa) 
อางอิง 

Vibrio 
parahaemolyticus 

ความรอน : 25 ๐C เปน 42 ๐C GroEL 
GroES 
DnaJ 

62 
12 
47 

Wong et al., 2002 
Wong et al., 2002 
Wong et al., 2002 

Pseudomonas 
aeruginosa 

ความรอน : 30 ๐C เปน 45 ๐C DnaK 
GroEL 

76 
61 

Allan et al., 1988 
Allan et al., 1988 

Lactococcus lactis ความรอน : 30 ๐C เปน 40 ๐C 
เกลือ : 2.5 % NaCl 

DnaK 
GroEL 
GroES 

70 
60 
11 

Mogens et al., 1997 
Mogens et al., 1997 
Mogens et al., 1997 

Vibrio cholerae ความเย็น : 37 ๐C เปน 15 ๐C CspA 
CspV 

7.7 
7.5 

Datta and Bhadra, 2003 
Datta and Bhadra, 2003 

Salmonella 
enteritidis 

ความเย็น : 37 ๐C เปน 5 และ 
10 ๐C 

CspA 7.4 Amanda et al., 1998 
 

Escherichia coli ความเย็น : 37 ๐C เปน 10 ๐C CspA 7 Jones et al., 1987 
Bacillus subtilis ความเย็น : 35 ๐C เปน 20 ๐C CspC 8 Fujii and Fulco, 1977 

 
6.  การศึกษาการสรางและการเปลี่ยนแปลงชนิดโปรตนีในเซลลแบคทีเรียท่ีผานสภาวะเครียด 
 
 ดังไดกลาวมาแลววาการตอบสนองตอสภาวะเครยีดของแบคทีเรียและความสามารถใน
การตานทานตอสภาวะเครียดของแบคทีเรียเกดิจากปจจยับางประการที่สงเสริมใหเซลลอยูรอดได 
กลไกการตอบสนองตอความเครียดประการหนึ่งที่นักวจิัยใหความสนใจกนัมากคือ การสราง
โปรตีนชนิดเครียด หรือ stressed protein ซ่ึงเปนโปรตีนทีท่นความรอนไดสูง ปองกันการเสียสภาพ
ของเซลล ชวยใหเซลลไมถูกทําลาย และอยูรอดไดในสภาวะเครยีด (Yousef and Juneja, 2002) 
เทคนิคหรือวิธีที่พบวามีการใชในการศึกษาการสรางโปรตีนชนิดพเิศษดังกลาวกนัมากคือ เทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟริซิส (gel electrophoresis)  
  

เจลอิเล็กโตรโฟริซิสเปนเทคนิคที่นิยมใชในการแยกโปรตีนและกรดนวิคลีอิก มีตัวกลางค้ํา
จุน (supporting medium) ไดหลายชนิด ขึน้กับวัตถุประสงคของการใชงาน ตัวกลางค้าํจุนไดแก 
สตารช พอลิอะคริลาไมด อะกาโรส และอะกาโรส-พอลิอะคริลาไมด  ซ่ึงในการหาโปรตีนชนิด
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เครียดนั้นนิยมใชวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (polyacrylamide gel electrophoresis) 
หรือ PAGE ซ่ึงวิธีนี้มีดวยกนั 2 แบบคือ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
หรือ SDS-PAGE  และ discontinuous gel electrophoresis หรือ disc gel electrophoresis  
(อาภัสสรา, 2537) 
 
 โดยสวนใหญแลวนกัวิจยัมกัเลือกใช SDS-PAGE ซ่ึงมีขอดีตรงที่ใชเวลาในการวเิคราะห
โปรตีนไมนานมาก และสามารถวิเคราะหไดคร้ังละหลายตัวอยางในเจลแผนเดียวกนั โดยผลของ
การแยกโปรตีนจากการใชเทคนิคนี้โปรตีนจะถูกแยกออกจากกันตามน้ําหนกัหรือมวลโมเลกุล 
และสามารถมองเห็นเปนแถบ (band) เมื่อถูกยอมดวยสียอมชนิด coomassie blue ที่จับกับโปรตีน 
ซ่ึงการศึกษาดวยเทคนิคนี้เรียกวา การแยกในแบบ 1 มิติ หรือ one-dimensional gel electrophoresis 

(อาภัสสรา, 2537) 
 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis หรือ SDS-PAGE เปนเทคนิค
ที่ใชการแยกหนวยยอยของโปรตีนและหาน้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน สารละลายบัฟเฟอรทั้งที่ใช
เตรียมสารตัวอยางและอยูในอาง reservoir ประกอบดวย sodium dodecyl sulfate (SDS) ซ่ึงเปน
แอนอิออนิกดีเทอรเจนทที่มปีระจุลบ สามารถจับกับสายพอลีเพปไทด แลวแยกสายพอลีเพปไทดที่
อยูรวมกนัออกเปนสายเดี่ยว และมีโครงสรางเปนรูปแทง  อัตราสวนของปริมาณ SDS ที่จับตอ
น้ําหนกัของโปรตีนจะคงที่เสมอ (SDS 1.4 กรัม/กรัม โปรตีน) ทําใหไดสารประกอบเชิงซอน SDS 
ของพอลีเพปไทดที่มีอัตราสวนประจุตอมวลที่คงที่และมีรูปรางที่เหมือนกัน ดังนั้นขนาดของ
โมเลกุลเทานั้นที่มีอิทธิพลตอการเคลื่อนที่ของสารประกอบเชิงซอนของโปรตีน  โดยตัวกลางค้ําจุน
ที่ใชคือ สารอะคริลาไมดซ่ึงจะมีการเกิดพอลิเมอรไดเปนแผนเจลขึ้น ขนาดรูพรุนของแผนเจลจะ
ขึ้นอยูกับเปอรเซ็นตของอะคริลาไมดที่เลือกใช ซ่ีงในการวิเคราะหเปอรเซ็นตของอะคริลาไมดที่ใช
จะขึ้นอยูกับน้าํหนักโมเลกุลของโปรตีน (ตารางที่ 6) อัตราการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ตองการ
วิเคราะหจะเร็วหรือชาขึ้นกบัขนาดหรือน้าํหนักโมเลกุล ดวยเหตนุี้โปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุลนอย
จะเคลื่อนที่ไดเร็วกวา และเคลื่อนที่ไปไดระยะทางไกลกวาในเวลาที่กําหนด (อาภัสสรา, 2537) 
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ตารางที่ 6  เปอรเซ็นตของอะคริลาไมดที่ใชแยกโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลตางกันโดยวิธี  
 SDS-PAGE 
 

น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน (Da) อะคริลาไมด (%) 
200,000 – 60,000 5.0 
120,000 – 30,000 7.5 
75,000 – 18,000 10.0 
60,000 – 15,000 12.5 
45,000 – 12,000 15.0 

 
ที่มา: อาภัสสรา (2537) 
 

ตัวอยางของงานที่มีการใชเทคนิค SDS-PAGE ในการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโปรตีน
ในเซลลแบคทีเรีย โดย Wong and Chen (2003) ทําการศึกษาในเซลล V. parahaemolyticus ST550 
ซีโรไทป O4:K13 โดยใหเซลลผานการ heat shock ที่อุณหภูมิ 42 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง และนาํมาวิเคราะหโปรตีนโดยใช SDS-PAGE  จากภาพที่ 4 แสดงแถบโปรตีนในแถวที่ 1 2 
และ 3 คือ แถบโปรตีนของเซลลที่ผานการ heat shock ที่  42 องศาเซลเซียส แถบโปรตีนของเซลลที่
ผานการ heat shock ที่  37 องศาเซลเซียส และแถบโปรตีนของเซลลปกตทิี่ไมผานการ heat shock 
จากการศึกษาพบวาการใหความรอนที่ 2 ระดับ สามารถกระตุนใหเซลลสรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 
33, 55, 61, 66, 71, 86 และ 92 kDa แตพบโปรตีนขนาดโมเลกุล 126 kDa จากเซลลที่ heat shock ที่  
42 องศาเซลเซียสเทานั้น ตอมาคณะผูวจิัยไดใชเทคนิค immunoblotting ที่มีความจําเพาะทําให
ทราบวาโปรตีนที่ตรวจพบทัง้หมดนัน้เปนโปรตีนที่อยูบริเวณเยื่อหุมเซลลดานนอก (outer 
membrane) ของเซลล 
 
 รูปแบบของโปรตีนที่ตรวจสอบดวยวิธี SDS-PAGE จะปรากฏเปนแถบแตละแถบทีม่ี
ขนาดแตกตางกันไปขึ้นกับประมาณโปรตนีในสารละลายนั้น ๆ โดยแถบที่อยูดานลางเปนแถบของ
โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกวาแถบโปรตีนที่อยูดานบนขึ้นไป ขนาดโมเลกุลของแถบโปรตีนที่
ตองการศึกษานั้นเปรียบเทยีบไดกับแถบโปรตีนมาตรฐานหรือ standard marker band ซ่ึงทราบชนิด
และน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน 
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ภาพที่ 4  ตวัอยางรูปแบบของโปรตีนจากการตรวจสอบดวยเทคนิค SDS-PAGE 
ที่มา : Wong and Chen (2003)  
 

แตการแยกโปรตีนดวยเทคนคิ SDS-PAGE นี้ก็มีขอเสียอยูบางเพราะบางครั้งไมสามารถ
แยกโปรตีนบางชนิดที่มีน้ําหนักหรือมวลโมเลกุลเทากันออกจากกันได จึงไดมีผูคิดคนวิธีการแยก
โปรตีนใหมีประสิทธิภาพในการแยกที่สูงมากขึ้น โดยการใชเทคนิคการแยกในแบบ 2 มิติ หรือ 
two-dimensional gel electrophoresis โดยจะทําการแยกตวัอยางโปรตีนดวยเทคนิคการแยกโปรตีน 
2 เทคนิครวมกัน คือ isoelectric focusing (IEF) และ SDS-PAGE  ซ่ึงการแยกแบบ 2 มิตินี้จะชวยให
มีการแยกโปรตีนไดละเอียดมากยิ่งขึ้น เนื่องจากสามารถแยกโปรตีนออกจากกันดวยคุณสมบัติ
ประจุสุทธิ (net charge) และน้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน (molecular weight) 
  

สําหรับเทคนิค isoelectric focusing (IEF) นี้เปนอิเล็กโตรโฟริซิสอีกวิธีหนึ่งที่สําคัญที่ใช
แยกโปรตีนโดยแยกตามประจุสุทธิ หลักของการแยกอาศัยการสรางเจลตัวกลางใหมรีะดับของคา
ความเปนกรด-เบสไลระดับไปจากระดับทีเ่ปนกรดไปจนถึงระดับที่เปนเบส      ซ่ึงโปรตีนจะ
เคลื่อนที่ผานไปจนถึงสวนทีพ่ีเอชมีคาเทากบั isoelectric pH (pHi) ของโปรตีน ซ่ึงโปรตีนจะมี
ประจุสุทธิเปนศูนยทําใหไดโปรตีนที่เขมขนที่จุดนัน้ เชน โปรตีนชนดิหนึ่งมี pHi 6 จะเคลื่อนที่ไป
หยุดที่ pH 6 สวนอีกชนิดหนึง่มี pHi  8 จะไปหยุดที่ pH 8  ภาพที่ 5 แสดงการทํา IEF โดยกรดอยู
ทางดานขั้วลบ และเบสอยูทางดานขั้วบวก  และทําใหเจลตัวกลางที่อยูระหวางขั้วทั้งสองมีคาความ
เปนกรด-เบสคอย ๆ เพิ่มสูงขึ้นจาก 2 เปน 10 
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ภาพที่ 5  ภาพจําลองหลักการแยกโปรตีนโดยใชเทคนิค isoelectric focusing (IEF)  
ที่มา : อาภัสสรา (2537) 
 
 แมวาการแยกโปรตีนดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ 2 มิตินี้จะใหผลการวิเคราะหที่มี
ประสิทธิภาพสูง แตมีขอเสียคือ วิธีการในการวิเคราะหมคีวามซับซอนและยุงยากคอนขางมาก ใน
การวิเคราะหตวัอยางแตละชนิดใชเวลานานและใหผลการวิเคราะหไดเพียงแคคร้ังละ 1 ตัวอยางตอ
แผนเจลเทานัน้

Region 1 Region 2 Region 3 
pHi 

2 3 4 5 6 7 10 9 8 

pH scale 

Gel H+ OH- P 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  จุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 
 

เชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ TDH และ TRH V. parahaemolyticus 5 สายพันธุ ไดแกสายพนัธุที่
สรางสาร thermostable direct hemolysin (TDH) 2 สายพันธุ คือ vp-293 และ vp-330 และสายพนัธุ
ที่สรางสาร thermostable direct hemolysin-related hemolysin (TRH) 3 สายพันธุ คือ  
FS-004, FS-006 และ FS-015  โดยไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร. อรษา  สุตเธียรกุล  
หองปฏิบัติการจุลชีววิทยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะสาธารณสุขศาสตร  มหาวิทยาลัยมหิดล 
 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
2.1 trypticase soy agar (TSA, Merck, Gemany) ที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % (ภาคผนวก ก) 
2.2 trypticase soy broth (TSB, Merck, Gemany) ที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % (ภาคผนวก ก) 
2.3 thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS, Merck, Gemany) (ภาคผนวก ก) 
2.4 motility test medium (ภาคผนวก ก) 
2.5 chemical defined  medium (CDM)(ภาคผนวก ก) 
2.6 peptone 0.1 %, (Merck, Gemany) ที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % (ภาคผนวก ก) 

 
3.  สารเคมี 

 
3..1  โซเดียมคลอไรด (Merck, Germany) 
3.2  ฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % (PBS+3 % NaCl) (ภาคผนวก ข) 
3.3  เอทานอล 70 และ 95 %  
3.4 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 35 % (Asia Pacific Specially Chemical Limited, Australia) 
3.5 เปอรแอซิติกแอซิด (สาร Tsunami 100, บ. เอ็กโคแล็บ จาํกัด, ประเทศไทย) 
3.6 cell extraction buffer (ภาคผนวก ข) 
3.7 สารเคมีที่ใชสําหรับการวิเคราะหดวยเทคนคิเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบหนึ่งมิติ 
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3.7.1  glacial acetic acid (Merck, Germany)  
3.7.2  methanol (Merck, Germany) 
3.7.3  acrylamide (Amersham Biosciences, Sweden) 
3.7.3  bis-methylene acrylamide (Amersham Biosciences, Sweden)  
3.7.4  Tris (hydroxy methyl) aminomethane (USB Corporation, USA) 
3.7.5  glycine (USB Corporation, USA) 
3.7.6  sodium dodecyl sulfate (USB Corporation, USA) 
3.7.7  TEMED (N, N, N’, N’ – Tetramethylethylenediamine USB Corporation, USA) 
3.7.8  ammonium persulfate (USB Corporation, USA) 
3.7.9  bromophenol Blue (APS Ajax FineChem) 
3.7.10  coomassie blue R-250 (USB Corporation, USA) 
3.7.11  2 – mercaptoethanol (Amersham Biosciences, Sweden) 
3.7.12  สารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนกัโมเลกุล (protein molecular weight  

markers, Full Range Rainbow™, Amersham Biosciences, Sweden) 
 3.8  ชุดทดสอบสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Coomassie® Protein Assay Reagent Kit, 
Pierce Biotechnology Inc., USA) 
 
4.  เคร่ืองมือ 
 

4.1  ตูเพาะเชื้อ (Oven, Memmert model 700, Germany) 
4.2  ตูเขี่ยเชื้อ (Bio Safety Cabinet, Gelman Sciences model CF435, Australia) 
4.3  ตูอบ (Oven, Memmert model 800, Germany) 
4.4  ตูเย็น (Refrigerator, Sharp model SJ-51G, Japan) 
4.5  หมอนึ่งฆาเชือ้ความดันไอน้ํา (Autoclave, Hirayama model HA-300MII, Japan) 
4.6  เครื่องยอยเซลลจุลินทรีย  (Ultrasound disintegrator, Sanyo soniprep 150, 

Gallenkamp plc, UK) 
4.7  เครื่องวิเคราะหเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (Mini-PROTEAN II electrophoresis cell,      

Bio-rad laboratories, USA) 
4.8  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer, Labomed, Inc Spectro 22, USA) 
4.9  เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge, Biofuge Primo, Kendro Laboratory Product,    
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4.10  เครื่องนับจํานวนโคโลนี (Colony counter, IUL instruments, Spain) 
4.11  เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส (pH meter, Jenco Electrnics model 6071N, China)  
4.12  อางน้ําควบคุมอุณหภมูิ (Waterbath, Memmert model WB29, Germany) 
4.13  อางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยา (Shaking waterbath, Labnet SWB 5050, USA) 
4.14  เครื่องชั่งน้ําหนกัชนิด 2 ตําแหนง (Balance, Ohaus Model GT4100, USA) 
4.15  เครื่องชั่งน้ําหนกัชนิด 4 ตําแหนง (Balance, Ohaus Model AP2105, Switzerland) 
4.16  เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer, Vortex GenieII,  Scientific industries, Inc.,  

USA) 
4.17  นาฬิกาจบัเวลา (Timer, Heathrow Scientific LLC, USA) 
4.18  เทอรโมมิเตอร (Thermometer) 
4.19  เครื่องแกวและอุปกรณที่จําเปน 

 4.20  โปรแกรมสําหรับการวเิคราะหผลเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
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วิธีการ 
 
1.  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลลของ TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ี
ผานสภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) และสารฆาเชื้อโดยใชเทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิต ิ
 
 1.1  การเตรียมเชื้อ Vibrio parahaemolyticus 
 

ถายเชื้อจาก semisolid media จาก stock culture (ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร. 
อรษา  สุตเธียรกุล  หองปฏิบัติการจุลชีววทิยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะสาธารณสขุศาสตร  
มหาวิทยาลัยมหิดล)  ดวยเทคนิคปลอดเชื้อจํานวน 1 ลูป เขี่ยลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ trypticase soy 
broth ที่มีโซเดยีมคลอไรด 3 % (TSBS) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นเขี่ยเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ thiosulfate citrate bile sucrose 
agar (TCBS) เลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีเขียว  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 – 5 มิลลิเมตร  จากนั้นถาย
เชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ motility test medium และเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง  แลวเก็บเชื้อไวทีอุ่ณหภูมิหอง (28±2 องศาเซลเซียส) เพื่อใชเปน stock culture ทําการ
ถายเชื้อทุก 3 เดือนระหวางทาํการทดลอง (ช่ืนจิต, 2548) 

 
1.2  การเตรียมกลาเชื้อ 
        

                1.2.1  การเตรียมเซลล V. parahaemolyticus ที่ไมผานสภาวะเครียดหรือเซลลปกติ 
 

        ถายเชื้อจาก stock culture จํานวน 1 ลูป ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSBS ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  เพาะเชื้อที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ถายเชื้อดวยวิธีเดยีวกันและ
เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  จากนั้นจึงปเปตสารละลายที่มีเซลลเจริญ
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ TSBS 50 มิลลิลิตร  เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเพิ่มอีก 3 ช่ัวโมง ไดเชื้อที่มีอายุ 15 ช่ัวโมง ซ่ึงอยูในชวง stationary phase (ช่ืนจิต, 2548) 
ปรับใหมีปริมาณเซลลเร่ิมตนประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร จะไดเชื้อบริสุทธิ์และกลาเชื้อ 
(inoculum) สําหรับทําการทดลอง ทําเชนนี้ทั้ง 5 สายพนัธุ 

 



 

31 

       1.2.2  การเตรียมเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน (heat 
shock)  
 

นําฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ TSBS 90 มิลลิลิตร แชลง
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ทีม่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส  โดยใหระดับน้ําอยูเหนือจากระดับอาหาร
เล้ียงเชื้ออยางนอย 1 นิว้ เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหแนใจวาอาหารเลีย้งเชื้อมีอุณหภมูิ 42 องศา
เซลเซียสจริง  จากนั้นถายเชือ้ที่เตรียมไดจากขอ 1.2.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก ดังกลาว 
ผสมเชื้อใหเขากับ TSBS ใหความรอนแกเซลลที่อุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อ
ครบเวลาที่กําหนดนําฟลาสกที่บรรจุเซลลที่ผาน heat shock มาแชในอางน้ําแข็งผสมน้ําที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 วนิาที ใชมือเขยาฟลาสกอยางสม่ําเสมอเพื่อใหอุณหภมูิอาหารเลี้ยงเชื้อ
ลดลงอยางรวดเร็วจะไดเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานความรอน (ช่ืนจิต, 2548)   
 
 1.2.3  การเตรียมเซลล  V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร 
(starvation stress)  
 
 ถายเชื้อที่เตรียมไดจากขอ 1.2.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
chemical defined  medium CDM (ภาคผนวก ก) ซ่ึงมีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 0.02 % และมีปริมาณ
โซเดียมคลอไรด 3% (Koga and Takumi, 1995) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร  เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (เซลล V. parahaemolyticus จะใชน้ําตาลกลูโคสหมดภายในเวลา 6 
ช่ัวโมง  จากนัน้เซลลจะอยูในสภาพขาดอาหาร คือ ขาดน้าํตาลกลูโคสเปนเวลา 12 ช่ัวโมง) 
(ดัดแปลงจาก ช่ืนจิต, 2548) 
 
     1.2.4  การเตรียมเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครยีดจากสารฆาเชื้อ 
เปอรแอซิติกแอซิด และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
          

         ถายเชื้อที่เตรียมไดจากขอ 1.2.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ลงในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ TSBS 90 มิลลิลิตร ซ่ึงมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติม
สารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด (สาร Tsunami 100) ใหไดความเขมขนสดุทาย 1 ppm หรือเติมสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0.17 ppm (ภาคผนวก ข) เล้ียงเซลลที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ 125 รอบ/นาที เปนเวลา 15  นาที ในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิแบบ
เขยา (ดดัแปลงจาก  ช่ืนจติ, 2548)   
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 1.3  วิธีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลลของ  TDH และ TRH  
 V. parahaemolyticus ที่ไมผานสภาวะเครยีด และผานสภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร
(น้ําตาลกลูโคส) และสารฆาเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวโดยใชเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส
แบบหนึ่งมิต ิ
         
 1.3.1  การเตรียมเซลล 
  

นําเซลลที่เตรียมไดจากขอ 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3 และ 1.2.4  มาศึกษาถึงการ
เปลี่ยนแปลงโปรตีนภายในเซลล โดยปเปตสารละลายเซลลใสลงในหลอดปนเหวีย่ง (centrifuge 
tubes) จากนั้นเหวีย่งสารละลายเซลลดวยความเร็ว 5,000 ×g เปนเวลา 10 นาที จากนัน้ละลาย
ตะกอนเซลลที่ไดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % คาความเปนกรด-เบส 
7.0 (PBS+3 % NaCl) แลวนําสารละลายดังกลาวไปเหวีย่งแยกอกีครั้ง ทําซ้ําเชนนี้ 2 คร้ัง เพื่อลาง
ตะกอนเซลล V. parahaemolyticus ใหปราศจากอาหารเลีย้งเชื้อ เพื่อนําไปศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ชนิดของโปรตีน (ดัดแปลงจาก Wong et. al, 1998)  

 
1.3.2  การสกัดโปรตีนในเซลล 
 

เมื่อไดตะกอนเซลล V. parahaemolyticus สภาวะตางๆ จากขอ 1.3.1 นาํมาสกัด
โปรตีนภายในเซลล (total cellular fraction) โดยการทําใหเซลลแตกดวยวิธีทางเคมีรวมกับวิธีกล  
เร่ิมจากปเปตสารละลายสําหรับสกัดเซลล (extraction buffer) (ภาคผนวก ข) ความเจือจาง 1:100 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดปนเหวีย่งที่มีตะกอนเซลลของ V. parahaemolyticus จากนั้น
นําไปปนดวยเครื่องผสมสารละลายเปนเวลา 20 นาที  จากนั้นนําไปทําใหเซลลแตกอีกครั้งดวยการ
ใชคล่ืนเสียงความถี่สูง (ultrasound disintegration) ที่ 23 kHz เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยทาํรอบละ 5 
นาที และพกั 5 นาทีสลับกันไป  เมื่อครบเวลาจึงนําสารละลายดังกลาวไปเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอน
และเศษเซลลที่เกิดจากการสกัดเซลลออกใหเหลือเพียงโปรตีนและสารภายในเซลล V. 
parahaemolyticus เทานั้น โดยใชความเร็ว 10,000 ×g เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นเก็บสวนใส 
(supernatant) ไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่สกัดไดโดยใชชุดทดสอบ Coomassie® Protein Assay 
Reagent Kit (Pierce Biotechnology Inc.,USA) (ดัดแปลงจาก Wong et. al, 1998) 
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1.3.3  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนิดของโปรตีนดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ
หนึ่งมิต ิ
 
 นําโปรตีนที่สกัดไดจากเซลลของ V. parahaemolyticus หลังผานสภาวะเครียด
จากความรอน การขาดอาหาร(น้ําตาลกลูโคส) และสารฆาเชื้อในกลุมเปอรออกไซด มาตรวจสอบ
การเปลี่ยนแปลงชนิดของโปรตีนภายในเซลลดวยเทคนคิเจลอิเล็กโทรโฟริซิสแบบหนึ่งมิติ (1-
dimensional SDS-PAGE) โดยดดัแปลงจากวิธีการของ Laemmli (1970) (ภาคผนวก ค) ซ่ึงโปรตีน
จากเซลลเครียดแตละทรีตเมนต จะถูกปรับใหมีความเขมขนประมาณ 200 μg/ml  จากนั้นนํามา
ตรวจสอบชนดิโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงและขนาดโมเลกลุของโปรตีนดวยโปรแกรม Quantity one 
(Bio-rad Laboratories, USA) ซ่ึงเปนโปรแกรมสําหรับการวิเคราะหเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่ง
มิติโดยไดรับความอนุเคราะหจากรศ.ดร. อาภัสสรา  ชูเทศะ ภาควิชาสรีรวิทยา คณะสัตว
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
2.  การศึกษาความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดของเซลล  

TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ีผานสภาวะเครยีดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาล
กลูโคส)  และสารฆาเชื้อ 
 

2.1  การทดสอบความสามารถในการตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ความเขมขน 30 ppm  

 
ถายเชื้อ V. parahaemolyticus  ที่ไมผานสภาวะเครยีด  และเซลลที่ผานสภาวะเครยีด

ตางๆจากการเตรียมในขอ 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3 และ 1.2.4 (เลือก TDH และ TRH V. parahaemolyticus 
ชนิดละ 1 สายพันธุ คือ vp-293 และ FS-015) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสลงในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่บรรจุสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % คาความเปนกรด-เบส 7.0  
ปริมาตร 50  มิลลิลิตร  ผสมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหไดความเขมขนสดุทายเทากับ  30  
ppm  จากนัน้นําไปเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ  30±2 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 125 รอบตอนาที  
สุมตัวอยางเมือ่ครบเวลาที่ 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที  เพื่อตรวจนับปริมาณเซลลที่รอดชีวิต  
ปเปตตัวอยาง PBS+3 % NaCl จากฟลาสกประมาณ 1 มลิลิลิตร ลงในสารละลายเปปโตน 0.1 % ที่มี
โซเดียมคลอไรด 3 % ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เพื่อเจือจางใหไดปริมาณเซลลที่เหมาะสม ตรวจนับ
ปริมาณเซลลรอดชีวิตดวยวิธี surface plate โดยปเปตตวัอยางที่เจือจางแลว 0.1 มิลลิลิตร ลงบน
อาหารเลี้ยงเชือ้ TSAS แตละระดับความเจือจางทํา 2 ซํ้า ใชแทงแกวปลอดเชื้อเกล่ียใหทั่วผิวหนา
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อาหาร นําไปเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีบน
จานเพาะเชื้อและบันทึกปริมาณเซลล (CFU/มิลลิลิตร) ลักษณะโคโลนีของเซลล V. 
parahaemolyticus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSAS มีลักษณะกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ โคงนูนเล็กนอย 
ผิวหนาโคโลนีเปยก คํานวณหาอัตราการรอดชีวิต (survival ratio, %) ของเซลลหลังผานสภาวะ
เครียดจากสมการ (ดัดแปลงจาก Koga and Takumi, 1995; Chang et al., 2004)   
 
เปอรเซ็นตรอดชีวิต  =  จํานวนเซลลหลังผานสภาวะเครยีดที่ระยะเวลาตางๆ (CFU/มิลลิลิตร) × 100 
     จํานวนเซลลเร่ิมตน (CFU/มิลลิลิตร) 
 
 
 2.2  การหาคา-ดี (D-values) ของเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus  ในการ
ตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm 
 
 คา-ดี คือ ระยะเวลาเปนนาทหีลังจากการสมัผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 
ppm ณ อุณหภูมิที่กําหนด ซ่ึงทําใหปริมาณเซลล TDH หรือ TRH  V. parahaemolyticus  ลดลง  
1 log cycle หรือลดลงเปอรเซ็นต 90  การคํานวณคา-ดีทําไดโดยนาํปรมิาณเซลลที่รอดชีวิต 
(CFU/มิลลิลิตร) และเวลาที่เซลลสัมผัสสารละลาย (นาท)ี ณ อุณหภูมิทีก่ําหนด มาเขียนกราฟชนดิ 
ล็อกดานเดยีว (semilog) โดยใหปริมาณแบคทีเรียที่รอดชีวิตอยูบนแกนคา log หรือแกน Y และเวลา
อยูบนแกน X  แลวคํานวณหาคา-ดี โดยใชกราฟเสนแนวโนม (linear regression) ซ่ึงแสดงในรูป
ของสมการเสนตรง Y = aX + b (a = slope และ b = จุดตดัแกน Y) จากสมการ โดยในการคํานวณ
จะใชขอมูลจากการทดลองในขอ 2.1 ท่ีทําการทดลอง 2 ซํ้า มาหาคาเฉลี่ยดังสมการตอไปนี ้
 
 

D   =   U / log10a – log10b   =   -1 / slope 
         
 U = ระยะเวลาที่ใชในการสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 a = ปริมาณจุลินทรียเร่ิมตน (ที่เวลา 0 นาที) 
 b = ปริมาณจุลินทรียที่รอดชีวิตหลังจากสัมผัสสารละลายเปนเวลา U นาที 
 D = คา-ด ี
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3.  สถานที่ทําการวิจัย 
 

3.1  หองปฏิบัติการเคมีอาหาร (2108) ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 
 

3.2  หองวิจยั Food Safety (2111) ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 
 
4.  ระยะเวลาที่ทําการวิจัย 
 
 เร่ิมทําการวิจยัตั้งแต เดือนมถุินายน 2548 ส้ินสุดเดือนมนีาคม 2550 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การเปล่ียนแปลงของโปรตีนภายในเซลลของ TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ีผาน
สภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) สารฆาเชือ้เปอรแอซิติกแอซิด และสาร
ฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 
 เซลล TDH V. parahaemolyticus 2 สายพันธุคือ vp-293 และ vp-330  และ TRH V. 
parahaemolyticus 3 สายพันธุคือ FS-004, FS-006 และ FS-015  เมื่อผานสภาวะเครียดตาง ๆ ไดแก 
สภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  สภาวะเครียดจากการ
ขาดอาหาร (น้าํตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  สภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิดที่
ระดับความเขมขน 1.0 ppm เปนเวลา 15 นาที  และสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดที่ระดับความเขมขน 1.0 ppm เปนเวลา 15 นาที  ถูกแยกโปรตีนภายในเซลลและตรวจสอบ
การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลลเครียดเหลานัน้ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบหนึ่ง
มิติ (1-D SDS-PAGE) วิเคราะหขนาดโมเลกุลของโปรตีนดวยโปรแกรม Quantity one (Bio-rad 
Laboratories, USA) แสดงผลในภาพที่ 6, 7, 8, 9 และ 10 ตามลําดับ ดังนี้ 
 

1.1  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตนีภายในเซลล TDH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 
 

จากการทดลองพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครยีดทั้ง 4 
สภาวะ มกีารตอบสนองตอสภาวะเครียดเหลานั้น โดยเซลลเครียดทั้ง 4 สภาวะถกูกระตุนใหมีการ
สรางโปรตีนบางชนิดขึ้นมาใหม หรือบางชนิดมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นจากเดิมเมื่อเปรยีบเทียบกับ
เซลลปกติ ภาพที่ 6 แสดงแถบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน (heat stress; HS) 
(แถวที่ 3) พบวามีโปรตีนทีถู่กสรางขึ้นมาใหม 3 ชนดิดวยกันคือ โปรตีนขนาดโมเลกุล 47, 61 และ 
63 kDa คาดวาโปรตีนที่สรางขึ้นทั้ง 3 ชนิดนั้น มีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีนในกลุมของ 
HSPs ไดแก โปรตีน DnaJ (Hsp70 family) ขนาดโมเลกุล 47 kDa และโปรตีน GroEL (Hsp60 
family) ขนาดโมเลกุล 62 kDa (Wong et al., 2002; Klein et al., 1995) ซ่ึงโปรตีนขนาดโมเลกุล 61 
และ 63 kDa ที่พบในการทดลองนี้ คาดวาเปนโปรตีนกลุมเดียวกันคือ GroEL เนื่องจากมีขนาด
โมเลกุลที่ใกลเคียงกัน 
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ผลการทดลองขางตนนี้สอดคลองกับการทดลองของ Wong et al. (2002) ซ่ึงไดศึกษา
ผลของสภาวะเครียดจากความรอนตอการเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล V. parahaemolyticus โดย
เล้ียงเซลล V. parahaemolyticus ST550 ซีโรไทป O4:K13 ซ่ึงเปนสายพันธุที่สรางสาร TDH มาผาน
สภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที คณะผูวิจยัพบวามี
โปรตีน 24 ชนิด ที่ถูกกระตุนใหมกีารสรางเพิ่มขึ้น และจากการตรวจสอบดวยวิธี immunoblotting 
กับแอนติบอดทีี่จําเพาะกับโปรตีนของ E. coli พบวา โปรตีนที่สรางเพิ่มขึ้นซึ่งมีมวลโมเลกุล 47.6 
และ 62.3 kDa นั้นมีมวลโมเลกุลใกลเคียงกับ heat shock proteins คือ DnaJ และ GroEL ตามลําดับ  
เชนเดยีวกับ Koga et al. (1996) ที่สรางสภาวะเครยีดใหแกเซลล V. parahaemolyticus และ Vibrio 
sp. ชนิดอื่น โดยเซลลถูก heat shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส พบวา มีการสรางโปรตีนขนาด 
58 kDa ที่มีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีน GroEL (Hsp60) ซ่ึง Goulhen et al. (1998) ไดกลาววา
โปรตีน GroEL นี้จัดเปน universal stress protein กลาวคือมีการสรางโปรตีนแมในสภาวะของเซลล
ปกติ แตจะมีการสรางโปรตีนชนิดนีเ้พิ่มมากขึ้นเมื่อเซลลเผชิญกับสภาวะเครยีดเชน ความรอน 

 
นอกจากนี้ยังพบวามีการศกึษาใน Vibrio sp. ชนิดอื่น ๆ เชน ในเซลล V. cholerae ที่

ผานสภาวะเครียดจากความรอน พบวามีโปรตีนขนาดโมเลกุล 60 และ 68 kDa เพิ่มขึ้นเชนกนั ซ่ึงมี
ขนาดใกลเคยีงกับโปรตีน GroEL และ DnaK (Jyot and Ghosh, 1995)  เชนเดยีวกันกบัการสราง
ความเครียดในเซลล V. harveyi จากเดิมเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 เพิ่มไปเปน 39 องศาเซลเซียส พบวา
มีการสรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 70, 58, 41 และ 14.5 kDa เพิ่มขึ้น ซ่ึงมีมวลโมเลกุลใกลเคียงกับ
กลุม heat shock proteins กลุม DnaK, GroEL, DnaJ และ GroES ตามลําดับ (Klein et al.,1995) 

 
สวนรูปแบบโปรตีนของเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดจากการขาด

อาหาร (น้ําตาลกลูโคส) (starvation stress; ST) โดยเพาะเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อ chemical 
defined medium (CDM) ที่มีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 0.02 % (ภาคผนวก ก) เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
พบวามีโปรตนีที่ถูกสรางเพิ่มขึ้น 3 ชนิดดวยกันคือ 33, 60 และ 111 kDa (ภาพที่ 6 แถวที่ 4) โดยท่ี
โปรตีนขนาดโมเลกุล 33 kDa มีปริมาณเพิ่มขึ้นมาอยางเดนชัดเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ จาก
การตรวจสอบโปรตีนดังกลาวคาดวามีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตนี RpoH (32 kDa) ซ่ึง
ควบคุมการทํางานดวย sigma factor-32 (σ32) (Jenkin et al., 1988, 1991) โปรตีน RpoH นี้เดิม
พบวาถูกสรางขึ้นเพิ่มมากขึน้เมื่ออยูในสภาวะอณุหภูมิสูงขึ้นเปนผลจากการเพิ่มจํานวนของ 
alternative sigma factor (σ32) ซ่ึงสามารถพบกลไกนี้ไดในระหวางการเกิดสภาวะเครยีดจากการ
ขาดอาหารเชนกัน สวนโปรตีนขนาดโมเลกุล 60 และ 111 kDa พบวามีขนาดโมเลกลุใกลเคียงกับ 
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GroEL (Hsp60 family) ขนาดโมเลกุล 62 kDa และกลุมโปรตีน general stress protein ซ่ึงมักเปน
โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญตามรายงานของ Wong et al. (2002) 

 
Abee and Wouters (1999) รายงานวา GroEL เปนโปรตีนที่มีขนาดใกลเคียงกับกลุม

ของ heat shock proteins อยูในกลุม Hsp 60 family สวนโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ 111 kDa ซ่ึง
คาดวาเปนโปรตีน RpoS ในกลุมของ general stress protein โปรตีนในกลุมนี้ควบคุมการทํางาน
โดยยนี rpoS มี sigma factor คือ σ38 พบวาโปรตีนกลุมนี้ก็สามารถถูกสรางขึ้นจากการกระตุนของ
สภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (starvation stress) ไดดวยเชนกัน ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับ 
Jenkins et al. (1988) ที่ศึกษาเซลล E. coli K-12 ในสภาพการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคสหรือ
ไนโตรเจน) เปนเวลา 1 2 4 และ 24 ช่ัวโมง พบวาเซลลเครียดสามารถตานทานความรอนที่ 57 องศา
เซลเซียสไดมากกวาเซลลปกติ และเซลลที่อยูในสภาพการขาดอาหาร 4 และ 26 ช่ัวโมง สามารถ
ตานทานตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 15 mM  ไดเพิ่มขึ้นดวย นอกจากนี้คณะผูวจิยั
ยังไดศกึษาพบวาสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 4 ช่ัวโมง สามารถ
กระตุนใหเซลล E. coli K-12 สรางโปรตีนชนิดเครียดขึน้ 5 ชนิด และสามารถแสดงการตานทาน
ขามตอสภาวะเครียดออสโมติกที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 2.5 โมลารไดอีกดวย (Jenkins  
et al., 1990) 

 
สวนรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิด และ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวามีโปรตีนทีส่รางเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติในทํานอง
เดียวกันคือพบโปรตีนขนาดโมเลกุล 47 และ 63 kDa ซ่ึงมีขนาดใกลเคยีงกับโปรตีน DnaJ (47 kDa) 
และ GroEL (62 Kda) อางอิงโดย Wong et al. (2002) และ Klein et al. (1995)  สภาวะเครียดจาก
สารออกซิไดส (oxidative stress) เชนสารฆาเชื้อในกลุมนี้สามารถชักนําใหเกิดการสรางโปรตีนบาง
ชนิด ซ่ึงเปนโปรตีนที่กระตุนใหสรางขึ้นภายใตสภาวะเครียดอื่น เชน สภาวะเครียดจากความรอน 
(Greenberg et al., 1990; Morgan et al., 1986) โดยเฉพาะโปรตีน GroES และ DnaK ที่อยูในกลุม
ของ heat shock protein มีรายงานวาการผานสภาวะเครียดกระตุน E. coli ใหเกิดการสรางโปรตีน 
GroES ไดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Vanbogelen et al., 1987) สวนการศึกษาใน  
S. Typhimurium ที่ใหสัมผัสสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดพบวาเซลลสรางโปรตีน DnaK ไดเชนกนั 
(Morgan et al., 1986) 
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1.2  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TDH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-330 
 

จากการทดลองพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-330 ที่ผานสภาวะเครยีดทั้ง 4 
สภาวะ มกีารตอบสนองตอสภาวะเครียดโดยมีการสรางโปรตีนบางชนิดที่แตกตางจากเซลลปกติ
เชนเดยีวกับเซลลเครียดจากสายพันธุ vp-293 (ภาพที่ 7)  จากภาพที่ 7 แสดงรูปแบบโปรตีนของ
เซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน (heat stress; HS) (แถวที่ 3) พบวามีโปรตีนทีถู่กสรางขึ้นมา
ใหม 7 ชนดิดวยกันคือ โปรตีนขนาดโมเลกุล 22, 29, 30, 35, 60, 81 และ 97 kDa จากการตรวจสอบ
พบวาในสายพันธุนี้โปรตีนที่สรางขึ้นมีขนาดโมเลกุลในชวง 22-35 kDa ซ่ึงมีขนาดโมเลกุล
ใกลเคียงกับโปรตีน RpoH (32 kDa) ที่ควบคุมการทํางานดวย sigma factor-32 (σ32) และมีการ
สรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 60 kDa ซ่ึงมีขนาดใกลเคยีงกบัโปรตีน GroEL (Hsp60 family:62 kDa) 
โปรตีนขนาด 81 kDa ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับโปรตีนในกลุม HSP90 family (90 kDa) และโปรตีนที่
มีขนาดใหญ 97 kDa ซ่ึงคาดวาเปน general stress protein เชนเดยีวกับทีพ่บในเซลลเครียดจากการ
ขาดอาหารของสายพันธุ vp-293 อางอิงโปรตีนที่นํามาเทยีบเคียงโดย Wong et al. (2002), Klein et 
al. (1995) และ Jenkins et al. (1988)   

 
สําหรับรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร (starvation 

stress; ST) แสดงในภาพที่ 7 แถวที่ 4 พบวามีโปรตีนที่ถูกสรางเพิ่มขึ้น 2 ชนิดคอื 61 และ 100 kDa 
จากการตรวจสอบโปรตีนดังกลาวมีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีน GroEL (Hsp60 family:62 
kDa) และโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ 100 kDa ซ่ึงคาดวาเปนโปรตีนในกลุมของ general stress 
protein (Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 1999) แตไมพบโปรตีนขนาดโมเลกลุ 33 kDa ซ่ึง
พบวามีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดในกรณีของสายพนัธุ vp-293 

 
สวนรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิด และ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แสดงในภาพที่ 7 แถวที่ 5 และ 6 พบวามีโปรตีนที่สรางเพิ่มขึ้นมาคือ
โปรตีนขนาดโมเลกุล 25, 30, 35, 61, 83 และ 98 kDa เชนเดียวกนักบัโปรตีนที่แยกไดจากเซลล
เครียดดวยสารเปอรแอซิติกแอซิด พบโปรตีนขนาดโมเลกุล 25, 30, 61, 82 และ 98 kDa จะเหน็ได
วากลุมโปรตีนที่มีการเปลี่ยนแปลงของเซลลเครียดทั้ง 2 นั้นคลายกนั เชนเดียวกับทีพ่บในเซลล
เครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิดของสายพนัธุ vp-293 ที่มีการเปลี่ยนแปลงชนิดโปรตีนที่คลายคลึง
กัน จากการตรวจสอบพบวาโปรตีนที่สรางขึ้นจากเซลลสายพันธุ vp-330 นี้มีขนาดใกลเคียงกับ
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โปรตีน RpoH (32 kDa), GroEL (62 kDa), Hsp90 family (90 kDa) และโปรตีนขนาดใหญ 100 
kDa ที่คาดวาเปนกลุมของ general stress protein (Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 1999) 
 

1.3  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TRH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-004 

 
จากการทดลองพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-004 ที่ผานสภาวะเครยีดทั้ง 4 

สภาวะ มกีารตอบสนองตอสภาวะเครียดโดยมีการสรางโปรตีนบางชนิดแตกตางจากเซลลปกติ จาก
ภาพที่ 8 แถวที่ 3 เปนรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน (heat stress; HS) 
พบวามีโปรตนีที่ถูกสรางขึ้น 3 ชนิดดวยกันคือ 23, 58 และ 70 kDa จากการตรวจสอบคาดวา
โปรตีนที่สรางขึ้นมีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีนกลุม RpoH, GroEL (Hsp60 family) และ 
DnaK (Hsp70 family) อางอิงโดย Wong et al. (2002), Jenkins et al. (1988) และ Klein et al. 
(1995)  

 
สําหรับรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร (starvation 

stress; ST) แสดงในภาพที่ 8 แถวที่ 4 พบวามีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนที่ถูกสรางเพิ่มขึ้นเพียง
ขนาดเดยีวคือ 32 kDa ซ่ึงมีการแสดงออกทีชั่ดเจนมากเหมือนกับเซลลเครียดจากการขาดอาหารของ
สายพันธุ vp-293 ซ่ึงจากการตรวจสอบโปรตีนดังกลาวมขีนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีน RpoH 
อางอิงโดย Jenkins et al. (1988)   

 
สวนรูปแบบโปรตนีของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิด และ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แสดงในภาพที่ 8 แถวที่ 5 และ 6 พบวามีการตอบสนองโดยการสราง
โปรตีนที่คลายกันเชนเดยีวกับเซลลเครียดจากสารฆาเชื้อของ 2 สายพันธุที่ไดกลาวมาแลว โดยใน
เซลลเครียดสายพันธุ FS-004 มีการสรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 23, 35, 68 และ 69 kDa จากการ
ตรวจสอบโปรตีนดังกลาวมขีนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีน RpoH (32 kDa) และ DnaK (Hsp 70)
อางอิงโดย Jenkins et al. (1988) และ Klein et al. (1995) 
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1.4  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TRH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-006 
 

ในทํานองเดียวกันเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-006 ที่ผานสภาวะเครียดทั้ง 
4 สภาวะ สรางโปรตีนบางชนิดเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบัเซลลปกติรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผาน
สภาวะเครียดจากความรอน พบวามีโปรตนีที่ถูกสรางขึ้น 3 ขนาดดวยกันคือ 58, 61 และ 99 kDa 
(ภาพที่ 9 แถวที่ 3) คาดวาคอืโปรตีนกลุม GroEL (Hsp60 family) และกลุม general stress protein 
(Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 1999) รูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก
การขาดอาหาร (starvation stress; ST) แสดงในภาพที่ 9 แถวที่ 4 พบวาโปรตีนที่ถูกสรางเดนชัดคือ 
33 kDa ซ่ึงมีการแสดงออกทีชั่ดเจนมากเหมือนกับเซลลเครียดจากการขาดอาหารของสายพันธุ vp-
293 และ FS-004 คาดวาโปรตีนดังกลาวคือโปรตีน RpoH อางอิงโดย Jenkins et al. (1988) สวน
โปรตีนขนาด 115 kDa คือกลุม general stress protein (Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 
1999) 

 
รูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด และไฮโดรเจน

เปอรออกไซด แสดงในภาพที่ 9 แถวที่ 5 และ 6 พบวามกีารตอบสนองโดยการสรางโปรตีนที่
คลายกันเชนเดียวกบัเซลลเครียดจากสารฆาเชื้อของ 3 สายพันธุที่ไดกลาวมาแลวทีส่รางขึ้นมีขนาด 
58 และ 108 kDa โปรตีนทั้ง 2 มีขนาดโมเลกุลที่ใกลเคียงกับโปรตีน GroEL (Hsp60 family) และ
กลุม general stress protein (Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 1999) แตในกรณีของเซลล
เครียดจากเปอรแอซิติกแอซิดพบวามกีารสรางโปรตีนขนาด 45 kDa เพิม่ขึ้นมาอีก 1 ชนิดดวย ซ่ึงมี
ขนาดใกลเคยีงกับโปรตีน DnaJ (47 kDa) อางอิงโดย Klein et al. (1995)   
 

1.5  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TRH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 
 

เชนเดยีวกันเซลลทั้ง 4 สายพันธุที่ไดกลาวมาแลวเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ 
FS-015 ก็มีการสรางโปรตีนบางชนิดมีขนาดโมเลกุลแตกตางจากเซลลปกติจากภาพที่ 10 ในแถวที ่
3 แสดงรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน พบวามีโปรตีนทีส่รางขึ้นคือ 
30, 54, 68 และ 77 kDa มีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีนกลุม RpoH (32 kDa), GroEL (60 kDa) 
และ DnaK (76 kDa)อางอิงโดย Wong et al. (2002), Jenkins et al. (1988) และ Klein et al. (1995) 
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ในทํานองเดียวกันโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (starvation 
stress; ST) พบวามีโปรตีนที่ถูกสรางเพิ่มขึ้นหลายขนาดดวยกนัคือ 23, 32, 42, 54, 68 และ 112 kDa 
(ภาพที่ 10 แถวที่ 4) โดยเฉพาะโปรตีนขนาด 32 kDa ที่สรางขึ้นในปริมาณมากอยางเห็นไดชัด
เชนเดยีวกับเซลลเครียดจากการขาดอาหารของสายพันธุ vp-293, FS-004 และ FS-006 ซ่ึงโปรตีน
ดังกลาวมีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตนี RpoH อางอิงโดย Jenkins et al. (1988) สวนโปรตีน
ขนาดอื่น ๆ มขีนาดโมเลกุลใกลเคียงกับ DnaJ (42 kDa), GroEL (54 kDa), DnaK (68 kDa) และ
กลุม general stress protein (112 kDa) อางอิงโดย Wong et al. (2002), Jenkins  et al. (1988) และ 
Klein et al. (1995) 
 

แตรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ
เปอรแอซิติกแอซิด แสดงในภาพที่ 10 แถวที่ 5 และ 6 พบวามีการสรางโปรตีนที่คอนขางจะ
แตกตางกันไมคลายคลึงกันเหมือนที่พบในเซลลเครียดจากสารฆาเชื้อของทั้ง 4 สายพันธุที่ไดกลาว
มาแลว พบโปรตีนของเซลลเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิดมีขนาดโมเลกุลคือ 29, 30 และ 31 kDa 
ซ่ึงโปรตีนกลุมนี้มีขนาดนีใ้กลเคียงกับโปรตีน RpoH (32 kDa) (Jenkins et al., 1988) และโปรตีน
ขนาด 55 kDa ซ่ึงใกลเคียงกบัโปรตีน GroEL (62 kDa) (Wong et al., 2002) แตไมพบการแสดงออก
ของโปรตีนทั้ง 2 กลุมนี้ในเซลลเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด ในทางกลับกันพบวามี
โปรตีนขนาดโมเลกุล 45 kDa ซ่ึงโปรตีนกลุมนี้มีขนาดนี้ใกลเคียงกับโปรตีน DnaJ  (Klein et al., 
1995) ถูกพบวาสรางขึ้นเฉพาะในเซลลเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดเทานัน้  

 
อยางไรก็ตามพบวามีการสรางโปรตีนเพิ่มขึ้นเหมือนกันในเซลลเครียดทั้ง 2 ชนิดคือ 

โปรตีนขนาดโมเลกุล 68 และ 74 kDa ซ่ึงโปรตีนทั้ง 2 นี้มีขนาดใกลเคยีงกับโปรตนี DnaK (68 
kDa) (Klein et al., 1995) การที่เซลลสรางโปรตีนตางชนิดกันอาจเนื่องมาจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนดิ
มีองคประกอบที่แตกตางกนัคือ เปอรแอซิติกแอซิดเปนสารประกอบระหวางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด และแอซิติกแอซิด ซ่ึงในการตอบสนองโดยการสรางโปรตีนชนิดเครียดที่มีผลของสภาวะ
เครียดที่เกดิจากกรดแอซิตกิรวมดวย พบเพียงในเซลลเครียดจากสายพันธุ FS-006 และ FS-015 
เทานั้นที่มีรูปแบบการสรางโปรตีนของเซลลเครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 แตกตางกัน คาดวาในสาย
พันธุอ่ืน ๆ ผลของสภาวะเครียดจากกรดแอซิติกที่มีอยูในสารเปอรออกซีแอซิติกแอซิดนั้นอาจไม
ถูกกระตุนใหแสดงออกมา 
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ภาพที่ 6  การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293  
หมายเหตุ  แถวที่ 2 คือ รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวที่ 3 คือ จาก 

    เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก 
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด 
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน 
    กิโลดาลตัน (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1  ตวัเลขและเสนที่แสดงในแถวที่  
    3-6 แสดงถงึแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึ้น  
    HS = Heat stress, ST = Starvation stress, PAA = Peracetic acid stress  
    และ H2O2 = Hydrogen peroxide stress 
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ภาพที่ 7  การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-330  
หมายเหตุ  แถวที่ 2 และ 7 คอื รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวท่ี 3 คือ จาก  

   เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก   
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด    
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน  
    กิโลดาลตนั (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1 และ 8 ตัวเลขและเสนที่แสดงใน  
    แถวที่ 3-6 แสดงถึงแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึน้ 
    HS = Heat stress, ST = Starvation stress, PAA = Peracetic acid stress  
    และ H2O2 = Hydrogen peroxide stress 



 

45 

 

 
 

 
ภาพที่ 8  การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-004   
หมายเหตุ  แถวที่ 2 คือ รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวที่ 3 คือ จาก   

    เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก 
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด 
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน 
    กิโลดาลตัน (kDa) ของโปรตนีมาตรฐานในแถวที่ 1 และ 7 ตัวเลขและเสนที่แสดงใน 
    แถวที่ 3-6 แสดงถึงแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึน้  
    HS = Heat stress, ST = Starvation stress, PAA = Peracetic acid stress  

             และ H2O2 = Hydrogen peroxide stress 
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ภาพที่ 9  การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-006   
หมายเหตุ  แถวที่ 2 และ 7 คอื รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวท่ี 3 คือ จาก   

    เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก 
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด 
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน 
    กิโลดาลตนั (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1 และ 8 ตัวเลขและเสนที่แสดงใน 
    แถวที่ 3-6 แสดงถึงแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึน้  
    HS = Heat stress, ST = Starvation stress, PAA = Peracetic acid stress  

             และ H2O2 = Hydrogen peroxide stress 
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ภาพที่ 10  การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015  
หมายเหตุ  แถวที่ 2 และ 7 คอื รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวท่ี 3 คือ จาก   

    เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก 
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด 
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน 
    กิโลดาลตนั (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1 และ 8 ตัวเลขและเสนที่แสดงใน 
    แถวที่ 3-6 แสดงถึงแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึน้  
    HS = Heat stress, ST = Starvation stress, PAA = Peracetic acid stress  
    และ H2O2 = Hydrogen peroxide stress 
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จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล V. parahaemolyticus ทั้ง 5 สาย
พันธุ ที่ผานสภาวะเครียดตาง ๆ 4 สภาวะ เปรียบเทียบกบัเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียดจะเหน็ได
วาเซลลแบคทีเรียเมื่อไดรับสภาวะเครียดตาง ๆ จะมีกลไกในการสรางโปรตีนขึ้นมาเพื่อปองกัน
เซลลใหรอดชีวิตไดในสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของเซลล หรือเพื่อชวยซอมแซมเซลลที่
เสียหาย ชวยรักษาสภาพของเซลล หรือชวยในการกําจดัสารหรือส่ิงเราที่ทําใหเกิดความเครยีด 
(stress agent) (Yousef and Courtney, 2002) ซ่ึงในการทดลองนี้พบวาเซลล V. parahaemolyticus 
ทั้ง 5 สายพันธุ ที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) และสารฆาเชื้อ
จากเปอรแอซติิกแอซิดหรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด สามารถกระตุนใหเซลลมีการสรางโปรตีน
ชนิดพิเศษขึ้นมาโดยโปรตีนที่สรางขึ้นสวนใหญอยูในกลุมของ heat shock proteins ไดแก DnaJ 
(Hsp70 family), GroEL (Hsp60 family), DnaK (Hsp70 family), HSP90 และ RpoH รวมทั้งโปรตีน
ที่มีขนาดโมเลกุลใหญ (ประมาณ 100 kDa ขึ้นไป) ซ่ึงจัดอยูในกลุม general stress proteins อีกดวย 
และหากเปรียบเทียบผลการทดลองดังกลาวระหวางเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus 
พบวาเซลลเครียดของเซลลทั้งสองกลุมนี้สามารถถูกกระตุนใหมีการสรางโปรตีนชนิดเครียดได
เชนเดยีวกัน 
 
2.  ความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดของเซลล TDH และ 

TRH V. parahaemolyticus ท่ีผานสภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้าํตาลกลูโคส)  
สารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด และสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

ในการทดลองครั้งนี้ไดเลือกเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 มาเปนตัวแทนของ
สายพันธุที่สรางสาร TDH และเลือกสายพนัธุ FS-015 มาเปนตัวแทนของสายพันธุทีส่รางสาร TRH 
จากงานวิจยัของชื่นจิต (2548) พบวาเซลลทั้ง 2 สายพันธุนี้ใหผลในการตานทานความรอนหลังผาน
สภาวะเครียดไดมากกวาสายพันธุอ่ืน ๆ และผลจากการทดลองเรื่องการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน
ภายในเซลลที่ไดกลาวมาแลวพบวา เซลลทั้งสองสายพันธุนี้มีการตอบสนองตอสภาวะเครยีดโดย
การสรางโปรตีนชนิดพเิศษกลุม heat shock proteins หลายชนิดดวยกนั 

 
ความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด การเจริญและการ

อยูรอดของเซลล TDH และ TRH Vibrio parahaemolyticus  เปรียบเทยีบระหวางเซลลปกติและ
เซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน  การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส)  สารฆาเชื้อเปอรแอซิติก
แอซิด และสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวา  ในกรณีของเซลลปกติที่ไม
ผานสภาวะเครียด (ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.19 logCFU/ml) หลังจากทดสอบดวยสารละลาย
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ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลา 0 - 30 นาที  เซลลปกติมีปริมาณลดลงอยางรวดเรว็ตั้งแต 5 
นาทีแรก และลดลงอยางตอเนื่องจนถึงเวลา 30 นาที ซ่ึงมีปริมาณเซลลรอดชีวิต 1.79 logCFU/ml 
หรือมีการรอดชีวิตเพยีง 0.04 % (ปริมาณเซลลลดลงไป 99.96 %) (ภาพที่ 11) สวนเซลลที่ผาน
สภาวะเครียดจากความรอน (ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 30 นาที) จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.30 
logCFU/ml พบวาเซลลรอดชีวิตไดดีในชวง 10 นาทีแรก แตเมื่อเวลาผานไปปริมาณเซลลก็ลดลง
อยางชาๆจนถงึนาทีที่ 30 พบปริมาณเซลลรอดชีวิตอยู 2.93 logCFU/ml หรือมีการรอดชีวิตได  0.42 
% (ปริมาณเซลลลดลง 99.58 %)  เซลลที่ผานความรอนนั้นมีแสดงการตานทานตอสารไฮโดรเจน
เปอรออกไซดเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Chang et  
al. (2004) ที่ศึกษาในเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ 690 (แยกเชื้อไดจากผูปวย) และสายพนัธุ 
chopping board isolate (แยกเชื้อไดจากการเกิดโรคอาหารเปนพิษระบาดในกรุงไทเป) โดยนําเซลล
ทั้ง 2 สายพันธุมาผานความรอนอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15, 30 และ 45 นาที  จากนั้น
นําเซลลเครียดมาทดสอบความไว (susceptibility) ตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 20 ppm ที่
เวลาตาง ๆตั้งแต 0 ถึง 20 นาที  พบวาเซลลที่ผานความรอนของทั้ง 2 สายพันธุมีเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตหลังสัมผัสสารฆาเชื้อไดมากกวาเซลลปกติที่ไมผานความรอน โดยเซลลปกติมกีารรอดชีวิต
ประมาณ 0.1 % สวนเซลลที่ผานความรอนมีการรอดชีวิตอยูในชวง 1 – 10 % โดยเซลลที่ผานความ
รอนเปนเวลา 45 นาทีมีการรอดชีวิตสูงที่สุด 

 
สําหรับผลของสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) พบวาเซลลที่ผานสภาวะ

เครียดดังกลาวสามารถตานทานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดเมือ่เทียบกับ
เซลลปกติหรือเซลลที่ผานสภาวะเครียดอื่นๆ (ภาพที่ 11) จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.18 logCFU/ml 
เมื่อครบเวลา 30 นาที มีปริมาณเซลลลดลงไปเพียงเล็กนอย เหลือปริมาณเซลล 4.21 logCFU/ml 
(ภาพผนวกที่ ง1) คิดเปนการรอดชีวิต 10.73 % (ปริมาณเซลลลดลง 89.27 %) ซ่ึงผลการทดลอง
ดังกลาวสอดคลองกับ Koga and Takumi (1995) ที่ทําการเลี้ยง V. parahaemolyticus ใหเซลลอยูใน
สภาวะขาดอาหารเปนเวลา 12 ช่ัวโมง และนํามาทดสอบการตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 200 μM พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหารมีปริมาณเซลลรอดชีวิตที่สูง
กวาเซลลปกต ิ

 
 และในกรณเีซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากสารฆาเชื้อกลุมเปอรออกไซด ไดแก  ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด และเปอรแอซิติกแอซิด จากปริมาณเซลลเร่ิมตนคือ 5.18 และ 5.22 logCFU/ml 
ตามลําดับ  พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อทั้งสองชนิดนี้ใหผลการการตานทานตอ
สารไฮโดรเจนเปอรออกไซดในลักษณะทีค่ลายกัน กลาวคือเซลลมีการรอดชีวิตไดดใีนชวง 15 นาที
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แรก (ภาพที่ 11) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ เซลลมีปริมาณลดลงเพยีงเล็กนอยในชวง 10 นาที
แรก และลดลงอยางรวดเรว็ในนาทีที่ 15 จนถึงนาทีที่ 30 ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติจะเห็นได
วาหลังเวลาผานไปจนครบ 30 นาที เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนดิมีปริมาณ
เซลลที่รอดชีวิตใกลเคียงกันคือ 1.89 และ 1.96 logCFU/ml อยางไรก็ตามมีการรอดชีวิตต่ํากวาเซลล
เครียดที่ผานความเครียดดวยความรอนและการขาดอาหารคือ 0.05 และ 0.06 % ตามลาํดับ (หรือ
ปริมาณเซลลลดลง 99.5 % และ 99.4 %) 
 
 จากผลการทดสอบการตานทานตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm เปนเวลา 
30 นาที ของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 หลังผานสภาวะเครยีดตางๆ ใหผล
การทดลองที่สอดคลองกับการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงโปรตีนในเซลล เนื่องจากเซลลที่ผาน
สภาวะเครียดตางๆ จะมีการสรางโปรตีนชนิดพิเศษขึ้นมา ไดแก โปรตีนในกลุมของ Heat shock 
proteins เชน DnaK, DnaJ, GroEL หรือ RpoH เปนตน เพื่อตอบสนองตอสภาวะเครียดนัน้ ทําให
เซลลสามารถรอดชีวิตจากสภาวะเครียดดังกลาวและสรางความตานทานตอสภาวะเครียดเดิมที่
ระดับสูงขึ้น หรือตานทานตอสภาวะเครียดอื่นๆได เชนเดียวกับ Wong  et al. (2002)  พบวาเมื่อ
เซลลของ V. parahaemolyticus ผานความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ถูก
กระตุนใหสามารถอยูรอดไดที่อุณหภูมิสูงกวาคือ 47 องศาเซลเซียส มากกวาเซลลที่ไมผานความ
รอน เซลลดังกลาวมีการสรางโปรตีน HSPs ที่มีมวลโมเลกุล 47.6 KDa ซ่ึงพบในสวนของ total 
cellular fraction และ 62.3 KDa ซ่ึงพบในสวนของ periplasmic และ extracellular fraction ได
เพิ่มขึ้น โปรตีนดังกลาวมีมวลโมเลกุลใกลเคียงกับ DnaJ โปรตีนและ GroEL โปรตีน  ซ่ึงมีมวล
โมเลกุล 41 และ 63 KDa ตามลําดับ คาดวาโปรตีนเหลานี้มีสวนชวยใหเซลลสามารถอยูรอดที่
สภาวะอณุหภมูิสูงไดดีขึ้น    
 

แมวาในการทดลองนี้พบวาเซลลสายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 
ชนิด ใหผลการตานทานขามตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ในเวลา 30 นาที ไดไมดีเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลที่ผานสภาวะเครียดอื่น ๆ ทั้งนี้คาดวาอาจเกี่ยวของกับกลไกในการตอบสนอง
ตอสภาวะเครียดของเซลลเครียดเชน การสรางโปรตีนที่จําเพาะคือ stressed protein โปรตีนชนิด
พิเศษนี้ชวยใหเซลลทนตอสภาวะเครียดทีร่ะดับรุนแรงมากขึ้น แตอาจชวยใหทนไดไมนานมากนกั 
ทั้งนี้ขึ้นอยูกับระดับความรุนแรงของสภาวะเครียดทีก่ระตุนและที่ทําการทดสอบดวย  ซ่ึงผลการ
ทดลองในครั้งนี้ขัดแยงกับผลการทดลองของ Zook et al. (2001) ที่ทําการศึกษาเซลล E. coli 
O157:H7 ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบ โดยการกระตุนเซลลดวยสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
12 mM และเปอรแอซิติกแอซิด 0.1 % จากนั้นนําไปทดสอบดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด 80 mM 
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พบวาเซลลเครียดมีจํานวนลดลงเพียง 1 log cycle ที่เวลา 3 ช่ัวโมง ในขณะที่เซลลปกติลดลงไปถึง 4 
log cycle ในเวลา 1 ช่ัวโมง (จํานวนเซลลเร่ิมตน 9 logCFU/ml) จะเหน็ไดวาเซลลเครียดจากสารฆา
เชื้อสามารถทนตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่มีระดบัความเขมขนสูงไดเปนเวลานานมาก ซ่ึงผล
การทดลองที่แตกตางกันนี้อาจเนื่องมาจากชนิดแบคทีเรียตางสายพันธุ ปริมาณเซลลเร่ิมตนที่ไม
เทากัน รวมถึงระดับความเขมขนของสารฆาเชื้อที่ใชกระตุนและทดสอบก็แตกตางกนั  โดยปกติ
แลวเซลลของ E. coli O157:H7 สามารถทนตอสภาวะกรดที่มีความเขมขนสูงไดมากกวาเซลล V. 
parahaemolyticus ที่มีคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมตอการเจริญคอนไปทางเบสคือ 7.6 – 8.6 
สภาวะทีใ่ชในการกระตุนดวยสารเปอรแอซิติกแอซิดของ Zook et al. (2001) นั้นมีผลของสภาวะ
เครียดจากกรดรวมอยูดวย คาดวาเซลลของ E. coli O157:H7 สามารถถูกกระตุนใหมกีารตอบสนอง
ไดมากกวาจากการผานสารเปอรแอซิติกแอซิด จึงแสดงความสามารถในการตานทานตอสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดมากกวา  อยางไรก็ดีในการทดสอบการตานทานตอสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm เปนเวลา 30 นาทีของเซลล V. parahaemolyticus คร้ังนี้พบวา
เซลลเครียดดังกลาวแสดงความสามารถในการตานทานตอไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดมากขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด 

 
 นอกจากนี้จากผลการทดลองที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตีนในเซลลขางตนยังพบวา เซลล
เครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิด มีจํานวนโปรตีนที่ตรวจพบวาถูกสรางเพิ่มขึ้น (จากแถบโปรตีนที่
แสดงในภาพที่ 6) นอยกวาเซลลเครียดจากความรอนหรือจากการขาดอาหาร กลาวคือเซลลเครียด
จากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิด พบโปรตีนขนาดโมเลกลุ 47 และ 63 kDa เพิ่มขึ้น ซ่ึงมีขนาดโมเลกุล
ใกลเคียงกับโปรตีน DnaJ (41 kDa) และ GroEL (62 kDa) อางอิงโดย Wong et al. (2002) แตใน
เซลลเครียดจากความรอนและการขาดอาหารพบวามีปริมาณ stressed protein ถูกสรางเพิ่มขึ้น
มากกวา (ภาพที่ 6) คือ heat stressed cell มีโปรตีนขนาด 47, 61 และ 63 kDa และ starvation 
stressed cell มีโปรตีนขนาด 33, 60 และ 111 kDa จากการตรวจสอบโปรตีนทั้ง 3 มีขนาดโมเลกุล
ใกลเคียงกับโปรตีน 3 ชนิดดวยกันคือ RpoH (30 kDa), GroEL (62 kDa) และ HSP90 family (90 
kDa) ซ่ึงจํานวนหรือชนิดของโปรตีนพิเศษที่สรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอสภาวะเครียดคาดวามผีล
ชวยสงเสริมใหเกิดการตานทานตอสภาวะเครียดไดดยีิ่งขึ้น 
 

จากผลการทดสอบการตานทานตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะเหน็ไดวาความสามารถ
ในการตานทานขามของเซลลสอดคลองกับการสรางโปรตีนชนิดพิเศษของเซลลเชนเดียวกับทีพ่บ
ในเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เมือ่เปรียบเทียบกับเซลล TRH V. 
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parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 มีการสรางโปรตีนเพิ่มขึ้นหลายชนิดและมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยาง
เห็นไดชัด จึงทําใหเซลลสามารถรอดชีวิตในการทดสอบการตานทานขามไดมากกวาเซลลปกติ 

 
ในทํานองเดียวกันเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่มีสมบัติสรางสาร TRH 

ใหผลการทดลองคลายคลึงกับสายพันธุ vp-293 ที่มีสมบัติสรางสาร TDH กลาวคือเซลลปกติที่ไม
ผานสภาวะเครียด (ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.44 logCFU/ml) ไมทนทานตอสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 30 ppm ที่ทดสอบ เซลลปกติมีปริมาณลดลงอยางชาๆในชวง 15 นาทีแรก และลดลงอยาง
อยางรวดเรว็จนถึงเวลา 30 นาที สุดทายมีปริมาณเซลลรอดชีวิต 2.27 logCFU/ml มีเซลลรอดชีวิต 
0.07 % (ปริมาณเซลลลดลง 99.93 %) (ภาพที่ 12) สวนเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน 
(ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.52 logCFU/ml) ที่เวลา 30 นาทีมปีริมาณเซลลรอดชีวิตอยู 3.15 logCFU/ml 
มีเซลลรอดชีวิต 0.43 % (ปริมาณเซลลลดลง 99.57 %)   เซลลเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาล
กลูโคส) (ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.76 logCFU/ml) มีปริมาณเซลลลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น เมื่อครบ
เวลา 30 นาทีมปีริมาณเซลลรอดชีวิตมากถึง 3.66 logCFU/ml ซ่ึงมีปริมาณเซลลรอดชีวติที่สูงกวา
เซลลปกติและเซลลที่ผานสภาวะเครยีดอื่นๆ (ปริมาณเซลลลดลง 99.2 %) 

 
สวนเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อกลุมเปอรออกไซด ไดแก  ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด และเปอรแอซิติกแอซิด (ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.27 และ 5.31 logCFU/ml)  พบวาเซลลที่
ผานสภาวะเครียดจากสารละลายเปอรแอซิติกแอซิดสามารถตานทานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ที่ใชทดสอบที่ความเขมขน 30 ppm ไดดีกวาในเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารละลายไฮโดรเจน
เปอรออกไซด  กลาวคือเซลลมีปริมาณลดลงเล็กนอยในชวง 10 นาทีแรก แตเมื่อถึงนาทีที่ 15 จน
ครบ 30 นาที เซลลเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดก็มีปริมาณเซลลลดจํานวนลงอยาง
รวดเร็วจนสุดทายมีปริมาณเซลลรอดชีวิต 2.31 logCFU/ml มีการรอดชีวิต 0.10 % (ปริมาณเซลล
ลดลง 99.9 %)แตเซลลเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิดมปีริมาณเซลลลดลงเพียงเล็กนอยตั้งแต
นาทีที่ 0 จนถึงนาทีที่ 20 จากนั้นจึงลดลงอยางรวดเร็วจนเมื่อครบเวลา 30 นาที มีปริมาณเซลลรอดที่
สูงกวาคือ 3.60 logCFU/ml มีการรอดชีวิต 2.16 % (ปริมาณเซลลลดลง 97.84 %) ผลการทดลองนี้
ใหผลเชนเดยีวกันกับสายพนัธุ vp-293 ที่แตกตางกันคือในสายพนัธุ FS-015 เซลลที่ผานสารละลาย
เปอรแอซิติกแอซิดแสดงผลการตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดดีกวาอยางชัดเจน
โดยมีปริมาณเซลลรอดชีวิตสูงถึง 3.60 logCFU/ml ที่เปนเชนนี้อาจเนือ่งมาจากเซลลของสายพันธุ 
FS-015 มีการแสดงออกจากการถูกกระตุนดวยสารเปอรแอซิติกแอซิดไดมากกวาสายพันธุ vp-293 
โดยสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิดนีม้ีองคประกอบที่แตกตางกนัคือ เปอรแอซิติกแอซิดเปนสารประกอบ
ระหวางไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแอซิติกแอซิด ซ่ึงในการตอบสนองการตานทานตอ
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ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm นี้อาจมีผลของสภาวะเครียดที่เกดิจากกรดแอซิตกิรวมดวย จึง
สามารถกระตุนใหเซลลสายพันธุ FS-015 สรางความตานทานขามไดเพิ่มมากขึ้นกวาเซลลสายพันธุ 
vp-293 

 
ไดเคยมีรายงานถึงผลของสภาวะเครียดจากกรดตอการตานทานขามตอสภาวะเครียดอื่น ๆ 

ในเซลล V. parahaemolyticus ST550 ที่ผานสภาวะเครียดจากกรด คาความเปนกรด-เบส 5.0 เปน
เวลา 30 นาที สามารถตานทานขามตอความรอนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสไดเพิ่มขึ้น และพบวา
เซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากกรดเหลานัน้มกีารสรางโปรตีนขนาด 47.6 และ 58.1 kDa เพิ่มมากขึ้น 
ซ่ึงจากการตรวจสอบโปรตีนดังกลาวมีขนาดใกลเคียงกับโปรตีน DnaJ (41 kDa) และโปรตีน 
GroEL (63 kDa) (Wong et al., 1998)   

 
ผลการทดลองขางตนนี้สามารถนํามาคํานวณหาคา-ดี (D-values) ของเซลล TDH และ 

TRH  V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 และ FS-015 (ภาคผนวก ง) ดังแสดงในตารางที่ 7 จาก
ตารางพบวาเซลลที่ผานสภาวะเครยีดตางๆทั้ง 4 สภาวะนัน้มีคา-ดี (D-values) ที่เพิ่มสูงขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลปกติ และเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหารแสดงใหเห็นวามี
ความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ไดมากกวาเซลล
ที่ผานสภาวะเครียดอื่นๆ โดยมีปริมาณเซลลรอดชีวิตและมีคาดีที่สูงกวาเซลลทุกสภาวะ  ซ่ึง Rowe 
and Kirk (2000) ไดรายงานวา E. coli O157:H7 ที่ถูกเลี้ยงในสภาวะขาดอาหาร สามารถรอดชีวิต
และแสดงความสามารถในการตานทานขามตอความรอนที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียสเพิ่มมากขึ้น 
คณะผูทําการวจิัยไดศึกษาเปรียบเทียบระหวางเซลล rpoS+ ซ่ึงเปนสายพนัธุปกติ กับเซลล rpoS- ซ่ึง
เปนสายพันธุที่เปน mutant  พบวาเซลลที่เปนสายพันธุปกติ (มียนี rpoS) สามารถถูกกระตุนจาก
สภาวะเครียดจากการขาดอาหารใหตานทานความรอนได  ในขณะที่เซลลที่ไมมียีน rpoS (rpoS-) 
พบวาเมื่อผานสภาวะเครียดแลวมีการตานทานความรอนที่นอยกวาเซลลปกติ 

 
 

 



 

54 

0.01

0.1

1

10

100

0 5 10 15 20 25 30

เวลา (นาที)

% 
Su

rvi
va

l

เซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (นํ้าตาลกลูโคส) 12 ชั่วโมง

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm

 
 
ภาพที่ 11  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่สรางความ 
    ตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลาตาง ๆ  
หมายเหตุ  I  หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; n = 2) 
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เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (นํ้าตาลกลูโคส) 12 ชั่วโมง

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด

 
 
ภาพที่ 12  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่สรางความ 
    ตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลาตาง ๆ  
หมายเหตุ  I  หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; n = 2) 
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ตารางที่ 7  คา-ดี(นาท)ี ของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 และ TRH V.  
    parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่ผานสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm    
    เปนเวลา 30 นาที เปรียบเทียบระหวางเซลลปกติและเซลลที่ผานสภาวะเครยีด 

 
คา-ดี (นาท)ี* 

ชนิดของเซลล 
vp-293 FS-015 

ปกติ1 A6.99 ± 0.00a B5.61 ± 0.33a 
ผานความรอน2 A8.29 ± 0.47b B6.63 ± 0.19b 
ผานการขาดอาหาร3            A27.62 ± 0.00c            B17.22 ± 0.37d 
ผานสารเปอรแอซิติกแอซิด4 A7.18 ± 0.02a A7.61 ± 0.12c 
ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด5 A7.08 ± 0.49a B6.16 ± 0.04b 
 
หมายเหตุ  1 เซลลอายุ 15 ช่ัวโมง เพาะเลี้ยงใน TSBS ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
     2 เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
     3 เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
     4 เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิดที่ความเขมขน 0.17 ppm  

       เปนเวลา 15 นาที 
    5 เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 0.17 ppm     
       เปนเวลา 15 นาที 
    * คาเฉลี่ยคา-ดี (นาที); คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n = 2 
    A, B ตัวอักษรที่แตกตางกนัในแถวเดยีวกันแสดงถึงความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ 
     ทางสถิติ (p>0.5) 
    a, b, c, d ตัวอักษรที่แตกตางกนัในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางกันอยางม ี
     นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.5) 
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 จากตารางที่ 7 พบวาเซลล V. paraheamolyticus สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครียดจาก
ความรอน และการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) มีคา-ดีสูงขึ้นแตกตางจากคา-ดีของเซลลปกติอยางมี
นัยสําคัญ โดยมีคา-ดีเพิ่มขึ้นจากเซลลปกตคิือ 6.99±0.00 นาที เปน 8.29±0.47 และ 27.62±0.00 นาที 
ตามลําดับ  แตเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากสารเปอรแอซิติกแอซิดและไฮโดรเจนเปอรออกไซด
แมวาในชวงแรกของการทดสอบเซลลจะแสดงการตานทานไดดแีตเมื่อครบเวลา 30 นาทีพบวา 
เซลลมีคา-ดีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคญัเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ โดยมีคา-ดีเปน 7.18±0.02 
และ 7.08±0.49 นาที ตามลําดับ 
 
 สวนในเซลล V. paraheamolyticus สายพันธุ FS-015 พบวาเซลลเครียดทั้งหมดมีคา-ดี
เพิ่มขึ้นแตกตางจากคา-ดีของเซลลปกติอยางมีนัยสําคัญ โดยมีคา-ดีเพิ่มขึ้นจากเซลลปกติคือ 
5.61±0.33 นาที เปน 6.63±0.19, 17.22±0.32, 7.61±0.12 และ 6.16±0.04 นาที ตามลําดับ  จะเห็นได
วาเซลลเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) ของเซลลทั้ง 2 สายพันธุ มีคา-ดีเพิ่มสูงขึ้นมาก
ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ  สอดคลองกับการทดลองสวนแรกที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนดิ
โปรตีนที่พบวา ในเซลลเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) พบการแสดงออกของโปรตีน
ชนิดหนึ่งขนาดโมเลกุลประมาณ 30 kDa คือ โปรตีน RpoH เพิ่มปริมาณขึ้นอยางเหน็ไดชัดเมื่อ
เทียบกับการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนชนิดตาง ๆ ที่พบจากเซลลเครียดอื่น 

 
จากการคาํนวณหาคา-ดีที่ไดกลาวมาแลวนัน้พบวาสอดคลองกับการทดลองของชื่นจิต 

(2548) ที่พบวาเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดตางๆ มีความสามารถในการ
ตานทานความรอนที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียสไดมากขึน้โดยมีคา-ดีเพิ่มสูงขึ้นเฉลี่ย 2-3 นาทีเมื่อ
เทียบกับเซลลปกต ิและยังพบวาเซลลเครียดเหลานั้นเมื่อถูกสรางการปนเปอนบนกุงและหมกึ 
สามารถรอดชีวิตที่อุณหภูมิต่าํระดับแชเย็น 4 องศาเซลเซียส และระดบัแชแข็ง -18 องศาเซลเซียส 
ไดนานกวาเซลลปกติ เชนเดยีวกับในการทดลองของ Zhang and Griffiths (2003) ซ่ึงเล้ียงเซลล E. 
coli O157:H7 ในสภาวะขาดอาหารที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 10 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และทีอุ่ณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วนั จากนั้นนํามา
ทดสอบการทนทานตอความรอนที่ 52 องศาเซลเซียส พบวาเซลลเครียดทั้ง 3 มีคา D52 เพิ่มขึ้น 11.0, 
13.2 และ 18.5 นาทีตามลําดบั 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  การเปล่ียนแปลงของโปรตีนภายในเซลลของ TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ีผาน
สภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) สารฆาเชือ้เปอรแอซิติกแอซิด และสาร
ฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

1.1  ผลของสภาวะเครียดจากความรอนทีม่ีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล 
TDH 2 สายพนัธุ และ TRH V. parahaemolyticus 3 สายพันธุ 
 

เซลล V. parahaemolyticus ทั้ง 5 สายพันธุไดแก vp-293, vp-330, FS-004, FS-006 และ 
FS-015 หลังจากผานสภาวะเครียดจากความรอนอุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที มีการ
สรางโปรตีนชนิดพิเศษเพิ่มขึน้ทุกสายพนัธุ โดยโปรตีนทีส่รางขึ้นสวนใหญเปนโปรตนีในกลุม 
heat shock proteins (HSPs) คาดวาไดแก โปรตีน DnaJ (Hsp70 family) สายพันธุที่มีการสราง
โปรตีนชนิด นี้คือ vp-293  โปรตีน GroEL (Hsp 60 family) มีการสรางขึ้นทั้ง 5 สายพันธุ  โปรตนี 
DnaK (Hsp70 family) สายพันธุที่มีการสรางไดแก FS-004 และ FS-015  โปรตีนในกลุม HSP90 
(Hsp90 family) พบมีการสรางในเซลล vp-330 และโปรตีน RpoH มีการสรางในสายพนัธุ vp-330, 
FS-04 และ FS-015 รวมถึงโปรตีนที่มีขนาดโมเลกลุมากกวา 100 kDa ขึ้นไปซึ่งอยูในกลุม general 
stress proteins พบวามีการสรางในสายพันธุ vp-330 และ FS-006 
 

1.2  ผลของสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีนภายในเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus 5 สายพันธุ 
 

เซลล V. parahaemolyticus ทั้ง 5 สายพันธุ ที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร 
(น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถกระตุนใหมีการสรางโปรตีนชนิดพิเศษขึ้นมาได
เชนกัน ซ่ึงโปรตีนที่มีการสรางขึ้นเปนกลุมของ heat shock proteins (HSPs) เชนเดยีวกับที่พบใน
เซลลเครียดจากความรอนคาดวาไดแก โปรตีน DnaJ, GroEL, DnaK และ RpoH รวมทั้งกลุมของ 
general stress proteins ดวย  ที่นาสังเกตคือในเซลลเครียดจากสายพนัธุ vp-293, FS-004, FS-006 
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และ FS-015 พบวามีการสรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 32-33 kDa เพิ่มมากขึ้นอยางเหน็ไดชัด คาดวา
คือโปรตีน RpoH ซ่ึงอยูในกลุมของ HSPs เชนกัน 

 
1.3  ผลของสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด และไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่

มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus 5 สายพันธุ 
 
 ผลการทดลองเชนเดยีวกับเซลลเครียดจากทั้ง 2 สภาวะทีไ่ดกลาวมาแลว กลาวคือ 
เซลลเครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิด พบวาทั้ง 5 สายพันธุมีการสรางโปรตีนชนิดพิเศษเพิ่มขึ้น 
ไดแก โปรตีนในกลุมของ heat shock proteins (HSPs) ไดแก DnaJ, GroEL, DnaK, RpoH และ 
HSP90 รวมทั้งโปรตีนในกลุม general stress protein ดวย  แตเซลลเครียดจากสารเปอรแอซิติก
แอซิดในสายพันธุ FS-006 และ FS-015 พบวามีการสรางโปรตีนที่แตกตางจากสายพันธุอ่ืนคาดวา
คือ DnaJ (45 kDa) และ RpoH (29-31 kDa)  
 

จากผลการทดลองขางตนทั้งหมดนี้สามารถสรุปไดวาเซลลเครียดของ TDH V. 
parahaemolyticus และ TRH V. parahaemolyticus สามารถถูกกระตุนจากสภาวะเครียด 4 สภาวะ
และแสดงการสรางโปรตีนชนิดเครียดเพิ่มขึ้นโดยแบบแผนการสรางโปรตีนแตกตางกันไปขึ้นกบั
สายพันธุไมไดขึ้นกับปจจัยที่กอใหเกิดโรค คือ TDH หรือ TRH 
 
2.  ความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดของเซลล  

TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ีผานสภาวะเครยีดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาล
กลูโคส) สารเปอรแอซิติกแอซิด และสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

จากการทดสอบการตานทานตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm เปนเวลา 30 
นาที ของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 และ TRH สายพันธุ FS-015 หลังผาน
สภาวะเครียด 4 สภาวะ พบวาเซลลเครียดทั้ง 4 สภาวะสามารถตานทานตอสารไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดไดมากกวาเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครยีด โดยเซลลสายพันธุ vp-293 และ FS-015 ที่ผาน
สภาวะเครียดจากความรอนมีการรอดชีวิต 0.42 และ 0.43 เมื่อผานสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร
มีการรอดชีวิต 10.73 และ 0.80 % ตามลําดบั สวนเซลล 2 สายพันธุดังกลาวเมื่อผานสภาวะเครียด
จากสารเปอรแอซิติกแอซิดมกีารรอดชีวิต 0.06 และ 2.16 % และเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีการรอดชีวิต 0.05 และ 0.10 % ตามลําดับ 
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 เมื่อเปรียบเทียบคา-ดีพบวาเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดตาง ๆ มีคาสูง
กวาเมื่อเปรยีบเทียบกับเซลลปกติ โดยเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะ
เครียดจากความรอน และการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) มีคา-ดีสูงขึ้นแตกตางจากคา-ดีของเซลล
ปกติอยางมีนยัสําคัญ โดยมีคา-ดีเปน 8.29 และ 27.62 นาที ตามลําดับ  แตเซลลที่ผานสภาวะเครียด
จากสารเปอรแอซิติกแอซิดและไฮโดรเจนเปอรออกไซด มีคา-ดีไมแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลปกติ โดยมีคา-ดีเปน 7.18 และ 7.08 นาที ตามลําดบั 
 
 สวนในเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่ผานสภาวะเครียดตาง ๆ พบวาเซลล
เครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) และสารเปอรแอซิติกแอซิด มีคา-ดีเพิ่มขึน้
แตกตางจากคา-ดีของเซลลปกตอิยางมีนยัสําคัญ โดยมีคา-ดีเปน 6.63, 17.22 และ 7.61 นาที 
ตามลําดับ  แตเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีคา-ดีไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกบัเซลลปกติ โดยมีคา-ดีเปน 6.16 นาที จะเห็นไดวาเซลลเครียดจากการ
ขาดอาหาร (น้าํตาลกลูโคส) ของทั้งสายพันธุ vp-293 และ FS-015 มีคา-ดีเพิ่มสูงขึ้นมากที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลปกติคือ 27.62 และ 17.22 นาที ตามลําดับ 
 
 สรุปไดวาทั้งเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus สามารถถูกกระตุนจากสภาวะ
เครียดใหมีการแสดงการตานทานและตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทั้งนี้เกดิจาก
การสรางโปรตีนชนิดพเิศษเพิ่มขึ้นจึงชวยใหเซลลรอดชีวิตไดดกีวาเซลลปกติ 
 

ขอเสนอแนะ 
 
 1.  ในการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงโปรตีนภายในเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะ
เครียดตาง ๆ ในครั้งนี้เปนการศึกษาเพยีงเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบหนึ่งมิติเทานั้น ซ่ึงไม
สามารถทราบชนิดของโปรตีนที่เพิ่มขึ้นไดแนนอนวาเปนโปรตีนชนิดใด ตองอางอิงขอมูลจาก
เอกสารที่มีการวิจัยกอนหนานั้น หากตองการทราบถึงชนิดของโปรตีนที่มีรายละเอยีดมากกวานี้
ควรตรวจสอบดวยเทคนิค immunoblotting หรือ western blotting ซ่ึงมีการใชแอนติบอดีที่จําเพาะ
กับชนิดของโปรตีนที่ตองการทราบ จะทําใหทราบชนิดของ stressed prtotein ที่จําเพาะมากยิ่งขึ้น 
นอกจากนี้อาจตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงปริมาณโปรตีนแตละชนดิได ดวยการหาความหนาแนน
ของแถบโปรตีนจากเซลลเครียดแตละชนิดเปรียบเทียบกับเซลลปกติ 
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 2.  ในการทดลองการสรางสภาวะเครียดใหแกเซลล V. parahaemolyticus คร้ังนี้ทําการ
ทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อเทานั้น ซ่ึงจําลองจากสภาวะเครียดที่เซลลตองเผชิญในกระบวนการผลิต
อาหาร ดังนั้นควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในตวัอยางอาหารทะเล และปจจยัอ่ืนที่อาจมีผลตอการ
ตอบสนองตอความเครียด 
 
 3.  เนื่องจากในงานวจิัยนี้ไดทําการศึกษาในเซลล V. parahaemolyticus ที่มีสมบัติสรางสาร 
TDH และ TRH ซ่ึงเปนปจจยัที่กอใหเกดิโรค (virulence factor) ที่สําคัญประการหนึง่ของเซลล จงึ
ควรมีการศึกษาถึงความสัมพันธของสภาวะเครียดและปจจัยในการกอโรคดังกลาววาหลังจากที่
เซลลผานสภาวะเครยีดแลว มีการเปลี่ยนแปลงของปจจัยกอโรคหรือไมอยางไร 
 

4.  ในการศึกษาหาคา-ดี (D-values) จากการสัมผัสสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดของ
เซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดตางๆ พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาด
อาหารมีคา-ดีที่คอนขางสูง เนื่องจากกราฟมีลักษณะลาดมีความชัน (slope) ที่คอนขางนอย คาดวา
อาจตองเพิ่มเวลาในการทดสอบใหนานขึ้นกวาเดิมเพื่อทีจ่ะไดเหน็การลดลง 1 log cycle ที่ชัดเจน
ยิ่งขึ้น
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  Trypticase soy agar ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 3 % (TSAS) 
 
สวนประกอบ 
trypticase soy agar  40.0 กรัม (TSA, Merck, Germany) 
sodium chloride    30.0 กรัม (Merck, Germany) 
น้ํากลั่น        1.0 ลิตร 
 
 ช่ัง TSA ซ่ึงเตรียมสําเร็จแลวเติมโซเดียมคลอไรด ละลายสวนผสมทั้งหมดโดยการตมให
เดือดและนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
หมายเหต ุ Tryticase soy agar 40.0 กรัม ประกอบดวย 
peptone from casein  15.0 กรัม 
peptone from soymeal    5.0 กรัม 
sodium chloride     5.0 กรัม 
agar    15.0 กรัม 
 
2.  Trypticase soy broth ท่ีมีโซเดยีมคลอไรด 3 % (TSBS) 
 
สวนประกอบ 
trypticase soy broth  30.0 กรัม (TS, Merck, Germany) 
sodium chloride   30.0 กรัม (Merck, Germany) 
น้ํากลั่น      1.0 ลิตร 
 
 ช่ัง TSB ซ่ึงเตรียมสําเร็จแลวเติมโซเดียมคลอไรด ละลายสวนผสมทั้งหมดโดยการตมให
เดือดและนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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หมายเหต ุ Trypticase soy broth 30.0 กรัม ประกอบดวย 
peptone from casein   17.0 กรัม 
peptone from soymeal     3.0 กรัม 
D (+)-glucose       2.5 กรัม 
sodium chloride      5.0 กรัม 
di-potassium hydrogenphosphate    2.5 กรัม 
 
3.  Diluent (peptone – water solution ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 3 %) 
 
สวนประกอบ 
peptone from casein pancreatically digested 1.0 กรัม (Merck, Germany) 
sodium chloride                30.0 กรัม (Merck, Germany) 
น้ํากลั่น      1.0 กรัม 
 
 ผสมสวนประกอบใหละลายเขากัน เทใสหลอดทดลองหลอดละ 9 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
4. Thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS) 
 
สวนประกอบ 
thiosulfate citrate bile sucrose agar 88.0 กรัม (TCBS, Merck, Germany) 
น้ํากลั่น       1.0 กรัม 
 
 ช่ัง TCBS ซ่ึงเตรียมสําเร็จแลว ละลายโดยการนําไปตมใหเดือด 
 
หมายเหต ุ Thiosulfate citrate bile sucrose agar 88.0 กรัม ประกอบดวย 
peptone from casein  5.0 กรัม 
peptone from soymeal  5.0 กรัม 
yeast extract   5.0 กรัม 
sodium citrate              10.0 กรัม 
sodium thiosulfate  10.0 กรัม 
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ox bile, dried     5.0 กรัม 
sodium cholate     3.0 กรัม 
sucrose    20.0 กรัม 
sodium chloride   10.0 กรัม 
iron (III) citrate     1.0 กรัม 
thymol blue     0.04 กรัม 
bromothymol blue    0.04 กรัม 
agar-agar   14.0 กรัม 
 
5.  Chemical defined medium 0.02% glucose (CDM) (Koga and Takumi, 1995) 
 
สวนประกอบ 
glucose     0.02 % 
sodium chloride    3.0 % 
di-potassium hydrogenphosphate  50  มิลลิโมลาร 
ammonium sulfate   10  มิลลิโมลาร 
magnesium sulfate   10  ไมโครโมลาร 
calcium chloride    10  ไมโครโมลาร 
zinc chloride     5   ไมโครโมลาร 
ferric sulfate     5   ไมโครโมลาร 
น้ํากลั่น      1   ลิตร 
 
 ปเปตสารละลายแอมโมเนยีมซัลเฟตความเขมขน 1 โมลาร 10 มิลลิลิตร, สารละลาย
แมกนีเซยีมซัลเฟตความเขมขน 1 โมลาร 150 ไมโครลิตร, สารละลายแคลเซียมคลอไรดความ
เขมขน 1 โมลาร 10 ไมโครลิตร, สารละลายซิงคคลอไรดความเขมขน 1 โมลาร 5 ไมโครลิตร, สาร
ละลายเฟอรริกซัลเฟตความเขมขน 1 โมลาร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และชั่งสารไดโป 
แตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 8.71 กรัม, โซเดียมคลอไรด 30 กรัม และกลูโคส 0.2 กรัม ละลาย
สวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยน้าํกลั่น แลวปรับใหมีคาความเปนกรด-เบส 7.8 ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร และนําไปฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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6.  Motility test medium 
 
สวนประกอบ 
beef extract   3.0 กรัม (Merck, Germany) 
peptone               10.0 กรัม (Merck, Germany) 
sodium chloride   10 กรัม (Merck, Germany) 
agar    4.0 กรัม (Merck, Germany) 
น้ํากลั่น    1 ลิตร 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันแลวปรับใหมี คาความเปนกรด-เบส 7.8 และนาํไปฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
 

1.  สารละลายเอทานอล 70 % 
 
 การเตรียมเอทานอล 70 % ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เตรียมจากเอทานอล 95 % โดยตวง 
เอทานอล 95 % ปริมาตร 74 มิลลิลิตร ลงในขวดเชิงปริมาตร แลวเติมน้าํกลั่นใหมีปริมาตรเปน  
100 มิลลิลิตร ก็จะไดเอทานอล 70 % ตามที่ตองการ 
 
2.  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบส 7.0 ท่ีมีโซเดียมคลอ
ไรด 3% 
 
 ช่ังโปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 5.702 กรัม  ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
10.120 กรัม และโซเดียมคลอไรด 30 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหเปน 1.0 ลิตรใน
ขวดเชิงปริมาตร 
 
3.  สารผสมเปอรแอซิติกแอซิด (สาร Tsunami 100) (บ. เอ็กโคแล็บ จาํกัด, ประเทศไทย) 
 
 3.1  การหาความเขมขนของเปอรแอซิติกแอซิดจากสารตั้งตน (stock solution)  
        สาร Tsunami 100 มีสารออกฤทธิ์ที่สําคัญ คือ เปอรแอซิติกแอซิด วธีิการหาความ
เขมขนโดยวิธีไทเทรตของเปอรแอซิติกแอซิดมีดังนี ้
 
 3.1.1   ดูดสารตั้งตนมาเจือจางในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 1 % (w/v)  

       3.1.2   ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 3.1.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพู
ที่มีกรดซัลฟวริก 1 นอรมัล ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
 3.1.3   เติมเฟอรโรอินอินดิเคเตอร 2 – 3 หยดผสมใหเขากนั จะไดสารละลายสีสมออน
แลวไทเทรตดวยซีริคซัลเฟต 0.1 นอรมัลจนสารละลายตัวอยางเปลีย่นจากสีสมออนเปนไมมีสี 
 3.1.4   เติมโปแทสเซียมไอโอไดด 2.5 นอรมัล 10 มิลลิลิตร และสารละลายสตารช 1 
มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอยาง ซ่ึงสารละลายตัวอยางจะเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินเขม 
 3.1.5   จากนั้นไทเทรตดวยโซเดียมไทโอซลัเฟต 0.01 นอรมัล จนสารละลายเปลี่ยนสี
กลับไปเปนสสีมออนเหมือนเดิม 
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 3.1.6   คํานวณความเขมขนของเปอรแอซิติกแอซิดโดยปริมาตรของโซเดียมไทโอ
ซัลเฟตที่ไทเทรตได (มิลลิลิตร) คูณกับ 0.38 เทากับเปอรเซ็นตของเปอรแอซิติกแอซิด ตัวอยางเชน 
หากไทเทรตดวยโซเดยีมไทโอซัลเฟตได 2.1 มิลลิลิตร นํา 2.1 ไปคูณกับ 0.38 จะไดเทากับ 0.8 
แสดงวาสารตัง้ตนมีปริมาณเปอรแอซิติกแอซิด 0.8 % (อางอิงจาก ช่ืนจติ, 2548) 
 
 3.2  การเตรียมสารผสมเปอรแอซิติกแอซิดตามความเขมขนที่ตองการ 
        เตรียมสารผสมเปอรแอซิติกแอซิดตามความเขมขนที่ตองการจากสารตั้งตนซึ่งมี
ปริมาณเปอรแอซิติกแอซิด 0.8 % เทากับ 8000 ppm ถาตองการเตรียมสารผสมที่มีความเขมขน 1.0 
ppm ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากสารละลายที่มีความเขมขน 8000 ppm สามารถเตรียมไดตามวิธีการ
คํานวณดังนี ้
 
ปริมาตรตั้งตน  ×  ความเขมขนตั้งตน  = ปริมาตรสุดทาย  ×  ความเขมขนสุดทาย 
 ปริมาตรตั้งตน  ×  8000 ppm  = 100  มิลลิลิตร  ×  1.0 ppm  
  ปริมาตรตั้งตน   = 12.5  ไมโครลิตร 
 
 ดังนั้นสามารถเตรียมสารผสมเปอรแอซิติกแอซิดที่มีความเขมขน 1.0 ppm โดยดูด
สารละลายตั้งตนปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ลงในสารละลายเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่ตองการ
แลวผสมใหเขากัน 
 
4.  สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Asia Pacific Specially Chemical Limited, Australia) 
 
 4.1  เจือจางสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 35 % (มีมวลโมเลกุล 34.01 ความ
หนาแนน 1.14 กรัม/มิลลิลิตร (ใหไดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 0.1 % ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เพื่อใชเปน stock solution คํานวณไดจาก 
 
ปริมาตรตั้งตน  ×  ความเขมขนตั้งตน  = ปริมาตรสุดทาย  ×  ความเขมขนสุดทาย 
 ปริมาตรตั้งตน  ×  35 %   = 10  มิลลิลิตร  ×  0.1 %  
  ปริมาตรตั้งตน   = 28.6  ไมโครลิตร 
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 4.1.1  ดังนั้นปเปตสารละลายเขมขน 35 % 28.6 ไมโครลิตรลงในขวดเชิงปริมาตร
จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร จะไดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน  
0.1 % ปริมาร 10 มิลลิลิตร 
 4.1.2  สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 0.1 % ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เตรียม
ไดมีปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดเทากบั 0.0286 × 1.14 / 34.01 = 0.001 โมล 
 4.1.3  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.001 โมล ในสารละลาย 10 มิลลิลิตรคิดเปน
สารละลายเขมขน =  0.001 × 1000 / 10 = 0.1 โมลาร 
 
 4.2  ตองการสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 5 ไมโครโมลาร 100 มิลลิลิตร โดย
เตรียมจากสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 0.1 % (0.1 โมลาร) 
 
ปริมาตรตั้งตน  ×  ความเขมขนตั้งตน  = ปริมาตรสุดทาย  ×  ความเขมขนสุดทาย 
 ปริมาตรตั้งตน  ×  0.1 โมลาร  = 100 ไมโครลิตร  ×  (5 x 10-6 โมลาร)  
  ปริมาตรตั้งตน   = 5  ไมโครลิตร 
 
 ดังนั้นปเปตสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 0.1 โมลาร 5 ไมโครลิตร ลงใน
สารละลายเชื้อ 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลายเชื้อที่มีความเขมขนไฮโดรเจนเปอรออกไซด 5 ไม
โครโมลาร ตามที่ตองการ 
 
 4.3  เปลี่ยนหนวยของสารละลายจากไมโครโมลารใหเปน ppm (ไมโครกรัม / มิลลิลิตร) 
 
 สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 5 ไมโครโมลาร 
    = 5 × 10-6 โมล / ลิตร 
    = 5 × 10-6 × 34.01 / 1000 = 0.17 ไมโครกรัม / ลิตร 
    = 0.17 ppm 
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5.  สารละลาย cell extraction buffer 
 
TBS buffer (0.41 M Tris, 0.4 M boric acid และ 1 % SDS)  10.0 มิลลิลิตร 
glucose           5.0 กรัม 
EDTA                           185.0 มิลลิกรัม 
2-mercaptoethanol          5.0 มิลลิกรัม 
sodium dodecyl sulfate        1.9 กรัม 
glycerol            5.0 มิลลิลิตร 
 
 นําสารทั้งหมดผสมกันละลายดวยน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ในขวด
เชิงปริมาตร 
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ภาคผนวก ค 
วิธีศึกษาโปรตนีดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิต ิ
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วิธีศึกษาโปรตนีดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิต ิ
 

1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 
 1.1  สารละลาย 30 % acrylamide, 0.8 % BIS (N,N-bis-methylene acrylamide) : ละลาย 
acrylamide 30 กรัม และ bis 0.8 กรัม ในน้ํากําจัดอิออน (deionized water) ปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร แลวกรองสารละลายดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 4 เก็บสารละลายในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีอายุการเก็บรักษานาน 30 วัน 
 1.2  สารละลาย Tri–HCl  ความเขมขน 1.5 โมลาร คาความเปนกรด-เบส 8.8 : ละลายสาร 
Tris-base 14.15 กรัม ในน้ํากาํจัดอิออนปรมิาตร 80 มิลลิลิตร ปรับใหไดคาความเปนกรด-เบส 8.8 
ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.0 นอรมัล ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บ
สารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 1.3  สารละลาย Tri–HCl  ความเขมขน 0.5 โมลาร คาความเปนกรด-เบส 6.8 :ละลายสาร 
Tris-base 6.05 กรัม ในน้ํากําจัดอิออนปริมาตร 60 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรดเบสใหได 6.8 ดวย
สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิความเขมขน 6.0 นอรมัล ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บ
สารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 1.4  สารละลาย 10 % SDS (sodium dodecyl sulfate) : ละลายสาร SDS 10 กรัม ในน้ํา
กําจัดอิออนปริมาตร 90 มิลลิลิตร กวนเบาๆ จนสารละลายใส ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บ
รักษาที่อุณหภมูิหอง 
 1.5  สารละลาย running buffer : ละลายสาร Tris-base 3.0 กรัม ไกลซีน 14.4 กรัม ในน้ํา
กําจัดอิออน แลวเติมสารละลาย 10 % SDS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวปรับปริมาตร
เปน 1 ลิตร เกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 1.6  สารละลายสียอม coomassie blue R-250 : ละลายสาร coomassie blue R-250  1 กรัม
ในเมทานอลปริมาตร 400 มิลลิลิตรและกรดอะซิติกเขมขนปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
แลวปรับปริมาตรดวยกําจดัน้ําอิออนเปน 1 ลิตร เก็บรักษาไวในขวดสชีาที่อุณหภูมิหอง 
 1.7  สารละลายลางสียอม (destaining solution) : ผสมสารเมทานอล ปริมาตร 400 มิลลิลิตร
และกรดอะซิติกเขมขนปรมิาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวปรับปริมาตรดวยน้ํากําจดัอิออน
เปน 1 ลิตร เกบ็รักษาไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 1.8  สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟตความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร 
 1.9  สาร TEMED (N,N,N’,N’- tetra ethylene diamine) 

1.10  สาร 2 – Mercaptoethanol 
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 1.11  กลีเซอรอล 
 1.12  สารละลายบรอมฟนอลบลู (bromophenol blue) ความเขมขน 0.5 % 
 1.13  สารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนกัโมเลกลุ (Protein Molecular Weight  
Markers, Full Range Rainbow™, Amersham Biosciences, Sweden) 
 
2.  วิธีการเตรียมตัวอยาง 
 
 2.1  เตรียมสารละลายตัวอยางใหมีความเขมขนของโปรตีน 5.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
 2.2  เติมสารละลาย SDS ความเขมขน 10 % ปริมาตร 160 ไมโครลิตร สาร 2 – เมอรแคป
โตเอทานอล ปริมาตร 40 ไมโครลิตร สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด
เบส 6.8 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กลีเซอรอล ปริมาตร 80 ไมโครลิตร และสารละลายบรอมฟนอ
ลบลูความเขมขน 0.05 % ปริมาตร 40 ไมโครลิตร น้ํากําจัดอิออน ปริมาตร 380 ไมโครลิตร ผสมให
เขากัน 
 2.3  นําสารละลายโปรตีนตัวอยางไปตมในน้ําเดือดนาน 4 นาที และทําใหเยน็จากนั้นนํามา
เหวีย่งแยกที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที นาน 5 นาท ี
 
3.  วิธีการเตรียมเจล 
 
 3.1  ทําความสะอาดแผนกระจกสําหรับเตรยีมเจล 
 3.2  ทําการประกอบแผนกระจกเขากับอุปกรณช้ินอื่นๆ โดยใช spacer เปนตัวปรับความ
หนาของแผนเจล 0.75 – 1.0 มิลลิเมตร กําหนดให stacking gel มีความสูงประมาณ 1.5 เซนติเมตร 
เหนือ separating gel  
 3.3  เตรียมสารละลายของ separating gel ที่ความเขมขน 12 % ดังนี้ ผสมสารละลาย  
30 % acrylamide , 0.8 % BIS ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร 
ความเปนกรดเบส 8.8 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร สารละลาย 10 % SDS ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และน้ํา
กําจัดอิออนปริมาตร 3.35 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
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 3.4  นําสารละลายทั้งหมดไปดูดอากาศออก (degas) นานอยางนอย 15 นาที แลวเติม
สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
และ TEMED ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยไมใหมีฟองอากาศ 
 3.5  ทําการเทสารละลายผสมของเจลลงในชองวางระหวางแผนกระจกที่เตรียมไวโดยให
เหลือระยะหางจากขอบบนประมาณ 2.0 เซนติเมตร ระวังอยาใหมีฟองอากาศ นําแผนกระจกวางใน
แนวตั้ง 
 3.6  เติมน้ํากลัน่เพียงเล็กนอยที่มุมทั้งสองดานของกระจกเพื่อใหผิวหนาของเจลเรียบ ทิ้งไว
ใหเจลแข็งตัว เมื่อเห็นรอยตอระหวางเจลกบัน้ําใหดูดน้ําทิ้งไป แลวใชกระดาษกรองชิ้นเล็กๆดูดซบั
น้ําออกไปอีกที 
 3.7  เตรียมสารละลาย stacking gel ความเขมขน 4 % ดังนี ้ผสมสารละลาย 30 % 
acrylamide , 0.8 % bis ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตร สารละลาย Tri-HCl ความเขมขน 0.5 โมลาร ความ
เปนกรดดาง 6.8 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร สารละลาย 10 % SDS ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และน้ํากาํจดัอิ
ออนปริมาตร 6.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
 3.8  นําสารละลายทั้งหมดไปดูดอากาศออก (degas) เปนเวลาอยางนอย 15 นาที แลวเติม
สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
และ TEMED ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยไมใหมีฟองอากาศ 
 3.9  เทสารละลายผสมของเจลลงบน separating gel ระวงัอยาใหมฟีองอากาศ ทําชอง 
(well) สําหรับใสตัวอยางโปรตีนโดยใชหว ี(template comb) ลงใน stacking gel แลวทิ้งไวจน 
เจลแข็งตัว นําแผนหวีออกจะไดชองสําหรับใสตัวอยางโปรตีน 
 
4.  วิธีการทดลอง 
 
 4.1  ตออุปกรณอิเล็กโตรโฟริซิสทั้งหมดเขาดวยกันเตมิสารละลาย running buffer ลงใน
ภาชนะทั้งดานในและดานนอกจนเกือบเตม็ 
 4.2  ใสสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนที่ทราบน้ําหนกัโมเลกุลลงในแตละชอง
โดยใชปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
 4.3  ตอขั้วบวกและขัว้ลบเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟา โดยใชกระแสไฟฟาที่มีความตาง
ศักยคงที่ที่ 100 โวลท 
 4.4  หยุดการจายกระแสไฟฟาเมื่อสีของสารบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่เกือบถึงปลายของ 
separating gel  
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 4.5  นําแผนเจลออกจากชุดอปุกรณ แลวนําไปยอมดวยสารละลายสียอม coomassie blue 
R-250 นาน 30 นาที 
 4.6  ลางสารละลายสียอมออกโดยใชสารละลายลางสียอม (destaining solution) แชและ
เขยาเพื่อใหสียอมละลายออกมาทําจนเหน็แถบโปรตีนชัดเจน 
 4.7  เก็บเจลทีไ่ดโดยการหอดวยพลาสติกใส  จากนั้นปดผนึกแลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ค1  เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชสําหรับการวิเคราะหเจลอเิล็กโตรโฟรีซิสแบบหนึ่งมิต ิ
หมายเหตุ  เครื่องมือในภาพคือ ชุดวิเคราะห Mini-PROTEAN II electrophoresis cell ของบริษัท  

    Bio-rad laboratories, USA 
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ภาคผนวก ง 

ขอมูลการทดลอง 
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ขอมูลการทดลอง 
 

1.  วิธีคํานวณหาคาความสามารถในการตานทานตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด คา-ดี     
(D-values) 
 
 นับจํานวนเซลล TDH หรือ TRH V. parahaemolyticus ที่รอดชีวิตหลังจากสัมผัส
สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm  โดยวิธี surface plate บนอาหารเลี้ยงเชือ้ 
TSAS แลวนําจํานวนเซลลที่ไดมาคํานวณ  โดยนําปริมาณเซลลที่รอดชีวิต (CFU/มิลลิลิตร) และ
เวลาที่เซลลสัมผัสสารละลาย (นาท)ี ณ อุณหภูมิที่กําหนด มาเขียนกราฟชนดิล็อกดานเดียว 
(semilog) โดยใหปริมาณแบคทีเรียที่รอดชีวิตอยูบนแกนคา log  หรือแกน Y และเวลาอยูบนแกน X  
แลวคํานวณหาคา-ดี โดยใชระเบียบวิธีทางสถิติในรูปของเสนแนวโนม (linear regression) ซ่ึงแสดง
ในรูปของสมการเสนตรง Y = aX + b (a = slope และ b = จุดตัดแกน Y)  
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ภาพผนวกที่ ง1  เสนแนวโนม (linear regression) ของกราฟจํานวนเซลล V. parahaemolyticus   
สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครยีดจากสารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด  ที่รอด 
ชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm ที่ 
อุณหภูมิ 30±2 ºC และเวลา 0-30 นาท ี

หมายเหตุ  (    การทดลองซ้ําที่ 1;      การทดลองซ้ําที่ 2) 
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ตารางผนวกที่ ง1  คาความชนัจากเสนแนวโนมของกราฟแสดงจํานวนเซลล V. parahaemolyticus  
สายพันธุ vp-293 ทั้งเซลลปกติและเซลลที่ผานสภาวะเครยีดตาง ๆ  ที่รอดชีวิต 
หลังจากสัมผัสสารละลาย ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm ที่ 
อุณหภูมิ 30±2 ºC  

 
ความชันของกราฟ 

ชนิดของเซลล 
การทดลองซ้ําที่ 1 การทดลองซ้ําที่ 2 

ปกต ิ -0.143 -0.143 
ผานสภาวะเครียดจากความรอน -0.107 -0.138 
ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร -0.0362 -0.0362 
ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิด -0.1364 -0.1422 
ผานสภาวะเครียดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด -0.1486 -0.1348 
 
นําคาความชันที่ไดมาแทนคาในสมการ 

   คา-ด ี =           -  Δ X /   Δ Y 

เนื่องจากพิจารณาเมื่อจํานวนเซลลลดลง 1 log cycle ดังนั้น    Δ X  จึงมีคาเปน 1 จะไดวา 
   คา-ด ี = -1/ slope 
 
ตัวอยาง  การหาคาความสามารถในการตานทานขามตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ของเซลล 
V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน หลังสัมผัสสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm  จากตารางภาคผนวกที ่ง1 ความชันของกราฟเปน -0.107 ดังนั้น
คา-ดี ของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนคํานวณไดดังนี ้
   DH2O2 30 ppm = -1 / (-0.107) 
     = 9.34 นาที 
 การหาคา-ดี ของเซลลปกติ เซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร สารฆาเชื้อเปอรแอ
ซิติกแอซิด และไฮโดรเจนเปอรออกไซดคํานวณดวยวิธีการเดียวกัน 
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ตารางผนวกที่ ง2  จํานวนเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm 
 

เวลา (นาท)ี เซลลปกติa เซลลที่ผานความรอนb เซลลที่ผานการขาดอาหารc 
เซลลที่ผานสาร 

เปอรแอซิติกแอซิดd 

เซลลที่ผานสาร 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดe 

0 5.19±0.07f 5.30±0.01 5.18±0.04 5.18±0.04 5.22±0.07 
5 4.31±0.02 5.16±0.17 5.02±0.10 5.05±0.13 4.86±0.00 
10 3.76±0.07 5.08±0.05 4.83±0.14 4.43±0.14 4.69±0.18 
15 3.08±0.42 4.71±0.25 4.71±0.10 4.41±0.20 4.30±0.00 
20 2.55±0.24 4.13±0.02 4.49±0.23 3.62±0.21 3.06±0.80 
25 2.13±0.08 3.69±0.13 4.27±0.04 2.39±0.21 2.14±0.19 
30 1.79±0.23 2.93±0.24 4.21±0.15 1.96±0.16 1.89±0.06 

 
หมายเหตุ  a  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลปกติที่รอดชีวติ 

    b  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานความรอนที่รอดชีวิต 
    c  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานการขาดอาหารที่รอดชีวิต 
    d  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานสารเปอรแอซิติกแอซิดที่รอดชีวิต 
    e  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่รอดชีวิต 
    f  =  standard deviation; n = 2 
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ตารางผนวกที่ ง3  จํานวนเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่รอดชีวติหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm 
 

เวลา (นาท)ี เซลลปกติa เซลลที่ผานความรอนb เซลลที่ผานการขาดอาหารc 
เซลลที่ผานสาร 

เปอรแอซิติกแอซิดd 
เซลลที่ผานสาร 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดe 
0 5.44±0.35f 5.52±0.04 5.76±0.04 5.27±0.04 5.31±0.08 
5 5.32±0.26 5.49±0.06 5.23±0.00 5.22±0.04 5.26±0.03 
10 4.93±0.11 5.48±0.04 4.79±0.08 5.21±0.05 5.13±0.05 
15 4.45±0.09 5.36±0.14 4.43±0.18 5.02±0.04 4.73±0.03 
20 3.61±0.19 4.73±0.43 4.20±0.09 4.92±0.02 3.79±0.23 
25 2.61±0.23 3.85±0.13 4.08±0.04 4.45±0.03 2.96±0.25 
30 2.27±0.28 3.15±0.01 3.66±0.09 3.60±0.04 2.31±0.01 

 
หมายเหตุ  a  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลปกติที่รอดชีวติ 
     b  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานความรอนที่รอดชีวิต 
     c  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานการขาดอาหารที่รอดชีวิต 
     d  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานสารเปอรแอซิติกแอซิดที่รอดชีวิต 
     e  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่รอดชีวิต 
     f  =  standard deviation; n = 2 
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ตารางผนวกที่ ง4  คาเปอรเซ็นตการรอดชีวติของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
  30 ppm 

 
คาเปอรเซ็นตการรอดชีวิต (%) 

เวลา (นาท)ี 
เซลลปกติa เซลลที่ผานความรอนb เซลลที่ผานการขาดอาหารc 

เซลลที่ผานสาร 
เปอรแอซิติกแอซิดd 

เซลลที่ผานสาร 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดe 

0 100 100 100 100 100 
5 13.16 71.64 70.67 74.17 45.15 
10 3.75 59.20 45.33 17.88 29.05 
15 0.77 25.27 34.66 17.15 6.37 
20 0.23 6.71 20.80 2.74 0.68 
25 0.09 2.43 12.30 0.16 0.08 
30 0.04 0.42 10.73 0.06 0.05 

 
หมายเหตุ  a  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลปกติที่รอดชีวติ 

    b  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานความรอนที่รอดชีวิต 
    c  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานการขาดอาหารที่รอดชีวิต 
    d  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานสารเปอรแอซิติกแอซิดที่รอดชีวิต 
    e  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่รอดชีวิต 91 
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ตารางผนวกที่ ง5  คาเปอรเซ็นตการรอดชีวติของเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
  30 ppm 

 
คาเปอรเซ็นตการรอดชีวิต (%) 

เวลา (นาท)ี 
เซลลปกติa เซลลที่ผานความรอนb เซลลที่ผานการขาดอาหารc 

เซลลที่ผานสาร 
เปอรแอซิติกแอซิดd 

เซลลที่ผานสาร 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดe 

0 100 100 100 100 100 
5 76.00 92.47 29.90 89.78 88.83 
10 30.95 91.27 10.89 86.56 65.05 
15 10.25 69.58 4.72 55.91 26.12 
20 1.48 16.29 2.76 44.25 3.02 
25 0.15 2.11 2.08 15.16 0.44 
30 0.07 0.43 0.80 2.16 0.10 

 
หมายเหตุ  a  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลปกติที่รอดชีวติ 

    b  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานความรอนที่รอดชีวิต 
    c  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานการขาดอาหารที่รอดชีวิต 
    d  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานสารเปอรแอซิติกแอซิดที่รอดชีวิต 
    e  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่รอดชีวิต 92 
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เซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด
เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส
เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) 12 ชั่วโมง
เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm
เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm

 
 
ภาพผนวกที่ ง2  จํานวนเซลลรอดชีวิตของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่สราง 
               ความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลาตาง ๆ  
หมายเหตุ  I  หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; n = 2) 
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เซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) 12 ชั่วโมง

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm

 
 
ภาพผนวกที่ ง3  จํานวนเซลลรอดชีวิตของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่สราง 
               ความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลาตาง ๆ  
หมายเหตุ  I  หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; n = 2) 
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