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Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบจากการ

บริโภคอาหารทะเล  ในกระบวนการผลิตอาหารมีขั้นตอนตาง ๆ เพื่อลดปริมาณการปนเปอนของแบคทีเรียชนิดนี้
แตพบวาเซลลบางสวนสามารถรอดชีวิตและตานทานตอสภาวะเครียด ทําใหพบการปนเปอนในอาหารได  ใน
งานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาถึงผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ตอการเปลี่ยนแปลงโปรตีนภายในเซลลเครียดของ V. 
parahaemolyticus ที่คาดวาเปนกลไกหนึ่งที่ทําใหเซลลรอดชีวิตได ทั้งนี้ไดศึกษาความสามารถของเซลลเครียด V. 
parahaemolyticus ในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวย 

 
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 ที่ผานสภาวะเครียด 4 สภาวะ ไดแก ความรอนที่ 42 องศาเซลเซียส 30 นาที  การขาดอาหาร 
(น้ําตาลกลูโคส) 12 ช่ัวโมง  สารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm 15 นาที และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm    
15 นาที  พบวากระตุนใหมีการสรางโปรตีนชนิดเครียด (stressed protein) ในแบคทีเรียชนิดนี้ทั้ง 5 สายพันธุได  
จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนิดของโปรตีนในเซลลเครียดดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิติพบวา
มีการสรางโปรตีนเพิ่มขึ้นหลายชนิด โปรตีนสวนใหญที่สรางขึ้นมีขนาดใกลเคียงกับโปรตีนในกลุม heat shock 
proteins (HSPs) ไดแก DnaK, GroEL, DnaJ, HSP90 และ RpoH รวมถึงโปรตีนในกลุม general stress proteins  
นอกจากนี้ยังพบวาเซลลเครียดดังกลาวแสดงความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 30 ppm เปนเวลา 30 นาทีได  พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดทั้ง 4 สภาวะขางตนมีคา-ดี (D-values) 
มากกวาเซลลปกติ โดยเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหารมีคา-ดีสูงที่สุด เซลลเครียดจากการขาดอาหาร
ของสายพันธุ vp-293 ที่เปนตัวแทนของ TDH V. parahaemolyticus มีคา-ดีเปน 27.6 นาที และเซลลเครียดสาย
พันธุ FS-015 ตัวแทนของ TRH V. parahaemolyticus มีคา-ดีเปน 17.2 นาที ซึ่งใหคา-ดีมากกวาเซลลปกติถึง 3-4 
เทา  การที่เซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดทั้ง 4 สภาวะ สามารถแสดงความ
ตานทานและตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดคาดวาเกิดจากโปรตีนชนิดเครียดตาง ๆ ที่
สรางขึ้นชวยใหเซลลรอดชีวิตและสรางการตานทานตอสภาวะเครียดอื่น ๆ ได ดังนั้นกรรมวิธีการผลิตอาหาร
ทะเลจึงควรใหความสําคัญตอการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคในวัตถุดิบและระหวางการผลิตเพื่อปองกันไมให
มีเซลลเครียดที่ตานทานตอปจจัยการผลิตและการเก็บรักษาเพิ่มขึ้น ซึ่งเซลลเหลานั้นมีโอกาสรอดชีวิตและ 
กอใหเกิดความเสี่ยงกับการบริโภคอาหารทะเลแปรรูปได 
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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. 
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(1) 
สารบัญตาราง 

 

ตารางที่ หนา 

  
     1 ความแตกตางระหวาง  V. parahaemolyticus และ Vibrio spp.   5 
     2 การปนเปอนของเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหาร 7 
     3 ชนิดและสัดสวนของกรดไขมันในเยื่อหุมเซลล V. parahaemolyticus  

ที่ไมผานและผานสภาวะเครียดจากความรอน 15 
     4 การตอบสนองตอสภาวะเครียดกระตุนการสรางโปรตีนชนิดเครียด 21 
     5 ชนิดและขนาดโมเลกุลของโปรตีนในเซลลแบคทีเรียที่สรางขึ้นเพื่อ

ตอบสนองตอสภาวะเครียด 22 
     6 เปอรเซ็นตของอะคริลาไมดที่ใชแยกโปรตนีที่มีขนาดโมเลกุลตางกันโดยวิธี 

SDS-PAGE 24 
     7 คา-ดี(นาท)ี ของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 และ TRH 

V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่ผานสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 30 ppm เปนเวลา 30 นาที เปรียบเทียบระหวางเซลลปกติและเซลลที่
ผานสภาวะเครียด 56 

 
ตารางผนวกที่ 
 
     ง1 คาความชันจากเสนแนวโนมของกราฟแสดงจํานวนเซลล  

V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ทั้งเซลลปกติและเซลลที่ผานสภาวะ
เครียดตาง ๆ ที่รอดชีวิตหลังจากสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ความเขมขน 30 ppm ที่อุณหภูมิ 30±2 ºC 88 

     ง2 จํานวนเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่รอดชีวิตหลัง
สัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm 
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     ง3 จํานวนเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่รอดชีวิตหลัง
สัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm 

 
90 

(2) 



 

(2) 
สารบัญตาราง (ตอ) 

 

ตารางผนวกที่ หนา 

  
     ง4 คาเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ  

vp-293 ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 91 
     ง5 คาเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ  

FS-015 ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 92 
 

(3) 



 

(3) 
สารบัญภาพ 

 
 
 

ภาพที ่ หนา 
  
   1 ความสัมพันธระหวางสรีระของเซลลแบคทีเรียในสภาวะเครียดที่ระดบั

ความเครียดตางกัน 10 
   2 ภาพจําลองการทํางานของ heat shock proteins เมื่อเซลลแบคทีเรียเผชญิ

สภาวะเครียด 13 
   3 กระบวนการตอบสนองของเซลลแบคทีเรียตอสภาวะเครียดจากความรอน 20 
   4 ตัวอยางรูปแบบของโปรตีนจากการตรวจสอบดวยเทคนิค SDS-PAGE 25 
   5 ภาพจําลองวิธีการแยกโปรตีนโดยใชเทคนคิ isoelectric focusing (IEF) 26 
   6 การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TDH V. parahaemolyticus   

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 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่

สรางความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่
เวลา 0-30 นาที 54 

  12 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่
สรางความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่
เวลา 0-30 นาที 55 

(4) 



 

(4) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

ภาพผนวกที ่ หนา 

  
      ค1 เครื่องมือและอุปกรณที่ใชสําหรับการวิเคราะหเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบ 

หนึ่งมิต ิ 85 
      ง1 เสนแนวโนม (linear regression) ของกราฟจํานวนเซลล V. parahaemolyticus 

สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครยีดจากสารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด  ที่รอด
ชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm ที่
อุณหภูมิ 30±2 ºC และเวลา 0-30 นาท ี 87 

      ง2 จํานวนเซลลรอดชีวิตของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่สราง
ความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm  
ที่เวลา 0-30 นาที 93 

      ง3 จํานวนเซลลรอดชีวิตของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่สราง
ความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm  
ที่เวลา 0-30 นาที 94 

 
 
 

(5) 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

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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ผลของสภาวะเครียดตอการสรางโปรตีนชนิดเครียดและความสามารถ 
ในการตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

ของวิบริโอ พาราฮีโมไลติคัส 
 

Effects of Various Stresses on Stressed Proteins Production and  

Cross Protection Against Hydrogen Peroxide of Vibrio parahaemolyticus 
 

คํานํา 
 

  การสงออกอาหารทะเลและผลิตภัณฑอาหารทะเลตาง ๆ ทํารายไดเขาสูประเทศเปน
จํานวนมาก ซ่ึงในการสงออกสินคาอาหารนั้นตองคํานึงถึงความปลอดภัยและคุณภาพของอาหาร
เปนสิ่งสําคัญ  โดยเฉพาะเรื่องการปนเปอนของจุลินทรียชนิดที่กอใหเกิดโรคเนื่องจากอาหารเปน
พาหะ การปนเปอนของเชื้อโรคเหลานี้สงผลกระทบตอผูบริโภค ทําใหเกิดโรคเจ็บปวย เสยีสุขภาพ 
มีผลตอสุขภาพอนามัยโดยตรง และมีผลตอการสงออก ทําใหเกิดการสูญเสียทางดานเศรษฐกจิและ
ความเชื่อถือของประเทศคูคา  Vibrio parahaemolyticus เปนแบคทีเรียกอโรคชนิดหนึง่ที่มี
ความสําคัญและมีอุบัติการณกอโรคจากการปนเปอนเชือ้ชนิดนี้ในอาหารทะเลและผลิตภัณฑแปร
รูป (Oliver and Kaper, 1997; Vuddhakul et al., 2000) อยางไรก็ตามปจจัยในการเกดิโรคนอกจาก
การปนเปอนของเชื้อแลวยังเกิดจากพฤติกรรมของผูบริโภค ไดแก การเลือกรับประทานอาหาร
ทะเลสดหรือผานความรอนไมเพียงพอ นอกจากนั้นยังเกดิจากสุขลักษณะที่ไมดีพอในการเตรียม
อาหารทําใหเกิดการปนเปอนขาม (cross contamination) และสุดทายคอืการเก็บรักษาอาหารทะเลที่
อุณหภูมติ่ําไมเพียงพอ ปจจัยเหลานี้ทําใหเซลลแบคทีเรียที่ปนเปอนมีจาํนวนมากพอหรือทําใหเซลล
เพิ่มจํานวนไดในระหวางการบริโภคและการเก็บรักษาอาหารนั้น (Beuchat, 1982; Ray, 1996; Jay, 
2000) 
 

ในกระบวนการผลิตอาหารมีขั้นตอนตาง ๆ ที่ชวยลดปริมาณการปนเปอนของเชื้อจุลินทรีย
กอโรคในอาหาร ไดแก การลวก การลางดวยกรด การลางดวยสารฆาเชื้อ หรือการลางทําความ
สะอาดเครื่องมือและภาชนะอุปกรณทีใ่ชในการผลิต  แตก็ยังพบเซลลแบคทีเรียกอโรคเหลานั้น
หลงเหลือในอาหาร ซ่ึงแบคทีเรียบางสายพันธุเมื่อเซลลเผชิญกับสภาวะเครียดในขั้นตอนการผลิต
อาหาร พบวาความเครียดทีไ่มเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียนัน้จะกระตุนใหเซลลปกติ
กลายเปนเซลลเครียด (stressed cell) และสามารถตานทานตอระดับความเครียดนั้นไดเพิ่มขึ้น  เซลล
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เครียดยังสามารถแสดงความสามารถในการตานทานขาม (cross protection) ตอสภาวะเครียดอืน่ๆ
ได ทําใหยังมีเซลลรอดชีวิตปนเปอนอยูในอาหาร และกอใหเกิดความเสี่ยงในการบริโภคอาหาร
ทะเลแปรรูปได กลไกหนึ่งทีท่ําใหเซลลแบคทีเรียสามารถรอดชีวิตจากสภาวะเครียดตางๆได
เพิ่มขึ้นคือ การสรางโปรตีนชนิดพิเศษที่เรียกวา stressed protein  มีรายงานวาการใหความรอน  42 
องศาเซลเซียส 30 นาที มีผลกระตุนใหเซลล V. parahaemolyticus  อยูรอดไดที่อุณหภูมิ 47 องศา
เซลเซียสมากกวาเซลลปกต ิและเซลลนั้นยังมกีารสรางโปรตีนชนิดพิเศษที่มีสวนชวยใหเซลลอยู
รอดไดดีขึ้น (Wong et al., 2002) ในสภาวะเครียด เชน การขาดอาหาร(น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง พบวาเซลล V. parahaemolyticus มีความสามารถในการตานทานความรอนทีอุ่ณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียสไดเพิ่มขึ้นเชนกัน (ช่ืนจิต, 2548)  และเซลลที่ผานสภาวะนั้นยังถูกกระตุนใหสราง
ความตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 200 μM ไดอีกดวย (Koga and Takumi, 1995)   

 
อยางไรก็ตามการศึกษาถึงผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ตอการสรางโปรตีนภายในเซลลของ  

V. parahaemolyticus โดยเฉพาะสายพนัธุที่แยกไดจากอาหารในประเทศไทยยังมีขอมูลไมมากนกั 
ในงานวิจยันี้จงึไดทําการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงชนิดโปรตีนภายในเซลล V. parahaemolyticus ที่
ผานสภาวะเครียดตาง ๆ ไดแก  ความรอน  การขาดสารอาหาร และสารฆาเชื้อ โดยใชเทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิติ  รวมทั้งศึกษาความสามารถในการตานทานของเซลลเครียดตอ
สารไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ทั้งนี้เพื่ออธิบายวา เหตุใดเซลลจึงสามารถรอดชีวิตไดในสภาวะ
เครียดหรือรอดจากปจจัยเชนสารฆาเชื้อที่ใชในกระบวนการผลิตอาหาร ขอมูลที่ไดจักมีประโยชน
ในการประเมนิความเสี่ยงของเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหารทะเล และชวยเสริมสราง
ประสิทธิภาพในการทําลายแบคทีเรียชนดินี้ไดดยีิ่งขึ้น เพื่อเพิ่มความปลอดภัยใหกับอุตสาหกรรม
การผลิตอาหารทะเลตอไป 
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วัตถุประสงค 

 
1.  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนิดโปรตีนภายในเซลล TDH และ TRH Vibrio 

parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส)  สารฆาเชื้อ
เปอรแอซิติกแอซิด และสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยใชเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส
แบบหนึ่งมิต ิ
 

2.  ศึกษาความสามารถในการตานทานและการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด การเจริญและการอยูรอดของเซลล TDH และ TRH Vibrio parahaemolyticus  ที่ผาน
สภาวะเครียดจากความรอน  การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส)  สารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด และ
สารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
 
 

3 



 

4 4 

การตรวจเอกสาร 
 
1.  ความสําคญัของ Vibrio  parahaemolyticus 
 

1.1  ลักษณะทัว่ไปของ V. parahaemolyticus 
  

V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนทอนโคง (curved rod) ไม
สรางสปอร เคลื่อนที่ไดโดยอาศัยแฟลกเจลลาที่อยูบริเวณขั้วเซลล (polar flagella) เจริญไดทั้งใน
สภาวะทีม่ีและไมมีออกซิเจน (facultative anaerobe) มีแหลงธรรมชาติในน้ําทะเลและน้ํากรอย หรือ
ตามแนวชายฝงทะเล  สามารถสรางเอนไซมคะตะเลสและออกซิเดสได  เจริญไดในอาหารที่มี
น้ําตาลกลูโคสโดยไมสรางแกส แตไมสามารถเฟอรเมนตน้ําตาลแลคโตสหรอืซูโครส  เจริญไดที่
อุณหภูมิระหวาง 5 ถึง 42 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่เหมาะกับการเจรญิอยูในชวง 30 ถึง 37 องศา
เซลเซียส สวนคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมในการเจริญคืออยูในชวง 7.6 ถึง 8.6 แบคทีเรียชนดิ
นี้จัดอยูในกลุมชอบเกลือโซเดียมคลอไรดหรือ halophilic bacteria เซลลสามารถแบงตัวไดอยาง
รวดเร็วในสภาวะที่มีโซเดยีมคลอไรด 3 – 5 %  แตเจริญไมดีถามีโซเดียมคลอไรดสูงถึง 10 %  เมื่อ
อยูในสภาวะทีเ่หมาะสมเซลลสามารถแบงตัวในเวลาประมาณ 15 นาท ี แบคทีเรียชนดินี้มักไมทน
ตอความแหง ความรอน และความเย็น ซ่ึงอุณหภูมิในระดับการแชเย็น (refrigeration) หรือแชแข็ง 
(freezing) ที่ต่ํากวา 5 องศาเซลเซียสอาจทําใหเซลลตายได (Ray, 1996; Jay, 2000)  
 

Oliver and Kaper (1997) กลาววา มกีารจําแนกสายพันธุของ V. parahaemolyticus โดย 
แบงเปนซีโรไทป (serotype) ตามชนิดแอนติเจนซึ่งโดยปกติแอนตเิจนแบงได 3 ชนิดคอื 

 
1.1.1  O-antigen  เปนแอนติเจนที่ผนังเซลล  เปนสารประกอบในกลุม 

lipopolysaccharide (LPS)  
 

1.1.2  K-antigen  เปนแอนติเจนที่แคปซูล  เปนสารในกลุม acidic polysaccharide มี
สมบัติไมทนตอความรอน 

 
1.1.3  H-antigen  เปนแอนติเจนที่แฟลกเจลลา 

 



 

5 

การแบงซีโรไทปของเชื้อ V. parahaemolyticus พบวาปจจุบัน O-antigen มี 13 ชนิด 
และ K-antigen มี 71 ชนิด การจําแนกซีโรไทปของเชื้อจงึตองบอกทั้งชนิดของ O-antigen และ K –
antigen เชน อุบัติการณการเกิดโรคระบาดในป พ.ศ. 2539 ที่เมืองกัลกัตตา ประเทศอนิเดีย มกีาร
ระบาดทั้งทวปี (pandemic) ของซีโรไทป O3:K6 ทําใหเกิดโรคระบาดอยางตอเนื่องในอีกหลาย ๆ
ประเทศในทวปีเอเชีย เชน ญ่ีปุน จีน ไตหวนั รวมทั้งในประเทศอเมริกาดวย จากขอมลูจัดไดวา 
O3:K6 นี้เปน pandemic strain และพบวาเปนสายพันธุทีม่าจากแหลงเดียวกัน (ศรีวรรณา, 2548) 
ขอแตกตางของลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือการทดสอบทางชีวเคมีระหวาง V. 
parahaemolyticus และเชื้อในกลุม Vibrio sp. ชนิดอื่น ๆ แสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  ความแตกตางระหวาง  V. parahaemolyticus และ Vibrio sp.  
 

ลักษณะที่ใชศกึษา 
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 = ใหผลบวกในเวลา 24 ช่ัวโมง; S = รูปตรง; C = รูปโคง; G =สีเขียว; Y = สีเหลือง;  

   d = 11-90% ของสายพันธุใหผลบวก; v = ผลทดสอบแปรผันไดตามแตสายพันธุ 
ที่มา:  ดัดแปลงจาก Jay (2000)  
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1.2  การกอใหเกิดโรคของ  V. parahaemolyticus 
  

V. parahaemolyticus เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ 
(gastroenteritis) แตทุกสายพนัธุไมไดเปนเชื้อที่กอใหเกิดโรค  สายพันธุที่สามารถทําใหเกิดโรคได
นั้นตองมีความสามารถในการทําใหเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) เนื่องจากเชื้อชนดินี้มีการสราง
สารฮีโมไลซินที่ทนตอความรอน (heat-stable hemolysin) มีสมบัติยอยสลายเม็ดเลือดแดงได          
ฮีโมไลซินนี้เปนสารจําพวกโปรตีนที่ทนตอความรอน มขีนาดโมเลกุลประมาณ 23 kDa มช่ืีอเรียก
เฉพาะวา thermostable direct hemolysin (TDH) ซ่ึง TDH นี้จัดเปนปจจัยที่กอใหเกิดโรค (virulence 
factor) ของเชื้อชนิดนี้ (Ray, 1996) การระบาดของโรคจาก V. parahaemolyticus พบเปนครั้งแรก
ในปค.ศ. 1950 ที่เมืองโอซากาประเทศญี่ปุน ในครั้งนัน้มผูีปวยจํานวน 272 ราย และมีผูเสียชีวิตถึง 
20 ราย  สาเหตุเกิดจากการรบัประทานปลาซารดีนที่มีการปนเปอนเชื้อดังกลาว (Su and Liu, 2007) 

 
การตรวจสอบหาปจจยัที่กอใหเกิดโรคนี้สามารถตรวจสอบไดโดยการเพาะเลี้ยงเซลล 

V. parahaemolyticus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Wagatsuma agar ซ่ึงมีเม็ดเลือดแดงผสมอยูในอาหาร 
ความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดงของ TDH นี้เรียกวา kanagawa phenomenon (KP) ซ่ึงมี
รายงานพบวาเปนลักษณะทัว่ไปของเชื้อชนดินี้ที่แยกไดจากผูปวย แตมักไมพบสมบัติเชนนี้ในเชื้อที่
แยกไดจากในสิ่งแวดลอม (Joseph et al., 1982) จากผลการตรวจสอบดงักลาวถาเปนสายพันธุที่
สรางสาร TDH ได คือ สามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารนี้แสดงวาใหผลบวก เรียกวา 
kanagawa-positive reaction (K+) แตถาไมมีการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหารแสดงวาใหผลลบ
เรียกวา kanagawa-negative reaction (K-) (Bradshaw et al., 1984)  สายพันธุสวนใหญที่แยกไดจาก
ธรรมชาติมักเปนสายพันธุทีเ่ปน K- แตอยางไรก็ตามมีการพบวา บางสายพันธุที่เปน K- มีความ
เกี่ยวของกับการระบาดที่มีอาหารเปนพาหะดวยเหมือนกนั  โดยปกติสายพันธุที่เปน K+ มีการสราง 
TDH  สําหรับสายพันธุที่เปน K- จะมกีารสรางฮีโมไลซินที่ไมทนความรอน (heat-labile hemolysin)  
แตพบวาบางสายพันธุสามารถสรางไดทั้ง TDH และฮีโมไลซินที่ไมทนความรอน (Jay, 2000) 

 
นอกจากนี้ยังพบวา แบคทีเรียชนิดนี้บางสายพันธุมีการสรางสาร thermostable direct 

hemolysin-related hemolysin (TRH) ซ่ึงมีความสําคัญเปนปจจยัที่กอใหเกิดโรคดวย (Ray, 1996; 
Jay, 2000) ในธรรมชาติเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุที่สรางสาร TDH ไดนัน้มีจํานวนไม
มาก ในสภาพแวดลอมทัว่ไปและในอาหารทะเลนั้นพบแบคทีเรียชนดินี้ที่เปนสายพนัธุที่กอใหเกิด
โรคประมาณ 1 % (Oliver and Kaper, 1997) 
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ถาในอาหารมกีารปนเปอนของเชื้อชนิดนี้จาํนวนมาก ความรอนจากการปรุงอาหาร 
สุก ๆ ดิบ ๆ อาจไมสามารถทําลายเซลลไดหมด  มีรายงานวาการรับประทานอาหารที่มีเชื้อปนเปอน
อยูประมาณ 105 – 107 เซลลจะทําใหเกดิโรคได (Ray, 1996; Jay, 2000) ซ่ึงอาการของโรคที่เกิดจาก
เชื้อ V. parahaemolyticus ที่พบสวนใหญไดแก ทองเสยี อาเจียน คล่ืนไส ตะคริวบริเวณหนาทอง 
ปวดหวั มีไข ออนเพลีย การเกิดโรคสวนใหญมักพบวาเกิดจากผูปวยบริโภคอาหารทะเลสุก ๆ ดิบ ๆ 
ที่มีการปนเปอนของแบคทีเรียชนิดนี้เขาไป โดยอาหารทะเลที่เปนพาหะสําคัญในการระบาดของ
โรค เชน  หอยนางรม  กุง  ปู  ล็อบสเตอร  เปนตน  ซ่ึงนอกจากอาหารทะเลจะเปนสาเหตุหลักที่นํา
เชื้อโรคนี้มาสูคนแลว ยังพบวาอาหารชนดิอื่น ๆ ตลอดจนอุปกรณประกอบอาหาร ส่ิงแวดลอม
บริเวณที่ประกอบอาหารกส็ามารถทําใหเกิดการปนเปอนขามของแบคทีเรียนี้ รวมถึงพฤติกรรมการ
บริโภคสามารถทําใหเกดิโรคไดเชนกนั ในประเทศญี่ปุนประชาชนนยิมบริโภคอาหารทะเลสดดบิๆ 
หรือผานการปรุงแบบกึ่งสุกกึ่งดิบ พบวามกีารปวยจากแบคทีเรียชนิดนี้กวา 40 – 60 % สวนประเทศ
ไตหวนัในป 2001 มรีายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษซึ่งในจํานวนผูปวย 86 ราย มี 52 ราย
ที่พบวาเกิดโรคจากแบคทีเรียชนิดนี้ (Ray, 1996; Chang et al., 2004)  รายงานการตรวจพบการ
ปนเปอน V. parahaemolyticus ในอาหารชนิดตาง ๆ ไดรวบรวมและแสดงในตารางที่ 2 ดังนี ้
 
ตารางที่ 2  การปนเปอนของเชื้อ V. parahaemolyticus ในอาหาร 
 

ประเทศ อาหาร 
จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ /  
จํานวนตัวอยางทั้งหมด 

อางอิง 

มาเลเซีย กุง 
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 

ญี่ปุน กุง 
กุง 
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 

ญี่ปุน หอยกาบ 
ปลาอินทรี 

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

Hara-kudo et al., 2003 
Hara-kudo et al., 2003 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

ประเทศ อาหาร 
จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ /  
จํานวนตัวอยางทั้งหมด 

อางอิง 

สหรัฐอเมริกา สัตวน้ําเปลือกแข็ง 
สัตวน้ําเปลือกแข็ง 

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  * = คาที่ไดมาจากการตรวจพบเชื้อที่ระดับมากกวา 104 MPN/g, การตรวจสอบโดยวิธี     

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

2.  สถานการณของเชื้อ V. parahaemolyticus ในการกอโรคอาหารเปนพิษในประเทศไทย 
 
 ขอมูลจากสํานักระบาดวิทยา ประเทศไทยในชวงป พ.ศ. 2540-2545 พบเชื้อชนิดนี้เปน
สาเหตุอันดับ 1 ที่ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ ซ่ึงคิดเปน 56, 56, 58, 60, 61 และ 78 % ของผูปวย
โรคอาหารเปนพิษทั้งหมดในชวง 5 ปดังกลาว ตามลําดับ (ศรีวรรณา, 2548) 
 

ขอมูลจากศูนยเฝาระวังการดือ้ยาของเชื้อตอตานจุลชีพ สถาบันวิจยัวิทยาศาสตร
สาธารณสุขในการเพาะเชื้อจากผูปวยกลุมอุจจาระรวงใน 32 โรงพยาบาลเครือขายพบวา ในป พ.ศ. 
2543 พบเชื้อ V. parahaemolyticus เปนสาเหตุอันดับ 1 ของโรคอุจจาระรวงพบเชื้อนีใ้นผูปวย 1,310 
ราย จากผูปวยทั้งหมด 5,337 ราย (24.5 %) สวนในป พ.ศ. 2544 จนถึงป พ.ศ. 2546 พบวาเปน
สาเหตุอันดับ 2 รองจากเชื้อ Salmonella sp. โดยในป 2544 พบเชื้อ V. parahaemolyticus ในผูปวย 
1,148 ราย จากผูปวยทั้งหมด 6,897 ราย คิดเปน 16.6 % ในป 2545 พบในผูปวย 805 ราย จากผูปวย
ทั้งหมด 4,219 ราย คิดเปน 19.1 % และในป 2546 พบในผูปวย 636 ราย จากผูปวยทั้งหมด 4,081 
ราย คิดเปน 15.6 % (ศรีวรรณา, 2548) 
 
 ผลการเฝาระวังทางหองปฏิบัติการ สถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุขระหวางป พ.ศ. 
2543-มิ.ย. 2547 แยกเชื้อ V. parahaemolyticus จากอาหารและสิ่งแวดลอมจํานวนรวมทั้งสิ้น 629 
สายพันธุ แบงเปนสายพันธุแยกไดจากผูปวย 543 สายพันธุ จากอาหารทะเล 78 สายพนัธุ และจาก
น้ํา 8 สายพันธุ เปนที่นาสังเกตวาพบซีโรไทป O3:K6 มากในผูปวยเปนอันดับหนึ่งคดิเปน 27.6 % 
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สวนในอาหารไดแกปลาซะบะสด พบซีโรไทป O3:K6 จํานวน 1 สายพันธุ คิดเปน 1.3 % และเปน
สายพันธุที่มีสมบัติสรางสาร TDH อยางไรก็ตามสายพันธุที่แยกไดจากน้ําไมพบซีโรไทปที่ทําให
เกิดโรคคือ O3:K6 ดังกลาว (ศรีวรรณา, 2548) 
 
 ในป พ.ศ. 2543 เกิดอุบัติกาณการระบาดของโรคอาหารเปนพิษที่โรงเรียนไทรนอย จงัหวัด
นนทบุรี มีผูปวยจาํนวน 63 ราย พบวา 54 % ของ V. parahaemolyticus ที่แยกไดจากผูปวยเปนซีโร
ไทป O3:K6 สวนที่เหลือเปนซีโรไทป O3:KUT (UT คือ untypeable) และ O4:K8 (ศรีวรรณา, 
2548) 
 
 ในป พ.ศ. 2547 (เดือนเมษายน) เกดิอุบัติการณการระบาดของอาหารเปนพิษที่เมืองทอง
ธานี กรุงเทพมหานคร มีผูปวยจาํนวน 51 ราย พบวา 76 % เกิดจากซีโรไทป O3:K6  ถัดมาในเดือน
สิงหาคมเกิดการระบาดของอาหารเปนพิษที่จังหวดัรอยเอ็ด ผูปวยจาํนวน 125 ราย โรงพยาบาล
รอยเอ็ดตรวจพบเชื้อ V. parahaemolyticus 3 รายจากผูปวย 63 ราย และจากตวัอยางกุงสด 1 ราย ผล
การตรวจหาซีโรไทป พบวาทั้งจากผูปวยและจากอาหารเปนซีโรไทป O1:K25  และในเดือน
กันยายนป พ.ศ. 2547 เกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษที่โรงเรียนแหงหนึ่งในจังหวดัตรัง ศนูย
วิทยาศาสตรการแพทยตรังตรวจพบเชื้อ V. parahaemolyticus ไดจากผูปวย ผลการตรวจหาซีโร
ไทปของสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุขจากผูปวย 26 ราย พบซีโรไทป O4:K9 ในผูปวย 24 
ราย (92.3 %) ซีโรไทป O1:KUT ในผูปวย 1 ราย และ O3:K6 ในผูปวย 1 ราย (ศรีวรรณา, 2548) 
 
 จากขอมูลรายงานสถานการณขางตนของศรีวรรณา (2548) จะเห็นไดวา แนวโนมการ
ระบาดของเชือ้ V. parahaemolyticus ที่กอใหเกดิโรคอาหารเปนพษิในประเทศไทยมีมากขึ้น โดย
พบซีโรไทปที่เคยมีรายงานวาเปน pandemic strain มากขึ้น และพบวามกีารเปลี่ยนแปลงซีโรไทป
ของเชื้อในการกอโรคระบาด รวมทั้งการพบสายพันธุทีส่รางสารพิษชนิดทนความรอนที่เรียกวา 
TDH ในอาหารทะเลดวย ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจยัของ Vuddhakul et al. (2000) ที่มกีารแยกเชื้อ V. 
parahaemolyticus O3:K6 ที่เปน pandemic strain ไดจากหอยกาบ ซ่ึงหลังจากนั้นไดมกีารสํารวจ
จากโรงพยาบาล 2 แหงของเมืองหาดใหญพบวา สามารถแยกเชื้อ V. parahaemolyticus จากสิ่งสง
ตรวจที่อาจเปนสาเหตุของโรคทองรวง 317 ตัวอยาง โดยที่โรงพยาบาลหาดใหญพบ 276 ตัวอยาง 
จาก 8,281 ตัวอยาง คิดเปน 3.33 % และทีโ่รงพยาบาลสงขลานครินทรพบ 43 ตัวอยาง จาก 3,193 
ตัวอยาง คิดเปน 1.35 % (Laohaprertthisan et al., 2003)  
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3.  สภาวะเครียดในแบคทีเรีย 
  
 สภาวะเครียด (stress) คือปจจัยหรือสภาวะใด ๆ ที่ไมเหมาะสมกับการเจริญและการอยูรอด
ของแบคทีเรีย แตสภาวะนัน้ไมทําใหแบคทีเรียตาย (lethal) เซลลแบคทีเรียยังอยูในภาวะเซลลกึ่ง
ตาย (sublethal cells) หรือเซลลบาดเจ็บ (injured cells) ซ่ึงแบคทีเรียจะมีกลไกการตอบสนองโดย
การปรับตัว (adaptation) ใหรอดชีวิตในสภาวะเครียดนัน้ ในที่สุดเซลลอาจเจริญและเพิ่มจํานวนได
ในที่สุด (Yousef and Courtney, 2002) ซ่ึงในการปรับตัวของเซลลดังกลาวนั้น ทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงสรรีะของเซลล (physiological state) คือเปนการเปลี่ยนแปลงชั่วคราวเทานั้น เมื่อ
สภาวะเครียดนั้นหายไปหรอืเซลลกลับเขาสูสภาวะปกต ิลักษณะทางสรีระดังกลาวจะเหมือนเดิม  
การเปลี่ยนแปลงของลักษณะทางสรีระตาง ๆ เมื่อเซลลแบคทีเรียเผชิญกับสภาวะที่ไมเหมาะสมใน
ระดับตาง ๆ กนัอธิบายและแสดงในภาพที่ 1 
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  ความสัมพันธระหวางสรีระของเซลลแบคทีเรียในสภาวะเครยีดที่ระดับความเครียดตางกนั 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Yousef and Courtney (2002) 
 
 จากภาพที่ 1 แสดงความเครียดหลายระดบัที่เกิดกับแบคทีเรียและทําใหเกิดผลตอเซลลที่
แตกตางกันไปเชน ที่สภาวะเครียดระดับไมรุนแรง (mild stress) เปนสภาวะเครยีดที่ทําใหเซลลอยู
ในระดบักึ่งตาย (sublethal stress) ไมมีผลในการมีชีวิตของเซลล (viability) แตทําใหเซลลไมมีอัตรา
การเจริญ หรือมีอัตราการเจริญที่ลดลง ทําใหเซลลกลายเปนเซลลเครียด (stressed cells)ในที่สุด 
สวนที่สภาวะเครียดระดับปานกลาง (moderate stress) ไมไดมีผลแคเพียงหยุดการเจรญิของเซลล
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เทานั้น แตยังมีผลทําใหเซลลสูญเสียความสามารถในการรอดชีวิตไปบางสวนดวย และในสภาวะ
เครียดระดับรุนแรง (severe stress) เปนสภาวะเครยีดในระดับที่ทําใหเซลลเดิมที่อยูในสภาวะปกติ
ตายได (lethal stress) ซ่ึงมีผลทําใหแบคทเีรียกลุมหลัก ๆ ในสิ่งแวดลอมนั้นตายลงไปได  สําหรับ
เซลลปกติที่เปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลเครียดนั้นจะมีการตอบสนองตอความเครียดโดยการปรับตวั
ทําใหเซลลสามารถตานทานตอสภาวะเครียดนัน้ ๆ หรือตอสภาวะเครียดประเภทอื่น จนสามารถ
รอดชีวิตกลับมาเปนเซลลปกติไดเชนเดิม 
 
4.  การตอบสนองตอสภาวะเครียดของแบคทีเรีย 
 
 เมื่อเซลลแบคทีเรียเผชิญกับสภาวะเครียดตาง ๆ จะมีการตอบสนองตอสภาวะเครียดนั้นได
ในหลายลกัษณะ เชน มีการสรางโปรตีนเพื่อชวยซอมแซมเซลลที่เสียหาย  โปรตีนดงักลาวชวย
รักษาสภาพของเซลล หรือชวยในการกําจัดสารหรือการกระทําที่ทําใหเกิดความเครยีด (stress 
agent) เซลลแบคทีเรียมีความสามารถในการตานทานตอปจจัยหรือสภาวะเครยีดที่เปนอันตรายตอ
เซลลไดเพิ่มขึ้น หรือเซลลบางสายพันธุอาจมีการเปลี่ยนแปลงสรีระของเซลลไปจากเดิม เชน มีการ
สรางสปอร หรือการเขาสูสภาวะรอดชีวติแตไมเพิ่มจํานวนในการเพาะเลี้ยงดวัยอาหารเลี้ยงเชื้อใน
หองปฏิบัติการ ซ่ึงเรียกวาสภาวะ viable but non-culturable (VBNC) หรือทายที่สุดเซลลมีการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (mutation) ซ่ึงจะเกิดขึ้นไดถาเซลลปรับตัวโดยการเปลี่ยนแปลงสาร
พันธุกรรม (genetic materials) แตลักษณะนี้ทําใหสมบัตบิางประการของเซลลเปลี่ยนแปลงไปอยาง
ถาวร (Yousef and Courtney, 2002) 
 

การตอบสนองตอสภาวะเครียดของแบคทีเรียอาจแบงได 2 ระดับคือ ระดับแรกเรยีกวาการ
ปรับตัว (adaptation) เมื่อแบคทีเรียถูกกระตุนดวยความเครียดเซลลจะมีการปรับตัวและปองกัน
ตัวเอง โดยมีการตานทานตอความเครียดทีก่ระตุนหรือตานทานตอความเครียดชนดิอื่น ๆ ทําให
แบคทีเรียทนทานและสามารถปรับตัวใหเขากับสภาวะเครียดไดซ่ึงเรียกวา stress adaptation หรือ 
stress adaptive response  สวนระดับที่สองเรียกวาการสรางความตานทาน (tolerance) เปนการ
ตานทานตอปจจัยที่เปนอันตราย ซ่ึงหมายถึงความสามารถของแบคทีเรียในการรอดชวีิตภายใต
สภาวะเครียดนั้น โดยปกติแลวแบคทีเรียแตละชนิดมีการตานทานตอสภาวะเครียดไดแตกตางกนั
และแตกตางกนัหลายระดับ แตบางสายพันธุอาจถูกชักนําใหเกิดการตานทานตอสภาวะเครยีดที่
รุนแรงมากกวาเดิมสมบัตินี้จะคงอยูไดในแบบชั่วคราว (transient tolerance) ซ่ึงอาจใชคําวา 
resistance หรือ tolerance ในความหมายเดียวกัน (Yousef and Courtney, 2002) 
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4.1  สภาวะเครียดจากความรอน (heat stress) 
 

สภาวะเครียดประเภทนี้พบไดมากในอุตสาหกรรมอาหารที่ตองมีการใชความรอนใน
การทําลายหรอืลดปริมาณจลิุนทรีย  เชน  การใชน้ํารอนลวกวัตถุดิบกอนเขาสูกระบวนการอื่น ๆ 
จุดประสงคเพือ่ทําลายเอนไซม หรือเพื่อลดปริมาณจุลินทรียที่ปนเปอนมากับวตัถุดบิ  การลวกทํา
ใหเซลลจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารนั้นผานความรอนทีอุ่ณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การเจริญของเซลลเปนระยะเวลาสั้น ๆ ทําใหเกิดภาวะที่เรียกวาการช็อกเซลลดวยความรอนหรือ 
heat shock ซ่ึงความรอนดังกลาวอาจทําใหเซลลบาดเจ็บหรือตายบางสวน สวนเซลลที่รอดชีวิตได
พบวามีความสามารถในการตานทานความรอนเพิ่มขึ้น (Linton et al, 1990)  

  
นอกจากนี้ยังมอีาหารบางชนดิที่ใชความรอนระดับต่ํา (mild heat) ในกระบวนการผลิต

เชน sous vide อาหารกลุมนี้เปนกระบวนการผลิตอาหารที่มีกระบวนการใชความรอนต่ําที่สุด 
(minimally processed) เพื่อรักษาคุณภาพของอาหารใหใกลเคียงอาหารสด ซ่ีงเปนที่ตองการของ
ผูบริโภคในปจจุบันมากขึ้น (Abee and Wouters, 1999)  โดยในกระบวนการผลิตอาจจะใหความ
รอนอุณหภูมิต่าํลงเปนเวลานานขึ้นหรือใหความรอนในอตัราที่ชาลง มี come-up times ที่นานขึ้น 
จากสภาวะดังกลาวทําใหจุลินทรียที่อาจปนเปอนในอาหารตองเผชิญกับสภาวะที่คลายกับการ heat 
shock ซ่ึงมีผลทําใหเซลลสามารถตานทานความรอนไดเพิ่มขึ้นเชนกนั (Juneja and Novak, 2002)  
 

กลไกสําคัญที่ทําใหความสามารถในการตานทานความรอนของแบคทีเรียเพิ่มขึ้น
เนื่องจากการผานความรอนเปนระยะเวลาสั้นนั้นสันนษิฐานวาในเซลลเกิดการกระตุนการ
สังเคราะหโปรตีนชนิดพิเศษคือ heat shock proteins (HSPs) พบวาโปรตนีเหลานั้นมีการ
เปลี่ยนแปลงชนิดและปริมาณเพิ่มขึ้น โปรตีนเหลานี้เปนโปรตีนในกลุมโปรตีนชนิดเครียด หรือ 
stressed  proteins (Linton et al., 1990) ซ่ึง HSPs สวนใหญจะถูกสรางขึ้นในปริมาณเล็กนอยเมื่ออยู
ในสภาวะปกติ (non-stress conditions) แตเมื่อเซลลเผชิญกับความเครยีดจากอุณหภมูิที่สูงขึ้น เซลล
จะถูกกระตุนใหสราง HSPs เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว และการสรางโปรตีนตลอดจนปริมาณโปรตีนที่
เพิ่มขึ้นจะคงอยูในชวงเวลาสั้น ๆ (Abee and Wouters, 1999)    

 
เนื่องจากความรอนเปนสาเหตุใหสารโมเลกลุใหญ (macromolecule) ที่เปน

องคประกอบสําคัญภายในเซลล เชน โปรตีน และเอนไซมชนิดตาง ๆ เกิดความเสียหายได ดังนัน้
HSPs ที่สรางขึ้นจะมหีนาทีห่ลัก 2 ประการดวยกันคือ ซอมแซม หรือทําลายองคประกอบของ
โปรตีนที่เสียหายเหลานั้นเพื่อไมใหไปขดัขวางกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล (Yousef and 
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Courtney, 2002) ซ่ึง HSPs แบงออกไดเปน 2 กลุมคือ chaperones และ proteases ซ่ึงการทํางาน
รวมกันของโปรตีนทั้งสองกลุมนี้ชวยรักษาสภาพโปรตีนภายในเซลลแบคทีเรียใหมีการทํางานได
ปกติ ซ่ึงการทํางานของ HSPs 2 กลุมนี้จะถูกกระตุนจากการที่โปรตีนภายในเซลลมีการ
เปลี่ยนแปลงรปูรางเนื่องจากความเครียดหรือความรอน (conformation shift) เชน โปรตีนมีการ
ซอนพับผิดพลาด (misfolded)  หรือมีการซอนพับเพียงบางสวน (partially-folded) รวมถึงโปรตีนมี
อัตราการซอนพับ (folded) ของโครงสรางหรือการประกอบเปนโครงสรางที่สมบูรณ (assembly) 
ชาลง (Gottesman et al., 1997) การทํางานของ HSPs 2 กลุมคือ proteases และ chaperones เมื่อ
เซลลอยูภายใตสภาวะเครียดคือ proteases มีหนาที่ในการสลายหรือทําลายโปรตีนที่มีรูปรางผิดปกติ
เหลานั้นใหเสยีสภาพและกําจัดออกไปนอกเซลล  สวน chaperones มีหนาที่เปนเหมือนตัวปกปอง
โปรตีนที่มีสภาพไมเสียหายมากนัก ใหมีรูปรางที่อยูในรปูที่ทํางานได ไมถูกสลายหรอืเปลี่ยนแปลง
รูปรางไป (Abee and Wouters, 1999)  

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2  ภาพจําลองการทํางานของ heat shock proteins เมื่อเซลลแบคทีเรียเผชิญสภาวะเครยีด 
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)  พบวาเซลลของ V. parahaemolyticus ที่ผานความรอนอุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ถูกกระตุนใหสามารถอยูรอดไดที่อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส มี
คา-ด ี(D-values) มากกวาเซลลที่ไมผานความรอน คา-ดีเพิม่ขึ้นจาก 2.03 นาที เปน 3.33 นาที  จาก
การศึกษาพบวาเซลลดังกลาวมีการสรางโปรตีนชนิด HSPs ที่มีมวลโมเลกุล 47.6 kDa ซ่ึงพบ
โปรตีนชนิดพเิศษนี้ในสวนของ total cellular fraction และโปรตีนมวลโมเลกุล 62.3 kDa ซ่ึงพบใน
สวนของ periplasmic และ extracellular fraction มีปริมาณเพิ่มขึ้น เมื่อนํามาตรวจสอบดวยเทคนิค 
immunoblotting พบวา โปรตีนดังกลาวคือ โปรตีน DnaJ และโปรตีน GroEL ซ่ึงมีมวลโมเลกุล 41 
และ 63 kDa ตามลําดับ จึงคาดวาโปรตีนทั้งสองชนิดนี้มีสวนสําคัญชวยใหเซลลสามารถอยูรอดที่
สภาวะอณุหภมูิสูงไดดีขึ้น 
 

กลไกอีกประการหนึ่งที่คาดวาทําใหเซลลสามารถเจริญและอยูรอดไดในสภาวะเครยีด
จากการ heat shock หรือในกระบวนการผลิตอาหารที่ใชความรอนระดับต่ําคือ การที่องคประกอบ
ของไขมันที่บริเวณผนังเซลลแบคทีเรียเปลี่ยนแปลงเนื่องจากความเครียดจากความรอน ซ่ึงความ
รอนดังกลาวสามารถกระตุนใหเซลลแบคทีเรียมีการปรบัตัวที่บริเวณเยื่อหุมเซลล (cell membrane) 
มีปริมาณกรดไขมันชนิดอิ่มตัวและสายยาวเพิ่มมากขึ้น เพื่อรักษาสภาพการไหลของเยื่อหุมเซลล 
และใหโปรตีนยังคงมีกจิกรรมไดตอไป (Russell and Fukanaga, 1990) พบวาในเซลลแบคทีเรียที่มี
เยื่อหุมเซลลประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตวัชนิดสายยาว (long chain saturated fatty acid) เปน
องคประกอบ มีความสามารถในการตานทานความรอนไดดีกวาแบคทีเรียที่มไีขมันซึง่มีกรดไขมัน
ไมอ่ิมตัวชนดิสายสั้น (shortchain unsaturated fatty acid) เนื่องจากกรดไขมันอิ่มตัวชนิดสายยาวจะ
มีจุดหลอมเหลวสูงกวากรดไขมันไมอ่ิมตวัชนิดสายสั้น  จึงทําใหเซลลสามารถคงสภาพอยูไดที่
อุณหภูมิสูง (Beuchat and Worthington, 1976)   

 
Chiang et al. (2005) ไดทําการศึกษาถึงองคประกอบของกรดไขมันในเยื่อหุมเซลล

ของ V. parahaemolyticus 690 ที่ผานความรอนอุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาทีพบวา 
เซลลหลังผานความรอนมีสัดสวนของกรดไขมันชนดิอิม่ตัว (saturated fatty acid : SFA) เพิ่มสูงขึน้
อยางมีนัยสําคญัเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ  ในทางกลับกันสัดสวนของกรดไขมนัชนิดไมอ่ิมตวั 
(unsaturated fatty acid : USFA) มีปริมาณลดลงอยางมีนยัสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ 
(ตารางที่ 3) ซ่ึงผลการทดลองดังกลาวคาดวาเปนกลไกสาํคัญที่สนับสนุนใหเซลล V. 
parahaemolyticus สามารถตานทานความรอนไดเพิ่มขึน้ 
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ตารางที่ 3  ชนดิและสัดสวนของกรดไขมนัในเยื่อหุมเซลล V. parahaemolyticus ที่ไมผานและผาน 
    สภาวะเครียดจากความรอน 

 

กรดไขมัน เซลลปกติ เซลลที่ผานความรอน 
กรดไขมันชนดิอิ่มตัว (SFA), % 53.38 59.48 
กรดไขมันชนดิไมอ่ิมตัว(USFA), % 46.62 40.52 
สัดสวนของ SFA : USFA 1.15 1.47 
 
ที่มา:  ดัดแปลงจาก Chiang et al. (2005) 
 

4.2  สภาวะเครียดจากการขาดสารอาหาร (starvation stress) 
 

ในสภาพแวดลอมทั่วไปในธรรมชาติแบคทีเรียอาจพบกบัสภาวะเครียดจากการขาด
สารอาหารไดมากเทา ๆ กับสภาวะเครียดทางกายภาพ  ซ่ึงเปนที่เชื่อกนัวาความสามารถของเซลลที่
รอดชีวิตจากการขาดสารอาหารและความสามารถในการทนทานตอปจจัยตาง ๆ ที่ไมเหมาะสมที่
เซลลเผชิญในระหวางการเจริญนั้น เปนผลมาจากการสังเคราะหโปรตีนบางอยางรวมกับกลไกใน
การปองกันหลายกลไกที่แสดงออกรวมกนั ทําใหแบคทเีรียสามารถทนตอสภาวะเครียดตาง ๆ ได 
(Jenkins et al., 1990) 

 
มีรายงานวาสภาวะเครียดจากการขาดอาหารของเซลล E. coli โดยเฉพาะการขาดแหลง

คารบอน มีผลกระตุนใหเกิดการสังเคราะหโปรตีนจําเพาะอยางนอย 30 ชนิด  ซ่ึงในบรรดาโปรตีน
ที่ถูกกระตุนใหสรางขึ้นนั้น มีโปรตีนที่เกี่ยวของกับความเครียดอื่น ๆ ถูกสรางขึ้นดวย ไดแก heat 
shock proteins 11 ชนิด oxidative stress 6 ชนิด และ osmotic stress 5 ชนิด  กลุมของโปรตีนเหลานี้
ยังมีรายงานวา สัมพันธกับความสามารถในการตานทานขามตอสภาวะเครียดจากความรอน  สาร
ออกซิไดส  และออสโมตกิดวย  โดยความสามารถในการตานทานความเครียดที่กลาวมาขึ้นอยูกับ
สภาวะความรนุแรงของการขาดสารอาหารนั้น ๆ (Reeve et al., 1984; Jenkins et al., 1990) 

 
กอนหนานี้ Jenkins et al. (1988) พบวาการเลี้ยง E. coli ในสภาวะที่ขาดกลูโคส หรือ

ขาดไนโตรเจน เซลลแบคทีเรียเหลานัน้สามารถตานทานตอความรอนที่ 57 องศาเซลเซียส หรือสาร
ฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 15 mM ไดมากกวาเซลลปกติซ่ึงเล้ียงในสภาวะไมขาดสารอาหาร
ดังกลาว ซ่ึงความสามารถในการตานทานของเซลลเครียดจะเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาของการอยูใน
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สภาวะขาดสารอาหาร นอกจากนีย้ังพบวาภายในเซลลมีการสรางโปรตีนที่ชวยใหเกดิการปองกัน
ขาม ซ่ึงโปรตีนเหลานี้จะชวยใหเซลลตานทานตอความรอน และสารออกซิไดสดวย 

 
นอกจากนี้ยังมรีายงานวาเซลลของ V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดจากการ

ขาดน้ําตาลกลโูคสซึ่งเปนแหลงคารบอนที่สําคัญของแบคทีเรีย  แสดงความสามารถในการตานทาน
ความรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเพิ่มขึ้น โดยเซลลรอดชีวิตไดมากกวาเซลลปกติ (ช่ืนจิต, 
2548) สวน Koga and Takumi (1995)  พบวา V. parahaemolyticus ที่เพาะเลี้ยงในสภาพขาดอาหาร
(น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  สามารถตานทานความรอนที่ 47 องศาเซลเซียสไดดีที่สุด  
โดยมีจํานวนเซลลรอดชีวิตไดมากกวาเซลลปกติถึง 3 เทา  นอกจากนีย้ังพบวาสามารถกระตุนให
เซลลแสดงความสามารถในการตานทานขามตอสารไฮโดรเจน 200 ppm และสภาวะออสโมติกจาก
โซเดียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้น 
 

4.3  สภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อกลุมเปอรออกไซด (oxidative stress) 
 

ปจจุบันในโรงงานแปรรูปอาหารตาง ๆ นิยมใชสารฆาเชื้อหลายชนิดเพือ่ลดปริมาณ 
จุลินทรียที่อาจปนเปอนในวตัถุดิบ  หรือฆาเชื้อบนพื้นผิววัสดุอุปกรณทีใ่ชในกระบวนการผลิตหลัง
การลางทําความสะอาดแลว สารฆาเชื้อชนิดหนึ่งทีน่ิยมใชในกลุมเปอรออกไซด  ไดแก  ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด และเปอรออกซีแอซิติกแอซิด เปนตน 

 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดนั้นเปนสารออกซิไดสที่รุนแรงชนิดหนึ่ง  เปนสารฆาเชื้อ

กลุมเปอรออกไซดที่จัดอยูในกลุมสารอนินทรีย สามารถออกซิไดสหมูซัลไฮดริล (–SH group) ของ
โปรตีนทําใหความสามารถของเอนไซมบางชนิดถูกยับยัง้ และยังมีผลในการยับยั้งการเจริญหรือ
ทําลายจุลินทรียหลายชนิด  ในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑน้ํานมมีการใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด
รวมกับความรอนในการพาสเจอไรซนม สวนในกระบวนการผลิตน้ําตาลก็มีการใชสารฆาเชื้อชนิด
นี้เพื่อยับยั้งจุลินทรียดวย (Banwart, 1989; Jay, 2000) สวนเปอรออกซีแอซิติกแอซิดเปนสารออกซิ
ไดสอีกชนิดหนึ่ง  ซ่ึงเปนสารฆาเชื้อกลุมเปอรออกไซดที่จัดอยูในกลุมสารอินทรีย  เปอรออกซีแอ
ซิติกแอซิดเปนสารประกอบระหวางไฮโดรเจนเปอรออกไซด และกรดแอซิติก  มผีลยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมในเซลลแบคทีเรีย  และทําใหเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียสูญเสียความสามารถในการ
นําสารผานเขาออกเซลล (Cords and Dychala, 1993) 
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Farr and Kogoma (1991) พบวาเซลล Salmonella sp. และ E. coli ที่ผานสภาวะเครยีด
จากไฮโดรเจนเปอรออกไซด  แสดงความสามารถในการตานทานตอสารฆาเชื้อเพิ่มขึ้น สภาวะ
เครียดดังกลาวยังกระตุนการสราง heat shock proteins ทําใหเกิดการตานทานขามตอความรอนได
เพิ่มขึ้น สวน Zook et al. (2001)  พบวา E. coli O157:H7  ที่ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติก
แอซิดที่ความเขมขนระดับต่าํ  แสดงความสามารถในการตานทานขามตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด
และความรอนได นอกจากนีย้ังไดมกีารศึกษาพบวาสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm และสาร
เปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm กระตุนใหเซลล V. parahaemolyticus รอดชีวิตไดดีกวาเซลลปกติเมื่อ
ทดสอบความสามารถในการตานทานความรอนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (ช่ืนจิต, 2548) 
 
 4.4  สภาวะเครียดจากกรด (acid stress) 
 

สภาวะเครียดประเภทนี้พบไดในอุตสาหกรรมอาหารที่มีการเติมกรดเพื่อปรับปรุง
รสชาติ หรือเพื่อเปนการควบคุมปริมาณจลิุนทรีย  เชน ในอุตสาหกรรมน้ําผลไม  อุตสาหกรรม
ผลไมกระปองที่มักปรับสภาวะกรด (acidification) ใหมีคาความเปนกรด-เบสอยูในชวงที่เหมาะสม
ตามตองการ  สําหรับสภาวะการเพิ่มของปรมิาณกรดนี้อาจเกิดไดจากการเติมกรดในกระบวนการ
ผลิตโดยตรง หรือปริมาณกรดที่เพิ่มขึ้นในระหวางการหมักอาหารเนือ่งจากจุลินทรยี (fermentation) 
ซ่ึงเปนวิธีดั้งเดิมที่นิยมใชในกระบวนการผลิตอาหาร รวมถึงสภาวะในระบบทางเดนิอาหารซึ่ง
เซลลตองทนกับสภาวะที่เปนกรดสูงมากในกระเพาะอาหาร ในบางครั้งปริมาณของกรดที่เติมใน
อาหารนั้น ยังมีปริมาณไมมากพอที่จะทําใหจุลินทรียตายทันที กรดอาจกระตุนและทําใหจุลินทรยี
นั้นเกดิการปรบัตัวสรางสภาวะ acid tolerance response (ATR) ได (Foster and Hall, 1990)  ภาวะ
กรดปริมาณสงูนั้นจะกระตุนทําใหแบคทีเรียสามารถสรางกลไกตานทานสภาวะเครยีดบางอยางใน
เซลล และยังผลใหเซลลทนตอความเขมขนของกรดที่เพิม่ขึ้น และที่สําคัญอยางยิ่งคือ ทนตอสภาพ
เครียดอื่น ๆ ได ถาหากจุลินทรียที่รอดชีวตินั้นเปนชนิดที่สามารถกอใหเกิดโรคเนื่องจากอาหารเปน
พาหะก็จะเปนการเพิ่มโอกาสเสี่ยงที่จะทําใหเกิดโรคเนือ่งจากการบรโิภคอาหารได (กมลวรรณ, 
2544)  
 

โดยปกตจิุลินทรียสามารถดํารงชีวิตอยูไดในชวงคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม ซ่ึง
ถาหากมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-เบสภายนอกเซลล เชน ในอาหารหรือสารละลายเซลล
เซลลจะมีกลไกในการควบคมุคาความเปนกรด-เบสตามธรรมชาติเรียกวา pH homeostasis ถาหากมี
การเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรด-เบสภายนอกเซลล (pHo) จุลินทรียจะใชกลไก pH 
homeostasis เพื่อควบคุมคาความเปนกรด-เบสภายในเซลล (pHi) ใหคงที่หรือเปลี่ยนแปลงนอยที่สุด 
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โดยการควบคมุระบบ H+ antiport เพื่อใหคา pHi ใกลเคียงกับคาของเซลลในภาวะปกติ (Foster, 
1991) แลวมกีลไกการตอบสนองตอสภาวะเครยีดจากกรดอีกระบบที่เรียกวา ATR ซ่ึงกระบวนการ
นี้มีอยู 2 ขั้นตอนคือ ขั้นแรกเรียกวา pre-acid shock เซลลจะอยูในสภาวะที่เปนกรดออน (คาความ
เปนกรด-เบส 5.0 – 6.0) ซ่ึงขั้นแรกนี้เซลลจะตอบสนองดวยกลไก pH homeostasis จนเมื่อคาความ
เปนกรด-เบสของ pHi และ pHo ตางกันมากกวา 1.5  ระบบนี้จะหยดุทาํงาน และเมื่อเซลลอยูใน
สภาวะทีเ่ปนกรดต่ํากวา 4.5 ซ่ึงจะเปนขั้นตอนที่สองเรียกวา post acid shock เซลลจะมีกลไกตอมา
ในการตอบสนองเฉพาะ ซ่ึงไดแก การสราง acid shock proteins (ASPs) ภายในเซลล ซ่ึงเชื่อวา
โปรตีนชนิดนีท้ําหนาที่คลายกับโปรตีนในกลุม heat shock proteins (HSPs) (Foster, 1993) 

 
Wong et al. (1998) ศึกษาเซลล V. parahaemolyticus ST550 ที่ผานสภาวะเครยีดจาก

กรด 2 วิธีคือ 1. single-phase adaptation โดยเซลลอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคาความเปนกรด-เบส 
5.0 เปนเวลา 60 นาที และ 2. two- phase adaptation โดยใหเซลลอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคาความ
เปนกรด-เบส 5.8 เปนเวลา 30 นาที จากนัน้อยูในอาหารที่มีคาความเปนกรด-เบส 5.0 อีกเปนเวลา 
30 นาที จากนัน้นําเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากกรดทั้ง 2 วิธีไปทดสอบการรอดชีวิตทีส่ภาวะกรด 
4.4 พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากกรดทั้ง 2 วิธีมีอัตราการรอดชีวิตมากกวาเซลลปกติ และ
พบวาเซลลเครียดเหลานัน้มกีารสรางโปรตีนขนาด 47.6 และ 58.1 kDa เพิ่มมากขึ้น ซ่ึงจากการ
ตรวจสอบโปรตีนดังกลาวพบวามีขนาดใกลเคียงกับโปรตีน DnaJ (41 kDa) และโปรตีน GroEL (63 
kDa) ซ่ึงเปนโปรตีนในกลุม HSPs 

 
จากรายงานของกมลวรรณ (2544) พบวาเซลล E. coli ATCC 8739 ที่ผานการปรับ

สภาพเซลลดวยกรดทารทารคิที่คาความเปนกรด-เบส 4 เซลลสามารถรอดชีวิตและเจริญบน TSA ที่
เติมกลีเซอรอล 0-22 % (aw = 0.94-0.99) ได (ปริมาณเซลล 3.9-4.4 logCFU/ml) และเมื่อปรับสภาพ
กรดที่คาความเปนกรด-เบสสูงขึ้นคือ 4.5 และ 5 เซลลมีการรอดชีวิตและเจริญมากขึน้เมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลที่ไมไดมีการปรับกรด (ปริมาณเซลล 7.5-8.5 logCFU/ml)  
 

4.5  สภาวะเครียดอื่น ๆ 
 

นอกจากสภาวะเครียดจากความรอน  การขาดอาหาร  และสารฆาเชื้อกลุมเปอร
ออกไซดแลว  ในอุตสาหกรรมกระบวนแปรรูปอาหารยังสามารถทําใหเกิดสภาวะเครียดไดอีก
หลายประการดวยกัน เชน การแชเย็น  การแชแข็ง การทําแหง การฉายรงัสี เปนตน ซ่ึงกระบวนการ
เหลานี้อาจทําใหจุลินทรยีบางสวนที่ผานสภาวะเครียดรอดชีวิต มีผลใหเซลลทนตอสภาวะเครียด



 

19 

นั้น ๆ ไดเพิ่มขึ้น  หรือแสดงการตานทานขามตอปจจัยในกระบวนการแปรรูปอื่นไดมากขึ้น 
(Yousef and Juneja, 2002) 
 
5.  ความสัมพนัธของสภาวะเครียดกับการสรางโปรตีนและชนิดของโปรตีนท่ีสรางขึน้เพื่อ
ตอบสนองตอความเครียด 
 

โดยทั่วไปแลวโปรตีนที่สรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอความเครียดหรือ stressed protein มักจะ
มีขนาดโมเลกลุที่แตกตางกนัไปตามแตสภาวะเครียดที่เซลลนั้นเผชิญ  โปรตีนชนิดเครียดที่มีผู
ศึกษากนักวางขวางคือ โปรตีนในกลุมของ HSPs โปรตีนชนิดพเิศษนีไ้มไดสรางขึ้นเฉพาะสภาวะ
เครียดจากความรอนเทานั้น พบวาสภาวะเครียดหลายสภาวะสามารถกระตุนและชักนําใหมกีาร
สรางโปรตีนกลุมนี้ไดดวย ไดแกสภาวะเครียดจากกรด สารออกซิไดส และการขาดอาหาร   ซ่ึง
กลไกในการสราง HSPs นั้นถูกควบคุมโดย sigma factor ชนิดหนึ่งที่มหีนาที่ในระหวาง

กระบวนการ transcription คือ sigma 32 (σ32) โดยขั้นตอนของการตอบสนองตอสภาวะเครยีดจาก
ความรอนแสดงในภาพที่ 3 อธิบายไดดังนี ้

 
ขั้นตอนแรก เมื่อเซลลแบคทีเรียที่อยูในสภาวะปกตเิผชิญกับสภาวะเครียดจากความรอน

หรือจากสารเคมี สภาวะทีไ่มเหมาะสมตอเซลลทําใหโปรตีนตาง ๆ บางสวนภายในเซลลเสียสภาพ
ไป โปรตีนที่เสียสภาพแมมลัีกษณะผิดปกติ (misfolded proteins) แตมโีอกาสเพิ่มจํานวนมากขึ้นยิง่
เมื่อสภาวะเครยีดเพิ่มขึน้ ซ่ึงสามารถตรวจพบได  ในเซลลแบคทีเรียบางชนิดจะมีกระบวนการ
ตอบสนองตอความเครียดโดยเริ่มขึ้นจาก sigma 32 ที่มีสมบัติเสถยีรในสภาวะเครียด sigma 32 จะ
ถูกสรางเพิ่มขึ้นในปริมาณทีม่ากตามอุณหภูมิหรือสภาวะเครียดทีเ่พิ่มขึ้น ทําใหภายในเซลลมี
ปริมาณ sigma 32 เปนจํานวนมาก ตอมา sigma 32 จะไปจับกับ RNA polymerase (RNAP) ไดเปน 
sigma 32-RNAP holoenzyme ที่ประกอบดวย 5 หนวยยอยคือ alpha 2 หนวย, beta 1 หนวย, beta’ 1 
หนวยและ sigma factor 1 หนวย โดยที่ sigma 32-RNAP holoenzyme นี้จะจดจําบริเวณ heat shock 
promoter ที่เปนจุดเริ่มตนของกระบวนการ transcription ของยีนที่เกีย่วของกับการสรางโปรตีน
ชนิดพิเศษ HSPs จึงอาจกลาวไดวาปริมาณ sigma 32 ที่ถูกสรางขึ้นมีผลโดยตรงตอการตอบสนอง
ตอความเครียดจากความรอน (Straus et al., 1990) 
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ภาพที่ 3  กระบวนการตอบสนองของเซลลแบคทีเรียตอสภาวะเครียดจากความรอน 
ที่มา : Steve et al. (1996) 
 

HSPs ที่ถูกสรางขึ้นจากการตอบสนองตอความรอนจะชวยปกปองเซลลจากสภาวะเครียด 
ชวยซอมแซมโปรตีนและองคประกอบภายในเซลลที่เสียหาย โปรตีนทีถู่กซอมแซมแลวสง
สัญญาณยับยั้งไมใหมกีารสราง sigma 32 เพิ่มขึ้น จากนัน้เซลลจะเขาสูสภาวะปกตแิละพยายาม
รักษาสภาพของเซลลไวถาสภาวะเครียดดังกลาวไมรุนแรงมากขึ้นกวาเดิม (Steve et al., 1996) 
 

สําหรับ HSPs นั้นแบงออกไดเปน 4 subclasses คือ HSP90, HSP70, HSP60 และ small 
HSPs การตั้งชื่อโปรตีนที่สรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอความเครียดนัน้มักเกี่ยวของกับสภาวะที่กระตุน
ใหมีการสรางโปรตีนนั้น สวนตวัเลขที่อยูดานหลังบอกถึงขนาดโมเลกุลของโปรตีน แตทั้งนีก้าร
สรางโปรตีนชนิดใด ขนาดเทาใดขึ้นอยูกบัสภาวะเครียดที่ไปกระตุนเซลล sigma factor หรือยีนที่
เกี่ยวของกับการสรางโปรตีนชนิดตาง ๆ ดวย (Abee and Wouters, 1999)   

 
นอกจาก heat shock proteins แลวยังมีโปรตีนกลุมอื่นที่เกิดจากการตอบสนองความเครียด

ชนิดตาง ๆ ชนิดของโปรตีนที่เคยมีการศกึษาไวไดแก cold shock proteins (CSPs), cold-stress 
induced proteins (CIPs) หรือ acid shock proteins (ASPs) เปนตน  โปรตีนชนิดเครียดที่กลาวมานี้
ถูกกระตุนใหเกิดการสรางไดจากหลายสภาวะและพบไดในเซลลแบคทีเรียหลายชนดิ ไดสรุปและ
แสดงในตารางที่ 4 และ 5 ดงันี้ 
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ตารางที่ 4  การตอบสนองตอสภาวะเครียดกระตุนการสรางโปรตีนชนิดเครียด 
 

สภาวะการตอบสนอง 
ตอสภาวะเครียด 

สภาวะที่กระตุน ชนิดโปรตีน 

heat-shock response เพิ่มอุณหภูมิอยางรวดเร็ว DnaJ, DnaK, GroEL, GroES, HtpG 
cold-shock response ลดอุณหภูมิอยางรวดเร็ว Hsc66, HscB, CsdA, CspA 
acid shock response สภาวะความเปนกรดที่ 2.0 – 5.5 GroEL, DnaK, HtpG, HtpM 
osmotic shock response osmotic pressure สูง GroEL, GroES, DnaK 
starvation response ขาดสารอาหารเชน แหลงคารบอน GroEL, GroES, GrpE, DnaK, HtpG 
oxidative stress response สภาวะที่มี H2O2 หรือ O2

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

จากตารางจะเห็นไดวามีโปรตีนที่สามารถถูกกระตุนใหสรางขึ้นไดจากสภาวะเครียดที่
แตกตางกัน เชน โปรตีน GroEL ที่อยูในกลุม HSP60 หรือโปรตีน DnaK ที่อยูในกลุม HSP70  จะ
เห็นไดวาโปรตีนที่อยูในแตละ subclass มีการตั้งชื่อที่แตกตางกันไปอีก ซ่ึงมีรายงานวาในการตั้งชื่อ
ของโปรตีนนั้นเปนการอธิบายถึงปจจัยความเครียด หรือหนาที่ของโปรตีนชนิดนัน้ ๆ เชน โปรตีน 
DnaK (HSP70 ) เกีย่วของกับการมีสวนรวมของมันในกระบวนการจําลอง DNA (DNA replication) 
หรือโปรตีน Hsc ยอมาจาก heat shock cognates ซ่ึงการตั้งชื่อนี้ใชเปนตัวแทนของโปรตีนที่มี
องคประกอบรวมกันเปนรูปแบบหรือลักษณะของ HSP ในเวลาตอมา (Kopecek et al.,  2001) 
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ตารางที่ 5  ชนดิและขนาดโมเลกุลของโปรตีนในเซลลแบคทีเรียที่สรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอ 
    สภาวะเครียด 

   

แบคทีเรีย สภาวะเครียด ชนิดโปรตีน 
ขนาดโมเลกุล 

( kDa) 
อางอิง 

Vibrio 
parahaemolyticus 

ความรอน : 25 ๐C เปน 42 ๐C GroEL 
GroES 
DnaJ 

62 
12 
47 

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

Pseudomonas 
aeruginosa 

ความรอน : 30 ๐C เปน 45 ๐C DnaK 
GroEL 

76 
61 

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

Lactococcus lactis ความรอน : 30 ๐C เปน 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 เปน 15 ๐C CspA 
CspV 

7.7 
7.5 

Datta and Bhadra, 2003 
Datta and Bhadra, 2003 

Salmonella 
enteritidis 

ความเย็น : 37 ๐C เปน 5 และ 
10 ๐C 

CspA 7.4 Amanda et al., 1998 
 

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

 
6.  การศึกษาการสรางและการเปลี่ยนแปลงชนิดโปรตนีในเซลลแบคทีเรียท่ีผานสภาวะเครียด 
 
 ดังไดกลาวมาแลววาการตอบสนองตอสภาวะเครยีดของแบคทีเรียและความสามารถใน
การตานทานตอสภาวะเครียดของแบคทีเรียเกดิจากปจจยับางประการที่สงเสริมใหเซลลอยูรอดได 
กลไกการตอบสนองตอความเครียดประการหนึ่งที่นักวจิัยใหความสนใจกนัมากคือ การสราง
โปรตีนชนิดเครียด หรือ stressed protein ซ่ึงเปนโปรตีนทีท่นความรอนไดสูง ปองกันการเสียสภาพ
ของเซลล ชวยใหเซลลไมถูกทําลาย และอยูรอดไดในสภาวะเครยีด (Yousef and Juneja, 2002) 
เทคนิคหรือวิธีที่พบวามีการใชในการศึกษาการสรางโปรตีนชนิดพเิศษดังกลาวกนัมากคือ เทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟริซิส (gel electrophoresis)  
  

เจลอิเล็กโตรโฟริซิสเปนเทคนิคที่นิยมใชในการแยกโปรตีนและกรดนวิคลีอิก มีตัวกลางค้ํา
จุน (supporting medium) ไดหลายชนิด ขึน้กับวัตถุประสงคของการใชงาน ตัวกลางค้าํจุนไดแก 
สตารช พอลิอะคริลาไมด อะกาโรส และอะกาโรส-พอลิอะคริลาไมด  ซ่ึงในการหาโปรตีนชนิด
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เครียดนั้นนิยมใชวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (polyacrylamide gel electrophoresis) 
หรือ PAGE ซ่ึงวิธีนี้มีดวยกนั 2 แบบคือ sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
หรือ SDS-PAGE  และ discontinuous gel electrophoresis หรือ disc gel electrophoresis  
(อาภัสสรา, 2537) 
 
 โดยสวนใหญแลวนกัวิจยัมกัเลือกใช SDS-PAGE ซ่ึงมีขอดีตรงที่ใชเวลาในการวเิคราะห
โปรตีนไมนานมาก และสามารถวิเคราะหไดคร้ังละหลายตัวอยางในเจลแผนเดียวกนั โดยผลของ
การแยกโปรตีนจากการใชเทคนิคนี้โปรตีนจะถูกแยกออกจากกันตามน้ําหนกัหรือมวลโมเลกุล 
และสามารถมองเห็นเปนแถบ (band) เมื่อถูกยอมดวยสียอมชนิด coomassie blue ที่จับกับโปรตีน 
ซ่ึงการศึกษาดวยเทคนิคนี้เรียกวา การแยกในแบบ 1 มิติ หรือ one-dimensional gel electrophoresis 

(อาภัสสรา, 2537) 
 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis หรือ SDS-PAGE เปนเทคนิค
ที่ใชการแยกหนวยยอยของโปรตีนและหาน้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน สารละลายบัฟเฟอรทั้งที่ใช
เตรียมสารตัวอยางและอยูในอาง reservoir ประกอบดวย sodium dodecyl sulfate (SDS) ซ่ึงเปน
แอนอิออนิกดีเทอรเจนทที่มปีระจุลบ สามารถจับกับสายพอลีเพปไทด แลวแยกสายพอลีเพปไทดที่
อยูรวมกนัออกเปนสายเดี่ยว และมีโครงสรางเปนรูปแทง  อัตราสวนของปริมาณ SDS ที่จับตอ
น้ําหนกัของโปรตีนจะคงที่เสมอ (SDS 1.4 กรัม/กรัม โปรตีน) ทําใหไดสารประกอบเชิงซอน SDS 
ของพอลีเพปไทดที่มีอัตราสวนประจุตอมวลที่คงที่และมีรูปรางที่เหมือนกัน ดังนั้นขนาดของ
โมเลกุลเทานั้นที่มีอิทธิพลตอการเคลื่อนที่ของสารประกอบเชิงซอนของโปรตีน  โดยตัวกลางค้ําจุน
ที่ใชคือ สารอะคริลาไมดซ่ึงจะมีการเกิดพอลิเมอรไดเปนแผนเจลขึ้น ขนาดรูพรุนของแผนเจลจะ
ขึ้นอยูกับเปอรเซ็นตของอะคริลาไมดที่เลือกใช ซ่ีงในการวิเคราะหเปอรเซ็นตของอะคริลาไมดที่ใช
จะขึ้นอยูกับน้าํหนักโมเลกุลของโปรตีน (ตารางที่ 6) อัตราการเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ตองการ
วิเคราะหจะเร็วหรือชาขึ้นกบัขนาดหรือน้าํหนักโมเลกุล ดวยเหตนุี้โปรตีนที่มีน้ําหนกัโมเลกุลนอย
จะเคลื่อนที่ไดเร็วกวา และเคลื่อนที่ไปไดระยะทางไกลกวาในเวลาที่กําหนด (อาภัสสรา, 2537) 
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ตารางที่ 6  เปอรเซ็นตของอะคริลาไมดที่ใชแยกโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลตางกันโดยวิธี  
 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) 
 

ตัวอยางของงานที่มีการใชเทคนิค SDS-PAGE ในการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโปรตีน
ในเซลลแบคทีเรีย โดย Wong and Chen (2003) ทําการศึกษาในเซลล V. parahaemolyticus ST550 
ซีโรไทป O4:K13 โดยใหเซลลผานการ heat shock ที่อุณหภูมิ 42 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง และนาํมาวิเคราะหโปรตีนโดยใช SDS-PAGE  จากภาพที่ 4 แสดงแถบโปรตีนในแถวที่ 1 2 
และ 3 คือ แถบโปรตีนของเซลลที่ผานการ heat shock ที่  42 องศาเซลเซียส แถบโปรตีนของเซลลที่
ผานการ heat shock ที่  37 องศาเซลเซียส และแถบโปรตีนของเซลลปกตทิี่ไมผานการ heat shock 
จากการศึกษาพบวาการใหความรอนที่ 2 ระดับ สามารถกระตุนใหเซลลสรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 
33, 55, 61, 66, 71, 86 และ 92 kDa แตพบโปรตีนขนาดโมเลกุล 126 kDa จากเซลลที่ heat shock ที่  
42 องศาเซลเซียสเทานั้น ตอมาคณะผูวจิัยไดใชเทคนิค immunoblotting ที่มีความจําเพาะทําให
ทราบวาโปรตีนที่ตรวจพบทัง้หมดนัน้เปนโปรตีนที่อยูบริเวณเยื่อหุมเซลลดานนอก (outer 
membrane) ของเซลล 
 
 รูปแบบของโปรตีนที่ตรวจสอบดวยวิธี SDS-PAGE จะปรากฏเปนแถบแตละแถบทีม่ี
ขนาดแตกตางกันไปขึ้นกับประมาณโปรตนีในสารละลายนั้น ๆ โดยแถบที่อยูดานลางเปนแถบของ
โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกวาแถบโปรตีนที่อยูดานบนขึ้นไป ขนาดโมเลกุลของแถบโปรตีนที่
ตองการศึกษานั้นเปรียบเทยีบไดกับแถบโปรตีนมาตรฐานหรือ standard marker band ซ่ึงทราบชนิด
และน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน 
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ภาพที่ 4  ตวัอยางรูปแบบของโปรตีนจากการตรวจสอบดวยเทคนิค SDS-PAGE 
ที่มา : Wong and Chen (2003)  
 

แตการแยกโปรตีนดวยเทคนคิ SDS-PAGE นี้ก็มีขอเสียอยูบางเพราะบางครั้งไมสามารถ
แยกโปรตีนบางชนิดที่มีน้ําหนักหรือมวลโมเลกุลเทากันออกจากกันได จึงไดมีผูคิดคนวิธีการแยก
โปรตีนใหมีประสิทธิภาพในการแยกที่สูงมากขึ้น โดยการใชเทคนิคการแยกในแบบ 2 มิติ หรือ 
two-dimensional gel electrophoresis โดยจะทําการแยกตวัอยางโปรตีนดวยเทคนิคการแยกโปรตีน 
2 เทคนิครวมกัน คือ isoelectric focusing (IEF) และ SDS-PAGE  ซ่ึงการแยกแบบ 2 มิตินี้จะชวยให
มีการแยกโปรตีนไดละเอียดมากยิ่งขึ้น เนื่องจากสามารถแยกโปรตีนออกจากกันดวยคุณสมบัติ
ประจุสุทธิ (net charge) และน้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน (molecular weight) 
  

สําหรับเทคนิค isoelectric focusing (IEF) นี้เปนอิเล็กโตรโฟริซิสอีกวิธีหนึ่งที่สําคัญที่ใช
แยกโปรตีนโดยแยกตามประจุสุทธิ หลักของการแยกอาศัยการสรางเจลตัวกลางใหมรีะดับของคา
ความเปนกรด-เบสไลระดับไปจากระดับทีเ่ปนกรดไปจนถึงระดับที่เปนเบส      ซ่ึงโปรตีนจะ
เคลื่อนที่ผานไปจนถึงสวนทีพ่ีเอชมีคาเทากบั isoelectric pH (pHi) ของโปรตีน ซ่ึงโปรตีนจะมี
ประจุสุทธิเปนศูนยทําใหไดโปรตีนที่เขมขนที่จุดนัน้ เชน โปรตีนชนดิหนึ่งมี pHi 6 จะเคลื่อนที่ไป
หยุดที่ pH 6 สวนอีกชนิดหนึง่มี pHi  8 จะไปหยุดที่ pH 8  ภาพที่ 5 แสดงการทํา IEF โดยกรดอยู
ทางดานขั้วลบ และเบสอยูทางดานขั้วบวก  และทําใหเจลตัวกลางที่อยูระหวางขั้วทั้งสองมีคาความ
เปนกรด-เบสคอย ๆ เพิ่มสูงขึ้นจาก 2 เปน 10 
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ภาพที่ 5  ภาพจําลองหลักการแยกโปรตีนโดยใชเทคนิค isoelectric focusing (IEF)  
ที่มา : อาภัสสรา (2537) 
 
 แมวาการแยกโปรตีนดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ 2 มิตินี้จะใหผลการวิเคราะหที่มี
ประสิทธิภาพสูง แตมีขอเสียคือ วิธีการในการวิเคราะหมคีวามซับซอนและยุงยากคอนขางมาก ใน
การวิเคราะหตวัอยางแตละชนิดใชเวลานานและใหผลการวิเคราะหไดเพียงแคคร้ังละ 1 ตัวอยางตอ
แผนเจลเทานัน้

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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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  จุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 
 

เชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ TDH และ TRH V. parahaemolyticus 5 สายพันธุ ไดแกสายพนัธุที่
สรางสาร thermostable direct hemolysin (TDH) 2 สายพันธุ คือ vp-293 และ vp-330 และสายพนัธุ
ที่สรางสาร thermostable direct hemolysin-related hemolysin (TRH) 3 สายพันธุ คือ  
FS-004, FS-006 และ FS-015  โดยไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร. อรษา  สุตเธียรกุล  
หองปฏิบัติการจุลชีววิทยา  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  ฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % (PBS+3 % NaCl) (ภาคผนวก ข) 
3.3  เอทานอล 70 และ 95 %  
3.4 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 35 % (Asia Pacific Specially Chemical Limited, Australia) 
3.5 เปอรแอซิติกแอซิด (สาร Tsunami 100, บ. เอ็กโคแล็บ จาํกัด, ประเทศไทย) 
3.6 cell extraction buffer (ภาคผนวก ข) 
3.7 สารเคมีที่ใชสําหรับการวิเคราะหดวยเทคนคิเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบหนึ่งมิติ 
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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  ชุดทดสอบสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Coomassie® Protein Assay Reagent Kit, 
Pierce Biotechnology Inc., USA) 
 
4.  เคร่ืองมือ 
 

4.1  ตูเพาะเชื้อ (Oven, Memmert model 700, Germany) 
4.2  ตูเขี่ยเชื้อ (Bio Safety Cabinet, Gelman Sciences model CF435, Australia) 
4.3  ตูอบ (Oven, Memmert model 800, Germany) 
4.4  ตูเย็น (Refrigerator, Sharp model SJ-51G, Japan) 
4.5  หมอนึ่งฆาเชือ้ความดันไอน้ํา (Autoclave, Hirayama model HA-300MII, Japan) 
4.6  เครื่องยอยเซลลจุลินทรีย  (Ultrasound disintegrator, Sanyo soniprep 150, 

Gallenkamp plc, UK) 
4.7  เครื่องวิเคราะหเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (Mini-PROTEAN II electrophoresis cell,      

Bio-rad laboratories, USA) 
4.8  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer, Labomed, Inc Spectro 22, USA) 
4.9  เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge, Biofuge Primo, Kendro Laboratory Product,    
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4.10  เครื่องนับจํานวนโคโลนี (Colony counter, IUL instruments, Spain) 
4.11  เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส (pH meter, Jenco Electrnics model 6071N, China)  
4.12  อางน้ําควบคุมอุณหภมูิ (Waterbath, Memmert model WB29, Germany) 
4.13  อางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยา (Shaking waterbath, Labnet SWB 5050, USA) 
4.14  เครื่องชั่งน้ําหนกัชนิด 2 ตําแหนง (Balance, Ohaus Model GT4100, USA) 
4.15  เครื่องชั่งน้ําหนกัชนิด 4 ตําแหนง (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  เทอรโมมิเตอร (Thermometer) 
4.19  เครื่องแกวและอุปกรณที่จําเปน 

 4.20  โปรแกรมสําหรับการวเิคราะหผลเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 
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วิธีการ 
 
1.  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลลของ TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ี
ผานสภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) และสารฆาเชื้อโดยใชเทคนิค
เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิต ิ
 
 1.1  การเตรียมเชื้อ Vibrio parahaemolyticus 
 

ถายเชื้อจาก semisolid media จาก stock culture (ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร. 
อรษา  สุตเธียรกุล  หองปฏิบัติการจุลชีววทิยา  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะสาธารณสขุศาสตร  
มหาวิทยาลัยมหิดล)  ดวยเทคนิคปลอดเชื้อจํานวน 1 ลูป เขี่ยลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ trypticase soy 
broth ที่มีโซเดยีมคลอไรด 3 % (TSBS) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นเขี่ยเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ thiosulfate citrate bile sucrose 
agar (TCBS) เลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีเขียว  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 – 5 มิลลิเมตร  จากนั้นถาย
เชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ motility test medium และเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง  แลวเก็บเชื้อไวทีอุ่ณหภูมิหอง (28±2 องศาเซลเซียส) เพื่อใชเปน stock culture ทําการ
ถายเชื้อทุก 3 เดือนระหวางทาํการทดลอง (ช่ืนจิต, 2548) 

 
1.2  การเตรียมกลาเชื้อ 
        

                1.2.1  การเตรียมเซลล V. parahaemolyticus ที่ไมผานสภาวะเครียดหรือเซลลปกติ 
 

        ถายเชื้อจาก stock culture จํานวน 1 ลูป ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSBS ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  เพาะเชื้อที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ถายเชื้อดวยวิธีเดยีวกันและ
เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  จากนั้นจึงปเปตสารละลายที่มีเซลลเจริญ
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ TSBS 50 มิลลิลิตร  เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเพิ่มอีก 3 ช่ัวโมง ไดเชื้อที่มีอายุ 15 ช่ัวโมง ซ่ึงอยูในชวง stationary phase (ช่ืนจิต, 2548) 
ปรับใหมีปริมาณเซลลเร่ิมตนประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร จะไดเชื้อบริสุทธิ์และกลาเชื้อ 
(inoculum) สําหรับทําการทดลอง ทําเชนนี้ทั้ง 5 สายพนัธุ 
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       1.2.2  การเตรียมเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน (heat 
shock)  
 

นําฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ TSBS 90 มิลลิลิตร แชลง
ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ทีม่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส  โดยใหระดับน้ําอยูเหนือจากระดับอาหาร
เล้ียงเชื้ออยางนอย 1 นิว้ เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหแนใจวาอาหารเลีย้งเชื้อมีอุณหภมูิ 42 องศา
เซลเซียสจริง  จากนั้นถายเชือ้ที่เตรียมไดจากขอ 1.2.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก ดังกลาว 
ผสมเชื้อใหเขากับ TSBS ใหความรอนแกเซลลที่อุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อ
ครบเวลาที่กําหนดนําฟลาสกที่บรรจุเซลลที่ผาน heat shock มาแชในอางน้ําแข็งผสมน้ําที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 วนิาที ใชมือเขยาฟลาสกอยางสม่ําเสมอเพื่อใหอุณหภมูิอาหารเลี้ยงเชื้อ
ลดลงอยางรวดเร็วจะไดเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานความรอน (ช่ืนจิต, 2548)   
 
 1.2.3  การเตรียมเซลล  V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร 
(starvation stress)  
 
 ถายเชื้อที่เตรียมไดจากขอ 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 เปนเวลา 18 ช่ัวโมง (เซลล V. parahaemolyticus จะใชน้ําตาลกลูโคสหมดภายในเวลา 6 
ช่ัวโมง  จากนัน้เซลลจะอยูในสภาพขาดอาหาร คือ ขาดน้าํตาลกลูโคสเปนเวลา 12 ช่ัวโมง) 
(ดัดแปลงจาก ช่ืนจิต, 2548) 
 
     1.2.4  การเตรียมเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครยีดจากสารฆาเชื้อ 
เปอรแอซิติกแอซิด และไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
          

         ถายเชื้อที่เตรียมไดจากขอ 1.2.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ลงในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ TSBS 90 มิลลิลิตร ซ่ึงมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติม
สารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด (สาร Tsunami 100) ใหไดความเขมขนสดุทาย 1 ppm หรือเติมสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 0.17 ppm (ภาคผนวก ข) เล้ียงเซลลที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ 125 รอบ/นาที เปนเวลา 15  นาที ในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิแบบ
เขยา (ดดัแปลงจาก  ช่ืนจติ, 2548)   
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 1.3  วิธีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลลของ  TDH และ TRH  
 V. parahaemolyticus ที่ไมผานสภาวะเครยีด และผานสภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร
(น้ําตาลกลูโคส) และสารฆาเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวโดยใชเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส
แบบหนึ่งมิต ิ
         
 1.3.1  การเตรียมเซลล 
  

นําเซลลที่เตรียมไดจากขอ 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3 และ 1.2.4  มาศึกษาถึงการ
เปลี่ยนแปลงโปรตีนภายในเซลล โดยปเปตสารละลายเซลลใสลงในหลอดปนเหวีย่ง (centrifuge 
tubes) จากนั้นเหวีย่งสารละลายเซลลดวยความเร็ว 5,000 ×g เปนเวลา 10 นาที จากนัน้ละลาย
ตะกอนเซลลที่ไดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % คาความเปนกรด-เบส 
7.0 (PBS+3 % NaCl) แลวนําสารละลายดังกลาวไปเหวีย่งแยกอกีครั้ง ทําซ้ําเชนนี้ 2 คร้ัง เพื่อลาง
ตะกอนเซลล V. parahaemolyticus ใหปราศจากอาหารเลีย้งเชื้อ เพื่อนําไปศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ชนิดของโปรตีน (ดัดแปลงจาก Wong et. al, 1998)  

 
1.3.2  การสกัดโปรตีนในเซลล 
 

เมื่อไดตะกอนเซลล V. parahaemolyticus สภาวะตางๆ จากขอ 1.3.1 นาํมาสกัด
โปรตีนภายในเซลล (total cellular fraction) โดยการทําใหเซลลแตกดวยวิธีทางเคมีรวมกับวิธีกล  
เร่ิมจากปเปตสารละลายสําหรับสกัดเซลล (extraction buffer) (ภาคผนวก ข) ความเจือจาง 1:100 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในหลอดปนเหวีย่งที่มีตะกอนเซลลของ V. parahaemolyticus จากนั้น
นําไปปนดวยเครื่องผสมสารละลายเปนเวลา 20 นาที  จากนั้นนําไปทําใหเซลลแตกอีกครั้งดวยการ
ใชคล่ืนเสียงความถี่สูง (ultrasound disintegration) ที่ 23 kHz เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยทาํรอบละ 5 
นาที และพกั 5 นาทีสลับกันไป  เมื่อครบเวลาจึงนําสารละลายดังกลาวไปเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอน
และเศษเซลลที่เกิดจากการสกัดเซลลออกใหเหลือเพียงโปรตีนและสารภายในเซลล V. 
parahaemolyticus เทานั้น โดยใชความเร็ว 10,000 ×g เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นเก็บสวนใส 
(supernatant) ไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่สกัดไดโดยใชชุดทดสอบ Coomassie® Protein Assay 
Reagent Kit (Pierce Biotechnology Inc.,USA) (ดัดแปลงจาก Wong et. al, 1998) 
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1.3.3  การศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนิดของโปรตีนดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ
หนึ่งมิต ิ
 
 นําโปรตีนที่สกัดไดจากเซลลของ V. parahaemolyticus หลังผานสภาวะเครียด
จากความรอน การขาดอาหาร(น้ําตาลกลูโคส) และสารฆาเชื้อในกลุมเปอรออกไซด มาตรวจสอบ
การเปลี่ยนแปลงชนิดของโปรตีนภายในเซลลดวยเทคนคิเจลอิเล็กโทรโฟริซิสแบบหนึ่งมิติ (1-
dimensional SDS-PAGE) โดยดดัแปลงจากวิธีการของ Laemmli (1970) (ภาคผนวก ค) ซ่ึงโปรตีน
จากเซลลเครียดแตละทรีตเมนต จะถูกปรับใหมีความเขมขนประมาณ 200 μg/ml  จากนั้นนํามา
ตรวจสอบชนดิโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงและขนาดโมเลกลุของโปรตีนดวยโปรแกรม Quantity one 
(Bio-rad Laboratories, USA) ซ่ึงเปนโปรแกรมสําหรับการวิเคราะหเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่ง
มิติโดยไดรับความอนุเคราะหจากรศ.ดร. อาภัสสรา  ชูเทศะ ภาควิชาสรีรวิทยา คณะสัตว
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
2.  การศึกษาความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดของเซลล  

TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ีผานสภาวะเครยีดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาล
กลูโคส)  และสารฆาเชื้อ 
 

2.1  การทดสอบความสามารถในการตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ความเขมขน 30 ppm  

 
ถายเชื้อ V. parahaemolyticus  ที่ไมผานสภาวะเครยีด  และเซลลที่ผานสภาวะเครยีด

ตางๆจากการเตรียมในขอ 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  ใสลงในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่บรรจุสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีโซเดียมคลอไรด 3 % คาความเปนกรด-เบส 7.0  
ปริมาตร 50  มิลลิลิตร  ผสมสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหไดความเขมขนสดุทายเทากับ  30  
ppm  จากนัน้นําไปเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ  30±2 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 125 รอบตอนาที  
สุมตัวอยางเมือ่ครบเวลาที่ 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที  เพื่อตรวจนับปริมาณเซลลที่รอดชีวิต  
ปเปตตัวอยาง PBS+3 % NaCl จากฟลาสกประมาณ 1 มลิลิลิตร ลงในสารละลายเปปโตน 0.1 % ที่มี
โซเดียมคลอไรด 3 % ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เพื่อเจือจางใหไดปริมาณเซลลที่เหมาะสม ตรวจนับ
ปริมาณเซลลรอดชีวิตดวยวิธี surface plate โดยปเปตตวัอยางที่เจือจางแลว 0.1 มิลลิลิตร ลงบน
อาหารเลี้ยงเชือ้ TSAS แตละระดับความเจือจางทํา 2 ซํ้า ใชแทงแกวปลอดเชื้อเกล่ียใหทั่วผิวหนา
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อาหาร นําไปเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีบน
จานเพาะเชื้อและบันทึกปริมาณเซลล (CFU/มิลลิลิตร) ลักษณะโคโลนีของเซลล V. 
parahaemolyticus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSAS มีลักษณะกลม สีขาวขุน ขอบเรียบ โคงนูนเล็กนอย 
ผิวหนาโคโลนีเปยก คํานวณหาอัตราการรอดชีวิต (survival ratio, %) ของเซลลหลังผานสภาวะ
เครียดจากสมการ (ดัดแปลงจาก Koga and Takumi, 1995; Chang et al., 2004)   
 
เปอรเซ็นตรอดชีวิต  =  จํานวนเซลลหลังผานสภาวะเครยีดที่ระยะเวลาตางๆ (CFU/มิลลิลิตร) × 100 
     จํานวนเซลลเร่ิมตน (CFU/มิลลิลิตร) 
 
 
 2.2  การหาคา-ดี (D-values) ของเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus  ในการ
ตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm 
 
 คา-ดี คือ ระยะเวลาเปนนาทหีลังจากการสมัผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 
ppm ณ อุณหภูมิที่กําหนด ซ่ึงทําใหปริมาณเซลล TDH หรือ TRH  V. parahaemolyticus  ลดลง  
1 log cycle หรือลดลงเปอรเซ็นต 90  การคํานวณคา-ดีทําไดโดยนาํปรมิาณเซลลที่รอดชีวิต 
(CFU/มิลลิลิตร) และเวลาที่เซลลสัมผัสสารละลาย (นาท)ี ณ อุณหภูมิทีก่ําหนด มาเขียนกราฟชนดิ 
ล็อกดานเดยีว (semilog) โดยใหปริมาณแบคทีเรียที่รอดชีวิตอยูบนแกนคา log หรือแกน Y และเวลา
อยูบนแกน X  แลวคํานวณหาคา-ดี โดยใชกราฟเสนแนวโนม (linear regression) ซ่ึงแสดงในรูป
ของสมการเสนตรง Y = aX + b (a = slope และ b = จุดตดัแกน Y) จากสมการ โดยในการคํานวณ
จะใชขอมูลจากการทดลองในขอ 2.1 ท่ีทําการทดลอง 2 ซํ้า มาหาคาเฉลี่ยดังสมการตอไปนี ้
 
 

D   =   U / log10a – log10b   =   -1 / slope 
         
 U = ระยะเวลาที่ใชในการสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 a = ปริมาณจุลินทรียเร่ิมตน (ที่เวลา 0 นาที) 
 b = ปริมาณจุลินทรียที่รอดชีวิตหลังจากสัมผัสสารละลายเปนเวลา U นาที 
 D = คา-ด ี
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3.  สถานที่ทําการวิจัย 
 

3.1  หองปฏิบัติการเคมีอาหาร (2108) ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 
 

3.2  หองวิจยั Food Safety (2111) ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 
 
4.  ระยะเวลาที่ทําการวิจัย 
 
 เร่ิมทําการวิจยัตั้งแต เดือนมถุินายน 2548 ส้ินสุดเดือนมนีาคม 2550 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การเปล่ียนแปลงของโปรตีนภายในเซลลของ TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ีผาน
สภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) สารฆาเชือ้เปอรแอซิติกแอซิด และสาร
ฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 
 เซลล TDH V. parahaemolyticus 2 สายพันธุคือ vp-293 และ vp-330  และ TRH V. 
parahaemolyticus 3 สายพันธุคือ FS-004, FS-006 และ FS-015  เมื่อผานสภาวะเครียดตาง ๆ ไดแก 
สภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  สภาวะเครียดจากการ
ขาดอาหาร (น้าํตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  สภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิดที่
ระดับความเขมขน 1.0 ppm เปนเวลา 15 นาที  และสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดที่ระดับความเขมขน 1.0 ppm เปนเวลา 15 นาที  ถูกแยกโปรตีนภายในเซลลและตรวจสอบ
การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลลเครียดเหลานัน้ดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบหนึ่ง
มิติ (1-D SDS-PAGE) วิเคราะหขนาดโมเลกุลของโปรตีนดวยโปรแกรม Quantity one (Bio-rad 
Laboratories, USA) แสดงผลในภาพที่ 6, 7, 8, 9 และ 10 ตามลําดับ ดังนี้ 
 

1.1  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตนีภายในเซลล TDH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 
 

จากการทดลองพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครยีดทั้ง 4 
สภาวะ มกีารตอบสนองตอสภาวะเครียดเหลานั้น โดยเซลลเครียดทั้ง 4 สภาวะถกูกระตุนใหมีการ
สรางโปรตีนบางชนิดขึ้นมาใหม หรือบางชนิดมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นจากเดิมเมื่อเปรยีบเทียบกับ
เซลลปกติ ภาพที่ 6 แสดงแถบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน (heat stress; HS) 
(แถวที่ 3) พบวามีโปรตีนทีถู่กสรางขึ้นมาใหม 3 ชนดิดวยกันคือ โปรตีนขนาดโมเลกุล 47, 61 และ 
63 kDa คาดวาโปรตีนที่สรางขึ้นทั้ง 3 ชนิดนั้น มีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีนในกลุมของ 
HSPs ไดแก 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 คาดวาเปนโปรตีนกลุมเดียวกันคือ GroEL เนื่องจากมีขนาด
โมเลกุลที่ใกลเคียงกัน 
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ผลการทดลองขางตนนี้สอดคลองกับการทดลองของ Wong et al. (2002) ซ่ึงไดศึกษา
ผลของสภาวะเครียดจากความรอนตอการเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล V. parahaemolyticus โดย
เล้ียงเซลล V. parahaemolyticus ST550 ซีโรไทป O4:K13 ซ่ึงเปนสายพันธุที่สรางสาร TDH มาผาน
สภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที คณะผูวิจยัพบวามี
โปรตีน 24 ชนิด ที่ถูกกระตุนใหมกีารสรางเพิ่มขึ้น และจากการตรวจสอบดวยวิธี immunoblotting 
กับแอนติบอดทีี่จําเพาะกับโปรตีนของ E. coli พบวา โปรตีนที่สรางเพิ่มขึ้นซึ่งมีมวลโมเลกุล 47.6 
และ 62.3 kDa นั้นมีมวลโมเลกุลใกลเคียงกับ heat shock proteins คือ DnaJ และ GroEL ตามลําดับ  
เชนเดยีวกับ Koga et al. (1996) ที่สรางสภาวะเครยีดใหแกเซลล V. parahaemolyticus และ Vibrio 
sp. ชนิดอื่น โดยเซลลถูก heat shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส พบวา มีการสรางโปรตีนขนาด 
58 kDa ที่มีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีน GroEL (Hsp60) ซ่ึง Goulhen et al. (1998) ไดกลาววา
โปรตีน GroEL นี้จัดเปน universal stress protein กลาวคือมีการสรางโปรตีนแมในสภาวะของเซลล
ปกติ แตจะมีการสรางโปรตีนชนิดนีเ้พิ่มมากขึ้นเมื่อเซลลเผชิญกับสภาวะเครยีดเชน ความรอน 

 
นอกจากนี้ยังพบวามีการศกึษาใน Vibrio sp. ชนิดอื่น ๆ เชน ในเซลล V. cholerae ที่

ผานสภาวะเครียดจากความรอน พบวามีโปรตีนขนาดโมเลกุล 60 และ 68 kDa เพิ่มขึ้นเชนกนั ซ่ึงมี
ขนาดใกลเคยีงกับโปรตีน GroEL และ DnaK (Jyot and Ghosh, 1995)  เชนเดยีวกันกบัการสราง
ความเครียดในเซลล V. harveyi จากเดิมเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 เพิ่มไปเปน 39 องศาเซลเซียส พบวา
มีการสรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 70, 58, 41 และ 14.5 kDa เพิ่มขึ้น ซ่ึงมีมวลโมเลกุลใกลเคียงกับ
กลุม heat shock proteins กลุม DnaK, GroEL, DnaJ และ GroES ตามลําดับ (Klein et al.,1995) 

 
สวนรูปแบบโปรตีนของเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดจากการขาด

อาหาร (น้ําตาลกลูโคส) (starvation stress; ST) โดยเพาะเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อ chemical 
defined medium (CDM) ที่มีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 0.02 % (ภาคผนวก ก) เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
พบวามีโปรตนีที่ถูกสรางเพิ่มขึ้น 3 ชนิดดวยกันคือ 33, 60 และ 111 kDa (ภาพที่ 6 แถวที่ 4) โดยท่ี
โปรตีนขนาดโมเลกุล 33 kDa มีปริมาณเพิ่มขึ้นมาอยางเดนชัดเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ จาก
การตรวจสอบโปรตีนดังกลาวคาดวามีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตนี RpoH (32 kDa) ซ่ึง
ควบคุมการทํางานดวย sigma factor-32 (σ32) (Jenkin et al., 1988, 1991) โปรตีน RpoH นี้เดิม
พบวาถูกสรางขึ้นเพิ่มมากขึน้เมื่ออยูในสภาวะอณุหภูมิสูงขึ้นเปนผลจากการเพิ่มจํานวนของ 
alternative sigma factor (σ32) ซ่ึงสามารถพบกลไกนี้ไดในระหวางการเกิดสภาวะเครยีดจากการ
ขาดอาหารเชนกัน สวนโปรตีนขนาดโมเลกุล 60 และ 111 kDa พบวามีขนาดโมเลกลุใกลเคียงกับ 



 

38 

GroEL (Hsp60 family) ขนาดโมเลกุล 62 kDa และกลุมโปรตีน general stress protein ซ่ึงมักเปน
โปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญตามรายงานของ Wong et al. (2002) 

 
Abee and Wouters (1999) รายงานวา GroEL เปนโปรตีนที่มีขนาดใกลเคียงกับกลุม

ของ heat shock proteins อยูในกลุม Hsp 60 family สวนโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ 111 kDa ซ่ึง
คาดวาเปนโปรตีน RpoS ในกลุมของ general stress protein โปรตีนในกลุมนี้ควบคุมการทํางาน
โดยยนี rpoS มี sigma factor คือ σ38 พบวาโปรตีนกลุมนี้ก็สามารถถูกสรางขึ้นจากการกระตุนของ
สภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (starvation stress) ไดดวยเชนกัน ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับ 
Jenkins et al. (1988) ที่ศึกษาเซลล E. coli K-12 ในสภาพการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคสหรือ
ไนโตรเจน) เปนเวลา 1 2 4 และ 24 ช่ัวโมง พบวาเซลลเครียดสามารถตานทานความรอนที่ 57 องศา
เซลเซียสไดมากกวาเซลลปกติ และเซลลที่อยูในสภาพการขาดอาหาร 4 และ 26 ช่ัวโมง สามารถ
ตานทานตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 15 mM  ไดเพิ่มขึ้นดวย นอกจากนี้คณะผูวจิยั
ยังไดศกึษาพบวาสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 4 ช่ัวโมง สามารถ
กระตุนใหเซลล E. coli K-12 สรางโปรตีนชนิดเครียดขึน้ 5 ชนิด และสามารถแสดงการตานทาน
ขามตอสภาวะเครียดออสโมติกที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 2.5 โมลารไดอีกดวย (Jenkins  
et al., 1990) 

 
สวนรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิด และ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวามีโปรตีนทีส่รางเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติในทํานอง
เดียวกันคือพบโปรตีนขนาดโมเลกุล 47 และ 63 kDa ซ่ึงมีขนาดใกลเคยีงกับโปรตีน DnaJ (47 kDa) 
และ GroEL (62 Kda) อางอิงโดย Wong et al. (2002) และ Klein et al. (1995)  สภาวะเครียดจาก
สารออกซิไดส (oxidative stress) เชนสารฆาเชื้อในกลุมนี้สามารถชักนําใหเกิดการสรางโปรตีนบาง
ชนิด ซ่ึงเปนโปรตีนที่กระตุนใหสรางขึ้นภายใตสภาวะเครียดอื่น เชน สภาวะเครียดจากความรอน 
(Greenberg et al., 1990; Morgan et al., 1986) โดยเฉพาะโปรตีน GroES และ DnaK ที่อยูในกลุม
ของ heat shock protein มีรายงานวาการผานสภาวะเครียดกระตุน E. coli ใหเกิดการสรางโปรตีน 
GroES ไดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Vanbogelen et al., 1987) สวนการศึกษาใน  
S. Typhimurium ที่ใหสัมผัสสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดพบวาเซลลสรางโปรตีน DnaK ไดเชนกนั 
(Morgan et al., 1986) 
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1.2  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TDH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-330 
 

จากการทดลองพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-330 ที่ผานสภาวะเครยีดทั้ง 4 
สภาวะ มกีารตอบสนองตอสภาวะเครียดโดยมีการสรางโปรตีนบางชนิดที่แตกตางจากเซลลปกติ
เชนเดยีวกับเซลลเครียดจากสายพันธุ vp-293 (ภาพที่ 7)  จากภาพที่ 7 แสดงรูปแบบโปรตีนของ
เซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน (heat stress; HS) (แถวที่ 3) พบวามีโปรตีนทีถู่กสรางขึ้นมา
ใหม 7 ชนดิดวยกันคือ โปรตีนขนาดโมเลกุล 22, 29, 30, 35, 60, 81 และ 97 kDa จากการตรวจสอบ
พบวาในสายพันธุนี้โปรตีนที่สรางขึ้นมีขนาดโมเลกุลในชวง 22-35 kDa ซ่ึงมีขนาดโมเลกุล
ใกลเคียงกับโปรตีน RpoH (32 kDa) ที่ควบคุมการทํางานดวย sigma factor-32 (σ32) และมีการ
สรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 60 kDa ซ่ึงมีขนาดใกลเคยีงกบัโปรตีน GroEL (Hsp60 family:62 kDa) 
โปรตีนขนาด 81 kDa ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับโปรตีนในกลุม HSP90 family (90 kDa) และโปรตีนที่
มีขนาดใหญ 97 kDa ซ่ึงคาดวาเปน general stress protein เชนเดยีวกับทีพ่บในเซลลเครียดจากการ
ขาดอาหารของสายพันธุ vp-293 อางอิงโปรตีนที่นํามาเทยีบเคียงโดย Wong et al. (2002), Klein et 
al. (1995) และ Jenkins et al. (1988)   

 
สําหรับรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร (starvation 

stress; ST) แสดงในภาพที่ 7 แถวที่ 4 พบวามีโปรตีนที่ถูกสรางเพิ่มขึ้น 2 ชนิดคอื 61 และ 100 kDa 
จากการตรวจสอบโปรตีนดังกลาวมีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีน GroEL (Hsp60 family:62 
kDa) และโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ 100 kDa ซ่ึงคาดวาเปนโปรตีนในกลุมของ general stress 
protein (Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 1999) แตไมพบโปรตีนขนาดโมเลกลุ 33 kDa ซ่ึง
พบวามีปริมาณเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดในกรณีของสายพนัธุ vp-293 

 
สวนรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิด และ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แสดงในภาพที่ 7 แถวที่ 5 และ 6 พบวามีโปรตีนที่สรางเพิ่มขึ้นมาคือ
โปรตีนขนาดโมเลกุล 25, 30, 35, 61, 83 และ 98 kDa เชนเดียวกนักบัโปรตีนที่แยกไดจากเซลล
เครียดดวยสารเปอรแอซิติกแอซิด พบโปรตีนขนาดโมเลกุล 25, 30, 61, 82 และ 98 kDa จะเหน็ได
วากลุมโปรตีนที่มีการเปลี่ยนแปลงของเซลลเครียดทั้ง 2 นั้นคลายกนั เชนเดียวกับทีพ่บในเซลล
เครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิดของสายพนัธุ vp-293 ที่มีการเปลี่ยนแปลงชนิดโปรตีนที่คลายคลึง
กัน จากการตรวจสอบพบวาโปรตีนที่สรางขึ้นจากเซลลสายพันธุ vp-330 นี้มีขนาดใกลเคียงกับ
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โปรตีน RpoH (32 kDa), GroEL (62 kDa), Hsp90 family (90 kDa) และโปรตีนขนาดใหญ 100 
kDa ที่คาดวาเปนกลุมของ general stress protein (Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 1999) 
 

1.3  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TRH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-004 

 
จากการทดลองพบวา V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-004 ที่ผานสภาวะเครยีดทั้ง 4 

สภาวะ มกีารตอบสนองตอสภาวะเครียดโดยมีการสรางโปรตีนบางชนิดแตกตางจากเซลลปกติ จาก
ภาพที่ 8 แถวที่ 3 เปนรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน (heat stress; HS) 
พบวามีโปรตนีที่ถูกสรางขึ้น 3 ชนิดดวยกันคือ 23, 58 และ 70 kDa จากการตรวจสอบคาดวา
โปรตีนที่สรางขึ้นมีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีนกลุม RpoH, GroEL (Hsp60 family) และ 
DnaK (Hsp70 family) อางอิงโดย Wong et al. (2002), Jenkins et al. (1988) และ Klein et al. 
(1995)  

 
สําหรับรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร (starvation 

stress; ST) แสดงในภาพที่ 8 แถวที่ 4 พบวามีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนที่ถูกสรางเพิ่มขึ้นเพียง
ขนาดเดยีวคือ 32 kDa ซ่ึงมีการแสดงออกทีชั่ดเจนมากเหมือนกับเซลลเครียดจากการขาดอาหารของ
สายพันธุ vp-293 ซ่ึงจากการตรวจสอบโปรตีนดังกลาวมขีนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีน RpoH 
อางอิงโดย Jenkins et al. (1988)   

 
สวนรูปแบบโปรตนีของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิด และ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แสดงในภาพที่ 8 แถวที่ 5 และ 6 พบวามีการตอบสนองโดยการสราง
โปรตีนที่คลายกันเชนเดยีวกับเซลลเครียดจากสารฆาเชื้อของ 2 สายพันธุที่ไดกลาวมาแลว โดยใน
เซลลเครียดสายพันธุ FS-004 มีการสรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 23, 35, 68 และ 69 kDa จากการ
ตรวจสอบโปรตีนดังกลาวมขีนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีน RpoH (32 kDa) และ DnaK (Hsp 70)
อางอิงโดย Jenkins et al. (1988) และ Klein et al. (1995) 
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1.4  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TRH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-006 
 

ในทํานองเดียวกันเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-006 ที่ผานสภาวะเครียดทั้ง 
4 สภาวะ สรางโปรตีนบางชนิดเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบัเซลลปกติรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผาน
สภาวะเครียดจากความรอน พบวามีโปรตนีที่ถูกสรางขึ้น 3 ขนาดดวยกันคือ 58, 61 และ 99 kDa 
(ภาพที่ 9 แถวที่ 3) คาดวาคอืโปรตีนกลุม GroEL (Hsp60 family) และกลุม general stress protein 
(Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 1999) รูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก
การขาดอาหาร (starvation stress; ST) แสดงในภาพที่ 9 แถวที่ 4 พบวาโปรตีนที่ถูกสรางเดนชัดคือ 
33 kDa ซ่ึงมีการแสดงออกทีชั่ดเจนมากเหมือนกับเซลลเครียดจากการขาดอาหารของสายพันธุ vp-
293 และ FS-004 คาดวาโปรตีนดังกลาวคือโปรตีน RpoH อางอิงโดย Jenkins et al. (1988) สวน
โปรตีนขนาด 115 kDa คือกลุม general stress protein (Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 
1999) 

 
รูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด และไฮโดรเจน

เปอรออกไซด แสดงในภาพที่ 9 แถวที่ 5 และ 6 พบวามกีารตอบสนองโดยการสรางโปรตีนที่
คลายกันเชนเดียวกบัเซลลเครียดจากสารฆาเชื้อของ 3 สายพันธุที่ไดกลาวมาแลวทีส่รางขึ้นมีขนาด 
58 และ 108 kDa โปรตีนทั้ง 2 มีขนาดโมเลกุลที่ใกลเคียงกับโปรตีน GroEL (Hsp60 family) และ
กลุม general stress protein (Wong et al., 2002; Abee and Wouters, 1999) แตในกรณีของเซลล
เครียดจากเปอรแอซิติกแอซิดพบวามกีารสรางโปรตีนขนาด 45 kDa เพิม่ขึ้นมาอีก 1 ชนิดดวย ซ่ึงมี
ขนาดใกลเคยีงกับโปรตีน DnaJ (47 kDa) อางอิงโดย Klein et al. (1995)   
 

1.5  ผลของสภาวะเครียดตาง ๆ ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TRH 
V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 
 

เชนเดยีวกันเซลลทั้ง 4 สายพันธุที่ไดกลาวมาแลวเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ 
FS-015 ก็มีการสรางโปรตีนบางชนิดมีขนาดโมเลกุลแตกตางจากเซลลปกติจากภาพที่ 10 ในแถวที ่
3 แสดงรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน พบวามีโปรตีนทีส่รางขึ้นคือ 
30, 54, 68 และ 77 kDa มีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตีนกลุม RpoH (32 kDa), GroEL (60 kDa) 
และ DnaK (76 kDa)อางอิงโดย Wong et al. (2002), Jenkins et al. (1988) และ Klein et al. (1995) 
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ในทํานองเดียวกันโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (starvation 
stress; ST) พบวามีโปรตีนที่ถูกสรางเพิ่มขึ้นหลายขนาดดวยกนัคือ 23, 32, 42, 54, 68 และ 112 kDa 
(ภาพที่ 10 แถวที่ 4) โดยเฉพาะโปรตีนขนาด 32 kDa ที่สรางขึ้นในปริมาณมากอยางเห็นไดชัด
เชนเดยีวกับเซลลเครียดจากการขาดอาหารของสายพันธุ vp-293, FS-004 และ FS-006 ซ่ึงโปรตีน
ดังกลาวมีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกับโปรตนี RpoH อางอิงโดย Jenkins et al. (1988) สวนโปรตีน
ขนาดอื่น ๆ มขีนาดโมเลกุลใกลเคียงกับ DnaJ (42 kDa), GroEL (54 kDa), DnaK (68 kDa) และ
กลุม general stress protein (112 kDa) อางอิงโดย Wong et al. (2002), Jenkins  et al. (1988) และ 
Klein et al. (1995) 
 

แตรูปแบบโปรตีนของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ
เปอรแอซิติกแอซิด แสดงในภาพที่ 10 แถวที่ 5 และ 6 พบวามีการสรางโปรตีนที่คอนขางจะ
แตกตางกันไมคลายคลึงกันเหมือนที่พบในเซลลเครียดจากสารฆาเชื้อของทั้ง 4 สายพันธุที่ไดกลาว
มาแลว พบโปรตีนของเซลลเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิดมีขนาดโมเลกุลคือ 29, 30 และ 31 kDa 
ซ่ึงโปรตีนกลุมนี้มีขนาดนีใ้กลเคียงกับโปรตีน RpoH (32 kDa) (Jenkins et al., 1988) และโปรตีน
ขนาด 55 kDa ซ่ึงใกลเคียงกบัโปรตีน GroEL (62 kDa) (Wong et al., 2002) แตไมพบการแสดงออก
ของโปรตีนทั้ง 2 กลุมนี้ในเซลลเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด ในทางกลับกันพบวามี
โปรตีนขนาดโมเลกุล 45 kDa ซ่ึงโปรตีนกลุมนี้มีขนาดนี้ใกลเคียงกับโปรตีน DnaJ  (Klein et al., 
1995) ถูกพบวาสรางขึ้นเฉพาะในเซลลเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดเทานัน้  

 
อยางไรก็ตามพบวามีการสรางโปรตีนเพิ่มขึ้นเหมือนกันในเซลลเครียดทั้ง 2 ชนิดคือ 

โปรตีนขนาดโมเลกุล 68 และ 74 kDa ซ่ึงโปรตีนทั้ง 2 นี้มีขนาดใกลเคยีงกับโปรตนี DnaK (68 
kDa) (Klein et al., 1995) การที่เซลลสรางโปรตีนตางชนิดกันอาจเนื่องมาจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนดิ
มีองคประกอบที่แตกตางกนัคือ เปอรแอซิติกแอซิดเปนสารประกอบระหวางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด และแอซิติกแอซิด ซ่ึงในการตอบสนองโดยการสรางโปรตีนชนิดเครียดที่มีผลของสภาวะ
เครียดที่เกดิจากกรดแอซิตกิรวมดวย พบเพียงในเซลลเครียดจากสายพันธุ FS-006 และ FS-015 
เทานั้นที่มีรูปแบบการสรางโปรตีนของเซลลเครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 แตกตางกัน คาดวาในสาย
พันธุอ่ืน ๆ ผลของสภาวะเครียดจากกรดแอซิติกที่มีอยูในสารเปอรออกซีแอซิติกแอซิดนั้นอาจไม
ถูกกระตุนใหแสดงออกมา 
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ภาพที่ 6  การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293  
หมายเหตุ  แถวที่ 2 คือ รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวที่ 3 คือ จาก 

    เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก 
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด 
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน 
    กิโลดาลตัน (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1  ตวัเลขและเสนที่แสดงในแถวที่  
    3-6 แสดงถงึแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึ้น  
    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 รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวท่ี 3 คือ จาก  

   เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก   
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด    
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน  
    กิโลดาลตนั (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1 และ 8 ตัวเลขและเสนที่แสดงใน  
    แถวที่ 3-6 แสดงถึงแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึน้ 
    HS = Heat stress, ST = Starvation stress, PAA = Peracetic acid stress  
    และ H2O2 = Hydrogen peroxide stress 
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ภาพที่ 8  การเปลี่ยนแปลงโปรตีนของเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-004   
หมายเหตุ  แถวที่ 2 คือ รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวที่ 3 คือ จาก   

    เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก 
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด 
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน 
    กิโลดาลตัน (kDa) ของโปรตนีมาตรฐานในแถวที่ 1 และ 7 ตัวเลขและเสนที่แสดงใน 
    แถวที่ 3-6 แสดงถึงแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึน้  
    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 รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวท่ี 3 คือ จาก   

    เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก 
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด 
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน 
    กิโลดาลตนั (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1 และ 8 ตัวเลขและเสนที่แสดงใน 
    แถวที่ 3-6 แสดงถึงแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึน้  
    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 รูปแบบโปรตีนจากเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด แถวท่ี 3 คือ จาก   

    เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน แถวที่ 4 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครียดจาก 
    การขาดอาหาร แถวที่ 5 และ 6 คือ จากเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากเปอรแอซิติกแอซิด 
    และไฮโดรเจนเปอรออกไซด ตามลําดับ  ตัวเลขทางดานซายแสดงขนาดโมเลกุลเปน 
    กิโลดาลตนั (kDa) ของโปรตีนมาตรฐานในแถวที่ 1 และ 8 ตัวเลขและเสนที่แสดงใน 
    แถวที่ 3-6 แสดงถึงแถบโปรตีน และขนาดโมเลกุลที่พบวาถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึน้  
    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 ที่ผานสภาวะเครียดตาง ๆ 4 สภาวะ เปรียบเทียบกบัเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียดจะเหน็ได
วาเซลลแบคทีเรียเมื่อไดรับสภาวะเครียดตาง ๆ จะมีกลไกในการสรางโปรตีนขึ้นมาเพื่อปองกัน
เซลลใหรอดชีวิตไดในสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของเซลล หรือเพื่อชวยซอมแซมเซลลที่
เสียหาย ชวยรักษาสภาพของเซลล หรือชวยในการกําจดัสารหรือส่ิงเราที่ทําใหเกิดความเครยีด 
(stress agent) (Yousef and Courtney, 2002) ซ่ึงในการทดลองนี้พบวาเซลล V. parahaemolyticus 
ทั้ง 5 สายพันธุ ที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) และสารฆาเชื้อ
จากเปอรแอซติิกแอซิดหรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด สามารถกระตุนใหเซลลมีการสรางโปรตีน
ชนิดพิเศษขึ้นมาโดยโปรตีนที่สรางขึ้นสวนใหญอยูในกลุมของ heat shock proteins ไดแก DnaJ 
(Hsp70 family), GroEL (Hsp60 family), DnaK (Hsp70 family), HSP90 และ RpoH รวมทั้งโปรตีน
ที่มีขนาดโมเลกุลใหญ (ประมาณ 100 kDa ขึ้นไป) ซ่ึงจัดอยูในกลุม general stress proteins อีกดวย 
และหากเปรียบเทียบผลการทดลองดังกลาวระหวางเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus 
พบวาเซลลเครียดของเซลลทั้งสองกลุมนี้สามารถถูกกระตุนใหมีการสรางโปรตีนชนิดเครียดได
เชนเดยีวกัน 
 
2.  ความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดของเซลล TDH และ 

TRH V. parahaemolyticus ท่ีผานสภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้าํตาลกลูโคส)  
สารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด และสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

ในการทดลองครั้งนี้ไดเลือกเชื้อ V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 มาเปนตัวแทนของ
สายพันธุที่สรางสาร TDH และเลือกสายพนัธุ FS-015 มาเปนตัวแทนของสายพันธุทีส่รางสาร TRH 
จากงานวิจยัของชื่นจิต (2548) พบวาเซลลทั้ง 2 สายพันธุนี้ใหผลในการตานทานความรอนหลังผาน
สภาวะเครียดไดมากกวาสายพันธุอ่ืน ๆ และผลจากการทดลองเรื่องการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน
ภายในเซลลที่ไดกลาวมาแลวพบวา เซลลทั้งสองสายพันธุนี้มีการตอบสนองตอสภาวะเครยีดโดย
การสรางโปรตีนชนิดพเิศษกลุม heat shock proteins หลายชนิดดวยกนั 

 
ความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด การเจริญและการ

อยูรอดของเซลล TDH และ TRH Vibrio parahaemolyticus  เปรียบเทยีบระหวางเซลลปกติและ
เซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน  การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส)  สารฆาเชื้อเปอรแอซิติก
แอซิด และสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวา  ในกรณีของเซลลปกติที่ไม
ผานสภาวะเครียด (ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.19 logCFU/ml) หลังจากทดสอบดวยสารละลาย
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ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลา 0 - 30 นาที  เซลลปกติมีปริมาณลดลงอยางรวดเรว็ตั้งแต 5 
นาทีแรก และลดลงอยางตอเนื่องจนถึงเวลา 30 นาที ซ่ึงมีปริมาณเซลลรอดชีวิต 1.79 logCFU/ml 
หรือมีการรอดชีวิตเพยีง 0.04 % (ปริมาณเซลลลดลงไป 99.96 %) (ภาพที่ 11) สวนเซลลที่ผาน
สภาวะเครียดจากความรอน (ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 30 นาที) จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.30 
logCFU/ml พบวาเซลลรอดชีวิตไดดีในชวง 10 นาทีแรก แตเมื่อเวลาผานไปปริมาณเซลลก็ลดลง
อยางชาๆจนถงึนาทีที่ 30 พบปริมาณเซลลรอดชีวิตอยู 2.93 logCFU/ml หรือมีการรอดชีวิตได  0.42 
% (ปริมาณเซลลลดลง 99.58 %)  เซลลที่ผานความรอนนั้นมีแสดงการตานทานตอสารไฮโดรเจน
เปอรออกไซดเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Chang et  
al. (2004) ที่ศึกษาในเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ 690 (แยกเชื้อไดจากผูปวย) และสายพนัธุ 
chopping board isolate (แยกเชื้อไดจากการเกิดโรคอาหารเปนพิษระบาดในกรุงไทเป) โดยนําเซลล
ทั้ง 2 สายพันธุมาผานความรอนอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15, 30 และ 45 นาที  จากนั้น
นําเซลลเครียดมาทดสอบความไว (susceptibility) ตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 20 ppm ที่
เวลาตาง ๆตั้งแต 0 ถึง 20 นาที  พบวาเซลลที่ผานความรอนของทั้ง 2 สายพันธุมีเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตหลังสัมผัสสารฆาเชื้อไดมากกวาเซลลปกติที่ไมผานความรอน โดยเซลลปกติมกีารรอดชีวิต
ประมาณ 0.1 % สวนเซลลที่ผานความรอนมีการรอดชีวิตอยูในชวง 1 – 10 % โดยเซลลที่ผานความ
รอนเปนเวลา 45 นาทีมีการรอดชีวิตสูงที่สุด 

 
สําหรับผลของสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) พบวาเซลลที่ผานสภาวะ

เครียดดังกลาวสามารถตานทานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดเมือ่เทียบกับ
เซลลปกติหรือเซลลที่ผานสภาวะเครียดอื่นๆ (ภาพที่ 11) จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.18 logCFU/ml 
เมื่อครบเวลา 30 นาที มีปริมาณเซลลลดลงไปเพียงเล็กนอย เหลือปริมาณเซลล 4.21 logCFU/ml 
(ภาพผนวกที่ ง1) คิดเปนการรอดชีวิต 10.73 % (ปริมาณเซลลลดลง 89.27 %) ซ่ึงผลการทดลอง
ดังกลาวสอดคลองกับ Koga and Takumi (1995) ที่ทําการเลี้ยง V. parahaemolyticus ใหเซลลอยูใน
สภาวะขาดอาหารเปนเวลา 12 ช่ัวโมง และนํามาทดสอบการตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 200 μM พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหารมีปริมาณเซลลรอดชีวิตที่สูง
กวาเซลลปกต ิ

 
 และในกรณเีซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากสารฆาเชื้อกลุมเปอรออกไซด ไดแก  ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด และเปอรแอซิติกแอซิด จากปริมาณเซลลเร่ิมตนคือ 5.18 และ 5.22 logCFU/ml 
ตามลําดับ  พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อทั้งสองชนิดนี้ใหผลการการตานทานตอ
สารไฮโดรเจนเปอรออกไซดในลักษณะทีค่ลายกัน กลาวคือเซลลมีการรอดชีวิตไดดใีนชวง 15 นาที
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แรก (ภาพที่ 11) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ เซลลมีปริมาณลดลงเพยีงเล็กนอยในชวง 10 นาที
แรก และลดลงอยางรวดเรว็ในนาทีที่ 15 จนถึงนาทีที่ 30 ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติจะเห็นได
วาหลังเวลาผานไปจนครบ 30 นาที เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนดิมีปริมาณ
เซลลที่รอดชีวิตใกลเคียงกันคือ 1.89 และ 1.96 logCFU/ml อยางไรก็ตามมีการรอดชีวิตต่ํากวาเซลล
เครียดที่ผานความเครียดดวยความรอนและการขาดอาหารคือ 0.05 และ 0.06 % ตามลาํดับ (หรือ
ปริมาณเซลลลดลง 99.5 % และ 99.4 %) 
 
 จากผลการทดสอบการตานทานตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm เปนเวลา 
30 นาที ของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 หลังผานสภาวะเครยีดตางๆ ใหผล
การทดลองที่สอดคลองกับการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงโปรตีนในเซลล เนื่องจากเซลลที่ผาน
สภาวะเครียดตางๆ จะมีการสรางโปรตีนชนิดพิเศษขึ้นมา ไดแก โปรตีนในกลุมของ Heat shock 
proteins เชน DnaK, DnaJ, GroEL หรือ RpoH เปนตน เพื่อตอบสนองตอสภาวะเครียดนัน้ ทําให
เซลลสามารถรอดชีวิตจากสภาวะเครียดดังกลาวและสรางความตานทานตอสภาวะเครียดเดิมที่
ระดับสูงขึ้น หรือตานทานตอสภาวะเครียดอื่นๆได เชนเดียวกับ Wong  et al. (2002)  พบวาเมื่อ
เซลลของ V. parahaemolyticus ผานความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ถูก
กระตุนใหสามารถอยูรอดไดที่อุณหภูมิสูงกวาคือ 47 องศาเซลเซียส มากกวาเซลลที่ไมผานความ
รอน เซลลดังกลาวมีการสรางโปรตีน HSPs ที่มีมวลโมเลกุล 47.6 KDa ซ่ึงพบในสวนของ total 
cellular fraction และ 62.3 KDa ซ่ึงพบในสวนของ periplasmic และ extracellular fraction ได
เพิ่มขึ้น โปรตีนดังกลาวมีมวลโมเลกุลใกลเคียงกับ DnaJ โปรตีนและ GroEL โปรตีน  ซ่ึงมีมวล
โมเลกุล 41 และ 63 KDa ตามลําดับ คาดวาโปรตีนเหลานี้มีสวนชวยใหเซลลสามารถอยูรอดที่
สภาวะอณุหภมูิสูงไดดีขึ้น    
 

แมวาในการทดลองนี้พบวาเซลลสายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 
ชนิด ใหผลการตานทานขามตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ในเวลา 30 นาที ไดไมดีเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลที่ผานสภาวะเครียดอื่น ๆ ทั้งนี้คาดวาอาจเกี่ยวของกับกลไกในการตอบสนอง
ตอสภาวะเครียดของเซลลเครียดเชน การสรางโปรตีนที่จําเพาะคือ stressed protein โปรตีนชนิด
พิเศษนี้ชวยใหเซลลทนตอสภาวะเครียดทีร่ะดับรุนแรงมากขึ้น แตอาจชวยใหทนไดไมนานมากนกั 
ทั้งนี้ขึ้นอยูกับระดับความรุนแรงของสภาวะเครียดทีก่ระตุนและที่ทําการทดสอบดวย  ซ่ึงผลการ
ทดลองในครั้งนี้ขัดแยงกับผลการทดลองของ Zook et al. (2001) ที่ทําการศึกษาเซลล E. coli 
O157:H7 ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบ โดยการกระตุนเซลลดวยสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
12 mM และเปอรแอซิติกแอซิด 0.1 % จากนั้นนําไปทดสอบดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด 80 mM 
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พบวาเซลลเครียดมีจํานวนลดลงเพียง 1 log cycle ที่เวลา 3 ช่ัวโมง ในขณะที่เซลลปกติลดลงไปถึง 4 
log cycle ในเวลา 1 ช่ัวโมง (จํานวนเซลลเร่ิมตน 9 logCFU/ml) จะเหน็ไดวาเซลลเครียดจากสารฆา
เชื้อสามารถทนตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่มีระดบัความเขมขนสูงไดเปนเวลานานมาก ซ่ึงผล
การทดลองที่แตกตางกันนี้อาจเนื่องมาจากชนิดแบคทีเรียตางสายพันธุ ปริมาณเซลลเร่ิมตนที่ไม
เทากัน รวมถึงระดับความเขมขนของสารฆาเชื้อที่ใชกระตุนและทดสอบก็แตกตางกนั  โดยปกติ
แลวเซลลของ E. coli O157:H7 สามารถทนตอสภาวะกรดที่มีความเขมขนสูงไดมากกวาเซลล V. 
parahaemolyticus ที่มีคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมตอการเจริญคอนไปทางเบสคือ 7.6 – 8.6 
สภาวะทีใ่ชในการกระตุนดวยสารเปอรแอซิติกแอซิดของ Zook et al. (2001) นั้นมีผลของสภาวะ
เครียดจากกรดรวมอยูดวย คาดวาเซลลของ E. coli O157:H7 สามารถถูกกระตุนใหมกีารตอบสนอง
ไดมากกวาจากการผานสารเปอรแอซิติกแอซิด จึงแสดงความสามารถในการตานทานตอสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดมากกวา  อยางไรก็ดีในการทดสอบการตานทานตอสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm เปนเวลา 30 นาทีของเซลล V. parahaemolyticus คร้ังนี้พบวา
เซลลเครียดดังกลาวแสดงความสามารถในการตานทานตอไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดมากขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด 

 
 นอกจากนี้จากผลการทดลองที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรตีนในเซลลขางตนยังพบวา เซลล
เครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิด มีจํานวนโปรตีนที่ตรวจพบวาถูกสรางเพิ่มขึ้น (จากแถบโปรตีนที่
แสดงในภาพที่ 6) นอยกวาเซลลเครียดจากความรอนหรือจากการขาดอาหาร กลาวคือเซลลเครียด
จากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิด พบโปรตีนขนาดโมเลกลุ 47 และ 63 kDa เพิ่มขึ้น ซ่ึงมีขนาดโมเลกุล
ใกลเคียงกับโปรตีน DnaJ (41 kDa) และ GroEL (62 kDa) อางอิงโดย Wong et al. (2002) แตใน
เซลลเครียดจากความรอนและการขาดอาหารพบวามีปริมาณ stressed protein ถูกสรางเพิ่มขึ้น
มากกวา (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
ใกลเคียงกับโปรตีน 3 ชนิดดวยกันคือ RpoH (30 kDa), GroEL (62 kDa) และ HSP90 family (90 
kDa) ซ่ึงจํานวนหรือชนิดของโปรตีนพิเศษที่สรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอสภาวะเครียดคาดวามผีล
ชวยสงเสริมใหเกิดการตานทานตอสภาวะเครียดไดดยีิ่งขึ้น 
 

จากผลการทดสอบการตานทานตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะเหน็ไดวาความสามารถ
ในการตานทานขามของเซลลสอดคลองกับการสรางโปรตีนชนิดพิเศษของเซลลเชนเดียวกับทีพ่บ
ในเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เมือ่เปรียบเทียบกับเซลล TRH V. 
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parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 มีการสรางโปรตีนเพิ่มขึ้นหลายชนิดและมีปริมาณเพิ่มขึ้นอยาง
เห็นไดชัด จึงทําใหเซลลสามารถรอดชีวิตในการทดสอบการตานทานขามไดมากกวาเซลลปกติ 

 
ในทํานองเดียวกันเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่มีสมบัติสรางสาร TRH 

ใหผลการทดลองคลายคลึงกับสายพันธุ vp-293 ที่มีสมบัติสรางสาร TDH กลาวคือเซลลปกติที่ไม
ผานสภาวะเครียด (ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.44 logCFU/ml) ไมทนทานตอสารละลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 30 ppm ที่ทดสอบ เซลลปกติมีปริมาณลดลงอยางชาๆในชวง 15 นาทีแรก และลดลงอยาง
อยางรวดเรว็จนถึงเวลา 30 นาที สุดทายมีปริมาณเซลลรอดชีวิต 2.27 logCFU/ml มีเซลลรอดชีวิต 
0.07 % (ปริมาณเซลลลดลง 99.93 %) (ภาพที่ 12) สวนเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากความรอน 
(ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.52 logCFU/ml) ที่เวลา 30 นาทีมปีริมาณเซลลรอดชีวิตอยู 3.15 logCFU/ml 
มีเซลลรอดชีวิต 0.43 % (ปริมาณเซลลลดลง 99.57 %)   เซลลเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาล
กลูโคส) (ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.76 logCFU/ml) มีปริมาณเซลลลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น เมื่อครบ
เวลา 30 นาทีมปีริมาณเซลลรอดชีวิตมากถึง 3.66 logCFU/ml ซ่ึงมีปริมาณเซลลรอดชีวติที่สูงกวา
เซลลปกติและเซลลที่ผานสภาวะเครยีดอื่นๆ (ปริมาณเซลลลดลง 99.2 %) 

 
สวนเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อกลุมเปอรออกไซด ไดแก  ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด และเปอรแอซิติกแอซิด (ปริมาณเซลลเร่ิมตน 5.27 และ 5.31 logCFU/ml)  พบวาเซลลที่
ผานสภาวะเครียดจากสารละลายเปอรแอซิติกแอซิดสามารถตานทานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ที่ใชทดสอบที่ความเขมขน 30 ppm ไดดีกวาในเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารละลายไฮโดรเจน
เปอรออกไซด  กลาวคือเซลลมีปริมาณลดลงเล็กนอยในชวง 10 นาทีแรก แตเมื่อถึงนาทีที่ 15 จน
ครบ 30 นาที เซลลเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดก็มีปริมาณเซลลลดจํานวนลงอยาง
รวดเร็วจนสุดทายมีปริมาณเซลลรอดชีวิต 2.31 logCFU/ml มีการรอดชีวิต 0.10 % (ปริมาณเซลล
ลดลง 99.9 %)แตเซลลเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิดมปีริมาณเซลลลดลงเพียงเล็กนอยตั้งแต
นาทีที่ 0 จนถึงนาทีที่ 20 จากนั้นจึงลดลงอยางรวดเร็วจนเมื่อครบเวลา 30 นาที มีปริมาณเซลลรอดที่
สูงกวาคือ 3.60 logCFU/ml มีการรอดชีวิต 2.16 % (ปริมาณเซลลลดลง 97.84 %) ผลการทดลองนี้
ใหผลเชนเดยีวกันกับสายพนัธุ vp-293 ที่แตกตางกันคือในสายพนัธุ FS-015 เซลลที่ผานสารละลาย
เปอรแอซิติกแอซิดแสดงผลการตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดดีกวาอยางชัดเจน
โดยมีปริมาณเซลลรอดชีวิตสูงถึง 3.60 logCFU/ml ที่เปนเชนนี้อาจเนือ่งมาจากเซลลของสายพันธุ 
FS-015 มีการแสดงออกจากการถูกกระตุนดวยสารเปอรแอซิติกแอซิดไดมากกวาสายพันธุ vp-293 
โดยสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิดนีม้ีองคประกอบที่แตกตางกนัคือ เปอรแอซิติกแอซิดเปนสารประกอบ
ระหวางไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแอซิติกแอซิด ซ่ึงในการตอบสนองการตานทานตอ
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ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm นี้อาจมีผลของสภาวะเครียดที่เกดิจากกรดแอซิตกิรวมดวย จึง
สามารถกระตุนใหเซลลสายพันธุ FS-015 สรางความตานทานขามไดเพิ่มมากขึ้นกวาเซลลสายพันธุ 
vp-293 

 
ไดเคยมีรายงานถึงผลของสภาวะเครียดจากกรดตอการตานทานขามตอสภาวะเครียดอื่น ๆ 

ในเซลล V. parahaemolyticus ST550 ที่ผานสภาวะเครียดจากกรด คาความเปนกรด-เบส 5.0 เปน
เวลา 30 นาที สามารถตานทานขามตอความรอนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสไดเพิ่มขึ้น และพบวา
เซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากกรดเหลานัน้มกีารสรางโปรตีนขนาด 47.6 และ 58.1 kDa เพิ่มมากขึ้น 
ซ่ึงจากการตรวจสอบโปรตีนดังกลาวมีขนาดใกลเคียงกับโปรตีน DnaJ (41 kDa) และโปรตีน 
GroEL (63 kDa) (Wong et al., 1998)   

 
ผลการทดลองขางตนนี้สามารถนํามาคํานวณหาคา-ดี (D-values) ของเซลล TDH และ 

TRH  V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 และ FS-015 (ภาคผนวก ง) ดังแสดงในตารางที่ 7 จาก
ตารางพบวาเซลลที่ผานสภาวะเครยีดตางๆทั้ง 4 สภาวะนัน้มีคา-ดี (D-values) ที่เพิ่มสูงขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลปกติ และเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหารแสดงใหเห็นวามี
ความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ไดมากกวาเซลล
ที่ผานสภาวะเครียดอื่นๆ โดยมีปริมาณเซลลรอดชีวิตและมีคาดีที่สูงกวาเซลลทุกสภาวะ  ซ่ึง Rowe 
and Kirk (2000) ไดรายงานวา E. coli O157:H7 ที่ถูกเลี้ยงในสภาวะขาดอาหาร สามารถรอดชีวิต
และแสดงความสามารถในการตานทานขามตอความรอนที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียสเพิ่มมากขึ้น 
คณะผูทําการวจิัยไดศึกษาเปรียบเทียบระหวางเซลล rpoS+ ซ่ึงเปนสายพนัธุปกติ กับเซลล rpoS- ซ่ึง
เปนสายพันธุที่เปน mutant  พบวาเซลลที่เปนสายพันธุปกติ (มียนี rpoS) สามารถถูกกระตุนจาก
สภาวะเครียดจากการขาดอาหารใหตานทานความรอนได  ในขณะที่เซลลที่ไมมียีน rpoS (rpoS-) 
พบวาเมื่อผานสภาวะเครียดแลวมีการตานทานความรอนที่นอยกวาเซลลปกติ 
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เซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (นํ้าตาลกลูโคส) 12 ชั่วโมง

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm

 
 
ภาพที่ 11  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่สรางความ 
    ตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลาตาง ๆ  
หมายเหตุ  I  หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; n = 2) 
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เซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (นํ้าตาลกลูโคส) 12 ชั่วโมง

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด

 
 
ภาพที่ 12  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่สรางความ 
    ตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลาตาง ๆ  
หมายเหตุ  I  หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; n = 2) 
 
 
 

 
 
 

 



 

56 

ตารางที่ 7  คา-ดี(นาท)ี ของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 และ TRH V.  
    parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่ผานสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm    
    เปนเวลา 30 นาที เปรียบเทียบระหวางเซลลปกติและเซลลที่ผานสภาวะเครยีด 

 
คา-ดี (นาท)ี* 

ชนิดของเซลล 
vp-293 FS-015 

ปกติ1 A6.99 ± 0.00a B5.61 ± 0.33a 
ผานความรอน2 A8.29 ± 0.47b B6.63 ± 0.19b 
ผานการขาดอาหาร3            A27.62 ± 0.00c            B17.22 ± 0.37d 
ผานสารเปอรแอซิติกแอซิด4 A7.18 ± 0.02a A7.61 ± 0.12c 
ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด5 A7.08 ± 0.49a B6.16 ± 0.04b 
 
หมายเหตุ  1 เซลลอายุ 15 ช่ัวโมง เพาะเลี้ยงใน TSBS ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
     2 เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
     3 เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
     4 เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิดที่ความเขมขน 0.17 ppm  

       เปนเวลา 15 นาที 
    5 เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 0.17 ppm     
       เปนเวลา 15 นาที 
    * คาเฉลี่ยคา-ดี (นาที); คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n = 2 
    A, B ตัวอักษรที่แตกตางกนัในแถวเดยีวกันแสดงถึงความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ 
     ทางสถิติ (p>0.5) 
    a, b, c, d ตัวอักษรที่แตกตางกนัในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางกันอยางม ี
     นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.5) 
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 จากตารางที่ 7 พบวาเซลล V. paraheamolyticus สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครียดจาก
ความรอน และการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) มีคา-ดีสูงขึ้นแตกตางจากคา-ดีของเซลลปกติอยางมี
นัยสําคัญ โดยมีคา-ดีเพิ่มขึ้นจากเซลลปกตคิือ 6.99±0.00 นาที เปน 8.29±0.47 และ 27.62±0.00 นาที 
ตามลําดับ  แตเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากสารเปอรแอซิติกแอซิดและไฮโดรเจนเปอรออกไซด
แมวาในชวงแรกของการทดสอบเซลลจะแสดงการตานทานไดดแีตเมื่อครบเวลา 30 นาทีพบวา 
เซลลมีคา-ดีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคญัเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ โดยมีคา-ดีเปน 7.18±0.02 
และ 7.08±0.49 นาที ตามลําดับ 
 
 สวนในเซลล V. paraheamolyticus สายพันธุ FS-015 พบวาเซลลเครียดทั้งหมดมีคา-ดี
เพิ่มขึ้นแตกตางจากคา-ดีของเซลลปกติอยางมีนัยสําคัญ โดยมีคา-ดีเพิ่มขึ้นจากเซลลปกติคือ 
5.61±0.33 นาที เปน 6.63±0.19, 17.22±0.32, 7.61±0.12 และ 6.16±0.04 นาที ตามลําดับ  จะเห็นได
วาเซลลเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) ของเซลลทั้ง 2 สายพันธุ มีคา-ดีเพิ่มสูงขึ้นมาก
ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติ  สอดคลองกับการทดลองสวนแรกที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนดิ
โปรตีนที่พบวา ในเซลลเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) พบการแสดงออกของโปรตีน
ชนิดหนึ่งขนาดโมเลกุลประมาณ 30 kDa คือ โปรตีน RpoH เพิ่มปริมาณขึ้นอยางเหน็ไดชัดเมื่อ
เทียบกับการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนชนิดตาง ๆ ที่พบจากเซลลเครียดอื่น 

 
จากการคาํนวณหาคา-ดีที่ไดกลาวมาแลวนัน้พบวาสอดคลองกับการทดลองของชื่นจิต 

(2548) ที่พบวาเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดตางๆ มีความสามารถในการ
ตานทานความรอนที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียสไดมากขึน้โดยมีคา-ดีเพิ่มสูงขึ้นเฉลี่ย 2-3 นาทีเมื่อ
เทียบกับเซลลปกต ิและยังพบวาเซลลเครียดเหลานั้นเมื่อถูกสรางการปนเปอนบนกุงและหมกึ 
สามารถรอดชีวิตที่อุณหภูมิต่าํระดับแชเย็น 4 องศาเซลเซียส และระดบัแชแข็ง -18 องศาเซลเซียส 
ไดนานกวาเซลลปกติ เชนเดยีวกับในการทดลองของ Zhang and Griffiths (2003) ซ่ึงเล้ียงเซลล E. 
coli O157:H7 ในสภาวะขาดอาหารที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 10 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และทีอุ่ณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วนั จากนั้นนํามา
ทดสอบการทนทานตอความรอนที่ 52 องศาเซลเซียส พบวาเซลลเครียดทั้ง 3 มีคา D52 เพิ่มขึ้น 11.0, 
13.2 และ 18.5 นาทีตามลําดบั 

 
 
 



 

58 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  การเปล่ียนแปลงของโปรตีนภายในเซลลของ TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ีผาน
สภาวะเครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) สารฆาเชือ้เปอรแอซิติกแอซิด และสาร
ฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

1.1  ผลของสภาวะเครียดจากความรอนทีม่ีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล 
TDH 2 สายพนัธุ และ TRH V. parahaemolyticus 3 สายพันธุ 
 

เซลล V. parahaemolyticus ทั้ง 5 สายพันธุไดแก vp-293, vp-330, FS-004, FS-006 และ 
FS-015 หลังจากผานสภาวะเครียดจากความรอนอุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที มีการ
สรางโปรตีนชนิดพิเศษเพิ่มขึน้ทุกสายพนัธุ โดยโปรตีนทีส่รางขึ้นสวนใหญเปนโปรตนีในกลุม 
heat shock proteins (HSPs) คาดวาไดแก โปรตีน DnaJ (Hsp70 family) สายพันธุที่มีการสราง
โปรตีนชนิด นี้คือ vp-293  โปรตีน GroEL (Hsp 60 family) มีการสรางขึ้นทั้ง 5 สายพันธุ  โปรตนี 
DnaK (Hsp70 family) สายพันธุที่มีการสรางไดแก FS-004 และ FS-015  โปรตีนในกลุม HSP90 
(Hsp90 family) พบมีการสรางในเซลล vp-330 และโปรตีน RpoH มีการสรางในสายพนัธุ vp-330, 
FS-04 และ FS-015 รวมถึงโปรตีนที่มีขนาดโมเลกลุมากกวา 100 kDa ขึ้นไปซึ่งอยูในกลุม general 
stress proteins พบวามีการสรางในสายพันธุ vp-330 และ FS-006 
 

1.2  ผลของสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) ที่มีตอการเปลี่ยนแปลงของ
โปรตีนภายในเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus 5 สายพันธุ 
 

เซลล V. parahaemolyticus ทั้ง 5 สายพันธุ ที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร 
(น้ําตาลกลูโคส) เปนเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถกระตุนใหมีการสรางโปรตีนชนิดพิเศษขึ้นมาได
เชนกัน ซ่ึงโปรตีนที่มีการสรางขึ้นเปนกลุมของ heat shock proteins (HSPs) เชนเดยีวกับที่พบใน
เซลลเครียดจากความรอนคาดวาไดแก โปรตีน DnaJ, GroEL, DnaK และ RpoH รวมทั้งกลุมของ 
general stress proteins ดวย  ที่นาสังเกตคือในเซลลเครียดจากสายพนัธุ vp-293, FS-004, FS-006 
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และ FS-015 พบวามีการสรางโปรตีนขนาดโมเลกุล 32-33 kDa เพิ่มมากขึ้นอยางเหน็ไดชัด คาดวา
คือโปรตีน RpoH ซ่ึงอยูในกลุมของ HSPs เชนกัน 

 
1.3  ผลของสภาวะเครียดจากสารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด และไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่

มีตอการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนภายในเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus 5 สายพันธุ 
 
 ผลการทดลองเชนเดยีวกับเซลลเครียดจากทั้ง 2 สภาวะทีไ่ดกลาวมาแลว กลาวคือ 
เซลลเครียดจากสารฆาเชื้อทั้ง 2 ชนิด พบวาทั้ง 5 สายพันธุมีการสรางโปรตีนชนิดพิเศษเพิ่มขึ้น 
ไดแก โปรตีนในกลุมของ heat shock proteins (HSPs) ไดแก DnaJ, GroEL, DnaK, RpoH และ 
HSP90 รวมทั้งโปรตีนในกลุม general stress protein ดวย  แตเซลลเครียดจากสารเปอรแอซิติก
แอซิดในสายพันธุ FS-006 และ FS-015 พบวามีการสรางโปรตีนที่แตกตางจากสายพันธุอ่ืนคาดวา
คือ DnaJ (45 kDa) และ RpoH (29-31 kDa)  
 

จากผลการทดลองขางตนทั้งหมดนี้สามารถสรุปไดวาเซลลเครียดของ TDH V. 
parahaemolyticus และ TRH V. parahaemolyticus สามารถถูกกระตุนจากสภาวะเครียด 4 สภาวะ
และแสดงการสรางโปรตีนชนิดเครียดเพิ่มขึ้นโดยแบบแผนการสรางโปรตีนแตกตางกันไปขึ้นกบั
สายพันธุไมไดขึ้นกับปจจัยที่กอใหเกิดโรค คือ TDH หรือ TRH 
 
2.  ความสามารถในการตานทานขามตอสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดของเซลล  

TDH และ TRH V. parahaemolyticus ท่ีผานสภาวะเครยีดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาล
กลูโคส) สารเปอรแอซิติกแอซิด และสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 

จากการทดสอบการตานทานตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm เปนเวลา 30 
นาที ของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 และ TRH สายพันธุ FS-015 หลังผาน
สภาวะเครียด 4 สภาวะ พบวาเซลลเครียดทั้ง 4 สภาวะสามารถตานทานตอสารไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดไดมากกวาเซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครยีด โดยเซลลสายพันธุ vp-293 และ FS-015 ที่ผาน
สภาวะเครียดจากความรอนมีการรอดชีวิต 0.42 และ 0.43 เมื่อผานสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร
มีการรอดชีวิต 10.73 และ 0.80 % ตามลําดบั สวนเซลล 2 สายพันธุดังกลาวเมื่อผานสภาวะเครียด
จากสารเปอรแอซิติกแอซิดมกีารรอดชีวิต 0.06 และ 2.16 % และเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีการรอดชีวิต 0.05 และ 0.10 % ตามลําดับ 
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 เมื่อเปรียบเทียบคา-ดีพบวาเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดตาง ๆ มีคาสูง
กวาเมื่อเปรยีบเทียบกับเซลลปกติ โดยเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะ
เครียดจากความรอน และการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) มีคา-ดีสูงขึ้นแตกตางจากคา-ดีของเซลล
ปกติอยางมีนยัสําคัญ โดยมีคา-ดีเปน 8.29 และ 27.62 นาที ตามลําดับ  แตเซลลที่ผานสภาวะเครียด
จากสารเปอรแอซิติกแอซิดและไฮโดรเจนเปอรออกไซด มีคา-ดีไมแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลปกติ โดยมีคา-ดีเปน 7.18 และ 7.08 นาที ตามลําดบั 
 
 สวนในเซลล V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่ผานสภาวะเครียดตาง ๆ พบวาเซลล
เครียดจากความรอน การขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) และสารเปอรแอซิติกแอซิด มีคา-ดีเพิ่มขึน้
แตกตางจากคา-ดีของเซลลปกตอิยางมีนยัสําคัญ โดยมีคา-ดีเปน 6.63, 17.22 และ 7.61 นาที 
ตามลําดับ  แตเซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีคา-ดีไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกบัเซลลปกติ โดยมีคา-ดีเปน 6.16 นาที จะเห็นไดวาเซลลเครียดจากการ
ขาดอาหาร (น้าํตาลกลูโคส) ของทั้งสายพันธุ vp-293 และ FS-015 มีคา-ดีเพิ่มสูงขึ้นมากที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกบัเซลลปกติคือ 27.62 และ 17.22 นาที ตามลําดับ 
 
 สรุปไดวาทั้งเซลล TDH และ TRH V. parahaemolyticus สามารถถูกกระตุนจากสภาวะ
เครียดใหมีการแสดงการตานทานและตานทานขามตอสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทั้งนี้เกดิจาก
การสรางโปรตีนชนิดพเิศษเพิ่มขึ้นจึงชวยใหเซลลรอดชีวิตไดดกีวาเซลลปกติ 
 

ขอเสนอแนะ 
 
 1.  ในการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงโปรตีนภายในเซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะ
เครียดตาง ๆ ในครั้งนี้เปนการศึกษาเพยีงเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบหนึ่งมิติเทานั้น ซ่ึงไม
สามารถทราบชนิดของโปรตีนที่เพิ่มขึ้นไดแนนอนวาเปนโปรตีนชนิดใด ตองอางอิงขอมูลจาก
เอกสารที่มีการวิจัยกอนหนานั้น หากตองการทราบถึงชนิดของโปรตีนที่มีรายละเอยีดมากกวานี้
ควรตรวจสอบดวยเทคนิค immunoblotting หรือ western blotting ซ่ึงมีการใชแอนติบอดีที่จําเพาะ
กับชนิดของโปรตีนที่ตองการทราบ จะทําใหทราบชนิดของ stressed prtotein ที่จําเพาะมากยิ่งขึ้น 
นอกจากนี้อาจตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงปริมาณโปรตีนแตละชนดิได ดวยการหาความหนาแนน
ของแถบโปรตีนจากเซลลเครียดแตละชนิดเปรียบเทียบกับเซลลปกติ 
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 2.  ในการทดลองการสรางสภาวะเครียดใหแกเซลล V. parahaemolyticus คร้ังนี้ทําการ
ทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อเทานั้น ซ่ึงจําลองจากสภาวะเครียดที่เซลลตองเผชิญในกระบวนการผลิต
อาหาร ดังนั้นควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในตวัอยางอาหารทะเล และปจจยัอ่ืนที่อาจมีผลตอการ
ตอบสนองตอความเครียด 
 
 3.  เนื่องจากในงานวจิัยนี้ไดทําการศึกษาในเซลล V. parahaemolyticus ที่มีสมบัติสรางสาร 
TDH และ TRH ซ่ึงเปนปจจยัที่กอใหเกดิโรค (virulence factor) ที่สําคัญประการหนึง่ของเซลล จงึ
ควรมีการศึกษาถึงความสัมพันธของสภาวะเครียดและปจจัยในการกอโรคดังกลาววาหลังจากที่
เซลลผานสภาวะเครยีดแลว มีการเปลี่ยนแปลงของปจจัยกอโรคหรือไมอยางไร 
 

4.  ในการศึกษาหาคา-ดี (D-values) จากการสัมผัสสารฆาเชื้อไฮโดรเจนเปอรออกไซดของ
เซลล V. parahaemolyticus ที่ผานสภาวะเครียดตางๆ พบวาเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาด
อาหารมีคา-ดีที่คอนขางสูง เนื่องจากกราฟมีลักษณะลาดมีความชัน (slope) ที่คอนขางนอย คาดวา
อาจตองเพิ่มเวลาในการทดสอบใหนานขึ้นกวาเดิมเพื่อทีจ่ะไดเหน็การลดลง 1 log cycle ที่ชัดเจน
ยิ่งขึ้น
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  Trypticase soy agar ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 3 % (TSAS) 
 
สวนประกอบ 
trypticase soy agar  40.0 กรัม (TSA, Merck, Germany) 
sodium chloride    30.0 กรัม (Merck, Germany) 
น้ํากลั่น        1.0 ลิตร 
 
 ช่ัง TSA ซ่ึงเตรียมสําเร็จแลวเติมโซเดียมคลอไรด ละลายสวนผสมทั้งหมดโดยการตมให
เดือดและนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
หมายเหต ุ Tryticase soy agar 40.0 กรัม ประกอบดวย 
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) 
 
สวนประกอบ 
trypticase soy broth  30.0 กรัม (TS, Merck, Germany) 
sodium chloride   30.0 กรัม (Merck, Germany) 
น้ํากลั่น      1.0 ลิตร 
 
 ช่ัง TSB ซ่ึงเตรียมสําเร็จแลวเติมโซเดียมคลอไรด ละลายสวนผสมทั้งหมดโดยการตมให
เดือดและนําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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หมายเหต ุ Trypticase soy broth 30.0 กรัม ประกอบดวย 
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 %) 
 
สวนประกอบ 
peptone from casein pancreatically digested 1.0 กรัม (Merck, Germany) 
sodium chloride                30.0 กรัม (Merck, Germany) 
น้ํากลั่น      1.0 กรัม 
 
 ผสมสวนประกอบใหละลายเขากัน เทใสหลอดทดลองหลอดละ 9 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
4. Thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS) 
 
สวนประกอบ 
thiosulfate citrate bile sucrose agar 88.0 กรัม (TCBS, Merck, Germany) 
น้ํากลั่น       1.0 กรัม 
 
 ช่ัง TCBS ซ่ึงเตรียมสําเร็จแลว ละลายโดยการนําไปตมใหเดือด 
 
หมายเหต ุ Thiosulfate citrate bile sucrose agar 88.0 กรัม ประกอบดวย 
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) 
 
สวนประกอบ 
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 
 
 ปเปตสารละลายแอมโมเนยีมซัลเฟตความเขมขน 1 โมลาร 10 มิลลิลิตร, สารละลาย
แมกนีเซยีมซัลเฟตความเขมขน 1 โมลาร 150 ไมโครลิตร, สารละลายแคลเซียมคลอไรดความ
เขมขน 1 โมลาร 10 ไมโครลิตร, สารละลายซิงคคลอไรดความเขมขน 1 โมลาร 5 ไมโครลิตร, สาร
ละลายเฟอรริกซัลเฟตความเขมขน 1 โมลาร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และชั่งสารไดโป 
แตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 8.71 กรัม, โซเดียมคลอไรด 30 กรัม และกลูโคส 0.2 กรัม ละลาย
สวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยน้าํกลั่น แลวปรับใหมีคาความเปนกรด-เบส 7.8 ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร และนําไปฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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6.  Motility test medium 
 
สวนประกอบ 
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 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากันแลวปรับใหมี คาความเปนกรด-เบส 7.8 และนาํไปฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
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สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 
 

1.  สารละลายเอทานอล 70 % 
 
 การเตรียมเอทานอล 70 % ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เตรียมจากเอทานอล 95 % โดยตวง 
เอทานอล 95 % ปริมาตร 74 มิลลิลิตร ลงในขวดเชิงปริมาตร แลวเติมน้าํกลั่นใหมีปริมาตรเปน  
100 มิลลิลิตร ก็จะไดเอทานอล 70 % ตามที่ตองการ 
 
2.  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบส 7.0 ท่ีมีโซเดียมคลอ
ไรด 3% 
 
 ช่ังโปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 5.702 กรัม  ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
10.120 กรัม และโซเดียมคลอไรด 30 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหเปน 1.0 ลิตรใน
ขวดเชิงปริมาตร 
 
3.  สารผสมเปอรแอซิติกแอซิด (สาร Tsunami 100) (บ. เอ็กโคแล็บ จาํกัด, ประเทศไทย) 
 
 3.1  การหาความเขมขนของเปอรแอซิติกแอซิดจากสารตั้งตน (stock solution)  
        สาร Tsunami 100 มีสารออกฤทธิ์ที่สําคัญ คือ เปอรแอซิติกแอซิด วธีิการหาความ
เขมขนโดยวิธีไทเทรตของเปอรแอซิติกแอซิดมีดังนี ้
 
 3.1.1   ดูดสารตั้งตนมาเจือจางในน้ํากลั่นใหมีความเขมขน 1 % (w/v)  

       3.1.2   ดูดสารละลายตัวอยางจากขอ 3.1.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพู
ที่มีกรดซัลฟวริก 1 นอรมัล ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
 3.1.3   เติมเฟอรโรอินอินดิเคเตอร 2 – 3 หยดผสมใหเขากนั จะไดสารละลายสีสมออน
แลวไทเทรตดวยซีริคซัลเฟต 0.1 นอรมัลจนสารละลายตัวอยางเปลีย่นจากสีสมออนเปนไมมีสี 
 3.1.4   เติมโปแทสเซียมไอโอไดด 2.5 นอรมัล 10 มิลลิลิตร และสารละลายสตารช 1 
มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอยาง ซ่ึงสารละลายตัวอยางจะเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินเขม 
 3.1.5   จากนั้นไทเทรตดวยโซเดียมไทโอซลัเฟต 0.01 นอรมัล จนสารละลายเปลี่ยนสี
กลับไปเปนสสีมออนเหมือนเดิม 
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 3.1.6   คํานวณความเขมขนของเปอรแอซิติกแอซิดโดยปริมาตรของโซเดียมไทโอ
ซัลเฟตที่ไทเทรตได (มิลลิลิตร) คูณกับ 0.38 เทากับเปอรเซ็นตของเปอรแอซิติกแอซิด ตัวอยางเชน 
หากไทเทรตดวยโซเดยีมไทโอซัลเฟตได 2.1 มิลลิลิตร นํา 2.1 ไปคูณกับ 0.38 จะไดเทากับ 0.8 
แสดงวาสารตัง้ตนมีปริมาณเปอรแอซิติกแอซิด 0.8 % (อางอิงจาก ช่ืนจติ, 2548) 
 
 3.2  การเตรียมสารผสมเปอรแอซิติกแอซิดตามความเขมขนที่ตองการ 
        เตรียมสารผสมเปอรแอซิติกแอซิดตามความเขมขนที่ตองการจากสารตั้งตนซึ่งมี
ปริมาณเปอรแอซิติกแอซิด 0.8 % เทากับ 8000 ppm ถาตองการเตรียมสารผสมที่มีความเขมขน 1.0 
ppm ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากสารละลายที่มีความเขมขน 8000 ppm สามารถเตรียมไดตามวิธีการ
คํานวณดังนี ้
 
ปริมาตรตั้งตน  ×  ความเขมขนตั้งตน  = ปริมาตรสุดทาย  ×  ความเขมขนสุดทาย 
 ปริมาตรตั้งตน  ×  8000 ppm  = 100  มิลลิลิตร  ×  1.0 ppm  
  ปริมาตรตั้งตน   = 12.5  ไมโครลิตร 
 
 ดังนั้นสามารถเตรียมสารผสมเปอรแอซิติกแอซิดที่มีความเขมขน 1.0 ppm โดยดูด
สารละลายตั้งตนปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ลงในสารละลายเชื้อปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่ตองการ
แลวผสมใหเขากัน 
 
4.  สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Asia Pacific Specially Chemical Limited, Australia) 
 
 4.1  เจือจางสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 35 % (มีมวลโมเลกุล 34.01 ความ
หนาแนน 1.14 กรัม/มิลลิลิตร (ใหไดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 0.1 % ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เพื่อใชเปน stock solution คํานวณไดจาก 
 
ปริมาตรตั้งตน  ×  ความเขมขนตั้งตน  = ปริมาตรสุดทาย  ×  ความเขมขนสุดทาย 
 ปริมาตรตั้งตน  ×  35 %   = 10  มิลลิลิตร  ×  0.1 %  
  ปริมาตรตั้งตน   = 28.6  ไมโครลิตร 
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 4.1.1  ดังนั้นปเปตสารละลายเขมขน 35 % 28.6 ไมโครลิตรลงในขวดเชิงปริมาตร
จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร จะไดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน  
0.1 % ปริมาร 10 มิลลิลิตร 
 4.1.2  สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 0.1 % ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เตรียม
ไดมีปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซดเทากบั 0.0286 × 1.14 / 34.01 = 0.001 โมล 
 4.1.3  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.001 โมล ในสารละลาย 10 มิลลิลิตรคิดเปน
สารละลายเขมขน =  0.001 × 1000 / 10 = 0.1 โมลาร 
 
 4.2  ตองการสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 5 ไมโครโมลาร 100 มิลลิลิตร โดย
เตรียมจากสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 0.1 % (0.1 โมลาร) 
 
ปริมาตรตั้งตน  ×  ความเขมขนตั้งตน  = ปริมาตรสุดทาย  ×  ความเขมขนสุดทาย 
 ปริมาตรตั้งตน  ×  0.1 โมลาร  = 100 ไมโครลิตร  ×  (5 x 10-6 โมลาร)  
  ปริมาตรตั้งตน   = 5  ไมโครลิตร 
 
 ดังนั้นปเปตสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 0.1 โมลาร 5 ไมโครลิตร ลงใน
สารละลายเชื้อ 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลายเชื้อที่มีความเขมขนไฮโดรเจนเปอรออกไซด 5 ไม
โครโมลาร ตามที่ตองการ 
 
 4.3  เปลี่ยนหนวยของสารละลายจากไมโครโมลารใหเปน ppm (ไมโครกรัม / มิลลิลิตร) 
 
 สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 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 
 
 นําสารทั้งหมดผสมกันละลายดวยน้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ในขวด
เชิงปริมาตร 
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ภาคผนวก ค 
วิธีศึกษาโปรตนีดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิต ิ
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วิธีศึกษาโปรตนีดวยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบหนึ่งมิต ิ
 

1. สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 
 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) ปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร แลวกรองสารละลายดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 4 เก็บสารละลายในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีอายุการเก็บรักษานาน 30 วัน 
 1.2  สารละลาย Tri–HCl  ความเขมขน 1.5 โมลาร คาความเปนกรด-เบส 8.8 : ละลายสาร 
Tris-base 14.15 กรัม ในน้ํากาํจัดอิออนปรมิาตร 80 มิลลิลิตร ปรับใหไดคาความเปนกรด-เบส 8.8 
ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.0 นอรมัล ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บ
สารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 1.3  สารละลาย Tri–HCl  ความเขมขน 0.5 โมลาร คาความเปนกรด-เบส 6.8 :ละลายสาร 
Tris-base 6.05 กรัม ในน้ํากําจัดอิออนปริมาตร 60 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรดเบสใหได 6.8 ดวย
สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิความเขมขน 6.0 นอรมัล ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บ
สารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 1.4  สารละลาย 10 % SDS (sodium dodecyl sulfate) : ละลายสาร SDS 10 กรัม ในน้ํา
กําจัดอิออนปริมาตร 90 มิลลิลิตร กวนเบาๆ จนสารละลายใส ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บ
รักษาที่อุณหภมูิหอง 
 1.5  สารละลาย running buffer : ละลายสาร Tris-base 3.0 กรัม ไกลซีน 14.4 กรัม ในน้ํา
กําจัดอิออน แลวเติมสารละลาย 10 % SDS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัแลวปรับปริมาตร
เปน 1 ลิตร เกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 1.6  สารละลายสียอม coomassie blue R-250 : ละลายสาร coomassie blue R-250  1 กรัม
ในเมทานอลปริมาตร 400 มิลลิลิตรและกรดอะซิติกเขมขนปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
แลวปรับปริมาตรดวยกําจดัน้ําอิออนเปน 1 ลิตร เก็บรักษาไวในขวดสชีาที่อุณหภูมิหอง 
 1.7  สารละลายลางสียอม (destaining solution) : ผสมสารเมทานอล ปริมาตร 400 มิลลิลิตร
และกรดอะซิติกเขมขนปรมิาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวปรับปริมาตรดวยน้ํากําจดัอิออน
เปน 1 ลิตร เกบ็รักษาไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
 1.8  สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟตความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร 
 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  สารละลายบรอมฟนอลบลู (bromophenol blue) ความเขมขน 0.5 % 
 1.13  สารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนกัโมเลกลุ (Protein Molecular Weight  
Markers, Full Range Rainbow™, Amersham Biosciences, Sweden) 
 
2.  วิธีการเตรียมตัวอยาง 
 
 2.1  เตรียมสารละลายตัวอยางใหมีความเขมขนของโปรตีน 5.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
 2.2  เติมสารละลาย SDS ความเขมขน 10 % ปริมาตร 160 ไมโครลิตร สาร 2 – เมอรแคป
โตเอทานอล ปริมาตร 40 ไมโครลิตร สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด
เบส 6.8 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กลีเซอรอล ปริมาตร 80 ไมโครลิตร และสารละลายบรอมฟนอ
ลบลูความเขมขน 0.05 % ปริมาตร 40 ไมโครลิตร น้ํากําจัดอิออน ปริมาตร 380 ไมโครลิตร ผสมให
เขากัน 
 2.3  นําสารละลายโปรตีนตัวอยางไปตมในน้ําเดือดนาน 4 นาที และทําใหเยน็จากนั้นนํามา
เหวีย่งแยกที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที นาน 5 นาท ี
 
3.  วิธีการเตรียมเจล 
 
 3.1  ทําความสะอาดแผนกระจกสําหรับเตรยีมเจล 
 3.2  ทําการประกอบแผนกระจกเขากับอุปกรณช้ินอื่นๆ โดยใช spacer เปนตัวปรับความ
หนาของแผนเจล 0.75 – 1.0 มิลลิเมตร กําหนดให stacking gel มีความสูงประมาณ 1.5 เซนติเมตร 
เหนือ separating gel  
 3.3  เตรียมสารละลายของ separating gel ที่ความเขมขน 12 % ดังนี้ ผสมสารละลาย  
30 % acrylamide , 0.8 % BIS ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร 
ความเปนกรดเบส 8.8 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร สารละลาย 10 % SDS ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และน้ํา
กําจัดอิออนปริมาตร 3.35 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
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 3.4  นําสารละลายทั้งหมดไปดูดอากาศออก (degas) นานอยางนอย 15 นาที แลวเติม
สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
และ TEMED ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยไมใหมีฟองอากาศ 
 3.5  ทําการเทสารละลายผสมของเจลลงในชองวางระหวางแผนกระจกที่เตรียมไวโดยให
เหลือระยะหางจากขอบบนประมาณ 2.0 เซนติเมตร ระวังอยาใหมีฟองอากาศ นําแผนกระจกวางใน
แนวตั้ง 
 3.6  เติมน้ํากลัน่เพียงเล็กนอยที่มุมทั้งสองดานของกระจกเพื่อใหผิวหนาของเจลเรียบ ทิ้งไว
ใหเจลแข็งตัว เมื่อเห็นรอยตอระหวางเจลกบัน้ําใหดูดน้ําทิ้งไป แลวใชกระดาษกรองชิ้นเล็กๆดูดซบั
น้ําออกไปอีกที 
 3.7  เตรียมสารละลาย stacking gel ความเขมขน 4 % ดังนี ้ผสมสารละลาย 30 % 
acrylamide , 0.8 % bis ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตร สารละลาย Tri-HCl ความเขมขน 0.5 โมลาร ความ
เปนกรดดาง 6.8 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร สารละลาย 10 % SDS ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และน้ํากาํจดัอิ
ออนปริมาตร 6.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
 3.8  นําสารละลายทั้งหมดไปดูดอากาศออก (degas) เปนเวลาอยางนอย 15 นาที แลวเติม
สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
และ TEMED ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยไมใหมีฟองอากาศ 
 3.9  เทสารละลายผสมของเจลลงบน separating gel ระวงัอยาใหมฟีองอากาศ ทําชอง 
(well) สําหรับใสตัวอยางโปรตีนโดยใชหว ี(template comb) ลงใน stacking gel แลวทิ้งไวจน 
เจลแข็งตัว นําแผนหวีออกจะไดชองสําหรับใสตัวอยางโปรตีน 
 
4.  วิธีการทดลอง 
 
 4.1  ตออุปกรณอิเล็กโตรโฟริซิสทั้งหมดเขาดวยกันเตมิสารละลาย running buffer ลงใน
ภาชนะทั้งดานในและดานนอกจนเกือบเตม็ 
 4.2  ใสสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนที่ทราบน้ําหนกัโมเลกุลลงในแตละชอง
โดยใชปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
 4.3  ตอขั้วบวกและขัว้ลบเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟา โดยใชกระแสไฟฟาที่มีความตาง
ศักยคงที่ที่ 100 โวลท 
 4.4  หยุดการจายกระแสไฟฟาเมื่อสีของสารบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่เกือบถึงปลายของ 
separating gel  
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 4.5  นําแผนเจลออกจากชุดอปุกรณ แลวนําไปยอมดวยสารละลายสียอม coomassie blue 
R-250 นาน 30 นาที 
 4.6  ลางสารละลายสียอมออกโดยใชสารละลายลางสียอม (destaining solution) แชและ
เขยาเพื่อใหสียอมละลายออกมาทําจนเหน็แถบโปรตีนชัดเจน 
 4.7  เก็บเจลทีไ่ดโดยการหอดวยพลาสติกใส  จากนั้นปดผนึกแลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส 
 

 
 
ภาพผนวกที่ ค1  เครื่องมือและอุปกรณทีใ่ชสําหรับการวิเคราะหเจลอเิล็กโตรโฟรีซิสแบบหนึ่งมิต ิ
หมายเหตุ  เครื่องมือในภาพคือ ชุดวิเคราะห Mini-PROTEAN II electrophoresis cell ของบริษัท  

    Bio-rad laboratories, USA 
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ภาคผนวก ง 

ขอมูลการทดลอง 
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ขอมูลการทดลอง 
 

1.  วิธีคํานวณหาคาความสามารถในการตานทานตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด คา-ดี     
(D-values) 
 
 นับจํานวนเซลล TDH หรือ TRH V. parahaemolyticus ที่รอดชีวิตหลังจากสัมผัส
สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm  โดยวิธี surface plate บนอาหารเลี้ยงเชือ้ 
TSAS แลวนําจํานวนเซลลที่ไดมาคํานวณ  โดยนําปริมาณเซลลที่รอดชีวิต (CFU/มิลลิลิตร) และ
เวลาที่เซลลสัมผัสสารละลาย (นาท)ี ณ อุณหภูมิที่กําหนด มาเขียนกราฟชนดิล็อกดานเดียว 
(semilog) โดยใหปริมาณแบคทีเรียที่รอดชีวิตอยูบนแกนคา log  หรือแกน Y และเวลาอยูบนแกน X  
แลวคํานวณหาคา-ดี โดยใชระเบียบวิธีทางสถิติในรูปของเสนแนวโนม (linear regression) ซ่ึงแสดง
ในรูปของสมการเสนตรง Y = aX + b (a = slope และ b = จุดตัดแกน Y)  
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ภาพผนวกที่ ง1  เสนแนวโนม (linear regression) ของกราฟจํานวนเซลล V. parahaemolyticus   
สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครยีดจากสารฆาเชื้อเปอรแอซิติกแอซิด  ที่รอด 
ชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm ที่ 
อุณหภูมิ 30±2 ºC และเวลา 0-30 นาท ี

หมายเหตุ  (    การทดลองซ้ําที่ 1;      การทดลองซ้ําที่ 2) 
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ตารางผนวกที่ ง1  คาความชนัจากเสนแนวโนมของกราฟแสดงจํานวนเซลล V. parahaemolyticus  
สายพันธุ vp-293 ทั้งเซลลปกติและเซลลที่ผานสภาวะเครยีดตาง ๆ  ที่รอดชีวิต 
หลังจากสัมผัสสารละลาย ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 30 ppm ที่ 
อุณหภูมิ 30±2 ºC  

 
ความชันของกราฟ 

ชนิดของเซลล 
การทดลองซ้ําที่ 1 การทดลองซ้ําที่ 2 

ปกต ิ -0.143 -0.143 
ผานสภาวะเครียดจากความรอน -0.107 -0.138 
ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร -0.0362 -0.0362 
ผานสภาวะเครียดจากเปอรแอซิติกแอซิด -0.1364 -0.1422 
ผานสภาวะเครียดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด -0.1486 -0.1348 
 
นําคาความชันที่ไดมาแทนคาในสมการ 

   คา-ด ี =           -  Δ X /   Δ Y 

เนื่องจากพิจารณาเมื่อจํานวนเซลลลดลง 1 log cycle ดังนั้น    Δ X  จึงมีคาเปน 1 จะไดวา 
   คา-ด ี = -1/ slope 
 
ตัวอยาง  การหาคาความสามารถในการตานทานขามตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ของเซลล 
V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่ผานสภาวะเครียดจากความรอน หลังสัมผัสสารละลาย
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm  จากตารางภาคผนวกที ่ง1 ความชันของกราฟเปน -0.107 ดังนั้น
คา-ดี ของเซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนคํานวณไดดังนี ้
   DH2O2 30 ppm = -1 / (-0.107) 
     = 9.34 นาที 
 การหาคา-ดี ของเซลลปกติ เซลลที่ผานสภาวะเครยีดจากการขาดอาหาร สารฆาเชื้อเปอรแอ
ซิติกแอซิด และไฮโดรเจนเปอรออกไซดคํานวณดวยวิธีการเดียวกัน 
 



 

89 

ตารางผนวกที่ ง2  จํานวนเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm 
 

เวลา (นาท)ี เซลลปกติa เซลลที่ผานความรอนb เซลลที่ผานการขาดอาหารc 
เซลลที่ผานสาร 

เปอรแอซิติกแอซิดd 

เซลลที่ผานสาร 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดe 

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 เซลลปกติที่รอดชีวติ 

    b  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานความรอนที่รอดชีวิต 
    c  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานการขาดอาหารที่รอดชีวิต 
    d  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานสารเปอรแอซิติกแอซิดที่รอดชีวิต 
    e  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่รอดชีวิต 
    f  =  standard deviation; n = 2 
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ตารางผนวกที่ ง3  จํานวนเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่รอดชีวติหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm 
 

เวลา (นาท)ี เซลลปกติa เซลลที่ผานความรอนb เซลลที่ผานการขาดอาหารc 
เซลลที่ผานสาร 

เปอรแอซิติกแอซิดd 
เซลลที่ผานสาร 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดe 
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 เซลลปกติที่รอดชีวติ 
     b  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานความรอนที่รอดชีวิต 
     c  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานการขาดอาหารที่รอดชีวิต 
     d  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานสารเปอรแอซิติกแอซิดที่รอดชีวิต 
     e  =  จํานวน (logCFU/มิลลิลิตร) ของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่รอดชีวิต 
     f  =  standard deviation; n = 2 
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ตารางผนวกที่ ง4  คาเปอรเซ็นตการรอดชีวติของเซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
  30 ppm 

 
คาเปอรเซ็นตการรอดชีวิต (%) 

เวลา (นาท)ี 
เซลลปกติa เซลลที่ผานความรอนb เซลลที่ผานการขาดอาหารc 

เซลลที่ผานสาร 
เปอรแอซิติกแอซิดd 

เซลลที่ผานสาร 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดe 

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 เซลลปกติที่รอดชีวติ 

    b  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานความรอนที่รอดชีวิต 
    c  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานการขาดอาหารที่รอดชีวิต 
    d  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานสารเปอรแอซิติกแอซิดที่รอดชีวิต 
    e  =  เซลล TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 เซลลที่ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่รอดชีวิต 91 
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ตารางผนวกที่ ง5  คาเปอรเซ็นตการรอดชีวติของเซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
  30 ppm 

 
คาเปอรเซ็นตการรอดชีวิต (%) 

เวลา (นาท)ี 
เซลลปกติa เซลลที่ผานความรอนb เซลลที่ผานการขาดอาหารc 

เซลลที่ผานสาร 
เปอรแอซิติกแอซิดd 

เซลลที่ผานสาร 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดe 

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 เซลลปกติที่รอดชีวติ 

    b  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานความรอนที่รอดชีวิต 
    c  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานการขาดอาหารที่รอดชีวิต 
    d  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานสารเปอรแอซิติกแอซิดที่รอดชีวิต 
    e  =  เซลล TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 เซลลที่ผานสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่รอดชีวิต 92 
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เซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด
เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส
เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) 12 ชั่วโมง
เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm
เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm

 
 
ภาพผนวกที่ ง2  จํานวนเซลลรอดชีวิตของ TDH V. parahaemolyticus สายพันธุ vp-293 ที่สราง 
               ความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลาตาง ๆ  
หมายเหตุ  I  หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; n = 2) 
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เซลลปกติที่ไมผานสภาวะเครียด

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากการขาดอาหาร (น้ําตาลกลูโคส) 12 ชั่วโมง

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารเปอรแอซิติกแอซิด 1.0 ppm

เซลลที่ผานสภาวะเครียดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.17 ppm

 
 
ภาพผนวกที่ ง3  จํานวนเซลลรอดชีวิตของ TRH V. parahaemolyticus สายพันธุ FS-015 ที่สราง 
               ความตานทานขามตอสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30 ppm ที่เวลาตาง ๆ  
หมายเหตุ  I  หมายถึง  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; n = 2) 
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