
 

 
 
  

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) 
ปริญญา 

 
           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง พันธุศาสตรโมเลกุลและการวิเคราะหทางโปรตีโอมิกสของเห็ดกระดมุ  
Agaricus bitorquis KPS1 

 
      Molecular Genetics and Proteomic Analysis of Button Mushroom,  

Agaricus bitorquis KPS1 
 
นามผูวิจัย นางสาวสุธิดา  ไตรบุตร 
ไดพิจารณาเหน็ชอบโดย 
ประธานกรรมการ    

 ( ผูชวยศาสตราจารยมาลี  ศรีสดสุข, Ph.D. ) 
กรรมการ    

 ( ผูชวยศาสตราจารยชวลิต  ฮงประยูร, Ph.D. ) 
กรรมการ    

 ( ผูชวยศาสตราจารยกรรณกิาร  สัจจาพันธ, Ph.D. ) 
หัวหนาภาควชิา    

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

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
           
(         ) 

                        คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

                                     วนัที่               เดือน                  พ.ศ.                   
 
 
 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา 



 

วทิยานิพนธ์ 
 

เร่ือง 
 

พนัธุศาสตร์โมเลกุลและการวเิคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์ของเห็ดกระดุม 
Agaricus bitorquis KPS1 

 
Molecular Genetics and Proteomic Analysis of Button Mushroom,  

Agaricus bitorquis KPS1 
 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวสุธิดา  ไตรบุตร์ 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพเกษตร) 

พ.ศ. 2553  



 

สุธิดา  ไตรบุตร์  2553: พนัธุศาสตร์โมเลกุลและการวเิคราะห์ทางโปรตีโอมิกส์ของเห็ด       
กระดุม Agaricus bitorquis KPS1  ปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพ  
เกษตร) สาขาเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร โครงการสหวทิยาการระดบับณัฑิตศึกษา   
ประธานกรรมการท่ีปรึกษา: ผูช่้วยศาสตราจารยม์าลี  ศรีสดสุข, Ph.D.  78 หนา้ 
 
 
จากการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเห็ดกระดุมเขตร้อนท่ีพบบริเวณ 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน (KPS1) ร่วมกบัการวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอ
ไทดบ์ริเวณ ITS ของ rDNA พบวา่เห็ดท่ีศึกษาน้ี คือ เห็ดกระดุมเขตร้อน Agaricus bitorquis  และ
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 Morphological and molecular characterization of internal transcribed spacer (ITS) 
 of rDNA sequences in tropical button mushroom isolated from Kasetsart University, 
Kamphaeng Saen Campus was found to be Agaricus bitorquis.  From hypA gene cloning in   
A. bitorquis, it was found to have 646 nucleotides, consisted of 4 coding sequences and 
translated to 114 amino acid with 8 conserved cysteine residues.  Total protein found in fruiting 
body of  tropical (A. bitorquis) and temperate (A. bisporus) button mushrooms were analysed 
and compared by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE).  The results 
showed that 590 and 651 proteins, with pI 4.5-7.5 and pI 4.4-8.7, were found in  
A. bitorquis and A. bisporus, respectively.  The total proteins showed 43.32% similarity among 
the two mushrooms. 
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ค าน า 

 
เห็ด (Mushroom) เป็นส่ิงมีชีวติประเภทรา  มีเส้นใยรวมตวักนัเป็นกลุ่มกอ้นเกิดเป็นดอก

เห็ดอยูเ่หนือพื้นดินหรือส่ิงท่ีอาศยัอยู ่ เห็ดจึงจดัเป็นราท่ีมีววิฒันาการสูงกวา่ราอ่ืนๆ ซ่ึงปัจจุบนั
ประเทศไทยมีการเพาะเล้ียงเห็ดอยา่งแพร่หลายและมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง โดยเห็ดท่ีนิยม
รับประทานมีอยูห่ลายชนิด เช่น เห็ดกระดุมหรือเห็ดแชมปิญอง เห็ดฟาง เห็ดเขม็ทอง เห็ดหอม เห็ด
นางรม   เห็ดหูหนู และเห็ดหลินจือ ฯลฯ ซ่ึงมีทั้งแบบสด บรรจุกระป๋อง หรือแมแ้ต่เห็ดตากแหง้  
ความนิยมในการรับประทานเห็ดมีมากข้ึนเร่ือยๆ ดว้ยรูปแบบและรสชาติเฉพาะตวั  รวมทั้งการท่ี
คนหนัมานิยมรับประทานอาหารแบบมงัสวิรัติกนัมากข้ึนท าใหเ้ห็ดถูกน ามาใชป้รุงอาหารแทน
เน้ือสัตวม์ากข้ึนตามไปดว้ย    
  

เห็ดกระดุม  (Agaricus bisporus) หรือเห็ดแชมปิญองเป็นเห็ดสกุล Agaricus ท่ีมีการเพาะ
เป็นการคา้ในประเทศเขตหนาวมากท่ีสุดชนิดหน่ึง ส าหรับประเทศไทยซ่ึงเป็นประเทศเขตร้อน
สามารถพบเห็ดกระดุมสกุล Agaricus ไดใ้นช่วงตน้ฤดูฝนแต่เป็นคนละสปีชีส์กบัเห็ดกระดุม 
Agaricus bisporus ท่ีเพาะเล้ียงเป็นการคา้ในประเทศเขตหนาวไดแ้ก่ เห็ดกระดุม  
Agaricus bitorquis, Agaricus arvensis (เห็ดชานหมากวงแหวน 1 ชั้นหรือเห็ดข้ีมา้),  
Agaricus silvaticus (เห็ดกระดุมป่าสน) และ Agaricus campestris ซ่ึงเป็นเห็ดกินได ้และเน่ืองจาก
เห็ดกระดุมเป็นเห็ดท่ีมีรสชาติดี มีผูนิ้ยมบริโภคและมีราคาสูง ดงันั้นจึงน่าสนใจท่ีจะศึกษาเห็ด
กระดุมเขตร้อนและเขตหนาว รวมทั้งพนัธุศาสตร์โมเลกุลของเห็ดกระดุมเขตร้อนเปรียบเทียบกบั
เห็ดกระดุมเขตหนาว เพื่อเป็นขอ้มูลในการปรับปรุงสายพนัธ์ุของเห็ดกระดุมเขตหนาวใหส้ามารถ
เจริญไดใ้นเขตร้อนหรือสามารถพฒันาการเพาะเห็ดกระดุมเขตร้อนในเชิงพาณิชยไ์ด ้ 
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วตัถุประสงค์ 

 
1. เพื่อศึกษาวธีิการจ าแนกชนิดของเห็ดกระดุมโดยใชล้ าดบัเบสบริเวณ ITS  

ของ rDNA 
 

2.    เพื่อโคลนยนีและศึกษาโปรตีน hydrophobin ของเห็ดกระดุมเขตร้อน 
 
3. เพื่อศึกษาโปรตีนทั้งหมดท่ีพบในเห็ดกระดุมเขตร้อนเปรียบเทียบกบัเห็ดกระดุม 

 เขตหนาว 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  โครงสร้างของเห็ดและวงจรชีวติ 
  

เห็ด (Mushroom) เป็นส่ิงมีชีวติประเภทราท่ีมีวิวฒันาการสูงกวา่ราชนิดอ่ืนๆ  มีเส้นใยรวมตวั
กนัเป็นกลุ่มกอ้นเกิดเป็นดอกเห็ดอยูเ่หนือพื้นดินหรือส่ิงท่ีอาศยัอยู ่ โดยเห็ดไม่ไดห้มายถึงดอกเห็ดท่ี
มีหมวก มีเน้ือและมีครีบเท่านั้น แต่ยงัรวมถึงราอีกหลายชนิดท่ีมีการรวมตวัของเส้นใยเกิดเป็นดอก
เห็ด ซ่ึงอาจมีเน้ือนุ่ม แขง็ หรือเหนียว มีหมวกหรือไม่มีหมวกก็ได ้ส่วนใหญ่อยูใ่น subdivision 
Basidiomycotina ท่ีสร้างสปอร์บนเบซิเดียมและ Ascomycotina ท่ีสร้างสปอร์ในแอสคสั โครงสร้าง
โดยทัว่ไปของเห็ดประกอบดว้ย (ราชบณัฑิตยสถาน, 2539) 

 
 1.1  หมวกเห็ด (pileus หรือ cap)  เป็นส่วนบนของดอกเห็ดท่ีเจริญเติบโตข้ึนไปในอากาศ 
โดยเม่ือเห็ดเจริญเติบโตเตม็ท่ีจะกางออกคลา้ยร่ม รูปร่างและลกัษณะของหมวกอาจแตกต่างกนั เช่น 
เป็นรูปกรวยลึก รูประฆงั ผวิดา้นบนอาจเรียบ ขรุขระ มีเกล็ดหรือมีขน สีหมวกอาจแตกต่างจาก
ส่วนอ่ืนๆ ของดอกเห็ด  

 
1.2  ครีบ (lamella หรือ gill)  เป็นแผน่บางๆท่ีอยูด่า้นล่างของหมวก เรียงรัศมีออกไปรอบ

กา้น บางชนิดเช่ือมติดกนับางตอน ครีบมีความหนาบางและการเรียงระยะถ่ีห่างแตกต่างกนั จ านวน
ครีบและความยาวแตกต่างกนัในเห็ดแต่ละชนิด เป็นแหล่งก าเนิดสปอร์โดยมีชั้นเยือ่ก าเนิดสปอร์บุ
อยูโ่ดยรอบ (เห็ดบางชนิดไม่มีครีบแต่มีรูพรุน (pore) หรือซ่ีฟัน (teeth) เป็นแหล่งก าเนิดสปอร์แทน
ครีบ เห็ดบางชนิดมีสปอร์เกิดอยูใ่นเปลือกหุม้ท่ีเป็นกอ้นกลม เช่น เห็ดเผาะ และเห็ดบางชนิดสปอร์
เกิดฝังอยูใ่นกอ้นวุน้ เช่น เห็ดหูหนู  เป็นตน้) 
  

1.3  กา้น (stipe หรือ stalk)  มีขนาด รูปร่าง และสีสันแตกต่างกนั ตอนบนยดึติดกบัหมวก
หรือยดึติดกบัครีบ มีทั้งผวิเรียบ ขรุขระ มีขน หรือมีเกล็ด บางชนิดมีวงแหวนหรือเยือ่บางๆ คลา้ยวง
แหวนติดรอบกา้นตอนบน  และเห็ดบางชนิดไม่มีกา้น  
  

1.4  แอนนูลสั   (annulus หรือ ring) เป็นวงแหวนหรือม่านท่ียดึกา้นดอกและขอบหมวกไว้
เม่ือเป็นดอกอ่อน เม่ือหมวกบานเยือ่ดงักล่าวจะขาดแยกจากขอบหมวก คงเหลือส่วนท่ียดึติดกบักา้น
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เป็นวงแหวน เรียกวา่ เยือ่ขอบหมวก เม่ือดอกโตเตม็ท่ีแอนนูลสัของเห็ดบางชนิดจะหลุดเป็นปลอก 
เห็ดหลายชนิดไม่มีแอนนูลสั  

 
1.5  เยือ่หุม้ดอกเห็ด (volva หรือ outer veil )  เป็นเยื่อชั้นนอก เม่ือดอกเห็ดเจริญข้ึนตอนบน

ของเยือ่จะแตกออกเพื่อใหห้มวกและกา้นยดืตวัสูงข้ึน เยือ่หุม้คงคา้งเป็นรูปถว้ยอยูท่ี่โคน  แต่บาง
ชนิดเยือ่หุม้ไม่เป็นรูปถว้ยแต่เป็นเกล็ดรอบโคนกา้น  

 
1.6  เน้ือในเห็ด (context)  เป็นเน้ือท่ีอยูใ่ตผ้วิหมวกและเน้ือในกา้น  

 

1.7  เยือ่หุม้ส่วนสร้างสปอร์ (peridium)  เป็นเยือ่หุม้อบัสปอร์หรือเยือ่หุม้ดอกเห็ด  
 
1.8  สปอร์ของเห็ดส่วนมากจะมีจ านวนโครโมโซมเพียงชุดเดียว (haploid)  อาจจะเกิดบน

ฐานหรือกา้นรูปกระบอง ไดแ้ก่ เบซิเดียมเป็นเซลลท่ี์ใหก้ าเนิดเบซิดิโอสปอร์ รูปร่างมีได้
หลากหลายแต่ท่ีพบบ่อย คือ รูปกระบอง (clavate) ถึงรูปกระบองกวา้ง (broadly clavate) ผนงั
ค่อนขา้งบาง โดยปกติ 1 เบซิเดียม สร้างกา้นชูสปอร์ (sterigma) 4 กา้น แต่ละกา้นใหก้ าเนิด 1 เบซิดิ-
โอสปอร์ แต่ก็มีเห็ดบางกลุ่ม เช่น กลุ่มเห็ดมนัปู สามารถพบกา้นชูสปอร์ได ้6 ถึง 8 กา้นใน1 เบซิ- 
เดียม หรืออาจเกิดแอสโคสปอร์ภายในอบัหรือถุง (แอสคสั) ซ่ึงปกติแอสคสั 1 ถุงจะมี 8 แอสโค
สปอร์ซ่ึงเรียงกนัอยา่งมีระเบียบ โดยสปอร์ของเห็ดต่างๆ จะมีรูปร่าง ขนาดและสีแตกต่างกนั  

 
กลุ่มรา (mycelium) ของเห็ดจะมีเส้นใยแบบมีผนงักั้น  มี 3 ระยะ คือ 
 
1.  กลุ่มใยปฐมภูมิ (primary mycelium) เป็นเส้นใยราท่ีเจริญออกมาจากสปอร์ของเห็ด 

โดยแต่ละเซลลจ์ะมีเพียง 1 นิวเคลียส   
 

2.  กลุ่มใยทุติยภูมิ (secondary mycelium) เกิดข้ึนได ้2 ทาง คือ เกิดจากเส้นใยรา 
ปฐมภูมิท่ีพฒันาเจริญเป็นเส้นใยราทุติยภูมิไดเ้อง คือเกิดโดยไม่ผสม (parthenogenesis) และเกิดจาก
การรวมกนัของเส้นใยราปฐมภูมิจากสปอร์ท่ีเขา้กนัได ้(compatible)  ซ่ึงการพฒันาทั้ง 2 ทางนั้นท า
ใหแ้ต่ละเซลลมี์  2 นิวเคลียส 

 
3.  กลุ่มใยตติยภูมิ (tertiary mycelium) คือเส้นใยราทุติยภูมิท่ีพฒันารวมตวักนัแน่นเป็น

ดอกเห็ด (fruiting body)   
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วงจรชีวิตของเห็ดเร่ิมจากสปอร์ของเห็ดตกไปอยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมก็จะ
สามารถงอกเป็นเส้นใย (hypha) และกลุ่มใย (mycelium)  แลว้มีการรวมเป็นกลุ่มกอ้นเกิดเป็นดอก
เห็ด โดยดอกเห็ดท่ีเจริญเติบโตก็จะสามารถสร้างสปอร์ซ่ึงจะปลิวหรือหลุดไปงอกเป็นเส้นใยไดอี้ก
และเกิดการหมุนเวยีนเช่นน้ีเร่ือยไป  การสืบพนัธ์ุของเห็ดแบ่งไดเ้ป็น 2 แบบ  คือ แบบต่างเพศ
ร่วมทลัลสั (homothallic)  เกิดจากเส้นใยปฐมภูมิมีการพฒันาเจริญจนครบวงจรจนถึงขั้นเป็นดอก
เห็ดและสามารถผลิตสปอร์ใหม่ได ้ และแบบต่างเพศต่างทลัลสั (heterothallic) เกิดจากเส้นใยปฐม
ภูมิต่างเพศท่ีเขา้กนัไดแ้ละมีการผสมกนัจนพฒันาเป็นเส้นใยทุติยภูมิก่อนท่ีจะมีการเจริญต่อไปจน
ครบวงจรชีวติถึงขั้นเป็นดอกเห็ดและสร้างสปอร์ใหม่ (ภาพท่ี 1) โดยวงจรชีวิตของเห็ด
ประกอบดว้ยส่วนส าคญั คือ สปอร์และกลุ่มใยรา (ราชบณัฑิตยสถาน, 2539)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1  โครงสร้างและวงจรชีวติของเห็ด 
ทีม่า: Ontario Woodlot Association (2008) 
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2.  ชนิดของเห็ดกระดุม 
 
 เห็ดกระดุม (Agaricus sp.)  มีการกระจายพนัธ์ุอยูท่ ัว่โลกโดยเห็ดในสกุล Agaricus ท่ีส าคญั
และมีการผลิตเพื่อการคา้เป็นปริมาณมากไดแ้ก่ เห็ดกระดุมหรือเห็ดแชมปิญอง (Agaricus bisporus) 
ซ่ึงเป็นเห็ดท่ีเจริญในเขตหนาว เห็ดกระดุมมีโครงสร้างท่ีส าคญั ดงัแสดงในภาพท่ี 2 
และประกอบดว้ยหลายสปีชีส์ดงัน้ี 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเห็ดกระดุม 
ทีม่า: Anonymous (2008) 
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2.1  เห็ดกระดุม Agaricus arvensis Schaeff. ex Fr. (เห็ดชานหมากวงแหวน 1 ชั้น,  
เห็ดข้ีมา้) 

 
      หมวกเห็ดรูปไข่ สีขาว ผิวหมวกเรียบหรือมีเกล็ดบาง มีสีเหลืองปนเม่ือช ้า   เส้นผา่น

ศูนยก์ลาง 7-15 เซนติเมตร ครีบหมวกมีสีขาวแลว้เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลด า มีลกัษณะกวา้ง เรียงถ่ี และ
ไม่ยดึติดกบักา้น กา้นสีขาว ขนาด  7-10 x 1-1.5 เซนติเมตร  ลกัษณะกา้นเกือบเป็นทรงกระบอก 
เรียบหรือมีเกล็ดเล็กนอ้ยบริเวณโคนกา้น บนกา้นมีแอนนูลสัสีขาว 1 วง สปอร์รูปรี ผวิเรียบ สี
น ้าตาลเขม้ (ภาพท่ี 3) เกิดเป็นกลุ่มตามทุ่งหญา้ สามารถกินได ้(อนงค ์และคณะ, 2551) 

 

 

ภาพที ่3  เห็ดกระดุม Agaricus arvensis Schaeff. ex Fr. 
ทีม่า: Wood and Stevens (2004) 

 

http://www.mykoweb.com/CAF/photos/large/Agaricus_arvensis(fs-06).jpg
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2.2  เห็ดกระดุม Agaricus bisporus (Lange) Imbach. (เห็ดแชมปิญอง, เห็ดฝร่ัง) 
   

      หมวกเห็ดรูปคร่ึงวงกลมแลว้บานออกเป็นรูปร่ม สีขาว เส้นผา่นศูนยก์ลาง 5-10
เซนติเมตร ผิวมีเกล็ดและขนบางๆ สีน ้าตาลอ่อนกระจายออกไปจากกลางหมวก เน้ือสีขาวละเอียด
แน่น  ครีบสีชมพอู่อนอมม่วงแลว้เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเขม้ ไม่ยดึติดกบักา้น ส่วนท่ีอยูใ่กลก้า้นกวา้ง
กวา่ส่วนท่ีติดขอบหมวก กา้นสีขาว ยาว 3.5-5 เซนติเมตร เม่ือโตเตม็ท่ีกา้นจะกลวง บนกา้นมี
แอนนูลสั 1 วง สปอร์รูปร่างค่อนขา้งกลม สีน ้าตาลเขม้ ผิวเรียบ ผนงับาง มีเพียง 2 สปอร์ต่อ  
1 เบซิเดียม  (ภาพท่ี 4) มีการเพาะเล้ียงกนัเป็นอุตสาหกรรมทั้งในยโุรปและอเมริกา 
(ราชบณัฑิตยสถาน, 2550) เป็นเห็ดท่ีมีถ่ินก าเนิดในเขตอบอุ่นและเขตหนาว กินไดแ้ละมีรสดี จึง
ปลูกไดท้างภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือท่ีมีอากาศหนาวไม่นอ้ยกวา่ 3 เดือน 
 (กรมวชิาการเกษตร, 2541)  
 

 
ภาพที ่4  เห็ดกระดุม Agaricus bisporus (Lange) Imbach.   
ทีม่า: Wood and Stevens (2004) 
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2.3  เห็ดกระดุม Agaricus bitorquis (Qué l.) Sacc.  
 

      หมวกเห็ดรูปกระทะคว  ่า สีขาว เม่ือบานเตม็ท่ีหมวกเห็ดจะแบนราบ เส้นผา่นศูนยก์ลาง 
9-11 เซนติเมตร ผวิมีขนคลา้ยเกล็ดสีขาวซ่ึงเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลอ่อนกระจายไปยงัขอบหมวก ขอบ
หมวกเรียบหรือมีเยือ่สีขาวติดอยูบ่างส่วน ครีบสีชมพูอมม่วงแลว้เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเขม้ กา้นสีขาว 
ยาว 3.5-4 เซนติเมตร เม่ือโตเตม็ท่ีกา้นจะกลวงเล็กนอ้ย บนกา้นมีแอนนูลสัสีขาว 2 วงซอ้นติดกนั 
วงล่างบอบบางขนาดเล็กกวา่วงบน เน้ือในเห็ดสีขาวละเอียด แขง็กวา่ชนิด A. bisporus (Lange) 
Imbach. สปอร์รูปรี สีน ้าตาลเขม้  ผวิเรียบ มี 4 สปอร์ต่อ 1 เบซิเดียม (ภาพท่ี 5) มีการกระจายพนัธ์ุ
ในทัว่ทุกภาคประเทศไทย มีถ่ินก าเนิดในเขตร้อน สามารถเพาะเล้ียงไดใ้นอุณหภูมิ 23-28 องศา
เซลเซียส ทนทาน ไม่บอบช ้าง่าย เก็บรักษาไวไ้ดน้าน กินไดแ้ละเหมาะส าหรับเพาะเล้ียงเป็นการคา้ 
พบไดท้ัว่โลก (ราชบณัฑิตยสถาน, 2550)  

 

  
ภาพที ่5  เห็ดกระดุม Agaricus  bitorquis (Qué l.) Sacc. 
ทีม่า: Gruppo Micologico Cebano (2010) 

 
 
 
 
 

http://www.fungoceva.it/informazioni.htm
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2.4  เห็ดกระดุม Agaricus campestris L. ex Fr. 
  

      หมวกเห็ดรูปร่ม สีขาว เส้นผา่นศูนยก์ลาง 10-12 เซนติเมตร ผวิเรียบ มีขนสีน ้าตาลอ่อน
กระจายอยูท่ ัว่ไป ขอบไม่เรียบมีเศษเยือ่สีขาวติดอยูโ่ดยรอบ ครีบสีชมพสูดแลว้เปล่ียนเป็นสีน ้าตาล 
เรียงชิดแต่ไม่ติดกบักา้น กา้นสีขาว ยาว 8-10 เซนติเมตร ตั้งตรง ผวิเรียบ เน้ือแน่น ตรงกลางมีรู
กลวง บนกา้นมีแอนนูลสัสีขาว 1 วง สปอร์รูปรี สีน ้าตาลเขม้ ผวิเรียบ มี 4 สปอร์ต่อ 1 เบซิเดียม  
(ภาพท่ี 6) มีการกระจายพนัธ์ุทางภาคตะวนัออกของประเทศไทย มีลกัษณะคลา้ยชนิด  A. bisporus 
(Lange) Imbach.  สามารถกินไดแ้ละพบไดท้ัว่โลก (ราชบณัฑิตยสถาน, 2550)  

 

 
ภาพที ่6  เห็ดกระดุม Agaricus campestris L. ex Fr. 
ทีม่า: Wood and Stevens (2004)  
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 2.5  เห็ดกระดุม Agaricus silvaticus Schaeff. ex Secr. (เห็ดกระดุมป่าสน) 
 

      หมวกเห็ดสีขาวนวล ขอบหมวกมีสีอ่อนกวา่  ผวิหมวกมีขนและเกล็ดละเอียดสีน ้าตาล
แดง เส้นผา่นศูนยก์ลาง 3-5 เซนติเมตร ครีบหมวกสีขาวแลว้เปล่ียนเป็นสีชมพอู่อนและสีน ้าตาลด า
เม่ือดอกแก่ มีลกัษณะแคบเลก็นอ้ย เรียงถ่ี และไม่ยดึติดกบักา้น กา้นสีน ้าตาลอ่อน ขนาด 3-5 x 0.5-
1 เซนติเมตร ลกัษณะกา้นทรงกระบอก เรียบ และกลวง บนกา้นมีแอนนูลสัสีขาว 1 วง สปอร์รูปรี 
ยาว ผวิเรียบ สีน ้าตาลด า (ภาพท่ี 7) พบในป่าดิบแลง้โดยข้ึนเป็นกลุ่มบนพื้นดิน สามารถกินได ้
(อนงค ์และคณะ, 2551) 

 

 
ภาพที ่7  เห็ดกระดุม Agaricus silvaticus Schaeff. ex Secr. 
ทีม่า: Bartho (2009) 
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2.6  เห็ดกระดุม Agaricus trisulphuratus Berk. (เห็ดกระดุมทองเหลือง) 
 

หมวกเห็ดรูปร่ม สีส้ม เส้นผา่นศูนยก์ลาง 3-4 เซนติเมตร มีขนและเกล็ดสีเดียวกนั 
ครีบสีขาวแลว้เปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเขม้ กา้นสีส้ม ยาว 3-4 เซนติเมตร มีขนสีส้ม บนกา้นมีแอนนูลสั
สีส้ม 1 วง สปอร์รูปรี สีน ้าตาลเขม้ ผวิเรียบ  (ภาพท่ี 8)  มีเขตการกระจายพนัธ์ุทางภาคใตข้อง
ประเทศไทย พบตามชายหาด ไม่มีหลกัฐานวา่กินได ้ พบไดท้ัว่โลก (ราชบณัฑิตยสถาน, 2550) 

 

 
ภาพที ่8  เห็ดกระดุมทองเหลือง Agaricus  trisulphuratus Berk. 
ทีม่า: อนงค ์และคณะ (2551) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

http://app1.bedo.or.th/biolistdb2/MushroomPicture/Agaricus trisulphuratus Berk. 1 ok.jpg
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2.7  เห็ดกระดุม Agaricus rufolanosus Heinem. et Gooss. 
 

หมวกเห็ดรูปร่ม สีขาว เส้นผา่นศูนยก์ลาง 12-20 เซนติเมตร ผวิมีขนคลา้ยส าลี  
ปลายขนรวมกนัท าใหม้องเห็นเป็นเกล็ดขนาดใหญ่สีเหลืองอมน ้าตาล เม่ือบานเตม็ท่ีจะโคง้นูน
เล็กนอ้ย ขอบหมวกมีขนและเยือ่สีขาวติดอยูโ่ดยรอบ ครีบสีชมพอูมม่วงแลว้เปล่ียนเป็นสีน ้าตาล
เขม้อมแดง เรียงถ่ีชิดกนัมากแต่ไม่ยดึติดกบักา้น กา้นยาว 10-16 เซนติเมตร มีขนสีขาวและเหลือง 
หลุดง่าย บนกา้นมีแอนนูลสัสีขาว 1 วง บอบบางและเป็นขยุคลา้ยแป้ง หลุดและขาดง่าย สปอร์รูปรี 
สีน ้าตาลเขม้ ผวิเรียบ ผนงับาง  มีการกระจายพนัธ์ุทางภาคใตข้องประเทศไทย  ไม่มีหลกัฐานวา่กิน
ได ้ ในต่างประเทศพบท่ีคองโก (ราชบณัฑิตยสถาน, 2550) 
 
3.  กระบวนการเกดิดอกในเห็ด 

 
กระบวนการต่างๆ ท่ีชกัน าใหเ้กิดโครงสร้างสืบพนัธ์ุของเห็ดนั้นถูกควบคุมดว้ยปริมาณ

สารอาหารและปัจจยัทางกายภาพต่างๆ เช่น อุณหภูมิ ความช้ืน และความเขม้ขน้ของคาร์บอน 
ไดออกไซด ์(Flegg and Wood, 1985)  โดยการควบคุมสภาพแวดลอ้มขณะเพาะเห็ดทั้งในช่วง
เร่ิมตน้และช่วงท่ีมีการพฒันาโครงสร้างเกิดเป็นดอกเห็ดจะสามารถควบคุมผลผลิตของเห็ดให้
เหมาะสมได ้จากการศึกษาการเจริญเป็นดอกเห็ดของเห็ดกระดุม  Agaricus bisporus  จะวดัจาก
กิจกรรมของกลุ่มเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัเมแทบอลิซึมของคาร์บอน โดยพบวา่มีกิจกรรมของ
เอนไซม ์Mannitol dehydrogenase และ glucose-6-phosphate dehydrogenase สูงท่ีสุดในช่วงเร่ิมตน้
ของการสร้างดอกเห็ด (Hammond and Nichols, 1976; Hammond, 1981)  นอกจากน้ียงัพบกลุ่มของ
ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายแหล่งอาหารของเห็ด ซ่ึงพบวา่เป็นยนีท่ีสร้างเอนไซม ์laccase  ซ่ึงมี
บทบาทส าคญัในระยะเร่ิมตน้ของการสร้างดอกเห็ด (Ohga et al., 1999)   โดยพบวา่ยีนท่ีสามารถ
สร้าง laccase ในเห็ดแต่ละชนิดนั้นมีหลายยนี เช่นในเห็ด Coprinus cinereus  พบวา่มียนีท่ีสร้าง 
laccase ไดอ้ยา่งนอ้ย 6 ยนี (Bottoli et al., 1999; Yaver et al., 1999)  ในเห็ดหอม (Lentinus edodes) 
พบยนีท่ีสร้าง laccase  2 ยนี คือ lac1 และ lac2 แต่มีการแสดงออกในช่วงหลงัของการสร้างดอก
เห็ดโดยเฉพาะบริเวณหมวกเห็ด (Zhao and Kwan, 1999)  แต่อยา่งไรก็ตามจากการศึกษาถึงยนี
โครงสร้างท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเปล่ียนแปลงระดบัเซลล์ในเช้ือราเส้นใย (filamentous fungi) 
และเห็ดชนิดต่างๆ พบวา่เป็นยนีในกลุ่มท่ีสร้างโปรตีนไฮโดรโฟบิน (hydrophobin) (Wessels, 
1997)    
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4.   โปรตีนไฮโดรโฟบิน (hydrophobin protein) 
  
 ไฮโดรโฟบินเป็นกลุ่มของโปรตีนขนาดเล็กประกอบดว้ยกรดอะมิโนประมาณ 100  
กรดอะมิโน  มีน ้าหนกัโมเลกุลต ่าประมาณ 7-9 กิโลดาลตนั  และมีโครงสร้างสามมิติดงัภาพท่ี 9 
นอกจากน้ีไฮโดรโฟบินยงัมีรูปแบบท่ีเป็นลกัษณะเฉพาะตวั คือ มีกรดอะมิโนซิสเทอีน  (cysteine) 
ท่ีเป็นบริเวณอนุรักษจ์  านวน 8 เรซิดิวส์ และสร้างพนัธะ disulfide  จ  านวน 4 พนัธะ (ภาพท่ี 10) โดย
ล าดบักรดอะมิโนของไฮโดรโฟบินแต่ละชนิดจะมีความแตกต่างกนัและมีส่วนท่ีเหมือนกนั 
(homolog) นอ้ย (Wösten et al., 1999) แต่ก็พบวา่ไฮโดรโฟบินมีส่วนของโครงสร้างท่ีไม่ชอบน ้า 
(hydrophobicity plot)  ท่ีมีความเหมือนกนัมาก (Sunde et al., 2008; Wessels, 1997) โดยการพบ
ไฮโดรโฟบินนั้นมาจากการศึกษายนีท่ีแสดงออกอยา่งสูงขณะท่ีมีการสร้างดอกเห็ดของเห็ดแครง 
(Schizophyllum commune)  (Wessels et al., 1991) ซ่ึงต่อมาพบวา่ไฮโดรโฟบินนั้นเป็นผลผลิตท่ีได้
จากการแสดงออกของยนี SC3 ซ่ึงจะสามารถเกิดการรวมตวักนัเองบริเวณผวิสัมผสัระหวา่งน ้าและ
อากาศในสารละลาย sodium dodesyl sulfate (SDS)  เกิดเป็น amphipathic sheet ซ่ึงมีจะแสดง
คุณสมบติัไม่ชอบน ้า (hydrophobic) บริเวณผิวท่ีสัมผสัอากาศและจะแสดงคุณสมบติัท่ีชอบน ้า 
(hydrophilic) บริเวณผวิท่ีสัมผสักบัน ้า (Wösten, 2001) 
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ภาพที ่9  โครงสร้างสามมิติของโปรตีน hydrophobin  แถบลูกศรสีแดง คือโครงสร้าง β-sheet และ 

  เส้นสีเหลือง คือการเกิดพนัธะ disulfide ของกรดอะมิโนซิสเทอีน 
ทีม่า: Hakanpää et al. (2004) 
   

ภาพที ่10  เปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน hydrophobin ใน class I และ class II  
ทีม่า: Sunde et al. (2008) 
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เน่ืองจากคุณสมบติัทางชีวฟิสิกส์และรูปแบบของลกัษณะท่ีชอบน ้าและไม่ชอบน ้า 
(hydropathy pattern) ในโมเลกุลของไฮโดรโฟบิน ท าให้สามารถแบ่งโปรตีนไฮโดรโฟบิน ไดเ้ป็น 
2 class ไดแ้ก่ class I และ class II (Wessels, 1994) โดยโปรตีนไฮโดรโฟบินใน class I นั้น จะพบ
ในกลุ่ม ascomycetes และ basidiomycetes   ส่วนไฮโดรโฟบินใน class II  พบเฉพาะในกลุ่ม 
ascomycetes  เท่านั้น (Wösten, 2001)  จากตวัอยา่งของไฮโดรโฟบินใน class I ไดแ้ก่ SC3  และ
ไฮโดรโฟบินใน class II ไดแ้ก่ cerato-ulmin (CU)  พบวา่กรดอะมิโนซิสเทอีนท่ีอยูใ่นไฮโดรโฟบิน
ทั้ง 2 class นั้นมีการสร้างพนัธะ disulfide  ท่ีเหมือนกนัและมีโดเมนท่ีเหมือนกนั โดยกรดอะมิโน
ซิสเทอีนล าดบัท่ี 1-4 จะอยูใ่นโดเมนท่ี 1 ส่วนกรดอะมิโนซิสเทอีนล าดบัท่ี 5-8 จะอยูใ่นส่วนของ
โดเมนท่ี 2 ซ่ึงการมีโดเมนทั้ง 2 น้ี แสดงใหเ้ห็นถึง hydropathy pattern  (Wessels, 1994, 1997)  
นอกจากน้ีโดเมนทั้ง 2 ในไฮโดรโฟบินยงัมีการสร้างเป็น loop จ านวน 4 loop  ในบริเวณท่ีมีการ
สร้างพนัธะ disulfide โดยใน class I จะมีการสร้าง loop ท่ี 2 และ 4  ท่ีมีความยาวแตกต่างกนัไปใน
ไฮโดรโฟบินแต่ละตวั  ส่วนใน class II ไฮโดรโฟบินจะมีความยาวของ loop ทั้ง 4  loop ไม่แตกต่าง
กนัและช่องวา่งระหวา่งโดเมนก็ไม่มีความแตกต่างกนัดว้ย  (ภาพท่ี 11)  ส าหรับ loop ท่ี 2 และ loop 
ท่ี 4 ในทั้ง 2 class นั้น จะมีลกัษณะเด่น คือไม่ชอบน ้า ซ่ึงประกอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีไม่ชอบน ้า เช่น 
Methionine (M), Isoleucine (I), Leucine (L), Valine (V) และลอ้มรอบดว้ยกรดอะมิโนท่ีไม่มีขั้ว 
เช่น Glycine (G) และ Alanine (A) (Kershaw and Talbot, 1998) ไฮโดรโฟบินทั้ง 2 class น้ี มี
คุณสมบติัในการรวมตวัไดท่ี้รอยต่อระหวา่งส่วนท่ีชอบน ้ าและส่วนท่ีไม่ชอบน ้า (hydrophilic- 
hydrophobic interface) เช่น รอยต่อระหวา่งน ้าและอากาศ, รอยต่อระหวา่งน ้ากบัน ้ามนั หรือรอยต่อ
ระหวา่งน ้าและ hydrophobic solid  เช่น Teflon ท าใหเ้กิดเยือ่บางๆ ท่ีมีลกัษณะเป็น amphipathic 
membrane โดยไฮโดรโฟบินใน class I สามารถรวมตวัสร้างเป็นเยือ่ไดดี้โดยท่ีไม่ละลายและ
สามารถทนต่อการสกดัดว้ย SDS และแยกตวัออกจากกนัโดยใชส้าร เช่น กรดฟอร์มิกและ
trifluoroacetic acid (TFA)  (De Vries et al., 1993; Wessels et al., 1991) เท่านั้น ส่วนไฮโดรโฟบิน
ใน class II จะเสถียรเพียงเล็กนอ้ย ดงันั้นจึงสามารถแยกตวัออกจากกนัไดง่้ายใน 60% เอทานอล 
และ 2 % SDS (Carpenter et al., 1992)  
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sX26.85-C- X5_ 8 -C-C- X 17-39 -C- Xe-23 -C- X5-6-C-C- X6-18 ~ X2_ 13 
ภาพที ่11  primary structure ของไฮโดรโฟบิน  class I และ class II (A) และการสร้างพนัธะ  

   disulfide ของไฮโดรโฟบิน class I และ class II (B) 
ทีม่า: Yaguchi et al. (1993) 
 
5.  หน้าที่ของโปรตีนไฮโดรโฟบิน 
  
 ไฮโดรโฟบินมีบทบาทท่ีส าคญัในการเจริญและกระบวนการพฒันาโครงสร้างต่างๆ 
ของรา โดยเก่ียวขอ้งกบักบัการสร้างโครงสร้างท่ีไม่ชอบน ้า เช่น เส้นใย, สปอร์ และดอกเห็ด  
(Wessels, 1997; Wösten and Wessels, 1997 ) รวมทั้งช่วยใหเ้ส้นใยราสามารถจบัยดึกบั 
hydrophobic surface ต่างๆได ้(Wösten et al., 1994)  ต่อมาพบวา่ไฮโดรโฟบินมีความส าคญัในรา
สาเหตุโรคพืชท่ีใชใ้นการยดึจบักบั hydrophobic surface ของพืชอาศยัก่อนท่ีจะแทงเส้นใยและเขา้
ท าลายพืช (Talbot et al., 1996)   
  

A 

B 
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 ในการพฒันาโครงสร้างต่างๆ ของรา โดยเฉพาะ aerial structure เช่น เส้นใย และดอกเห็ด 
นั้นจะเร่ิมจากการท่ีเส้นใยราจะเจริญข้ึนสู่อากาศเพื่อหนีจากสภาพแวดลอ้มหรือ substrate ท่ีมี
ความช้ืน  โดยบริเวณรอยต่อระหวา่งน ้าและอากาศนบัวา่เป็นอุปสรรคในการเจริญของโครงสร้าง
ดงักล่าว (Wösten et al., 1999) ราจึงมีการสร้างไฮโดรโฟบินเพื่อช่วยลดแรงตึงผวิของน ้าบริเวณ
รอยต่อระหวา่งน ้าและอากาศ เพื่อช่วยใหเ้ส้นใยราเจริญข้ึนสู่อากาศได ้ ตวัอยา่งแบบจ าลองแสดงใน
ภาพท่ี 12 โดยเร่ิมจากการท่ีเส้นใยราท่ีอยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีมีน ้า มีการสร้างโมโนเมอร์ของ
ไฮโดรโฟบินแลว้ส่งออกสู่ภายนอกเซลล ์จากนั้นโมโนเมอร์ของไฮโดรโฟบินจะเกิดการรวมตวักนั
บริเวณรอยต่อระหวา่งน ้าและอากาศเกิดเป็น amphipathic membrane ซ่ึงจะช่วยในการลดแรงตึงผิว
ของน ้า ท าใหเ้ส้นใยสามารถเจริญผา่นรอยต่อระหวา่งน ้าและอากาศได ้และเม่ือเส้นใยราเจริญข้ึนสู่
อากาศแลว้ไฮโดรโฟบินจะช่วยในการเคลือบผิวของเส้นใยราเพื่อปกป้องเส้นใยให้สามารถเจริญได้
ต่อไป นอกจากน้ีพบวา่ไฮโดรโฟบินยงัสามารถเคลือบผวิของดอกเห็ดของเห็ดกระดุม Agaricus 
bisporus ซ่ึงช่วยในการป้องกนัดอกเห็ดจากการเขา้ท าลายของแบคทีเรีย (de Groot et al., 1996; 
Lugones et al, 1999) รวมทั้งพบวา่ไฮโดรโฟบินยงัช่วยในการเคลือบผวิของสปอร์ราในขบวนการ
สืบพนัธ์ุดว้ย (Cole et al., 1983) 
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ภาพที ่12  แบบจ าลองบทบาทของไฮโดรโฟบินในการสร้าง aerial structure ของรา เร่ิมจาก      

เส้นใยราสร้างโมโนเมอร์ของไฮโดรโฟบินแลว้ส่งออกสู่อาหาร จากนั้นโมโนเมอร์ของ  
   ไฮโดรโฟบินจะเกิดการรวมตวักนับริเวณรอยต่อระหวา่งอาหารและอากาศเกิดเป็น   
   amphipathic membrane ซ่ึงจะช่วยในการลดแรงตึงผวิของน ้า ท าใหเ้ส้นใยสามารถเจริญ 
   ผา่นรอยต่อระหวา่งอาหารและอากาศได ้และเม่ือเส้นใยราเจริญข้ึนสู่อากาศแลว้  
   ไฮโดรโฟบินจะช่วยในการเคลือบผวิของเส้นใยราเพื่อปกป้องเส้นใยใหส้ามารถเจริญได ้  

    ต่อไป 
ทีม่า: Wösten (2001) 
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6.  การประยุกต์ใช้ไฮโดรโฟบิน 
   

ไฮโดรโฟบินยงัสามารถใชใ้นอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมสี  ใชเ้ป็นชั้น 
เคลือบเคร่ืองมือต่างๆ  เพื่อป้องกนัความเสียหายจากสารเคมี (Yang et al., 2006) นอกจากน้ียงัใช้
เป็นตวักลางในยดึเซลลห์รือโมเลกุลเพื่อใหมี้ผวิสัมผสัท่ีมีคุณสมบติัตามท่ีตอ้งการ  ใชใ้น
กระบวนการผลิตอาหาร เช่น ผลิตภณัฑค์รีม  ลูกกวาด เคร่ืองด่ืม และเบียร์ ฯลฯ  ใชใ้นการผลิต
เคร่ืองส าอางต่าง ๆ  เช่น ยาสระผม ยาทาเล็บ เป็นตน้ ใชใ้นทางการแพทยใ์นการเคลือบผวิของ
พลาสติกใหเ้ป็นชั้นของโปรตีนธรรมชาติเพื่อใชใ้นการผา่ตดัปลูกถ่ายอวยัวะ ใชใ้นการเคลือบผวิ
ของยาเพื่อช่วยให้ร่างกายสามารถดูดซบัไดดี้ข้ึน (Kershaw and Talbot, 1998) และใชใ้นการจบัยดึ
กบัเอนไซมเ์พื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ biosensors (Zhao et al., 2007) 
  
7.  การจ าแนกชนิกของเห็ด 
 
 การจ าแนกชนิดของเห็ดอาศยัลกัษณะสัณฐานวทิยาของเห็ดเป็นเกณฑช่์วยในการจดั
จ าแนก แต่วธีิการจดัจ าแนกโดยใชล้กัษณะดงักล่าวเป็นเกณฑน์ั้นมีความไม่แน่นอนและไม่เท่ียงตรง
มากพอ จึงท าใหเ้กิดปัญหาในการจดัจ าแนกเห็ดเน่ืองจากสภาพแวดลอ้มจะมีอิทธิพลอยา่งสูงต่อ
ลกัษณะสัณฐานวทิยาท่ีแสดงออก (Petersen and Hughes, 1999) การศึกษาบริเวณ ribosomal DNA 
(rDNA) ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอส่วนท่ีถูกลอกรหสัเป็น ribosomal RNA (rRNA) มีคุณสมบติัท่ีเหมาะจะใช้
ในการจ าแนกชนิดและศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของรา (Takamatsu, 1998)  เน่ืองจากเป็น
บริเวณท่ีพบในราทุกชนิด  สามารถถูกเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR ไดง่้าย และมีความหลากหลาย
เพียงพอในการจดัจ าแนกท่ีระดบัต่างๆ เช่น ระดบั family, genus และ species (Bruns and Gardes, 
1993)  จึงนิยมใชศึ้กษาเก่ียวกบัอนุกรมวธิานและความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของราและเห็ดชนิด
ต่างๆ อยา่งกวา้งขวาง เน่ืองจากเป็นส่วนท่ีมีความส าคญัในการด ารงชีวติ ดงันั้นการเปล่ียนแปลง
ของดีเอน็เอบริเวณน้ีจะแสดงใหเ้ห็นถึงววิฒันาการของส่ิงมีชีวติได ้
 
 rDNA เป็นดีเอน็เอท่ีมีจ านวนหลายชุดในจีโนมทั้งในโปรคาริโอตและยคูาริโอตจึงท าให้
ง่ายในการเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR โดย rDNA ประกอบดว้ยส่วนต่างๆ คือ ส่วนท่ีถูกลอกรหสั
เป็น rRNA ไดแ้ก่ 18S rRNA  5.8S rRNA และ 28s rRNA   ส่วนท่ีไม่ถูกลอกรหสัและแทรกอยู่
ระหวา่ง rRNA  คือ Internal transcribed spacer ซ่ึงมี 2 ส่วน ไดแ้ก่  ITS1 และ ITS2  (ภาพท่ี 13)
นอกจากน้ียงัมีส่วนของ Intergenic spacer (IGS) ท่ีแทรกอยูร่ะหวา่งชุดของ rRNA   ล าดบัเบสใน 
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rDNA ทั้ง 3 ส่วนน้ีมีความหลากหลายแตกต่างกนั โดยส่วนท่ีถูกลอกรหสัเป็น ribosomal RNA นั้น
จะถูกอนุรักษม์ากท่ีสุด ล าดบัเบสส่วนน้ีจึงไม่ค่อยแตกต่างกนัในราแต่ละชนิด ส่วนดีเอ็นในส่วน 
ITS จะถูกอนุรักษป์านกลาง และดีเอน็เอในส่วน IGS จะมีความแตกต่างกนัมากท่ีสุดในส่ิงมีชีวติ  
(Bruns and Gardes, 1993)  ซ่ึงดีเอ็นเอในส่วน ITS น้ีเป็นส่วนท่ีถูกน ามาใชใ้นการศึกษาความ
หลากหลายทางชีวภาพของราไดเ้ป็นอยา่งดี (Bruns et al.,1991)  นอกจากน้ีช้ินส่วน ITS ยงั
เหมาะสมในการจ าแนกชนิดของเห็ดดว้ย เน่ืองจากความยาวของช้ินส่วน ITS อยุร่ะหวา่ง 600-800 
คู่เบส ซ่ึงสามารถเพิ่มปริมาณไดง่้ายโดยใช ้universal primer ท่ีจ  าเพาะกบั  rDNA  (White et al., 
1990)  และมีจ านวนซ ้ าหลายชุด จึงง่ายต่อการเพิ่มปริมาณจากตวัอยา่งท่ีมีปริมาณนอ้ยหรืออยูใ่น
สภาพท่ีไม่สมบูรณ์  นอกจากน้ีช้ินส่วน ITS ยงัมีความหลากหลายสูงจนสามารถจ าแนกชนิดใน
ระดบัสปีชีส์ของเห็ดได ้ซ่ึงจากการเพิ่มปริมาณบริเวณ ITS โดยเทคนิค PCR ในเห็ดตบัเต่า (Boletus 
edulis)   พบวา่สามารถจ าแนกชนิดของเห็ดตบัเต่าและเห็ดท่ีมีความใกลชิ้ดกบัเห็ดตบัเต่าไดอ้ยา่ง
เหมาะสม (Moor et al., 2002)  และจากการศึกษาชนิดของเห็ดในรัฐราชสถาน ประเทศอินเดียโดย
อาศยัล าดบัเบสบริเวณ ITS ในการจ าแนกชนิดของเห็ดนั้นพบวา่สามารถจ าแนกชนิดของเห็ดได้
เป็นเห็ด Podaxis pistillaris,  Phellinus igniarius, Gymnopilus subearlei และ Phelloribia herculea  
โดยท าใหเ้ห็ด G. subearlei  และ P. herculea  เป็นเห็ดท่ีถูกจ าแนกเพิ่มเติมข้ึนมาจากการศึกษาความ
หลากหลายทางชีวภาพของเห็ดในอินเดีย (Singh et al., 2006) 
 
 

 
ภาพที ่13  บริเวณ  Internal transcribed spacer (ITS)  ใน ribosomal DNA  
ทีม่า: Larena et al. (1999) 
 
8.  โปรตีโอมิกส์ (Proteomics) 
 

โปรตีโอมิกส์ คือการศึกษารูปแบบของโปรตีนทั้งหมดท่ีแสดงออกโดยจีโนมของส่ิงมีชีวติ  
ซ่ึงครอบคลุมไปถึงการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีน (protein-protein interaction)  การ
ดดัแปลงโปรตีน (protein modification)  หนา้ท่ีของโปรตีน (protein function) และการศึกษาหา
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ต าแหน่งของโปรตีน (protein localization)  ดงันั้นจึงอาจจดัประเภทของโปรตีโอมิกส์ออกเป็น 6 
กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่โปรตีโอมิกส์ท่ีศึกษาดา้นหนา้ท่ีของโปรตีน (functional proteomics) โครงสร้าง
ของโปรตีน (structural proteomics)  ความสัมพนัธ์ระหวา่งโปรตีนกบัโปรตีน (protein-protein 
interaction)  การดดัแปลงโปรตีนหลงักระบวนการแปลรหสั (Post-translational modifications) 
รูปแบบการแสดงออกของโปรตีน (protein expression profiling) และโปรตีโอมิกส์ท่ีวิเคราะห์ชนิด
โปรตีนโดยตรง (mining proteomic)  (Graves and Haystead, 2002)  ซ่ึงตวัอยา่งการศึกษาโปรตีโอ
มิกส์ในแต่ละกลุ่ม แสดงในภาพท่ี 14 

 

 
ภาพที ่14  การศึกษาโปรตีโอมิกส์ในแต่ละประเภท 
ทีม่า: Graves and Haystead (2002)   
 
 การศึกษาโปรตีโอมิกส์ท าใหไ้ดข้อ้มูลการแสดงออกของเซลลใ์นระดบัโปรตีน ซ่ึงสามารถ
น ามาเปรียบเทียบหาความสัมพนัธ์กบัยนีในจีโนมได ้จึงท าใหโ้ปรตีโอมิกส์มีบทบาทส าคญัใน
งานวจิยัหลายสาขา เช่น เทคโนโลยกีารอาหาร การแพทย ์เทคโนโลยดีา้นพืช เป็นตน้ การใช้
ประโยชน์จากโปรตีโอมิกส์มีในดา้นต่างๆ ดงัน้ี 
 

 
 
 
 



23 
 

 8.1  ดา้นเทคโนโลยกีารอาหาร 
 
       โปรตีโอมิกส์ถูกน ามาใชใ้นการวเิคราะห์โปรตีนในอาหารเพื่อศึกษาความสัมพนัธ์

ระหวา่งโปรตีนหรือระหวา่งโปรตีนกบัองคป์ระกอบอ่ืนๆ ในอาหาร ท าใหส้ามารถประเมินคุณค่า
ทางโภชนาการในอาหาร ตรวจวดัสารท่ีท าให้เกิดอาการแพ ้และตรวจหาโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
สร้าง bioactive compound ได ้(Carbonaro, 2004) นอกจากน้ียงัสามารถใชโ้ปรตีโอมิกส์ร่วมกบั
เทคนิค Immunolabeling เพื่อตรวจหาสารท่ีก่อใหเ้กิดอาการแพไ้ด ้เช่น การตรวจหาโปรตีนในเมล็ด
งา พบโปรตีน 4 ชนิดท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดอาการแพใ้นคนไขท่ี้แพง้าซ่ึงอาจเป็นแนวทางในการ
ป้องกนัการแพอ้าหารได ้(Beyer et al., 2002) 
 

8.2  ดา้นการแพทย ์ 
 
       มีการน าเทคนิคทางโปรตีโอมิกส์มาใชใ้นการตรวจวินิจฉยัโรคต่างๆ ท่ีความผิดปกติ

ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงระดบัของโปรตีนในเซลล ์เช่น โรคมะเร็ง โรคติดเช้ือต่างๆ (infection 
diseases) โรคหวัใจ และโรคทางระบบประสาทส่วนกลาง เช่น อลัไซเมอร์ (alzheimer’s disease) 
และดาวน์ซินโดรม (down syndrome) เป็นตน้ (สมปอง, 2545) 
 
 8.3  เทคโนโลยดีา้นพืช 
 
        การศึกษาโปรตีโอมิกส์ในพืช เช่น การวเิคราะห์รูปแบบโปรตีนท่ีมีการแสดงออกใน
เน้ือสับปะรดพนัธ์ุภูเก็ตและสับปะรดดดัแปรพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการถ่ายยนีตา้นทานสารก าจดั
วชัพืชไบลาฟอส (bar gene) ดว้ยเทคนิค Difference in Gel Electrophoresis (DIGE) พบวา่เน้ือ
สับปะรดพนัธ์ุภูเก็ต และสับปะรดดดัแปรพนัธุกรรมมีจุดโปรตีน 730 และ 731 จุด ตามล าดบั เม่ือ
ตรวจสอบต าแหน่ง และจ านวนจุดของโปรตีนในสับปะรดพนัธ์ุภูเก็ต และสับปะรดดดัแปร
พนัธุกรรมท่ีมีความเขม้ของจุดแตกต่างกนัมากกวา่ 2.5 เท่า พบวา่มีจ านวนโปรตีนท่ีมีการแสดงออก
แตกต่างกนั 2.5 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงแบ่งเป็นโปรตีนท่ีมีการแสดงออกลดลงในสับปะรดพนัธ์ุดดัแปร
พนัธุกรรมคิดเป็น 1.8 เปอร์เซ็นตแ์ละโปรตีนท่ีมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนในสับปะรดดดัแปร
พนัธุกรรมคิดเป็น 0.7 เปอร์เซ็นต ์โดยโปรตีนในต าแหน่ง pI เท่ากบั 4.07 และมวลโมเลกุลเท่ากบั 
12.1 กิโลดาลตนั มีการแสดงออกในสับปะรดดดัแปรพนัธุกรรมเท่านั้น (ดารณี, 2552)  
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       อภิญญา (2551)  ศึกษาการหาโปรตีนท่ีตอบสนองต่อเช้ือ Fusarium oxysporum f. sp. 
capsici ในตน้พริก โดยเปรียบเทียบรูปแบบเจล 2DE ในใบพริก (Capsicum annuum Linn.) ท่ีไดรั้บ
เช้ือกบัใบพริกปกติ การโดยใชพ้ริก 2 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ สายพนัธ์ุตา้นทาน (Mae Ping 80) และสาย
พนัธ์ุไม่ตา้นทาน (Long Chilli 455) หลงัไดรั้บเช้ือ F. oxysporum f. sp. capsici เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
รูปแบบโปรตีนของพริกสายพนัธ์ุตา้นทานและไม่ตา้นทานมีความต่างกนั โดยสายพนัธ์ุตา้นทานมี
จุดโปรตีนอยา่งนอ้ย 11 จุด ท่ีมีการแสดงออกเปล่ียนไปจากเดิม (เพิ่มข้ึน 2 จุดและลดลง 9 จุด) และ
เกิดข้ึนใหม่ 1 จุด ในขณะท่ีสายพนัธ์ุไม่ตา้นทานมีจุดโปรตีนท่ีแสดงออกเพิ่มข้ึน 18 จุด ลดลง 3 จุด 
และเกิดข้ึนใหม่ 4 จุด เม่ือวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีน พบวา่โปรตีนท่ีมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนส่วน
ใหญ่ไดแ้ก่ serine/threonine phosphatase 2A, superoxide dismutase และ 1-aminocyclopropane- 
1-carboxylate synthase นั้นเป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกป้องกนัตวัเองของพืช 
 

การศึกษาโปรติโอมิกส์ประกอบดว้ยขั้นตอนหลกั 2 ขั้นตอน ไดแ้ก่ ขั้นตอนการแยก
โปรตีนออกจากกนัตามค่า Isoelectric point (pI) และมวลโมเลกุล (MW) ดว้ยวธีิ Two –dimensional 
polyacrylamide gel elctrophoresis (2D-PAGE) และการวเิคราะห์ชนิดของโปรตีนดว้ยวธีิ Mass 
Spectrometry (MS) (O' Farrell, 1975; Andersen and Mann, 2000) 

 
9.  เทคนิคเจลอเิลคโตรโฟรีซิสแบบ 2 มิติ (Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis) 
  
 เทคนิคอิเลคโตรโฟรีซิส 2 มิติ (Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis หรือ 
2D-PAGE) เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกโปรตีนออกจากกนั โดยอาศยัคุณสมบติัท่ีแตกต่างกนัของโปรตีน
แต่ละชนิด โดยการแยกโปรตีนในมิติแรกจะแยกโปรตีนตามความแตกต่างของค่าไอโซอิเลคทริค 
(Isoelectric point หรือ ค่า pI) และมิติท่ีสองจะแยกโดยอาศยัความแตกต่างของมวลโมเลกุล 
(Molecular weight) ของโปรตีน ท าใหส้ามารถแยกโปรตีนจ านวนมากออกจากกนั มีประสิทธิภาพ
ในการจ าแนกและระบุชนิดโปรตีนจากโปรตีนจ านวนมากท่ีรวมอยูใ่นส่ิงมีชีวติ รวมทั้งใชใ้นการ 
ศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในส่ิงมีชีวติท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนท่ีเปล่ียนแปลงไป 
(O' Farrell, 1975; Person et al., 2006)  

 
การแยกโปรตีนมิติท่ี 1 เป็นการแยกโปรตีนดว้ยเทคนิค Isoelectric Focusing (IEF) 

โดยอาศยัความแตกต่างของค่า pI ซ่ึงเป็น pH ท่ีท าใหโ้ปรตีนมีประจุรวม (net charge) เป็นศูนย ์
โดยโปรตีนจะเคล่ือนท่ีอยูภ่ายในเจลท่ีเป็น pH gradient ภายใตส้นามไฟฟ้าและหยดุการเคล่ือนท่ีใน
ต าแหน่งท่ีตรงกบัค่า pI เพราะในต าแหน่งน้ีประจุของโปรตีนจะมีค่าเป็นศูนย ์เจลท่ีแยกไดใ้นมิติ 
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ท่ี 1 จะถูกเช่ือมเขา้กบั SDS-polyacrylamide gel และใชเ้ทคนิค SDS-PAGE ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยก
โปรตีนออกจากกนัตามมวลโมเลกุลของโปรตีน เพื่อท าการแยกโปรตีนในมิติท่ี 2 โดยโปรตีนท่ีมี
มวลโมเลกุลมากจะเคล่ือนท่ีไดร้ะยะทางนอ้ยกวา่โปรตีนท่ีมีมวลโมเลกุลนอ้ย (Garfin, 2003)  การ
ตรวจหาจุดโปรตีนท่ีไดจ้ากเทคนิค 2D-PAGE ท าโดยการยอ้มเจล ซ่ึงสามารถท าไดห้ลายวธีิ ไดแ้ก่ 
การยอ้มดว้ยสี Coomassie blue การยอ้มดว้ยซิลเวอร์ และยอ้มดว้ยสีฟลูออเรสเซน เช่น Deep purple 
และ Sypro Ruby และสามารถศึกษารูปแบบโปรตีนท่ีแสดงออกในแต่ละเจลโดยใชโ้ปรแกรม
คอมพิวเตอร์เขา้มาช่วยวิเคราะห์และเปรียบเทียบต าแหน่งของโปรตีนและความเขม้ (intensity) ของ
โปรตีนในแต่ละจุด (Wittmann-Liebold et al., 2006)  
  

ส าหรับการศึกษาโปรตีโอมิกส์ในเห็ดนั้นพบวา่มีการใชเ้ทคนิค 2D-PAGE ในการศึกษา
โปรตีโอมิกส์ในเห็ดหลายชนิด  เช่น การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนจากเส้นใยเจริญ
และดอกของเห็ดเขม็ทอง (Flammulina velutipes) ในช่วงท่ีมีการสร้างดอกเห็ด พบวา่รูปแบบการ
แสดงออกของโปรตีน 4 ชนิด คือ FBA1, FBA2, FBA3 และ FBA4 ซ่ึงคาดวา่มีคุณสมบติัในการจบั
ยดึระหวา่งเซลลก์บัเซลล ์(cell-to-cell attachment)  ท่ีแสดงออกในส่วนของดอกเห็ดและเส้นใย
เจริญขณะถูกชกัน าใหเ้กิดดอกเห็ดมีความแตกต่างกนั (Sakamoto et al., 2000) และจากการศึกษา
รูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในเห็ดหลินจือ (Ganoderma lucidum)  2 สายพนัธ์ุ คือสายพนัธ์ุ
อิตาลีและจีน ซ่ึงเจริญในสภาพไดรั้บอากาศ (aerial agglomerate) และสภาพจมอยูใ่นอาหารเหลว 
(submerge  agglomerate) พบวา่การแสดงออกของโปรตีนในเห็ดทั้ง 2 สายพนัธ์ุท่ีเจริญในสภาพ
ไดรั้บอากาศมีความแตกต่างกนั โดยสายพนัธ์ุจีนมีโปรตีนท่ีแสดงออกเพิ่มข้ึนมากกวา่ 21 ชนิด ส่วน
สายพนัธ์ุอิตาลีมีเพียง 8 ชนิด ส าหรับการแสดงออกของโปรตีนจากเห็ดท่ีเจริญในสภาพท่ีจมใน
อาหารเหลว พบวา่มีความแตกต่างกนัทั้งในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณในทั้ง 2 สายพนัธ์ุ โดยสาย
พนัธ์ุจีนมีการแสดงออกของโปรตีนท่ีเพิ่มข้ึนมากกวา่ 37 ชนิดและมีโปรตีน 26 ชนิดท่ีแสดงออก
อยา่งเด่นชดัเม่ือเปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุอิตาลี (Saltarelli et al., 2009) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 
1. เห็ดกระดุม 

 
เห็ดกระดุมเขตร้อน (Agaricus sp.)  เก็บจากบริเวณหลงัคณะเกษตร ก าแพงแสน

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน จ.นครปฐม ส่วนเห็ดกระดุมเขตหนาวหรือเห็ด
แชมปิญอง (Agaricus bisporus) ไดจ้ากเห็ดท่ีวางขายเป็นการคา้ 
 
2. อุปกรณ์และสารเคมี  
  
 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการทดลองประกอบดว้ย  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอและการท า
ปฏิกิริยา PCR ไดแ้ก่ เคร่ืองท าปฏิกิริยา PCR (Amplitron®  II, Thermolyne), เคร่ืองสเปกโตรโฟโต
มิเตอร์, ชุดอิเลคโตรโฟรีซิส, เคร่ืองถ่ายภาพเจล (ImageMaster®  VDS, Pharmacia Biotech), ไม
โครปิเปต, หลอดท าปฏิกิริยา PCR แบบผนงับางขนาด 500 ไมโครลิตร, เคร่ืองป่ันเหวีย่ง, หลอด 
ไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร, ตูเ้ยน็ –20 องศาเซลเซียส, ตูเ้ยน็ -70 องศาเซลเซียส อุปกรณ์
ในการท า 2D  gel electrophoresis ไดแ้ก่  Multiphor®  II Electrophoresis System, Power Supply 
EPS 3500, MultiTemp III Thermostatic Circulator, Hoefer®SE 600 Series (Pharmacia Biotech) 
และอุปกรณ์ห้องทดลองอ่ืนๆ 

 
สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลองประกอบดว้ย สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัดีเอน็เอและการท า

ปฏิกิริยา  PCR ไดแ้ก่ ชุดสกดัดีเอน็เอ  Genomic DNA  Purification Kit  (Fermentas), TE buffer, 
2X Go Taq®Green Master Mix (Promega), ดีเอ็นเอตน้แบบ,ไพรเมอร์, ชุดสกดัดีเอ็นเอออกจากเจล 
GENECLEAN II Kit (BIO 101), Agarose gel, TBE buffer, Ethidium bromide (EtBr), 
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus  สารเคมีในการท า 2D  gel electrophoresis ไดแ้ก่  
Immobiline™ DryStrip, pH 3-10 (13 เซนติเมตร), IPG Buffer, pH 3-10, ชุด 2-D Clean-Up Kit, 
Immobiline  DryStrip Cover Fluid,  Urea, CHAPS, Dithiothreitol (DTT), Iodoacetamide,  
Bromophenol blue, Acrylamide, N,N'-methylenebisacrylamide, Sodium dodecyl sulfate,  
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NNN'N'-Tetrametyletylenediamine (TEMED), Ammonium persulfate (APS), Tris, Glycine, 
PageSilverTM Silver Staining Kit (Fermentus), PageRuler™  Unstained Protein Ladder, Bovine 
serum albumin(BSA), Bradford solution   และสารเคมีอ่ืนๆ 

 
วธีิการ 

 
1.  การจ าแนกชนิดของเห็ด 

 
1.1  การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเห็ด  

 
        บนัทึกลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของตวัอยา่งเห็ดเขตร้อนท่ีพบบริเวณหลงัตึกคณะ
เกษตร ก าแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน จ.นครปฐม ตามรูปร่างและ
ลกัษณะต่างๆ ไดแ้ก่ ลกัษณะของหมวกเห็ด กา้นดอก ครีบ และสปอร์  
         

การจ าแนกชนิดของเห็ดโดยดูจากลกัษณะทางกายภาพและใชแ้หล่งอา้งอิงต่างๆ 
(อนงค,์ 2544; ราชบณัฑิตยสถาน, 2550; อนงค,์ 2551; Largent et al.,1977;  Arora, 1986) เพื่อ
น าไปใชจ้ดัจ าแนกตวัอยา่งเห็ดในเบ้ืองตน้ 

  
 1.2  การศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ Internal transcribed  spacer (ITS)  
 

        1.2.1  การสกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งเห็ด 
        

                       โดยตดัดอกเห็ดเป็นช้ินขนาดเล็กแลว้บดในโกร่งท่ีเยน็ดว้ยไนโตรเจนเหลวจน
เป็นผงละเอียดถ่ายใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการ
สกดัดีเอน็เอต่อไป    
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การสกดัดีเอ็นเอโดยใชชุ้ด Genomic DNA Purification Kit (Fermentas)   ดว้ย 
การเติม TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อตวัอยา่ง
เห็ด 100 มิลลิกรัม ตามดว้ยการเติม  lysis solution  ปริมาตร 400 ไมโครลิตรเพื่อใหเ้ซลลแ์ตก บ่มท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตกตะกอนโปรตีนโดยใชค้ลอโรฟอร์ม ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ผสมโดยกลบัหลอด 3-5 คร้ัง  ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 2  
นาที   น าส่วนใสมาตกตะกอนดีเอน็เอโดยเติม 1X precipitation solution  ปริมาตร  800 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดเป็นเวลา 2 นาที น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที  เป็น
เวลา 2  นาที  เทส่วนใสทิ้ง  ละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดด้ว้ย NaCl ความเขน้ขน้ 1.2 โมลาร์ ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เติม RNaseA ความเขน้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร  2 ไมโครลิตร  ผสม
ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อยอ่ย RNA  เติม absoluted ethanol 
แช่เยน็ ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  เพื่อให้ 
ดีเอ็นเอตกตะกอน ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 นาที เทส่วนใสทิ้ง ลา้ง
ตะกอนดีเอน็เอดว้ย 70% ethanol แช่เยน็ ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 นาที เทส่วนใสทิ้ง ท าใหต้ะกอนแหง้ ละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ย TE buffer 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
    

1.2.2   การตรวจสอบคุณภาพและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ  
 

  ตรวจสอบความเขน้ขน้ของดีเอ็นเอโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสง UV ดว้ยเคร่ือง 
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ โดย
การหาอตัราส่วนของ A260 /A280 ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส บน
agarose gel ความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TBE buffer ท่ีมี Ethidium bromide ความเขม้ขน้ 
0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัแถบ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus) 
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1.2.3  การเพิ่มล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) 
        
          เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS ซ่ึงอยูใ่นส่วนของ ribosomal DNA (rDNA) โดย 

เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใชจี้โนมิกดีเอ็นเอของเห็ดจากขอ้ 1.2.1 เป็นตน้แบบ
และใชไ้พร์เมอร์ส าหรับการเพิ่มช้ินส่วน ITS ในส่วน forward primer เป็น ITS1  
(5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') และในส่วน reverse primer เป็น ITS4  
(5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3')  (White et al., 1990) 
                

 หลอดปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย ดีเอน็เอ  
1 ไมโครลิตร 2X Go Taq®  Green Master Mix 25 ไมโครลิตร 10 µM primer ITS1 ปริมาตร  
1 ไมโครลิตร  10 µM primer ITS4  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และน ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ  28 
ไมโครลิตร  ใชเ้คร่ือง  Thermal Cycler (Amplitron®  II, Thermolyne)  สภาวะท่ีใชใ้นการท า
ปฏิกิริยา คือ initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที  หลงัจากนั้นท า
ปฏิกิริยาซ ้ า 30 รอบ โดยก าหนด denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
annealing  ท่ีอุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที   extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที  และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที   

 
ตรวจสอบผลผลิต PCR โดยวธีิอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส บน agarose gel  

ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TBE buffer ท่ีมี Ethidium bromide  ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร  ใชก้ระแสไฟฟ้า  100 โวลต ์เป็นเวลา  40 นาที วเิคราะห์ขนาดของแถบดีเอน็เอ
เปรียบเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus) ตรวจสอบผลภายใตแ้สง
อลัตราไวโอเลตและบนัทึกภาพ 
 

1.2.4  การแยกดีเอน็เอออกจากเจลและการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
 

แยกดีเอน็เอจาก agarose gel  โดยใชชุ้ดสกดั GENECLEAN II Kit  (BIO 101)  
โดยตดัแถบดีเอน็เอจาก agarose gel ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร เติม TBE 
modifier 0.5 เท่า และ NaI solution 4.5 เท่าของปริมาตรช้ินวุน้  ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  เติมสารละลาย GLASSMILK ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อปริมาตร
สารละลาย 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการกลบัหลอด
ทุก 1-2 นาที ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วนิาที  เทส่วนใสทิ้ง เติม New 
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Wash Solution 500 ไมโครลิตร ละลายตะกอนดว้ยการปิเปตข้ึน-ลง ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วนิาที ลา้งตะกอนดว้ย New Wash Solution อีกคร้ังตามขั้นตอนเดิม  เท
ส่วนใสทิ้งแลว้ปล่อยใหต้ะกอนแหง้ เติมน ้าปราศจากเช้ือปริมาตรเท่ากบัปริมาตรสารละลาย  
GLASSMILK  กระจายตะกอนใหท้ัว่ดว้ยการปิเปตข้ึน-ลง ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 30 วนิาที เก็บส่วนใสท่ีมีดีเอน็เอละลายอยูใ่ส่หลอดใหม่ เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใชใ้นขั้นตอนการวเิคราะห์หาล าดบัเบสต่อไป 
 

1.2.5  การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์ 
 

      วเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยเคร่ือง Automated DNA Sequencer โดย 
หอ้งปฏิบติัการดีเอน็เอเทคโนโลย ี มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน จ.นครปฐม  
เปรียบเทียบขอ้มูลของล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดก้บัล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานขอ้มูล GENBANK, 
DDBJ และ EMBL ดว้ยโปรแกรม BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) และ ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) และสร้าง phylogenetic tree ดว้ยโปรแกรม MEGA 
package version 4.0.2 
 

2. การศึกษายีนทีส่ร้าง hydrophobin  (hypA) ในเห็ดกระดุมเขตร้อน 
 

2.1  การออกแบบและสังเคราะห์ไพรเมอร์ส าหรับยีน hypA 
 
       ออกแบบไพร์เมอร์จากขอ้มูลล าดบัเบสของยนี hypA ของเห็ดกระดุม Agaricus 

bisporus ซ่ึงเป็นเห็ดกระดุมเขตหนาวท่ีอยูใ่นสกุลเดียวกบัตวัอยา่งเห็ดท่ีศึกษาจากฐานขอ้มูล 
GENBANK  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ไดไ้พร์เมอร์ส าหรับ forward primer hypAF     
(5' CTCATTCTTAGCTCTTACAAC3') และ reverse primer hypAR    
(5' AACGAAAGATAATACCAAGGC 3') สังเคราะห์ไพรเมอร์โดยห้องปฏิบติัการดีเอน็เอ
เทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน จ.นครปฐม 
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2.2 การโคลนยนี hypA   
 
โคลนยนี hypA ดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใชจี้โนมิกดีเอน็เอ

จากขอ้ 1.2.1 เป็นตน้แบบ  ส่วนผสมของปฏิกิริยาเช่นเดียวกบัขอ้ 1.2.3 โดยใช ้10 µM primer  
hypAF ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 10 µM primer hypAR  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

   
ตรวจสอบผลผลิต PCRโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิสบน agarose gel ความ 

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TBE buffer ท่ีมี Ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา  40 นาที วเิคราะห์ขนาดของแถบดีเอ็นเอเปรียบเทียบ
กบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus)   
 

2.3 การแยกช้ินส่วนของยนี  hypA จากเจลและการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
 
สกดัดีเอน็เอออกจาก agarose gel  โดยใชชุ้ดสกดั GENECLEAN II Kit  (BIO 101)  

ตามวธีิการในขอ้ 1.3  และน าสารละลายดีเอน็เอท่ีไดม้าท าใหดี้เอ็นเอบริสุทธ์ิอีกคร้ังดว้ยชุด 
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)  โดยเติม PB buffer ปริมาตรเป็น 5 เท่าของสารละลายดี
เอน็เอ และผสมใหเ้ขา้กนับรรจุลงในคอลมัน์  ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที  เทของเหลวทิ้ง ลา้งดว้ย PE buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวทิ้ง ท าซ ้ า 2 คร้ัง จากนั้นน าคอลมัน์วางลงในหลอดไมโคร 
เซนตริฟิวจข์นาด 1.5  มิลลิลิตรหลอดใหม่แลว้ชะดีเอน็เอท่ีจบักบัเรซินอยูโ่ดยใช ้EB buffer 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที น าดีเอน็เอ
บริสุทธ์ิเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นขั้นตอนต่อไป 
 
  2.4  การเช่ือมต่อช้ินส่วนของยนี hypA กบัพลาสมิด  

   

       ในการเช่ือมต่อช้ินส่วนของยนี hypA  ใชพ้ลาสมิด pGEM®-T Easy  vector (Promega) 
และใชอ้ตัราส่วนของยนี hypA : พลาสมิด เท่ากบั 3:1 โดยส่วนประกอบของปฏิกิริยา 10 
ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 2X  rapid ligation buffer  ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  pGEM®-T Easy Vector 
(50 นาโนกรัม) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  ช้ินส่วนยนี hypA (insert) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  T4 DNA 
ligase (3 Weiss Units/µl) ปริมาตร  1 ไมโครลิตร และน ้าปราศจากประจุปริมาตร  1 ไมโครลิตร  
บ่มท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
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ภาพที ่15  pGEM®-T Easy vector แสดง promoter และ multiple cloning sequence 
ทีม่า: Promega (1998) 
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2.5  การเตรียมเซลลแ์บคทีเรีย (competent cell) ส าหรับกระบวนการถ่ายยนี  
   

       เตรียม competent cell ตามวธีิของ Sambrook และคณะ (1989) โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 
Escherichia coli  DH5α ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยา่บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 
200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ขา้มคืน ดูดเช้ือแบคทีเรียใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB  
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยา่บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ถ่ายเช้ือแบคทีเรียใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์แช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 
นาที ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ละลาย
ตะกอนเซลลด์ว้ย CaCl2 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีแช่เยน็ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ป่ันเหวีย่งท่ี
ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย 
CaCl2 ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ท่ีแช่เยน็ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบ่งสารละลายเซลลท่ี์ไดใ้ส่ลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์หลอดละ 100 ไมโครลิตร น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เพื่อ
เอาไวใ้ชใ้นการถ่ายยนีต่อไป 
  

2.6  การถ่ายยนีเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย (transformation) 
 

การถ่ายยนีเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli DH5α ใชว้ธีิ Heat-shock โดยเติม 
พลาสมิด pGEM®-T Easy ท่ีมียนี hypA ปริมาตร 4 ไมโครลิตรใส่ในหลอดท่ีมี competent cell 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการพลิกหลอดไปมาเบา ๆ แช่หลอดในน ้าแขง็เป็นเวลา 
30 นาที ถ่ายยนีโดยการจุ่มในน ้าท่ีควบคุมอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วนิาที และแช่ใน
น ้าแขง็ทนัที เป็นเวลา 2 นาที  เติมอาหาร  SOC ปริมาตร 900 ไมโครลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.30 ชัว่โมง  น าเซลลแ์บคทีเรียปริมาตร 100 
ไมโครลิตร มาเกล่ียบนอาหารแขง็ LB  ท่ีมี ampicillin ความเขม้ขน้ 100  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร,   
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขม้ขน้ 100 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน เพื่อคดัเลือกโคโลนี
สีขาวซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีไดรั้บการถ่ายยนีเพื่อใชใ้นการสกดัพลาสมิดในขั้นตอนต่อไป 
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2.7  การสกดัพลาสมิด 
 
     คดัเลือกโคโลนีของ E. coli DH5α ท่ีมีสีขาว น ามาเล้ียงในอาหารเหลว LB   

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมี ampicillin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บนเคร่ืองเขยา่ท่ี
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน ดูดเช้ือปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรใส่ลง
ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที   เป็นเวลา 2 นาที  น าตะกอน
เซลลม์าสกดัพลาสมิดโดยใชชุ้ด QIAprep Miniprep  (QIAGEN) โดยละลายตะกอนเซลลด์ว้ย 
Buffer P1  ปริมาตร 250ไมโครลิตร แลว้ถ่ายสารละลายเซลลท่ี์ไดใ้ส่หลอดใหม่ เติม Buffer P2  
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการคว  ่าหลอดเบาๆ 4-6 คร้ัง  เติม Buffer N3  ปริมาตร 
350 ไมโครลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัทนัทีดว้ยการคว  ่าหลอดเบาๆ 4-6 คร้ัง ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสท่ีไดใ้ส่ลงใน QIAprep spin column   ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวทิ้ง ลา้งคอลมัน์ดว้ยการเติม Buffer PE ปริมาตร 
750 ไมโครลิตร  ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวทิ้ง  ป่ัน
เหวีย่งอีกคร้ังเป็นเวลา 1 นาที น าคอลมัน์ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร เติม
น ้าปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในคอลมัน์ ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 1 นาที ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บสารละลายดีเอน็เอท่ีไดท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ต่อไป 
 

2.8  การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี hypA 
 

วเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดข์องพลาสมิดสายผสมท่ีคดัเลือกได้ดว้ยเคร่ือง  
Automated DNA  Sequencer โดยหอ้งปฏิบติัการดีเอ็นเอเทคโนโลย ี มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
วทิยาเขตก าแพงแสน จ.นครปฐม และเปรียบเทียบความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนีจาก
ฐานขอ้มูล GENBANK, DDBJ และ EMBL ดว้ยโปรแกรม BLASTN 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดก้บัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 
hypA จากฐานขอ้มูลดว้ยโปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2)   
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2.9  การศึกษาล าดบักรดอะมิโนและโครงสร้างของยนี hypA  
  
       วเิคราะห์โครงสร้างยนีจากล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดแ้ละท านายล าดบักรดอะมิโนของ
ยนี hypA จากเห็ดกระดุมเขตร้อน KPS1 ดว้ยโปรแกรม FGENSH  (www.softberry.com) วเิคราะห์
หาโครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) ดว้ยโปรแกรม CLC Protein Workbench 5.4 และ
ท านายโครงสร้างตติยภูมิ (tertiary structure) ดว้ยโปรแกรม Cn3D 4.1  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml)  
 
3.  การศึกษาโปรตีนจากเห็ดกระดุม 

  
3.1  การวเิคราะห์โปรตีนโดยเทคนิค SDS-PAGE 

 
สกดัโปรตีนจากดอกและเส้นใยของเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1โดยใช ้Lysis 

solution (ดูในภาคผนวก) ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที วเิคราะห์
สารละลายโปรตีนท่ีไดโ้ดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE (10% separating gel และ 4% stacking gel) 
วเิคราะห์แถบโปรตีนโดยยอ้มดว้ย Coomassie brilliant blue-R250 เปรียบเทียบกบัแถบโปรตีน
มาตรฐาน 

 
3.2  การวเิคราะห์โปรตีนโดยวธีิเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 2 มิติ (2D-PAGE) 
 

3.2.1  การสกดัและการเตรียมตวัอยา่งโปรตีนจากดอกเห็ด 
 

น าดอกเห็ดมาตดัใหเ้ป็นช้ินขนาดเล็กแลว้บดในโกร่งท่ีแช่เยน็ดว้ย 
ไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงละเอียด ถ่ายใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Lysis 
solution (ดูในภาคผนวก) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อตวัอยา่งเห็ด 100 มิลลิกรัม ผสมใหเ้ขา้กนั  
ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  ดูดส่วนใสใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เตรียมตวัอยา่งส าหรับการวิเคราะห์โดยใชชุ้ด 2-D Clean-up Kit (GE 
Healthcare)  โดยเตรียมสารละลายโปรตีนปริมาตร 1-100 ไมโครลิตรท่ีมีความเขม้ขน้ 1-100 
ไมโครกรัมใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร ตกตะกอนโปรตีนโดยเติม Precipitant 
300 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 15  นาที เติม Co-precipitant  300 ไมโครลิตร 
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ผสมใหเ้ขา้กนั ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายส่วนใสทิ้ง
ดว้ยความระมดัระวงั  เติม Co-precipitant  40 ไมโครลิตรโดยไม่ใหร้บกวนตะกอน แช่ในน ้าแขง็
เป็นเวลา 5 นาที ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลายส่วนใส
ทิ้ง  เติมน ้าปราศจากประจุปริมาตร 25 ไมโครลิตร กระจายตะกอนดว้ยการ vortex  เป็นเวลา 5-10 
วนิาที  เติม Wash buffer (แช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมง) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ Wash additive ปริมาตร 5 ไมโครลิตร กระจายตะกอนดว้ยการ vortex จน
สมบูรณ์  แช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที กระจายตะกอนดว้ยการ vortex  
เป็นเวลา  20-30 วนิาที ทุกๆ 10 นาที  ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 5 นาที  
ดูดสารละลายส่วนใสทิ้งดว้ยความระมดัระวงั ปล่อยใหต้ะกอนแหง้ในอากาศไม่เกิน 5 นาที  ละลาย
ตะกอนดว้ย Rehydration solution   ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 5 นาที  น า
ส่วนใสซ่ึงเป็นสารละลายโปรตีนเก็บท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นขั้นตอนต่อไป 

 
3.2.2  การวดัปริมาณโปรตีน 

 
       วดัปริมาณโปรตีนในตวัอยา่งเห็ด โดยใชว้ธีิแบรดฟอร์ด (Bradford, 1976) 

เปรียบเทียบกบัสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA (Bovine serum albumin) วดัค่าดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 595 นาโนเมตร ค านวณหาปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกบัสารละลายโปรตีน
มาตรฐาน 

 
3.2.3  การเตรียม Immobiline DryStrip 

 
    เป็นการเตรียมเพื่อแยกโปรตีนในมิติท่ี 1 ตามค่า pI (isoelectric point) โดยใช ้

Immobiline DryStrip  ท่ีมีช่วง pH  3-10 ความยาว 13  เซนติเมตร ท าโดย reswell  Immobiline 
DryStrip  (GE Healthcare) โดยใชป้ริมาณโปรตีนตวัอยา่ง 100 ไมโครกรัม  ผสมสารละลายโปรตีน
กบั Rehydration solution โดยใหมี้ปริมาตรสุทธิเท่ากบั 250 ไมโครลิตร ใส่สารละลายทั้งหมดลงใน 
reswelling tray   แลว้วาง Immobiline DryStrip  ลงไปใน tray โดยคว  ่าดา้นท่ีเป็นเจลลงและไม่เกิด
ฟองอากาศ หลงัจากนั้นใช ้Immobiline DryStrip Cover Fluid  จ  านวน  3 มิลลิลิตร ปิดทบัดา้นบน 
เพื่อป้องกนัการระเหยของสารละลายโปรตีน  ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10-24 ชัว่โมง เพื่อให้
สารละลายโปรตีนดูดซึมเขา้ไปในเจล 
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3.2.4  การแยกโปรตีนในมิติท่ี 1 
                       

              น า Immobiline DryStrip    ท่ีผา่นการ reswell  และใส่สารละลายโปรตีน
ตวัอยา่งเรียบร้อยแลว้มาแยกภายใตส้นามไฟฟ้า โดยใชเ้คร่ือง Multiphor®  II Electrophoresis 
System  ใชค้วามต่างศกัย ์300 โวลต ์เป็นเวลา 1 นาที , ความต่างศกัย ์1000 โวลต ์เป็นเวลา   
1  ชัว่โมง, ความต่างศกัย ์2500 โวลต ์เป็นเวลา 1.30  ชัว่โมง และความต่างศกัย ์ 500   โวลต ์เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง โดยควบคุมอุณหภูมิท่ี 20 องศาเซลเซียส ดว้ยเคร่ือง MultiTemp III Thermostatic  
Water Circulator  เม่ือแยกโปรตีนในมิติท่ี 1 เรียบร้อยแลว้สามารถเก็บรักษา Immobiline DryStrip  
ไวท่ี้อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

 
3.2.5  การแยกโปรตีนในมิติท่ี 2 

 
              แยกโปรตีนในมิติท่ี 2 ตามน ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีนโดยน า Immobiline 

DryStrip  ท่ีผา่นการแยกในมิติท่ี 1 มา Equilibrate โดยการแช่ในสารละลาย  Equilibration buffer  
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีมี Dithiothreitol (DTT) 100 มิลลิกรัม เขยา่ท่ีความเร็ว 50 รอบต่อนาที  เป็น
เวลา 15 นาที เทสารละลายทิง้ หลงัจากนั้นเติมสารละลาย Equilibration buffer ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ท่ีมี Iodoacetamide (IAA) 250 มิลลิกรัม  เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 50 รอบต่อนาที เป็นเวลา15 
นาที เทสารละลายทิ้ง  แลว้น า Immobiline DryStrip  ไปแยกโปรตีนตามน ้าหนกัโมเลกุลดว้ย
เทคนิค SDS-PAGE  โดยน า Immobiline DryStrip  มาวางบนแผน่ polyacrylamide gel ความเขม้ขน้ 
12.5 เปอร์เซ็นต ์ใช ้ PageRulerTM Unstained Protein  Ladder (Fermentas)  เป็นโปรตีนมาตรฐาน 
หลงัจากนั้นใส่ agarose gel ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์เพื่อเช่ือมเจลทั้งสองเขา้ดว้ยกนัดว้ย   แยก
โปรตีนในมิติท่ี 2 โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 15  มิลลิแอมแปร์และความต่างศกัย ์300 โวลต ์เป็นเวลา 15  
นาที  และเปล่ียนเป็นกระแสไฟฟ้า 40 มิลลิแอมแปร์และความต่างศกัย ์300 โวลต ์ เป็นเวลา 1.30 
ชัว่โมง  ควบคุมอุณหภูมิท่ี 20 องศาเซลเซียส  
 

3.2.6  การยอ้มสีโปรตีน 
  
                 ใชชุ้ดยอ้มโปรตีนส าเร็จรูป  PageSilverTM  Silver Staining Kit (Fermentas) โดย

น าแผน่ polyacrylamide gel มาลา้งดว้ยน ้าปราศจากประจุ   แลว้แช่ลงในสารละลาย Gel fixing 
solution 1  (ดูในภาคผนวก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 50 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 
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ชัว่โมง เทสารละลายทิ้ง แลว้แช่แผน่เจลลงในสารละลาย Gel fixing solution 2 (ดูในภาคผนวก) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 50 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที  เทสารละลายทิ้ง ท าซ ้ า
ทั้งหมด 3 คร้ัง ลา้งแผน่เจลดว้ยน ้าปราศจากประจุ 2 คร้ังๆ ละ 20 วนิาที เติม Sensitizing  solution  
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยา่ดว้ยมือเป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายทิ้ง ลา้งแผน่เจลดว้ยน ้ าปราศจาก
ประจุ 2 คร้ังๆ ละ 20 วนิาที เทสารละลายทิ้ง เติม Staining solution  เขยา่ท่ีความเร็ว  50 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 20 นาที เทสารละลายทิ้ง ลา้งแผน่เจลดว้ยน ้าปราศจากประจุ 2 คร้ังๆ ละ  20 วนิาที  เท
สารละลายทิ้ง เติม Developing  solution  เขยา่จนกวา่จุดของโปรตีนจะปรากฏตามตอ้งการ ใชเ้วลา
ประมาณ 5 นาที เทสารละลายทิ้ง หยดุปฏิกิริยาดว้ย Stop solution เขยา่ท่ีความเร็ว 50 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายทิ้ง แช่เจลใน 4% glycerol ท าใหเ้จลแหง้โดยใช ้gel dryer 

 
3.2.7  การวเิคราะห์จุดโปรตีนจาก 2D-PAGE 

 
                      สแกนภาพเจลท่ีไดจ้ากการยอ้มโปรตีนน ามาวเิคราะห์ต าแหน่งและจ านวนของ
จุดโปรตีนจากแผน่เจล  ดว้ยโปรแกรม Dymension Revolutionary 2DGE    

 
 3.3  การวเิคราะห์หาล าดบักรดอะมิโนดว้ย LC-MS/MS 

  
                  น าจุดโปรตีนท่ีคดัเลือกมาหามวลโมเลกุลของเปปไทด์ โดยส่งตวัอยา่งเพื่อ 

วเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง LC-MS/MS  ณ หอ้งปฏิบติัการโปรตีโอมิกส์ ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและ
เทคโนโลยแีห่งชาติ ส านกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ แลว้น าผลการวเิคราะห์
มาเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลโปรตีนโดยใชโ้ปรแกรม MASCOT (http://www.matrixscience.com/) 

 
สถานทีท่ าการทดลอง 

 
หอ้งปฏิบติัการจุลชีววทิยา คณะศิลปศาสตร์และวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

วทิยาเขตก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 

ระยะเวลาในการทดลอง 
 

เร่ิมท าการวจิยัตั้งแต่ เดือนมิถุนายน 2550 ถึง เดือนเมษายน 2553 
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ผลและวจิารณ์ 
 
 1.  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเห็ด  
 

จากการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของตวัอยา่งเห็ดกระดุมเขตร้อน KPS1 ท่ีพบบริเวณ
หลงัคณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน จ. นครปฐม พบวา่
หมวกเห็ดเป็นรูปกระทะคว  ่าและมีสีขาว ขอบหมวกเรียบ กา้นดอกสีขาวติดตรงกลางหมวกเห็ด มี
ส่วนของวงแหวน (ring) 2 ชั้นติดอยูท่ี่กา้นดอก ครีบหมวกไม่ยดึติดกบักา้นดอกและไม่มีส่วนของ
เปลือกหุม้โคนดอก (volva) (ภาพท่ี 16)  สปอร์ของเห็ดมีจ านวน 4 สปอร์ต่อ 1 เบซิเดียม ลกัษณะ
เรียบ รูปรีและมีสีน ้าตาล (ภาพท่ี 17) และพบในสภาพอากาศเขตร้อน ซ่ึงจากลกัษณะสัณฐานวทิยา
ดงักล่าวตรงกบัลกัษณะของเห็ดกระดุม Agaricus bitorquis  ซ่ึงเป็นเห็ดกระดุมท่ีกินได ้รสชาติดี
และพบในเขตร้อน (อนงค,์ 2544; ราชบณัฑิตยสถาน, 2550; อนงค,์ 2551; Largent et al.,1977;  
Arora, 1986) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่16  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเห็ดกระดุมเขตร้อน KPS1 ซ่ึงพบภายใน     
                 มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  วทิยาเขตก าแพงแสน จ. นครปฐม 
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ภาพที ่17  ลกัษณะสปอร์ของเห็ดกระดุมเขตร้อน KPS1 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
 
2.  การจัดจ าแนกเห็ดกระดุมโดยใช้ล าดับนิวคลโีอไทด์บริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) 
ของ rDNA 
 

จากการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ  ITS ของตวัอยา่งเห็ดกระดุมเขตร้อนKPS1 ดว้ย
เทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ ITS1 และ ITS4 แลว้ตรวจสอบผลดว้ย 1% agarose gel 
electrophoresis เปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน พบวา่ไดแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 700  
คู่เบส (ภาพท่ี 18) 
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ภาพที ่18  แถบดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณ ITS ของ rDNA ของเห็ดกระดุม 

เขตร้อน KPS1 (1) โดยใชไ้พร์เมอร์ ITS1 และ ITS4   เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน  
100 bp  DNA ladder plus (M) 

 
เม่ือน าแถบดีเอ็นเอท่ีไดไ้ปหาล าดบันิวคลีโอไทด ์พบวา่ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดมี้ล าดบันิวคลี

โอไทด์ 689 คู่เบส (ภาพท่ี 19) ซ่ึงเม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดไ้ปวเิคราะห์โดยเปรียบเทียบความ
เหมือน (identity) กบัล าดบันิวคลีโอไทด์จากฐานขอ้มูล GENBANK, DDBJ และ EMBL  ดว้ย
โปรแกรม BLASTN และท าการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดที์ละคู่ดว้ยโปรแกรม ClustalW   
พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ ITS ท่ีไดจ้ากเห็ดกระดุม KPS1 มีความ
เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของเห็ดกระดุม A. bitorquis  มากท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นต์
ความเหมือน (% identity)  98% (ภาพท่ี 20) ในขณะท่ีเม่ือเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 
ITS ของเห็ดกระดุม A. bisporus  พบวา่มีความเหมือนกนัเพียง 95%  (ภาพท่ี 21)  ซ่ึงแสดงวา่บริเวณ 
ITS ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีความแปรปรวนสูงในเห็ดราแต่ละชนิด สามารถใชจ้ดัจ าแนกชนิดของเห็ดใน
ระดบัสปีชีส์ไดเ้ป็นอยา่งดี (Gardes et al.,1991)  และเม่ือน าขอ้มูลของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 
ITS จากเห็ดสกุล Agaricus  ท่ีรายงานในฐานขอ้มูลเพื่อน ามาวเิคราะห์ Phylogenetic tree โดย
โปรแกรม MEGA 4.0.2 พบวา่เห็ดกระดุมเขตร้อน KPS1 มีความใกลชิ้ดกบัเห็ดกระดุมเขตร้อน 
 A. bitorquis มากท่ีสุดและแตกต่างจาก A. bisporus  (ภาพท่ี 22) เม่ือพิจารณาจากลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาร่วมกบัการวเิคราะห์ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS  เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล
พบวา่เห็ดกระดุมเขตร้อน KPS1 ท่ีศึกษา คือ เห็ดกระดุม A. bitorquis ซ่ึงเป็นเห็ดกระดุมเขตร้อนท่ี
อยูใ่นสกุลเดียวกบัเห็ดกระดุม A. bisporus  ซ่ึงเป็นเห็ดกระดุมเขตหนาว (Elliott, 1982)   
 

M 1 

700 bp 
500 bp 
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               1  TTTTCTAGAT GGGTTGTAGC TGGCTCTTCG GAGCATGTGC ACGCCTGTCT 
 

      51  GGACTTCATT TTCATCCACC TGTGCACTTT TTGTAGTCTT TTTCAGGTAT 

 

     101  TGAAGGAAGT GGTCAGTTTA TCAGCCCTTG CTGGATATAA GGACTTGCAG 

 

     151  TGTGTAATCA GTGCTGTTCT TTACCCTTGA CTATGGAATC TCTTTCCTGT 

 

     201  CGGAGACTAT GTTATTCATT ATACTCTGTA GAATGTCATT GAATGTCTTT 

 

     251  ACGTGGGCTT GTATGCCTAT GAAAATTATT ATACAACTTT CAGCAACGGA 

 

     301  TCTCTTGGCT CTCGCATCGA TGAAGAACGC AGCGAAATGC GATAAGTAAT 

 

     351  GTGAATTGCA GAATTCAGTG AATCATCGAA TCTTTGAACG CATCTTGCGC 

 

     401  TCCTTGGTAT TCCGAGGAGC ATGCCTGTTT GAGTGTCATT ATATTCTCAA 

 

     451  CTCCCCAATA CTTTGTTGTA AAGGAGAGCT TGGATTGTGG AGGCTTGCTG 

 

     501  GCTACTTGCT TGCAGTCAGC TCCTCTGAAA TGCATTAGCA GAACCGTCTG 

 

     551  TGATCTGCCA CAAGTGTGAT AAATTATCTA CACTAGCGAG GGGATTGCTT 

 

     601  TCTGTGATGT TCAGCTTCTA ATCGTCTTAG GACAATTTCT TGAATGCTTG 

 

     651  ACCTCAAATC AGGTAGGACT ACCCGCTGAA CTTAAGCAT 

 
ภาพที ่19  ล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ของ rDNA          
    ของเห็ดกระดุมเขตร้อน KPS1โดยใชไ้พร์เมอร์ ITS1 และ ITS4   
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KPS1               ----------TTTTCTAGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGAGCATGTGCACGCCTGTCT 50 

A.bitorquis        TTGAATTATGTTTTCTAGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGAGCATGTGCACGCCTGTCT 60 

                             ************************************************** 

 

KPS1           GGACTTCATTTTCATCCACCTGTGCACTTTTTGTAGTCTTTTTCAGGTATTGAAGGAAGT 110 

A.bitorquis        GGACTTCATTTTCATCCACCTGTGCACTTTTTGTAGTCTTTTTCAGGTATTGAAGGAAGT 120 

                   ************************************************************ 

 

KPS1               GGTCAGTTTATCAGCCCTTGCTGGATATAAGGACTTGCAGTGTGTAATCAGTGCTGTTCT 170 

A.bitorquis        GGTCAGTTTATCAGCCTTTGCTGGATATAAGGACTTGCAGTGTGTAATCAGTGCTGTCCT 180 

                   **************** **************************************** ** 

 

KPS1           TTACCCTTGACTATGGAATCTCTTTCCTGTCGGAGACTATGTTATTCATTATACTCTGTA 230 

A.bitorquis        TTACCCTTGACCATGGAATCTCTTTCCTGTCGGAGACTATGTTATTCATTATACTCTGTA 240 

                   *********** ************************************************ 

 

KPS1               GAATGTCATTGAATGTCTTTACGTGGGCTTGTATGCCTATGAAAATTATTATACAACTTT 290 

A.bitorquis        GAATGTCATTGAATGTCTTTACGTGGGCTTGTATGCCTATGAAAATTATTATACAACTTT 300 

                   ************************************************************ 

 

KPS1               CAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT 350 

A.bitorquis        CAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT 360 

                   ************************************************************ 

 

KPS1               GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCTCCTTGGTAT 410 

A.bitorquis        GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCTCCTTGGTAT 420 

                   ************************************************************ 

 

KPS1           TCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTATATTCTCAACTCCCCAATACTTTGTTGTA 470 

A.bitorquis        TCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTATATTCTCAACTCCCTAATACTTTGTTGTA 480 

                   ********************************************* ************** 

 

KPS1               AAGGAGAGCTTGGATTGTGGAGGCTTGCTGGCTACTTGCTTGCAGTCAGCTCCTCTGAAA 530 

A.bitorquis        AAGGAGAGCTTGGATTGTGGAGGCTTGCTGGCCACTTGCTTGCGGTCAGCTCCTCTGAAA 540 

                   ******************************** ********** **************** 

 

KPS1               TGCATTAGCAGAACCGTCTGTGATCTGCCACAAGTGTGATAAATTATCTACACTAGCGAG 590 

A.bitorquis        TGCATTAGCAGAACCGTCTGCGATCTGCCACAAGTGTGATAAATTATCTACACTAGCGAG 600 

                   ******************** *************************************** 

 

KPS1           GGGATTGCTTTCTGTGATGTTCAGCTTCTAATCGTCTTAGGACAATTTCTTGAATGCT 648 

A.bitorquis        GGGATTGCTTTCTGTGATGTTCAGCTTCTAATCGTCTTAGGACAATTTCTTGAATGCT 658 

                   ********************************************************** 

 
ภาพที ่20  เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของ rDNA ของเห็ดกระดุมเขตร้อน  
    KPS1 กบัเห็ดกระดุม A. bitorquis ซ่ึงมีความเหมือนกนั 98% 
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KPS1               --------------------TTTTCTAGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGAGCATGTGC 40 

A.bisporus         AGGATCATTATTGAATTATGTTTTCTAGATGGGTAGTAGCTGGCTCTTCGGAGCATGTGC 60 

                                       ************** ************************* 

 

KPS1               ACGCCTGTCTGGACTTCATTTTCATCCACCTGTGCACTTTTTGTAGTCTTTTTCAGGTAT 100 

A.bisporus         ACGCCTGTCTGGACTTCATTTTCATCCACCTGTGCACTTTTTGTAGTCTTTTTCAGGTAT 120 

                   ************************************************************ 

 

KPS1               TGAAGGAAGTGGTCAGTTTATCAGCCCTTGCTGGATATAAGGACTTGCAGTGTGTAATCA 160 

A.bisporus         TGAAGGAAGTGGTCAGTTTATCAGCCCTTGCTGGATATAAGGACTTGCAGTGTGTAATCA 180 

                   ************************************************************ 

 

KPS1               GTGCTGTTCTTTACCCTTGACTATGGAATCTCTTTCCTGTCGGAGACTATGTTATTCATT 220 

A.bisporus         GTGCTGTCCTTTACCCTTGACCATGGAATCTCTTTCCTGTCGGAGACTATGTTATTCATT 240 

                   ******* ************* ************************************** 

 

KPS1               ATACTCTGTAGAATGTCATTGAATGTCTTTACGTGGGCTTGTATGCCTATGAAAATTATT 280 

A.bisporus         ATACTCTGTACAATGTCATTGAATGTCTTTACGTGGGCTTGTATGCCTATGAAAATTATT 300 

                   ********** ************************************************* 

 

KPS1               ATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC 340 

A.bisporus         ATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC 360 

                   ************************************************************ 

 

KPS1               GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGC 400 

A.bisporus         GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGC 420 

                   ************************************************************ 

 

KPS1               TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTATATTCTCAACTCCCCAATA 460 

A.bisporus         TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTATATTCTCAACTCCCCGATA 480 

                   ******************************************************** *** 

 

KPS1               CTTTGTTGTAAAGGAGAGCTTGGATTGTGGAGGCTTGCTGGCTACTTGCTTGCAGTCAGC 520 

A.bisporus         CTTTGTTGTAAAGGAGAGCTTGGATTGTGGAGGCTTGCTGGCCACTTGCTTGCGGTCAGC 540 

                   ****************************************** ********** ****** 

 

KPS1               TCCTCTGAAATGCATTAGCAGAACCGTCTGTGATCTGCCACAAGTGTGATAAATTATCTA 580 

A.bisporus         TCCTCTGAAATGCATTAGCAGAACCGTCTGCGATCTGCCACAAGTGTGATAAATTATCTA 600 

                   ****************************** ***************************** 

 

KPS1               CACTAGCGAGGGGATTGCTTTCTGTGATGTTCAGCTTCTAATCGTCTTAGGACAATTTCT 640 

A.bisporus         CACTAGCGAGGGGATTGCTTTCTGTGATGTTCAGCTTCTAATCGTCTTAGGACAATTTCT 660 

                   ************************************************************ 

 

KPS1               TGAATGCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT 689 

A.bisporus         TGAATGCTTGACCTCAA-------------------------------- 677 

                   *****************     

 
ภาพที ่21  เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ  ITS ของ  rDNA  ของเห็ดกระดุมเขตร้อน  
    KPS1 กบัเห็ดกระดุม A. bisporus  ซ่ึงมีความเหมือนกนั 95% 
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ภาพที ่22  Phylogenetic tree โดยใชล้ าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของ rDNA ของเห็ดกระดุม 

   เขตร้อน KPS1 เปรียบเทียบกบัเห็ดสกุล Agaricus  ต่างๆ 

 

2.  การโคลนยนี hypA ในเห็ดกระดุม A. bitorquis 
 

เน่ืองจาก hydrophobin เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างดอกเห็ด  การศึกษายนีท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสร้าง hydrophobin ของเห็ดกระดุมเขตร้อนเปรียบเทียบกบัเห็ดกระดุมเขตหนาว
อาจน าไปสู่ความเขา้ใจเก่ียวกบัการสร้างดอกเห็ดและสามารถควบคุมใหเ้ห็ดสร้างดอกในสภาพ
อุณหภูมิท่ีไม่เหมาะสมหรือนอกฤดูกาลได ้ในงานวจิยัน้ีไดท้ดลองโคลนยนี hypA ซ่ึงเป็นยนีท่ีสร้าง
โปรตีน hydrophobin ในเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ hypAF 
และ hypAR  และท าการวเิคราะห์ขนาดดีเอน็เอท่ีไดด้ว้ย 1% agarose gel electrophoresis   
เปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน พบวา่ไพรเมอร์ท่ีออกแบบสามารถโคลนยนี hypA ไดโ้ดยแถบ 
ดีเอ็นเอท่ีไดมี้ขนาดประมาณ 700 คู่เบส (ภาพท่ี 23) และเม่ือน ามาวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด ์
พบวา่ช้ินส่วนของยนี hypA จากเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 ท่ีไดมี้ขนาด 646  คู่เบส (ภาพท่ี 24)  
จากการเปรียบเทียบกบัยนี hydrophobin ของเห็ดชนิดต่างๆ ในฐานขอ้มูล GENBANK, DDBJ และ 
EMBL โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN และ ClustalW พบวา่ยนี hypA  ของ A. bitorquis KPS1  มีความ
เหมือนกบัยนี hypA ของเห็ดกระดุม A. bisporus มากท่ีสุด เท่ากบั 80% (ภาพท่ี 25)   
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ภาพที ่23  แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 คู่เบส ท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณยีน hypA  ของ 

   เห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 (1) โดยใชไ้พร์เมอร์ hypAF และ hypAR   เปรียบเทียบกบั 
   ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder plus (M) 

 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M     1 

700 bp 
500 bp 
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                         1  ATGTTCTCTC GCGTCCTTGT CGCTGCTCTT GTTGCTCTCC CCGTTCTCGT 
 

      51  TTCTgtgagt cgttgaccgc atgcgcctca ttgacttact cacccgcttt 

 

     101  cgcaGCAAC  TCCGGCCCCC GGAAAGCCTC ACACCGGTGC GGCTAGTCAA 

 

     151  TGCAACGTCG GTGAACTTCA TTGCTgtaag tatatctcca tggcatcagc 

 

     201  gcactccata ttctcagcga ctctcttcca gGCAACACTC AGCAAACCCC 

 

     251  CGACCACACC AGCGCCGCCG CATCTGGCTT GCTTGGTATT CCCATCAACC 

 

     301  TTGGTGCTTT CCTCGGTTTC GACTGTACCC CCATTTCCGT CCTTGGCATC 

 

     351  GGTGGCAATA ACTGTGCTGC TCAGCCTGTC TGCTGTGAAC AAAACCAATT 

 

     401  Cgtgagctag agctttcggc cttttgactt acatttaaca ccttttttca 

 

     451  ttttagACTG GTTTGATTAA TGCTCTTGAC TGTTCTCCTG TCAATGTCAA 

 

     501  CCTCTAGAGA GGCTGATAGT TCCTTTCATT GACTCGAGAT TACTCGTAGG 

 

     551  CTTGGAAAAG TAGTTCTAGT TTCATCGTCA GTATTCTCCG TGAAACAGGT 

 

     601  TTTTCTTGTT CGTTTATGGG CCTCCGGATT GTTGTTTCCT CTTTTT 
         

   
ภาพที ่24  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี hypA ของเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 

โดยใชไ้พร์เมอร์ hypAF และ hypAR แถบสีเหลือง คือ start codon (ATG) แถบสีฟ้า    
คือ coding sequence แถบสีแดง คือ stop codon (TAG) อกัษรตวัพิมพเ์ล็ก คือ intron   
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A. bitorquis          --------------------------------------------ATGTTCTCTCGCGTCC 16 

A. bisporus           CTCATTCTTAGCTCTTACAACTCTCTCCAAGCTTTCGTTGCACAATGATCTCTCGCGTCC 60 

                                                                  *** ************ 

 

A. bitorquis          TTGTCGCTGCTCTTGTTGCTCTCCCCGTTCTCGTTTCTGTGAGTCGTTGACCGCATGCGC 76 

A. bisporus           TTGTCGCTGCTCTCGTCGCTCTCCCCGCTCTTGTTACTGTGAGT---TGATTGCATGCGC 117 

                      ************* ** ********** *** *** ********   ***  ******** 

 

A. bitorquis          CTCATTGACTTA-----CTCACCCGCTTTCGCAGGCAACTCCGGCCCCCGGAAAGCCTCA 131 

A. bisporus           CTCGTTGGCTGAAAAATCTCACTCTCTTTTGCAGGCAACTCCTGCTCCCGGAAAGCCTAA 177 

                      *** *** ** *     ***** * **** ************ ** ************ * 

 

A. bitorquis          CACCGGTGCGGCTAGTCAATGCAACGTCGGTGAACTTCATTGCTGTAAGTATATCTCCAT 191 

A. bisporus           AGCCAGC------AGTCAGTGCGACGTCGGTGAAATCCATTGCTGTAAGTATCTC-CCAT 230 

                        ** *       ***** *** *********** * *************** ** **** 

 

A. bitorquis          GGCATCAGCGCACTCCATATTCTCAGCGACTCTCTTCC-AGGCAACACTCAGCAAACCCC 250 

A. bisporus           GACACCGGCGCACTCCATATCCTCAGCGACTTTCTTTTTAGGCGACACTCAGCAGACTCC 290 

                      * ** * ************* ********** ****   **** ********** ** ** 

 

A. bitorquis          CGACCACACCAGCGCCGCCGCATCTGGCTTGCTTGGTATTCCCATCAACCTTGGTGCTTT 310 

A. bisporus           CGACCACACCAGCGCCGCCGCGTCTGGTTTGCTTGGTGTTCCCATCAACCTTGGTGCTTT 350 

                      ********************* ***** ********* ********************** 

 

A. bitorquis          CCTCGGTTTCGACTGTACCCCCATTTCCGTCCTTGGCATCGGTGGCAATAACTGTGCTGC 370 

A. bisporus           CCTCGGTTTCGACTGTACCCCCATTTCCGTCCTTGGCGTCGGTGGCAACAACTGTGCTGC 410 

                      ************************************* ********** *********** 

 

A. bitorquis          TCAGCCTGTCTGCTGTGAACAAAACCAATTCGTGAGCTAGAGCTTTCGGCCTTTTGACTT 430 

A. bisporus           TCAGCCTGTCTGCTGCACAGGAAATCAATTCGTAAGTTAGAGCATTTGGCCTTT-GACTT 469 

                      ***************   *  *** ******** ** ****** ** ******* ***** 

 

A. bitorquis          ACATTTAACACC---TTTTTTCATTTTAGACTGGTTTGATTAATGCTCTTGACTGTTCTC 487 

A. bisporus           GATTTTAACACTATTTTTTCTCTCTTCAGACCGCATTGATTAACGCTCTTGACTGCTCTC 529 

                         ********    **** **  ** **** *  ******** *********** **** 

 

A. bitorquis          CTGTCAATGTCAACCTCTAGAGAGGCTGATAGTTCCTTTCATTGACTCGAGATTACTCGT 547 

A. bisporus           CTGTCAATGTCAACCTCTAGGGAGGCTGATAGCTTCCTTCGTTGACTCGAGATTACTCAT 589 

                      ******************** *********** * * *** ***************** * 

 

A. bitorquis          AGG-CTTGGAAAAGTAGTTCTAGTTTCATCGTCAGTATTCTCCGTGAAACAGGTTTTTCT 606 

A. bisporus           AGGGCTTGGAAGAACAGTTCTAGTTTTATCGTCAGTATTCTC-ATGAAGAGATGTTTTCT 648 

                      *** ******* *  *********** ***************  ****      ****** 

 

A. bitorquis          TGTTCGTTTATGGGCCTCCGGATTGTTGTTTCCTCTTTTT------------- 646 

A. bisporus           TGTTCGACTCGGAATGTGCGTTTCAATATACTGCCTTGGTATTATCTTTCGTT 701 

                      ******  *  *    * **  *   * *     ***  *              

 

 

ภาพที ่25  เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี hypA ของเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1  
และเห็ดกระดุม A. bisporus แถบสีฟ้า คือ start codon (ATG) แถบสีแดง คือ stop codon    
(TAG) 
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เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี hypA ท่ีไดจ้ากเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1ไป
วเิคราะห์โครงสร้างของยนีและท านายล าดบักรดอะมิโนดว้ยโปรแกรม FGENSH พบวา่ล าดบั 
นิวคลีโอไทดท่ี์ไดน้ั้นประกอบดว้ย coding sequence จ านวน 4 exon (ภาพท่ี 26) โดย exon ท่ี 1 
ประกอบดว้ยนิวคลีโอไทดล์ าดบัท่ี 1-54, exon ท่ี 2 ประกอบดว้ยนิวคลีโอไทดล์ าดบัท่ี 106-175, 
exon ท่ี 3 ประกอบดว้ยนิวคลีโอไทดล์ าดบัท่ี 232-401 และ exon ท่ี 4 ประกอบดว้ยนิวคลีโอไทด์
ล าดบัท่ี 457-507 เม่ือเปล่ียนล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนยนี hypA เป็นล าดบักรดอะมิโนพบวา่ 
hydrophobin A (HYPA) เป็นโปรตีนท่ีประกอบดว้ย 114 กรดอะมิโน ซ่ึงใกลเ้คียงกบัโปรตีนท่ีผลิต
ไดจ้ากเห็ดกระดุม A. bisporus (ภาพท่ี 26 และ 27) 
 
 เม่ือน าล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหัสล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี hypA ของเห็ด
กระดุม A. bitorquis KPS1 มาเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลโปรตีนดว้ยโปรแกรม BLASTP และ 
ClustalW พบวา่ล าดบักรดอะมิโนของ hydrophobin จากเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 มีความ
เหมือนกบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน hydrophobin ท่ีสร้างจากยนี hypA ในเห็ดกระดุม  
A. bisporus มากท่ีสุด 88% (ภาพท่ี 28) และพบบริเวณอนุรักษข์องกรดอะมิโน cysteine จ านวน 8  
เรซิดิวส์ ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะท่ีพบในโปรตีน hydrophobin (Wessels, 1997) 
 
 เม่ือวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) ของโปรตีน hydrophobin (HYPA) 
โดยน าล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี hypA ของเห็ดกระดุม  
A. bitorquis KPS1 และล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน hydrophobin (HYPA) ของเห็ดกระดุม 
A. bisporus มาวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม CLC Protein Workbench 5.4 พบวา่โปรตีน HYPA ท่ีไดจ้าก
ล าดบันิวคลีโอไทดข์องเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 ประกอบดว้ย 7 β-strand และ1 α-helix 
มีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 11.5 กิโลดาลตนั และมีค่า pI ประมาณ 5.5 ในขณะท่ี HYPA จากเห็ด
กระดุม A. bisporus ประกอบดว้ย 6 β-strand และ 2 α-helix มีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 11.19 กิโล
ดาลตนั และมีค่า pI ประมาณ 5.14 (ภาพท่ี 29 และ 30) และเม่ือน าล าดบักรดอะมิโนท่ีไดไ้ปท านาย
โครงสร้างตติยภูมิ (tertiary structure) ดว้ยโปรแกรม Cn3D 4.1 โดยใชโ้ครงสร้างสามมิติของ
โปรตีน EAS ของรา Neurospora crassa ซ่ึงเป็นโปรตีน hydrophobin ใน class I เป็นฐานขอ้มูลเพื่อ
ใชใ้นการท านายโครงสร้างสามมิติของโปรตีน พบวา่สามารถท านายโครงสร้างสามมิติของโปรตีน 
hydrophobin (HYPA) จากเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 และเห็ดกระดุม A. bisporus ไดซ่ึ้ง
ประกอบดว้ย 6 β-strand ท่ีเหมือนกนั (ภาพท่ี 31 และ 32) 
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 เม่ือเปรียบเทียบทั้งล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากยนี hypA ของเห็ด
กระดุมเขตร้อน A. bitorquis KPS1 กบัเห็ดกระดุม A. bisporus ซ่ึงเป็นเห็ดเขตหนาวนั้นเห็นไดว้า่มี
ความเหมือนกนัมากทั้งในส่วนโครงสร้างของยีนและการแสดงออกของโปรตีน เน่ืองจากยนีท่ีสร้าง
โปรตีน hydrophobin เป็นกลุ่มยนีท่ีมีการแสดงออกอยา่งสูงและเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาโครงสร้าง
ต่างๆ ของรา (De Groot et al., 1996; Lugones et al., 1999) ท าใหมี้การน ายนีท่ีสร้าง hydrophobin 
มาใชใ้นการศึกษาการพฒันาโครงสร้างต่างๆ ของเห็ดซ่ึงจดัเป็นราชั้นสูง (Wösten and Wessels, 
1997) โดย hydrophobin HYPA/ABH1 ท่ีพบในดอกเห็ดกระดุม A. bisporus สร้างมาจากยนี hypA 
ประกอบดว้ย coding region 4 exon และกรดอะมิโน 112 เรซิดิวส์ มีบริเวณอนุรักษข์องกรดอะมิโน 
cysteine จ านวน 8 เรซิดิวส์ และมีรูปแบบของ hydrophobicity อยูใ่น class I hydrophobin ส าหรับ
โปรตีน hydrophobin ท่ีสร้างจากยนีน้ีจะพบเฉพาะในดอกเห็ดท่ีอยูใ่นช่วงยดืขยายหมวกเห็ดและ
เป็นโปรตีนหลกัท่ีพบมากท่ีสุดบริเวณผวิของหมวกเห็ด ซ่ึงควบคุมการยดืขยายของดอกเห็ดหรือคง
สภาพดอกเห็ดใหส้มบูรณ์ เน่ืองจากโปรตีน hydrophobin ท่ีถูกสร้างข้ึนช่วยในการสร้าง 
hydrophobic layer ท่ีเกิดจากการคุณสมบติัของ hydrophobin ท่ีสามารถรวมตวักนัเองจากโมโน
เมอร์ของ hydrophobin เกิดเป็น amphipathic layer ท่ีบริเวณรอยต่อระหวา่ง hydrophobic-
hydrophillic (Wösten et al., 1993) ซ่ึงเคลือบรอบๆ ดอกเห็ด โดยเฉพาะหมวกเห็ดเพื่อปกป้องดอก
เห็ดจากสภาพแวดลอ้มต่างๆ เช่น การไหลของน ้าเขา้สู่ดอกเห็ดและเช้ือโรคต่างๆ เช่นรา และ
แบคทีเรียในกระบวนการสร้างดอกเห็ด (De Groot et al., 1996; Lugones et al., 1996; De Groot    
et al., 1999) การสร้างดอกเห็ดของเห็ดกระดุมเขตร้อนและเขตหนาว นอกจาก hydrophobin ยงัมี
ปัจจยัอ่ืนเก่ียวขอ้ง จากการศึกษายนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างดอกเห็ดในเห็ดกระดุม A. bisporus 
พบวา่มีการแสดงออกของยนี glucose-6-phosphate dehydrogenase และ mannitol dehydrogenase 
ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีการสร้างในช่วงเร่ิมตน้ของการสร้างดอกเห็ดและการพฒันาโครงสร้างต่างๆ 
ของเห็ด (Stoop and Mooibroek, 1998) รวมทั้ง ยนี atpD, cypA และ sepA ท่ีสร้าง ATP synthase 
subunit, cytochrome p450 และ septin ท่ีมีการแสดงออกอยา่งสูงในขณะท่ีสร้างดอกเห็ด (De Groot 
et al.,1997) ตลอดจนพบกลุ่มของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายแหล่งอาหารของเห็ด ซ่ึงพบวา่เป็น
ยนีท่ีสร้างเอนไซม ์laccase ซ่ึงมีบทบาทส าคญัในระยะเร่ิมตน้ของการสร้างดอกเห็ด (Ohga et al., 
1999) นอกจากน้ีปัจจยัทางกายภาพยงัเป็นปัจจยัท่ีส าคญัในการควบคุมการสร้างดอกของเห็ด ไดแ้ก่ 
อุณหภูมิ ความช้ืน ธาตุอาหาร และสภาพความเป็นกรด-ด่าง เป็นตน้ (Kaul, 1997) 
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FGENESH 2.6 Prediction of potential genes in Coprinus genomic DNA 

Seq name: A. bitorquis hypA  

Length of sequence: 646  

Number of predicted genes 1: in +chain 1, in -chain 0. 

Number of predicted exons 4: in +chain 4, in -chain 0. 

Positions of predicted genes and exons: Variant   1 from   1, 

Score:39.872723  

    

 

G Str   Feature   Start     End    Score          ORF        Len 

 

1  +    1 CDSf      1 -      54    12.06        1 -  54       54 

1  +    2 CDSi    106 -     175    14.77      106 - 174       69 

1  +    3 CDSi    232 -     401    19.69      234 - 401      168 

1  +    4 CDSl    457 -     507     5.07      457 - 507       51 

 
 

 
 
 

 
ภาพที ่26  coding sequence ของยนี hypA  ของเห็ดกระดุม A. bitorquis  (KPS1) วเิคราะห์โดย    
                 โปรแกรม FGENESH 
                 
 

 

 

       1  MFSRVLVAAL VALPVLVSAT PAPGKPHTGA ASQCNVGELH CCNTQQTPDH 

 

      51  TSAAASGLLG IPINLGAFLG FDCTPISVLG IGGNNCAAQP VCCEQNQFTG 

 

101 LINALDCSPV NVNL 

 
ภาพที ่27  ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัจากล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี hypA  ของเห็ด 

   กระดุม A. bitorquis KPS1 โดยโปรแกรม FGENESH 
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A.bitorquis     MFSRVLVAALVALPVLVSATPAPGKPHTGAASQCNVGELHCCNTQQTPDHTSAAASGLLG 60 

A.bisporus      MISRVLVAALVALPALVTATPAPGKPK--ASSQCDVGEIHCCDTQQTPDHTSAAASGLLG 58 

                *:************.**:********:  *:***:***:***:***************** 

 

A.bitorquis     IPINLGAFLGFDCTPISVLGIGGNNCAAQPVCCEQNQFTGLINALDCSPVNVNL 114 

A.bisporus      VPINLGAFLGFDCTPISVLGVGGNNCAAQPVCCTGNQFTALINALDCSPVNVNL 112 

   

   

ภาพที ่28  เปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  
hypA  ของเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 กบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน       
hydrophobin  ท่ีสร้างจากยนี hypA  ของเห็ดกระดุม A.  bisporus  แถบสีฟ้า คือ  
กรดอะมิโน cysteine อนุรักษ ์8 เรซิดิวส์  

 

 

ภาพที ่29  โครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) ของโปรตีน hydrophobin (HYPA) จากเห็ด 
    กระดุมเขตร้อน A. bitorquis KPS1 

 

ภาพที ่30  โครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) ของโปรตีน hydrophobin (HYPA) จาก 
    เห็ดกระดุม A. bisporus 
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ภาพที ่31  โครงสร้างสามมิติ (3D structure) ของโปรตีน hydrophobin (HYPA) จากเห็ด 
         กระดุมเขตร้อน A. bitorquis KPS1 
 

 
ภาพที ่32  โครงสร้างสามมิติ (3D structure) ของโปรตีน hydrophobin (HYPA) จากเห็ด 
         เห็ดกระดุม A. bisporus  
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3.  การศึกษาโปรตีนจากเห็ดกระดุมเขตร้อน KPS1 ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  
  

จากการวเิคราะห์โปรตีนจากเส้นใยและดอกเห็ดกระดุมเขตร้อน A. bitorquis KPS1 ดว้ย
เทคนิค SDS-PAGE พบวา่โปรตีนท่ีแสดงออกในส่วนของดอกจะต่างจากส่วนของเส้นใย โดยทั้ง
ในส่วนเส้นใยและดอกจะมีการแสดงออกของโปรตีนบางชนิดท่ีไม่พบในส่วนอ่ืน และพบการ
แสดงออกของโปรตีนหลกัขนาดเล็กท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 10 กิโลดาลตนั ทั้งในส่วนของ
เส้นใยและดอกเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 (ภาพท่ี 33) ซ่ึงใกลเ้คียงกบัขนาดของโปรตีน 
hydrophobin (ABH3) ท่ีพบในส่วนของเส้นใยปฐมภูมิ (primary mycelium) และเส้นใยทุติยภูมิ 
(secondary mycelium) ของเห็ดกระดุม A. bisporus  ซ่ึงมีขนาดประมาณ 9 กิโลดาลตนั และมี
บทบาทส าคญัในการชกัน าใหเ้กิดเส้นใยเหนืออากาศ (aerial hyphae) โดย ABH3 จะเกิดการรวมตวั
กนัระหวา่งบริเวณรอยต่อของ hydrophilic-hydrophobic และสร้างชั้นของ hydrophobic rodlets ท่ี
บริเวณผวิของเส้นใยเหนืออากาศช่วยในการเคลือบเส้นใยท่ีเจริญบนแหล่งอาหารใหส้ามารถแทง
เส้นใยผา่นแหล่งอาหารและเจริญต่อไปได ้(Lugones  et al., 1998)  และโปรตีน hydrophobin 
(HYPA/ABH1) ในดอกเห็ดกระดุม A. bisporus  ซ่ึงมีขนาดประมาณ  8-9  กิโลดาลตนั สามารถ
สร้างชั้นของ hydrophobic rodlets ท่ีบริเวณผวิเพื่อหุม้ดอกเห็ดโดยเฉพาะส่วนของหมวกเห็ดและ
เป็นช่องอากาศ (air channels) ภายในดอกเห็ดดว้ย ( De Groot et al., 1996; Lugones et al., 1996) 
ซ่ึงโปรตีน hydrophobin มีบทบาทส าคญัในการเจริญและกระบวนการพฒันาโครงสร้างต่างๆ ของ
รา ไดแ้ก่ เส้นใย สปอร์ และดอกเห็ด (Wessels,1997; Wösten and Wessels, 1997 ) แต่เน่ืองจาก
ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาดว้ยเทคนิค SDS-PAGE นั้นยงัไม่ชดัเจนเพียงพอในการศึกษาโปรตีน
ทั้งหมด ดงันั้นจึงไดศึ้กษาโปรตีนทั้งหมดโดยเทคนิค 2D-PAGE ซ่ึงจะท าใหท้ราบถึงรูปแบบของ
โปรตีนทั้งในส่วนของน ้าหนกัโมเลกุล (MW) และค่า pI (isoelectric point) 
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ภาพที ่33  SDS-PAGE ของโปรตีนจากส่วนดอก (1) และเส้นใย (2) ของเห็ดกระดุม A. bitorquis   

   KPS1 เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน (M) 
 

4.  การศึกษาโปรตีนจากเห็ดกระดุมด้วยเทคนิค 2D-PAGE 
 
 เน่ืองจากเห็ดกระดุมเป็นเห็ดกินได ้รสชาติดี โดยเฉพาะเห็ดกระดุมหรือเห็ดแชมปิญอง  
(A. bisporus) ซ่ึงเป็นเห็ดกระดุมเขตหนาวท่ีจดัเป็นเห็ดเศรษฐกิจท่ีมีความส าคญัมากท่ีสุดชนิดหน่ึง
ของโลก และในประเทศไทยซ่ึงเป็นประเทศเขตร้อนสามารถพบเห็ดกระดุมหลายชนิดท่ีสามารถ
รับประทานไดแ้ละมีรสชาติดี เช่น เห็ดกระดุม A. bitorquis, A. campestris, A. arvensis (เห็ดชาน
หมากวงแหวน 1 ชั้น หรือเห็ดข้ีมา้) และ A. silvaticus (เห็ดกระดุมป่าสน) เป็นตน้ 
(ราชบณัฑิตยสถาน, 2550; อนงค ์และคณะ, 2551) ท าใหเ้ป็นท่ีน่าสนใจในการศึกษาหาโปรตีนท่ี
แสดงออกในเห็ดกระดุมทั้งในเขตร้อนและเขตหนาวเพื่อเปรียบเทียบหารูปแบบการแสดงออกของ
โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดดอกของเห็ดกระดุมท่ีเจริญในสภาพอากากาศเขตร้อนและเขตหนาว
เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการปรับปรุงพนัธ์ุสายพนัธ์ุเห็ดกระดุมเขตหนาวใหส้ามารถเจริญไดใ้น
สภาพอากาศเขตร้อนหรือสามารถพฒันาการเพาะเห็ดกระดุมเขตร้อนในเชิงพาณิชยไ์ด้ 

 
เม่ือน าเห็ดกระดุมทั้ง A. bitorquis KPS1 และ A. bisporus  มาศึกษาโปรตีนทั้งหมดดว้ย

เทคนิค 2D-PAGE โดยใชช่้วง pH  3-10  แลว้ยอ้มเจลดว้ย silver stain  พบวา่เม่ือวเิคราะห์และ
เปรียบเทียบรูปแบบของโปรตีนในแต่ละเจล โดยใชโ้ปรแกรม Dymension Revolutionary 2DGE 
พบจ านวนจุดของโปรตีนทั้งหมดท่ีสามารถวเิคราะห์ไดใ้นเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 590 ชนิด  
เม่ือดูการกระจายตวัของโปรตีนท่ีค่า pH ต่างๆ พบวา่โปรตีนส่วนใหญ่มีค่า pI  4.5-7.5  (ภาพท่ี 34)  

   M     1       2       
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ส่วนเห็ดกระดุม A. bisporus มีโปรตีนทั้งหมด 651 ชนิด โดยค่า pI ของโปรตีนอยูใ่นช่วง 4.4-8.7  
(ภาพท่ี 35)  โดยท่ีโปรตีนทั้งหมดของเห็ดทั้ง 2 ชนิดเหมือนกนั 282 ชนิดหรือ 43.32 เปอร์เซ็นต ์ 
(ภาพท่ี 36) 
 
 ไดค้ดัเลือกโปรตีนท่ีผลิตเป็นปริมาณมากซ่ึงเป็นโปรตีนหลกัและคาดวา่มีส่วนเก่ียวขอ้งใน
กระบวนการเกิดดอกของเห็ดและพบในเห็ดกระดุมทั้ง 2 ชนิด จ านวน 1 ชนิด และโปรตีนท่ีผลิต
เป็นปริมาณมากแต่พบเฉพาะในเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 จ านวน 2 ชนิด รวม 3 ชนิด ไป
วเิคราะห์หาน ้าหนกัโมเลกุลของเปปไทด์โดยใชเ้ทคนิค LC-MS/MS ขอ้มูลท่ีไดจ้ะถูกใชใ้นการ
วเิคราะห์ผลร่วมกบัฐานขอ้มูลดว้ยโปรแกรม MASCOT พบวา่ไม่สามารถระบุชนิดของโปรตีนจาก
ทั้ง 3 ชนิดได ้อาจเน่ืองมาจากฐานขอ้มูลโปรตีนในเห็ดยงัไม่เพียงพอในการใชร้ะบุชนิดของโปรตีน
ท่ีตอ้งการหรือปริมาณของโปรตีนท่ีใชใ้นการวเิคราะห์มีปริมาณนอ้ยหรือเจือจางเกินไปจึงไม่
เพียงพอในการระบุชนิดของโปรตีนได ้เน่ืองจากเทคนิค Mass spectrometry (MS) มีหลกัการคือ ท า
การแยกแลว้วเิคราะห์โปรตีนหรือเปปไทดท่ี์อยูใ่นรูปการแตกตวัเป็นไออน (ionization) โดยเคร่ือง
จะวดัสัดส่วนของมวลต่อประจุของไออน (mass charge ratio, M/Z) มีความไวสูงสามารถศึกษา
โปรตีนในระดบัถึง femtogram (10-15 g) โดยทัว่ไปจะแสดงผลในรูปร้อยละสัมพทัธ์ (relative 
abundance (%)) กบั M/Z (mass charge ratio) เทคนิคน้ีจะมีการเปรียบเทียบน ้าหนกัของเปปไทดท่ี์
วเิคราะห์ไดก้บัเปปไทดท่ี์ค านวณไดต้ามทฤษฎีท่ีมีอยูใ่นฐานขอ้มูล ท าใหท้ราบขอ้มูลของล าดบั
กรดอะมิโนในโปรตีน (Henzel et al., 1993) สามารถน าไปคน้หาเปรียบเทียบกบัโปรตีนต่างๆ ท่ีมี
ในฐานขอ้มูล เพื่อระบุชนิดและหนา้ท่ีของโปรตีน ซ่ึงการก าหนดความถูกตอ้งในการระบุชนิดของ
โปรตีนนั้นข้ึนอยูก่บัระบบของ Mass Spectrometry (MS) ท่ีเหมาะสมและฐานขอ้มูลท่ีใชใ้นการ
สืบคน้ (database search) (Gaevert and Vandekerckhove, 2000) ถึงแมว้า่เทคนิค Mass spectrometry 
(MS) จะเป็นเทคนิคท่ีมีความกา้วหนา้ เท่ียงตรง และมีความไวสูงในการจ าแนกชนิดโปรตีนแต่
ล าดบักรดอะมิโนเพียงบางส่วน (partial sequences) ท่ีไดจ้ากเทคนิคน้ีอาจจะยงัคงจ ากดัและท าให้
ไม่สามารถจ าแนกชนิดของโปรตีนได ้ดงันั้นการใชเ้ทคนิค N-terminal Edman sequencing เพื่อหา
ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน จึงมีประโยชน์และเป็นทางเลือกในการจ าแนกและระบุชนิดของ
โปรตีนอีกวธีิหน่ึง (Wittmann-Liebold et al., 2006) 
 

จากการวเิคราะห์จุดโปรตีนท่ีแสดงออกทั้งหมดในเห็ดทั้ง 2 ชนิด พบวา่มีความแตกต่างกนั
มากเน่ืองจากเห็ดทั้ง 2 ชนิดนั้น ถึงแมว้า่จะอยูใ่นสกุลเดียวกนัแต่ก็เป็นเห็ดต่างสายพนัธ์ุท่ีข้ึนใน
สภาพภูมิอากาศท่ีแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน  การศึกษาเพิ่มเติมในกลุ่มของโปรตีนท่ีมีความแตกต่าง
กนัน้ีจะท าใหเ้ขา้ใจถึงโปรตีนและยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดดอกเห็ดในสภาวะอากาศร้อนและ
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อากาศหนาวได ้ส่วนโปรตีนท่ีเหมือนกนันั้นเป็นโปรตีนทัว่ไปท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญและ
ขบวนการเมแทบอลิซึมของเห็ด  Pierleoni และคณะ (2004)  ไดศึ้กษาการแสดงออกของโปรตีนใน
เห็ดทรัฟเฟิล (Tuber  borchii) พบโปรตีนขนาดประมาณ 37.5 กิโลดาลตนั ค่า pI 5.95 เม่ือวเิคราะห์
ล าดบักรดอะมิโนจาก N-terminal พบวา่เป็นเอนไซม ์endoglucanase  ซ่ึงพบในเช้ือรากลุ่ม  
Fusarium, Aspergillus, Agaricus and Emericella  เอนไซม ์endoglucanase  เป็นเอนไซมท่ี์ใชย้อ่ย
เซลลูโลสใหเ้ป็นกลูโคส   ความสามารถในการสร้างเอนไซม ์endoglucanase ท าใหเ้ส้นใยรา
สามารถเจริญบนแหล่งอาหารและพฒันาจนสร้างดอกเห็ดได ้นอกจากน้ียงัพบวา่ในเห็ดหอมและ
เห็ดกระดุม A. bisporus มีกิจกรรมของเอนไซม ์endoglucanase สูงในขณะท่ีมีการสร้างดอกเห็ด 
(Ohga and Royse, 2001, Manning and Wood, 1983) นอกจากน้ียงัพบโปรตีนชนิดอ่ืนๆในช่วงการ
สร้างดอก เช่นโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีช่วยในการจบัยดึระหวา่งเซลลก์บัเซลล ์cell adhesion molecule 
ในเห็ดเขม็ทอง (Sakamoto et al., 2000) การศึกษาโปรตีนท่ีแสดงออกในเห็ดกระดุม A. bitorquis 
KPS1 และเห็ดกระดุม A. bisporus  พบโปรตีนมีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 38 กิโลดาลตนั และมีค่า 
pI ประมาณ 6 ในเห็ดทั้ง 2 ชนิดเช่นเดียวกนั (ภาพท่ี 34 และ 35 ตรงลูกศรสีเหลือง)  Horie และคณะ 
(2007) ไดศึ้กษาโปรตีนทั้งหมดในเห็ด Sparassis crispa และ Hericium erinaceum  โดยใชเ้ทคนิค 
2D-PAGE พบโปรตีนทั้งหมด 480 และ 570 ชนิด ตามล าดบั โดยพบโปรตีนท่ีเหมือนกนัในเห็ดทั้ง 
2 ชนิด จ านวน 21 ชนิด ดงันั้นการใชเ้ทคนิค 2D-PAGE ในการศึกษาโปรตีนทั้งหมดของเห็ดจะช่วย
ใหเ้ขา้ใจถึงกระบวนการสร้างดอกเห็ดและการเจริญของเห็ดในช่วงระยะเวลาต่างๆ จึงเป็นเทคนิคท่ี
มีประโยชน์และสามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการศึกษาโปรตีนของเห็ดท่ีเกิดในสภาพอากาศท่ี
แตกต่างกนั เช่นเห็ดเขตร้อนและเขตหนาวไดเ้พื่อใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการปรับปรุงพนัธ์ุเห็ด
ต่อไป   
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ภาพที ่34  2D-PAGE ของโปรตีนทั้งหมดของเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1  ต าแหน่งลูกศรสีแดง 

คือโปรตีนหลกัท่ีพบในเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 ต าแหน่งลูกศรสีเหลือง คือ
โปรตีนขนาดประมาณ 38 กิโลดาลตนั 
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ภาพที ่35  2D-PAGE ของโปรตีนทั้งหมดของเห็ดกระดุม A. bisporus  ต  าแหน่งลูกศรสีเขียว คือ 

โปรตีนหลกัท่ีพบในเห็ดกระดุม A. bisporus  ต  าแหน่งลูกศรสีเหลือง คือโปรตีนขนาด
ประมาณ 38 กิโลดาลตนั 
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ภาพที ่36  2D-PAGE ของโปรตีนทั้งหมดของเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 และเห็ดกระดุม  

A. bisporus ต  าแหน่งลูกศรสีแดง คือโปรตีนท่ีพบเฉพาะในเห็ดกระดุม A. bitorquis 
KPS1  ต าแหน่งลูกศรสีด า คือโปรตีนท่ีพบในเห็ดทั้ง 2 ชนิด   
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สรุป 
 

การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเห็ดกระดุม KPS1 ท่ีพบภายใน
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน และการวเิคราะห์ล าดบัเบสบริเวณ ITS ของ 
rDNA พบวา่เห็ดท่ีศึกษาน้ี คือ เห็ดกระดุมเขตร้อน Agaricus bitorquis   
 

การโคลนยนี hypA ในเห็ดกระดุมเขตร้อน Agaricus bitorquis พบวา่มีขนาด 646   
นิวคลีโอไทด์ ประกอบดว้ย coding sequence จ านวน 4 exon แปลรหสัไดโ้ปรตีนท่ีประกอบดว้ย 
114  กรดอะมิโน และพบบริเวณอนุรักษข์องกรดอะมิโน cysteine จ านวน 8 เรซิดิวส์  
 

การศึกษาโปรตีนทั้งหมดในเห็ดกระดุมทั้ง A. bitorquis KPS1 และ A. bisporus ดว้ยเทคนิค  
2D-PAGE สามารถวเิคราะห์จ านวนโปรตีนทั้งหมดไดใ้นเห็ดกระดุม A. bitorquis KPS1 590 ชนิด 
ซ่ึงมีค่า pI อยูใ่นช่วง 4.5-7.5 ส่วนเห็ดกระดุม A. bisporus  สามารถวเิคราะห์จ านวนโปรตีนทั้งหมด
ได ้651 ชนิด โดยมีค่า pI อยูใ่นช่วง 4.4-8.7 ซ่ึงโปรตีนทั้งหมดของเห็ดกระดุมทั้ง 2 ชนิดมีความ
เหมือนกนั 43.32 เปอร์เซ็นต ์       
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สารเคม ี

 
1.  สารเคมีส าหรับสกดัโปรตีน (Lysis solution) 

 
Urea      4.2 กรัม 
CHAPS     0.4  กรัม 
IPG Buffer pH 3-10   200 ไมโครลิตร 

   
เติมน ้าปราศจากประจุจนไดป้ริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
2.  สารเคมีส าหรับ Reswell Immobiline DryStrip 
 

2.1  Rehydration solution 
 

Urea       12  กรัม 
CHAPS         1  กรัม 
DTT       70 มิลลิกรัม 
IPG Buffer pH 3-10   500 ไมโครลิตร 
Bromophenol blue (1%w/v)     50 ไมโครลิตร 

 
เติมน ้าปราศจากประจุจนไดป้ริมาตร 25 มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศา- 

เซลเซียส (การเติม DTT และ IPG Buffer จะเติมก่อนน าสารละลายมาใชง้าน) 
 
2.2  1% Bromophenol blue stock solution 

 
Bromophenol blue    100  มิลลิกรัม 
Tris-base       60 มิลลิกรัม 

 
เติมน ้าปราศจากประจุจนไดป้ริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  

4 องศาเซลเซียส 
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3.  สารละลายส าหรับ SDS-PAGE 
 
3.1  SDS equilibration buffer 

 
Tris-HCl, pH 8.8    10 มิลลิลิตร 
Urea                  72.07 กรัม 
Glycerol (87% v/v)                 69  มิลลิลิตร 
SDS     4  กรัม 
Bromophenol blue (1% w/v)  400 ไมโครลิตร 
 
เติมน ้าปราศจากประจุจนไดป้ริมาตร 200 มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  

-20 องศาเซลเซียส 
 

3.2  1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
 

ชัง่ Tris-base 181.6 กรัม ละลายดว้ยน ้าปราศจากประจุ ปริมาตร 750 มิลลิลิตร ปรับ 
ค่า pH ดว้ยกรด HCl เขม้ขน้จนได ้pH 8.8 แลว้ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส 
 

3.3  Acrylamide stock solution (30%T, 2.6%C monomer stock solution) 
 

Acrylamide    60  กรัม 
N,N´-methylenebisacrylamide  1.6  กรัม 

 
เติมน ้าปราศจากประจุจนไดป้ริมาตร 200 มิลลิลิตร กรองและเก็บรักษาในท่ีมืดท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.4   10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
 

ชัง่ Sodium dodecyl sulfate (SDS) 5 กรัม ละลายดว้ยน ้าปราศจากประจุ ปรับ 
ปริมาตรใหไ้ด ้50 มิลลิลิตร กรองและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 
3.5   10% Ammonium persulfate (APS) 
  

ชัง่ Ammonium persulfate (APS) 0.1 กรัม ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5  
มิลลิลิตร ละลายดว้ยน ้าปราศจากประจุ 1 มิลลิลิตร 
 

 
3.6  การเตรียม  SDS Electrophoresis buffer 

 

Tris-base      30.3  กรัม 
Glycine     144  กรัม 
SDS         10  กรัม 

 
เติมน ้าปราศจากไอออนจนไดป้ริมาตร 10 ลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง 

 
3.7  Agarose sealing solution 

 

SDS Electrophoresis buffer   100 มิลลิลิตร 
Agarose     0.5 กรัม 
Bromophenol blue (1% w/v)   200  ไมโครลิตร 

 
น าไปผา่นความร้อนจนกระทัง่ Agarose ละลายอยา่งสมบูรณ์ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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3.8  12.5% Acrylamide gel 
 

Acrylamide  stock (30%T, 2.6%C ) 41.7  มิลลิลิตร 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8   25.0  มิลลิลิตร 
10% SDS       1.0  มิลลิลิตร 
น ้าปราศจากประจุ    31.8  มิลลิลิตร 

 
คนสารละลายใหเ้ขา้กนัเบาๆ แลว้น าไปไล่อากาศออก แลว้จึงเติม 10% APS 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ TEMED ปริมาตร 33 ไมโครลิตร 
 
4.  สารเคมีส าหรับย้อมเจลด้วยชุด PageSilver™ Silver Staining Kit  (Fermentas) 
  

4.1  Gel fixing solution 1 
 

 Ethanol    50  มิลลิลิตร 
Acetic acid    10 มิลลิลิตร 
 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากประจุจนครบ 100   มิลลิลิตร  

 
 4.2  Gel fixing solution 2 
  

Ethanol    90  มิลลิลิตร 
 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากประจุจนครบ 300   มิลลิลิตร 

 
 4.3  Sensitizing solution 
   

Sensitizing concemtrate  0.4 มิลลิลิตร 
   

ปรับปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากประจุจนครบ 100   มิลลิลิตร  
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4.4  Staining solution 
   

Staining reagent   4  มิลลิลิตร 
   

ปรับปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากประจุจนครบ 100   มิลลิลิตร (เติม formaldehyde  
54 ไมโครลิตรก่อนใช)้ 
 

 4.5  Developing solution 
   

Sensitizing concemtrate  10 ไมโครลิตร  
Developing reagent    10  มิลลิลิตร 

   
ปรับปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากประจุจนครบ 100   มิลลิลิตร (เติม formaldehyde 

 27 ไมโครลิตรก่อนใช)้ 
  

4.6  Stop solution 
 

Stop reagent   8  มิลลิลิตร 
 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้าปราศจากประจุจนครบ 100   มิลลิลิตร 
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ประวตัิการศึกษา 
 

ช่ือ-นามสกุล      นางสาวสุธิดา  ไตรบุตร์ 
วนั เดือน ปี ท่ีเกิด     4 ธนัวาคม พ.ศ. 2523 
สถานท่ีเกิด      กรุงเทพมหานคร 
ประวติัการศึกษา     ปริญญาตรี วทิยาศาสตรบณัฑิต (เกษตรศาสตร์) 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
ก าแพงแสน 

 




