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บทคัดยอ 
การปนเปอนของโลหะหนักในแหลงนํ้าเปนปญหาที่พบไดบอยในประเทศไทยและทั่วโลก  การ
สะสมของโลหะในผลิตภัณฑทางน้ํากอใหเกิดความวิตกถึงสุขภาพของผูบริโภคและอุตสาหกรรม
ทางดานนี้  การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสาหรายสีเขียวเซลลเดียว Chlamydomonas reinhardtii 
สะสมแคดเมียมเม่ือสัมผัสกับโลหะชนิดน้ี และแคดเมียมกอใหเกิดพิษกับปริมาณคลอโรฟลลและ
เยื่อหุมเซลล นําไปสูการเจริญที่ลดลงและการตายของสาหราย  ยีนจํานวน 2 ยีนที่ชื่อวาเปน 
phytochelatin synthase (PCS) ถูกคนพบในจีโนมของ C. reinhardtii  เพ่ือศึกษาวายีนเหลาน้ีมี
บทบาทสําคัญในการสะสมและ/หรือทนทานแคดเมียมหรือไม สาหรายถูกนํามาลดการแสดงออก
ของยีน PCS ดวย antisense RNA หรือ artificial microRNA  อยางไรก็ตาม transformants ที่
ไดไมแสดงถึงการลดลงของการแสดงออกของยีน PCS ดังน้ันการทดลองในขั้นตอไปจึงไม
สามารถดําเนินการได  ในอีกสวนหนึ่งของการศึกษานี้ สาหรายสีเขียว Chlorella vulgaris ถูก
นํามาศึกษาถึงศักยภาพในการดูดซับโลหะแคดเมียม ทองแดง และสังกะสี จากอาหารที่เติม
โลหะ ควบคูไปกับความสามารถในการสังเคราะหไขมันเพ่ือผลิตไบโอดีเซล  ผลการศึกษาแสดง
ใหเห็นวา C. vulgaris สามารถกําจัดโลหะพรอมกับผลิตไขมันไดดวยอัตราที่สูง   
 



 

คําสําคัญ : Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vulgaris, โลหะหนัก, phytochelatin, 
phytochelatin synthase, ไขมัน, ไบโอดีเซล 
 

Abstract 
Heavy metal contamination in water resources is a common problem in Thailand and 
worldwide. Accumulation of the metals in aquatic products causes serious concerns on 
consumer health and the industry. This study showed that unicellular green alga 
Chlamydomonas reinhardtii accumulated cadmium upon exposure to the metal, and 
cadmium exerted toxicity on chlorophyll content and cellular membrane, leading to 
growth inhibition and cell death. Two putative phytochelatin synthase (PCS) genes were 
identified in the genome of C. reinhardtii. To examine whether these genes have an 
important role in cadmium accumulation and/or tolerance, the alga was subjected to 
antisense RNA or artificial microRNA that was aimed to suppress PCS gene expression. 
However, the obtained transformants did not exhibit reduced PCS expression, so further 
experiments could not been carried out. In another part of study, a green alga Chlorella 
vulgaris was examined for its ability to absorb cadmium, copper, and zinc ions from 
supplemented medium and simultaneously with its ability to synthesize lipid for biodiesel 
production. The results showed that C. vulgaris could remove the metals as well as 
produce lipid at a high rate.      
 
Keywords : Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vulgaris, heavy metal, phytochelatin, 
phytochelatin synthase, lipid, biodiesel 



 

Execuative Summary 
 
การปนเปอนของโลหะหนักในแหลงนํ้าเปนปญหาที่สําคัญประการหนึ่งที่พบในประเทศไทยและ
ทั่วโลก โลหะหนักในแหลงน้ําอาจกอใหเกิดพิษกับสิ่งมีชีวิตหรืออาจสะสมอยูผลิตภัณฑที่ไดจาก
แหลงนํ้าน้ันและถูกสงผานไปยังผูบริโภค  งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคที่จะเขาใจถึงกลไกระดับ
เซลลที่สงผลตอความทนทานหรือการสะสมโลหะหนักใน Chlamydomonas reinhardtii ซ่ึงเปน
สิ่งมีชีวิตตนแบบของสาหรายสีเขียว ในการศึกษาเบื้องตน ผูวิจัยไดศึกษาผลของความเขมขน
แคดเมียมภายนอกเซลลตอการเจริญและการสะสมของแคดเมียมภายในเซลลสาหราย พบวา 
แคดเมียมที่ความเขมขน 250 และ 1,000 μM ทําใหสาหรายมีอัตราการเจริญลดลง 5% และ 
50% ตามลําดับ การสะสมแคดเมียมทําใหปริมาณคลอโรฟลลของสาหรายลดลง เกิดความ
เสียหายกับเยื่อหุมเซลล และมีจํานวนเซลลตายมากขึ้น  ในการศึกษาชวงที่สอง ผูวิจัยตองการ
ศึกษาบทบาทของยีน phytochelatin synthase (PCS) ในสาหราย ซ่ึงมีรายงานกอนหนาน้ีแสดง
วา PCS ชวยสังเคราะห phytochelatin ที่ทําหนาที่กักเก็บไออนของโลหะที่เปนพิษภายในเซลล
พืช ยีสต และสัตวบางชนิด จากการศึกษานี้พบยีนจํานวน 2 ยีน ในจีโนมของ C. reinhardtii ที่มี
ลําดับคลายกับยีน PCS ในสิ่งมีชีวิตอ่ืน จึงตั้งชื่อวา CrPCS1 และ CrPCS2  อยางไรก็ตาม เม่ือ
ผูวิจัยพยายามลดการแสดงออกของยีนทั้งสองเพ่ือศึกษาความเปลี่ยนแปลงของลักษณะทาง
พันธุกรรรมที่เปนผลลัพธ โดยใชเทคนิค antisense-mediated gene silencing และ artificial 
mircroRNA-mediated gene silencing ซ่ึงใชกันแพรหลาย แมวาจะได transformants แตก็ยัง
ไมพบสาหรายที่มีระดับการแสดงออกของ RNA ที่นอยลง คาดวาอาจเกิดจากประสิทธิภาพที่ต่ํา
ของเทคนิคดังกลาวใน C. reinhardtii และมีความเปนไปไดสูงวาอาจเกิดจากความผิดพลาดของ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทั้งสองที่ปรากฏในฐานขอมูลที่ใชดวย จึงจะตองมีการตรวจสอบถึง
ปญหานี้ และสํารวจ transformants ของสาหรายที่ไดจํานวนมากขึ้นตอไป  นอกจากน้ี ในการ
คัดแยกสาหรายพันธุกลายที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม พบพันธุกลายจํานวน 2 สาย
พันธุ การศึกษาถึงยีนที่เกิดการกลายพันธุและกลไกที่บกพรองจะชวยเพิ่มความเขาใจถึงกลไกที่
มีผลตอความทนทานและการสะสมแคดเมียมของสาหรายในอนาคต  ในการศึกษาชวงที่สาม ซ่ึง
สืบเน่ืองมาจากการเปลี่ยนแนวทางวิจัย ผูวิจัยไดศึกษาศักยภาพของสาหรายสีเขียวอีกชนิด คือ 
Chlorella vulgaris ในการดูดซับโลหะหนักเพ่ือปรับปรุงคุณภาพน้ํา และในการผลิตไขมันที่อาจ
นําไปใชผลิตไบโอดีเซลควบคูกัน พบวา C. vulgaris มีศักยภาพสูงในการดูดซับแคดเมียม 
ทองแดง และสังกะสี โดยในเกือบทุกกรณีที่ทดสอบ สามารถลดระดับโลหะใหต่ํากวามาตรฐานที่
กําหนดสําหรับนํ้าทิ้ง และในขณะเดียวกัน สามารถผลิตไขมันรวมไดใกลเคียงกับสาหรายขนาด
เล็กที่จัดไดวามีศักยภาพสูง จึงควรไดรับการสนับสนุนและพัฒนาตอไป 
 
 
 
 



 

เน้ือหางานวิจัย 
 
1. วัตถุประสงค 
 
1.1 เพ่ือศึกษาผลของความเขมขนแคดเมียมภายนอกเซลลตอการเจริญ การสะสมของ
แคดเมียมภายในเซลล และกลไกการเกิดพิษ ในสาหราย C. reinhardtii  
 
1.2 เพ่ือศึกษาบทบาทและหนาที่ของยีน phytochelatin synthase (PCS) ในสาหราย C. 
reinhardtii 
 
1.3 เพ่ือคัดแยกสาหราย C. reinhardtii พันธุกลาย (mutant) ที่สูญเสียความทนทานตอ
แคดเมียม 
 
1.4 (วัตถุประสงคใหม ตามที่ไดรับอนุมัติใหเปลี่ยนแนวทางการวิจัย) เพ่ือศึกษาศักยภาพของ
สาหราย Chlorella vulgaris ในการบําบัดโลหะหนัก ควบคูกับการผลิตไขมันเพ่ือสังเคราะหไบโอ
ดีเซล 
 

2. วิธีการทดลอง 
 
2.1 ความเขมขนภายนอกเซลลของแคดเมียม ที่มีผลตอการสะสมของแคดเมียมภายใน
เซลลและการเจริญของสาหราย C. reinhardtii 
 
2.1.1 การเพาะเลี้ยงสาหรายและการวัดการเจริญเติบโต 

สาหราย C. reinhardtii สายพันธุ CC-503 ไดมาจาก ผศ.ดร.กิตติศักด์ิ หยกทองวัฒนา 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ในการทดลอง เลี้ยงสาหรายในอาหาร
เหลวสูตร TAP (Gorman and Levine, 1965) ในขวดรูปชมพูบนเครื่องเขยาที่ประมาณ 125 
รอบตอนาที ใหแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตที่มีความเขมแสงประมาณ 5,000 lux ตอเน่ือง
ตลอด 24 ชั่วโมง อุณหภูมิของหองปฏิบัติการอยูในชวง 25±2 องศาเซลเซียส ความขุนของ
เซลลเริ่มตนประมาณ OD750nm = 0.05 เลี้ยงสาหรายเปนเวลา 24 ชั่วโมงหลังจากน้ันเติม CdCl2 
ที่ระดับความเขมขนที่กําหนด และติดตามผลการเจริญเติบโตของสาหรายที่เวลา 0, 0.5, 3, 6, 
24, 48 และ 72 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม จากคาความขุน (OD750nm) ของอาหารที่
เพ่ิมขึ้น และแปลงเปนคาความหนาแนนของเซลลโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน นําขอมูล
ที่ไดมาคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะ (specific growth rate; μ) ตามสมการที่ (1) 

 



 

           (1) 
โดย N1 และ N2 เปนคา OD750nm ที่เวลา t1 และ t2 (วัน) ตามลําดับ 
 
2.1.2 การวัดปริมาณคลอโรฟลล 
 ตัวอยางเซลลในอาหารเลี้ยงปริมาตร 1 ml ที่เวลาตางๆ ถูกนํามาตกตะกอนในหลอดปน
เหวี่ยงขนาด 1.5 ml และปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 5 นาที แยกนําเซลลที่ไดมาเติม 1 ml 80% 
acetone ทิ้งไวประมาณ 30 นาที แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 5 นาที นําสารละลายที่ได
ไปวัดคาความดูดกลืนแสงที่ 720 nm, 663.2 nm, 646.8 nm, 645 nm และ 470 nm นําไป
คํานวณหาคา Chlorophyll content (mg/ml) ตามสมการของ Arnon (1949) 
 
2.1.3 การวัดปริมาณแคดเมียมสะสม 
 ตัวอยางเซลลในอาหารเลี้ยงปริมาตร 20 ml ที่เวลาตางๆ ถูกนํามาตกตะกอนดวยการ
ปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 5 นาที แลวลางแคดเมียมที่ติดอยูบริเวณภายนอกเซลลดวย 10 ml 5 
mM EDTA ทิ้งไว 10 นาที ซํ้า 3 คร้ัง จากน้ันนําเซลลมายอยดวย 5 ml concentrated nitric 
acid และนําไปวัดปริมาณแคดเมียมดวยเครื่อง flame atomic absorption spectrophotometer 
(FAAS) เทียบกับสารละลายมาตรฐาน 
 
2.1.4 การวัดจํานวนเซลลเปนและเซลลตาย 
 ตัวอยางเซลลปริมาตร 90 μl  ที่เวลาตางๆ ถูกนํามายอมโดยการเติมสียอม Plant Cell 
Viability Assay kit (Sigma) ซ่ึงประกอบดวย fluorescein และ propidium Iodine ที่ความ
เขมขน 10X ปริมาตร 10 μl ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 2 นาที แลวนํา 10 μl มานับ
จํานวนเซลลดวยกลอง Fluorescent microscope เซลลเปนคือเซลลที่เรืองแสงสีเขียวภายใต 
FITC band pass filter และเซลลตาย คือเซลลที่เรื่องแสงสีแดงภายใต TRITC band pass filter 
 
2.1.5 การวัดระดับ malondialdehyde (MDA) 
 ตัวอยางเซลลในอาหารเลี้ยงปริมาตร 10 ml ที่เวลาตางๆ ถูกนํามาวัดปริมาณ MDA 
เพ่ือบงชี้ระดับ lipid peroxidation ดวยการทําปฏิกิริยากับ thiobarbituric acid ตามวิธีของ 
Baroli et al. (2003) โดยการเติม butylated hydroxytoluene ที่ความเขมขน 0.01% (w/v) เพ่ือ
หยุดกระบวนการ lipid peroxidation จากน้ัน ตกตะกอนเซลลดวยการปนเหวี่ยงที่ 8000 rpm 5 
นาที 4°C และนําตะกอนเซลลมาทําปฏิกิริยากับ 1.8 mL trichloroacetic acid/thiobarbituric 
acid reagent ในอางนํ้าเดือดเปนเวลา 45 นาที นํามาปนเหวี่ยงอีกคร้ังและนํา supernatant มา
วัดคาดูดกลืนแสงที่ 440, 532 และ 600 nm นําคาที่ไดมาคํานวณปริมาณ MDA ตามสมการของ 
Hodges et al. (1999)  
 



 

 
2.2 การศึกษาบทบาทและหนาที่ของ PCS ในสาหราย C. reinhardtii 
 
2.2.1 ยีน CrPCS1 และ CrPCS2 และความสัมพันธทางวิวัฒนาการกับยีนในสิ่งมีชีวิต
ใกลเคียง 
 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 หาจากการใช keyword และ
โปรแกรม tblastn ในฐานขอมูล GenBank (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และ Phytozome 
(www.phytozome.net/) ดวยการเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน PCS จากพืชและ
ยีสตซ่ึงมีรายงานของการคนพบยีนชนิดน้ีแลว ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CrPCS1 ที่ใชตรงกับ
ขอมูลของยีน Cre07.g319500  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CrPCS2 ตรงกับ g15171.t1 และ
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CBLP ตรงกับ Cre06.g6364 ในฐานขอมูล Phytozome 
 Amino acid sequence alignment และ phylogenetic tree ทําดวยโปรแกรม 
Clustalw2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) Genbank accession number ของ 
AtPCS1 AtPCS1 และ SpPCS1 ตรงกับ NP_199229 NP_171894 และ NP_593552 
ตามลําดับ ลําดับกรดอะมิโนของ putative PCS genes ของ Volvox carteri ไดจากฐานขอมูล 
Phytozome  
 
2.2.2 การแสดงออกของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ในสาหราย C. reinhardtii  

Total RNA สกัดไดจากเซลลสาหราย C. reinhardtii ที่เลี้ยงในอาหาร TAP เปนเวลาตางๆ 
กันตามกําหนด ดวย Tirzol reagent (Invitrogen) และวัดความเขมขนดวยเคร่ือง Nanodrop 
(Thermo Scientific) จากน้ันเปลี่ยน 0.2 μg mRNA ใหเปน cDNA ดวยเอ็นไซม ImProm-II 
reverse transcriptase (Promega) นํา total cDNA ที่ไดมาทําปฏิกริยา PCR ดวยเอนไซม 
GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega) โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของ primer และ 
annealing temperature ดังแสดงในตารางที่ 2.1 ที่ความเขม MgCl2 เทากับ 2.5 mM 

 
ตารางที่ 2.1 Primers ที่ใชในการวิเคราะหการแสดงออกของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ดวย
เทคนิค RT-PCR  
Target 
Gene 

Direction Primer Sequence Product 
size(bp) 

Ta 
(°C) 

CrPCS1 forward 5'-CGAGCCAGACGGAGTCAACA-3'  149 58 
 reverse 5'-TTCGGGGCAGGAGAACTCAA-3'   
CrPCS2 forward 5'-TCTTCGCGTCCTCGCCGGTA-3' 141 60 
 reverse 5'-CAACCGCCACCGCACTGCTA-3'   
CBLP forward 5'-GCCACACCGAGTGGGTGTCGTGCG-3' 201 60 
 reverse 5'-CGCTGTGCGCCTCGGGCGGCAAGG-3'   

    
 
 



 

2.2.3 การศึกษา heterologous expression ของยีน CrPCS1 ในยีสต Saccharomyces 
cerevisiae  
 การโคลนยีน CrPCS1 ทําโดยการนํา total cDNA จากเซลล C. reinhardtii ที่ไดขางตน
มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR เพ่ือนํามาแทรกในพลาสมิด p425-GPD ที่ตําแหนง 
restriction site SpeI และ SalI โดยในเบื้องตน ผูวิจัยใช primers F2 และ F3 (ภาพที่ 2.1) 
ควบคูกับการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและความเขมขนของ MgCl2 แตก็ยังไมสามารถตรวจพบชิ้น
ดีเอ็นเอที่เปนผลผลิตของ PCR ที่คาดหวัง จึงเปลี่ยนไปใช คู primer ที่ควรใหชิ้นดีเอ็นเอที่เล็ก
ลง คือ F2 + F5 และ F4 + F3 แตก็ยังไมสามารถตรวจพบชิ้นดีเอ็นเอที่เปนผลผลิตของ PCR ที่
คาดหวัง จึงไมสามารถดําเนินการวิจัยตอไปได    
 
2.2.4 การสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ CrPCS1 
ดวยวิธีการ antisense RNA-mediated gene silencing 

การโคลนดีเอ็นเอสวนที่เปนบริเวณเปาหมายของ CrPCS1 ทําโดยการนํา total cDNA 
จากเซลล C. reinhardtii ที่ไดขางตนมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ดวย คู primer  
5'-TCTTCAAACTGATGGAGCAATTC-3' และ 5'-GGACACCACGATGTGTTCCT-3' โดยใช 
annealing temperature เทากับ 54°C และความเขมขน MgCl2 เทากับ 2.5 mM โคลนชิ้น DNA 
ใน pGEM-T Easy (Promega) แลวจึงยายชิ้นดีเอ็นเอสู pSL18 โดยใช EcoRI restriction site 
ที่พบบน pGEM-T Easy เลือกเฉพาะ recombinant DNA construct ที่ไดรับชิ้นดีเอ็นเอแทรกที่
ทิศของ CrPCS1 สวนกับทิศของ PsaD promoter บน pSL18 (ภาพที่ 2.2) แลวนําเขาสูเซลล
สาหราย C. reinhardtii ดวยวิธี glass bead transformation (Kindle, 1990) เลือกโคโลนีที่เจริญ
ไดบนอาหารวุนสูตร TAP ที่เติม 10 μg/m paromomycin มาเลี้ยงในอาหารเหลว TAP แลว
วิเคราะหระดับการแสดงออกของ CrPCS1 mRNA ดวยเทคนิค RT-PCR ดังอธิบายขางตน 
 
2.4.5 การสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ CrPCS1 
และ CrPCS2 ดวยวิธีการ artificial microRNA-mediated gene silencing 
 โปรแกรม Designer ใน WMD3 – Web MicroRNA Designer 
(http://wmd3.weigelworld.org/) ถูกใชในการออกแบบบริเวณเปาหมาย (target region) บนยีน 
CrPCS1 และ CrPCS2 และออกแบบ oligonucleotide ที่เม่ือนํามาเขาคูและโคลนภายใต 
promoter เพ่ือแสดงออกภายในเซลลสาหรายแลวจะได short hairpin RNA (shRNA) ที่จะถูก
เซลลยอยใหเปน small interfering RNA (siRNA) ตอไป โดยเลือกลําดับนิวคลีโอไทดหน่ึงที่คาด
วาจะสามารถลดการแสดงออกของ CrPCS1 (target ที่ตําแหนง +723 จาก start codon)  และ
อีกลําดับหนึ่งที่คาดวาจะสามารถลดการแสดงออกของ CrPCS2 (target ที่ตําแหนง +2202 จาก 
start codon) ทําการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการเขาคูกันของ oligonucleotides (สังเคราะห
โดยบริษัท Macrogen, ประเทศเกาหลีใต) ลงในพลาสมิด pChlamiRNA3 ที่บริเวณ SpeI 
restriction site ภายใตการแสดงออกของ PsaD promoter แลว transform เขาสูเซลลสาหราย 



 

C. reinhardtii CC-503 (ภาพที่ 2.3) เลือกโคโลนีที่เจริญไดบนอาหารวุนสูตร TAP ที่เติม 10 
μg/m paromomycin มาเล้ียงในอาหารเหลว TAP แลววิเคราะหระดับการแสดงออกของ 
CrPCS1 และ CrPCS2 mRNA ดวยเทคนิค RT-PCR ดังอธิบายขางตน 
 

 
 
ภาพที่ 2.1 แผนการโคลน CrPCS1 coding sequence สูพลาสมิด p425-GPD เพ่ือแสดงออกใน
ยีสต Saccharomyces cerevisae โดยโคลนดวยเทคนิค RT-PCR ที่ใช primers F2 + F3 ใน 
one-step cloning หรือ primers F2 + F5 และ F4 + F3 และนําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดมาตอกันดวย 
ApaI restriction site ใน two-step clone 



 

 

 

 
ภาพท่ี 2.2 แผนผังแสดงวิธีการสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ 
CrPCS1 ดวยวิธีการ antisense RNA-mediated gene silencing 

Transformation 
to C. reinhardtii



 

 

 
 
ภาพที่ 2.3 แผนผังแสดงวิธีการสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ 
CrPCS1 ดวยวิธีการ amiRNA-mediated gene silencing 
 
 

5′
5′

SpeI

pChlamiRNA3

ProPsaD

PCS amiRNA PCS mRNA Degraded PCS mRNA

suppression process in C. reinhardtii transformants

CrPCS1

Target Region 5'-TTTTCGCTTGTAGAAGGTCTT-3'

Forward Oligo ctagtAAGACCTTCTACAAGCCAAAAtctcgctgatcggcaccatgggggtggtggtgatcagcgctaTTTTCGCTTGTAGAAGGTCTTg

Reverse Oligo ctagcAAGACCTTCTACAAGCGAAAAtagcgctgatcaccaccacccccatggtgccgatcagcgagaTTTTGGCTTGTAGAAGGTCTTa

CrPCS1/CrPCS2

Target Region 5'-TATGTTGGTGAAACGGAGCTC-3'

Forward Oligo ctagtGAGCTCCGTTTCACCGGCATAtctcgctgatcggcaccatgggggtggtggtgatcagcgctaTATGTTGGTGAAACGGAGCTCg

Reverse Oligo ctagcGAGCTCCGTTTCACCAACATAtagcgctgatcaccaccacccccatggtgccgatcagcgagaTATGCCGGTGAAACGGAGCTCa



 

2.3 การคัดแยกสาหราย C. reinhardtii พันธุกลาย (mutant) ที่สูญเสียความทนทานตอ
แคดเมียม 
 
2.3.1 การสรางประชากรพันธุกลาย (mutant population) ดวยวิธี UV mutagenesis 
 สาหราย C. reinhardtii สายพันธุ CC-503 ถูกนํามาเลี้ยงในอาหาร TAP จนถึง mid-log 
phase สาหรายในอาหารเลี้ยงปริมาตร 5 ml ที่ปรับความหนาแนนใหไดประมาณ 5 x 106 

cell/ml ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ ถูกนํามาวางใตหลอดไฟ UV germicidal lamp (GE Energy, 
ประเทศญ่ีปุน) ที่ระยะหาง 40 cm ภายในตูปลอดเชื้อ เปนเวลาตางๆ กันระหวาง 0 ถึง 20 นาที 
แลวนําสาหรายไปเก็บในที่มืดประมาณ 12 ชั่วโมง กอนนํามา plate ในอาหารวุน TAP เปนเวลา 
7 วัน เพ่ือนับโคโลนีของสาหรายที่รอดชีวิต เทียบกับสาหรายที่ไมไดรับแสง UV (0 นาที) เพ่ือ
คํานวณระยะเวลารับแสงที่ทําใหสาหรายรอดชีวิตที่อัตรา 10%   
 
2.3.2 การสรางประชากรพันธุกลาย (mutant population) ดวยวิธี insertional 
mutagenesis 
 เซลลสาหราย C. reinhardtii สายพันธุ CC-503 ถูกนํามา transform ดวย pSL18 พลาส
มิดโดยวิธี glass bead transformation ดังอธิบายขางตน เลือกโคโลนีที่เจริญไดบนอาหารวุน
สูตร TAP ที่เติม 10 μg/m paromomycin มาศึกษาตอไป 
 
2.3.3 การคัดแยกสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม
  
 โคโลนีสาหรายที่ผานการกลายพันธุดวยแสง UV หรือผานการ transform ดวย pSL18 
ถูกนํามาเลี้ยงตอในอาหารเหลว TAP ใน 94-well plate เปนเวลา 14 วัน ใหไดหัวเชื้อสาหราย
เขมขน หยดสาหรายปริมาตร 5 μl ลงบนอาหารวุน TAP ที่เติม 50 μM CdCl2 เลี้ยงเปนเวลา 7 
วัน  สังเกตการเจริญจากขนาดและความเขมของโคโลนีเปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิม (wild 
type) ในอาหารเลี้ยงเดียวกัน เพ่ือคัดแยกพันธุกลายที่เจริญไดชากวาอยางชัดเจน  
 
2.4 การศึกษาศักยภาพของสาหราย C. vulgaris ในการบําบัดโลหะหนัก ควบคูกับการผลิต
ไขมันเพื่อสังเคราะหไบโอดีเซล  
 
2.4.1 การเพาะเลี้ยงสาหรายและการวัดการเจริญเติบโต 

 สาหราย C. vulgaris var. vulgaris ไดมาจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย (วว.) เลี้ยงสาหรายในอาหารเหลวสูตร BG-11 (Allen and Stanier, 1968) ใน
ขวดรูปชมพู โดยใหอากาศท่ีผานการกรองผานเยื่อขนาด 0.45 μM และใหแสงจากหลอดฟลูออ
เรสเซนตที่ มีความเขมแสงประมาณ 5,000 lux ตอเน่ืองตลอด 24 ชั่วโมง อุณหภูมิของ



 

หองปฏิบัติการอยูในชวง 25±2 องศาเซลเซียส และใหอากาศโดยเครื่องปมอากาศที่อัตรา
ประมาณ 1 ml ตออาหารเลี้ยง 1 ml ดวยอากาศปกติ  

ในการศึกษาความเปนพิษของแคดเมียม ทองแดง และสังกะสี เลี้ยงสาหรายในอาหาร
เหลว 200 ml ในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml เติมโลหะสารสารละลายโลหะเขมขน ดังน้ี  

Cd(NO3)2 ที่ความเขมขน 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 และ 25 μM  
CuSO4

 ที่ความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 μM  
ZnCl2 ที่ความเขมขน 0, 10, 50, 250, 500 และ 1,000 μM  

โดยใหมีคาความขุนของเซลลในอาหารเริ่มตนที่ OD680nm เทากับ 0.05 หรือเปรียบเทียบเปน
ความหนาแนนของเซลลเริ่มตนประมาณ 3 ลานเซลลตอมิลลิลิตร ติดตามผลการเจริญดวยการ
บันทึกคา OD680nm ตลอดระยะการเลี้ยง และนําขอมูลชวง log phase มาคํานวณอัตราการเจริญ
จําเพาะ (μ) ตามสมการที่ (1)  
 
2.4.2 การวัดปริมาณโลหะหนักที่สะสมในเซลล โลหะหนักที่เหลือในอาหาร และผลผลิต
ไขมัน 

สาหรายถูกเลี้ยงในอาหารเหลว BG-11 ปริมาตร 400 ml ในขวดรูปชมพูขนาด 500 ml 
เติมโลหะหนักใหมีความเขมขนสุดทาย ดังน้ี  

 Cd(NO3)2 ที่ความเขมขน 2.5 และ 30 μM  
 CuSO4 ที่ความเขมขน 1 และ 5 μM  
 ZnCl2 ที่ความเขมขน 4 และ 80 μM  
ใหความหนาแนนเริ่มตนของสาหรายประมาณ 3 ลานเซลลตอมิลลิลิตร ภายใตสภาวะ

การเลี้ยงและติดตามการเจริญเชนเดียวกันขางตน เม่ือสาหรายอายุครบ 7 วัน นําสาหรายไปปน
เหวี่ยง เชนเดียวกับขางตน เพ่ือแยกสวนที่เปนเซลลและสวนอาหารเลี้ยง สวนที่เปนเซลล
สาหรายนําไปลางดวยอาหารเปลา 1 คร้ัง นําเซลลที่ไดไปทําใหแหงดวยเคร่ือง freeze dryer 
และเก็บชีวมวลแหงใน desiccator กอนชั่งนํ้าหนักเพ่ือวัดผลผลิตชีวมวล แยกตัวอยางเซลลที่
ทราบน้ําหนักมาสกัดไขมันและวัดปริมาณโลหะหนักสะสม สวนอาหารเหลว นําไปวิเคราะห
ปริมาณโลหะหนักที่คงเหลือ 

การสกัดนํ้ามันจากชีวมวลสาหรายใชวิธีของ Bligh & Dyer (1959) โดยนํามวลสาหราย
แหงน้ําหนัก 80 mg ผสมกับตัวทําละลาย chloroform:methanol ในอัตราสวน 1:2 ทําใหเซลล
แตกโดยใชเคร่ือง sonicator 30 นาที แยก supernatant มาระเหยตัวทําละลายระเหยจนแหง 
แลวจึงนําไปชั่งนํ้าหนักเพ่ือคํานวณปริมาณไขมันตอน้ําหนักแหง และคํานวณผลผลิตชีวมวล 
(lipid productivity) ตามสมการที่ (2) 

 
 

     (2) 



 

 
 การวิเคราะหปริมาณโลหะหนัก ทําโดยการยอยมวลสาหรายแหงประมาณ 20 มิลลิกรัม 
ดวยกรด conconcentrated nitric:perchloric acid ในอัตราสวน 1:3 หรือสวนที่เปนอาหารยอย
ดวยกรด conconcentrated nitric acid นําไปวัดปริมาณโลหะดวยเคร่ือง flame atomic 
absorption spectrophotometer (FAAS) เทียบกับสารละลายมาตรฐาน คํานวณปริมาณโลหะที่
ถูกกําจัด (metal removal) จากอาหารเลี้ยงดวยสมการ (3) 
 

 
      (3) 
 

โดย Ci และ Cf เปนคาความเขมขนของโลหะในอาหารที่เวลาเริ่มตนและเวลาสุดทาย ตามลําดับ 
 
3. ผลการทดลอง 
 
3.1 ความเขมขนภายนอกเซลลของแคดเมียม ที่มีผลตอการสะสมของแคดเมียมภายใน
เซลลและการเจริญของสาหราย C. reinhardtii 
 ในการศึกษาเบื้องตนเพ่ือทดสอบผลของความเขมขนแคดเมียมตอการเจริญของ
สาหราย C. reinhardtii CC-503 ผูวิจัยมีวัตถุประสงคที่จะหาชวงความเขมขนของแคดเมียมที่มี
ผลตอการเจริญของสาหราย โดยไดเลี้ยงเซลลสาหรายในอาหารเหลวสูตร TAP กําหนดใหความ
ขุนของเซลลเริ่มตนประมาณ OD750nm = 0.05 และเลี้ยงสาหรายเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก
น้ันเติม CdCl2 ที่ระดับความเขมขน 0, 250, 500, 750 และ 1000 μM และติดตามการ
เจริญเติบโตของสาหรายโดยการวัดคา OD750nm ซ่ึงแปรผันตรงกับความหนาแนนของเซลล ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวาความเขมขนของ CdCl2 ที่เพ่ิมขึ้นสงผลใหสาหรายเจริญไดชาลง 
(ภาพที่ 3.1) เม่ือนํากราฟการเจริญมาคํานวณอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (maximum specific 
growth rate, μmax) พบวา ความเขมขนของแคดเมียมที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
สาหรายไดประมาณ 5% และ 50% คือ ประมาณ 250 μM และ 1000 μM CdCl2ตามลําดับ 
(ภาพที่ 3.2) 
 



 

ภาพที่ 3.1 ความเขมขนของแคดเมียมที่มีผลตอการเจริญของสาหราย C. reinhardtii ที่เลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเหลว TAP 
 
 

 
ภาพที่ 3.2 ผลของแคดเมียมในอาหารเลี้ยง TAP ที่มีผลตออัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดสาหราย 
C. reinhardtii  
 
 ในการศึกษาระดับการสะสมของแคดเมียมในเซลล สาหราย C. reinhardtii CC-503 ถูก
นํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเหลว TAP ที่ความขุนของเซลลเร่ิมตนประมาณ OD750nm = 0.05 เปน
เวลา 24 ชั่วโมงเชนเดียวกันกับการทดลองขางตน จากน้ันเติม CdCl2 ลงในอาหารที่ระดับความ
เขมขน 0, 250, และ 1000 μM ซ่ึงตามผลการทดลองขางตนเปนความเขมขนที่กอใหเกิดพิษกับ
สาหรายในระดับประมาณ IC5 และ IC50  หลังจากที่เติมแคดเมียมแลวเปนเวลา 0.5, 3, 6, 24, 
48 และ 72 ชั่วโมง จึงวัดการเจริญของสาหรายดวยคา OD750nm และเก็บเซลลปริมาตร 20 ml 
ลางเซลลดวย 5 mM EDTA แลวนําไปวัดปริมาณแคดเมียมสะสมดวยเครื่อง atomic absorption 
spectrophotometer จากผลการทดลองพบวาหลังจากเติม CdCl2 ที่ความเขมขน 250, และ 
1000 μM สงผลใหสาหรายมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดลดลง 10% และ 50% ตามลําดับ 
เทียบกับคาที่ไดจากการเลี้ยงแบบไมเติมแคดเมียม (ภาพที่ 3.3) ซ่ึงใกลเคียงระดับการยับยั้งใน



 

การทดลองเดิมขางตน  เม่ือพิจารณาปริมาณแคดเมียมสะสมตอนํ้าหนักแหงของเซลล พบวามี
ปริมาณแคดเมียมในเซลลมีแนวโนมสูงขึ้นเปนชวงระยะเวลาหนึ่ง หลังจากนั้นจึงมีระดับที่ลดลง 
โดยที่ความเขมขน 250 μM CdCl2 ในอาหารเลี้ยง การสะสมของแคดเมียมลดระดับลงหลังจาก 
6 ชั่วโมง และที่ 1000 μM CdCl2การสะสมของแคดเมียมลดระดับลงหลังจาก 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 
3.4) โดยสาเหตุของการลดระดับลงนี้ยังไมเปนที่ทราบแนชัด แตอาจเกิดจากอัตราการนํา
แคดเมียมเขาสูเซลลลดลง หรือมีอัตราการขับออกนอกเซลลที่สูงขึ้น 
 

 
ภาพที่ 3.3 การเจริญเติบโตของ C. reinhardtii ในอาหารเหลว TAP ที่เติม 250, และ 1000 μM 
CdCl2 ที่ชั่วโมง 24 
 

ภาพที่ 3.4 ปริมาณแคดเมียมในเซลล C. reinhardtii ที่เลี้ยงในอาหารเหลว TAP หลังการเติม 
250 และ 1000 μM CdCl2 (ที่ชั่วโมง 24) 
 
 เพ่ือศึกษาวาแคดเมียมที่สะสมภายในเซลลสาหรายสงผลใหสาหรายมีอัตราการเจริญ
ลดลงไดอยางไร ผูวิจัยไดทดลองวัดผลกระทบของการสะสมแคดเมียมตอปจจัยที่มีความสําคัญ
ตอการเจริญของสาหราย ไดแก ความสามารถในการสังเคราะหดวยแสง (วัดจากปริมาณรงค



 

วัตถุ), ความเสียหายที่เกิดกับโครงสรางเซลล (membrane peroxidation) และจํานวนเซลลที่
ตาย (non-viable cell) โดยในการศึกษาผลของแคดเมียมตอปริมาณคลอโรฟลล (คลอโรฟลล เอ 
+ คลอโรฟลล บี) พบวาปริมาณคลอโรฟลลมีระดับต่ําลงหลังจากเติมแคดเมียมลงในอาหารเลี้ยง
เปนเวลา 24 ชม. (ภาพที่ 3.5) โดยการเติม 250 μM CdCl2 ทําใหปริมาณคลอโรฟลลลดลง 30-
40% ในชวงแรก และปริมาณคลอโรฟลลมีแนวโนมที่จะเพ่ิมกลับสูงขึ้นในภายหลัง ในทาง
ตรงกันขาม การเติม 1,000 μM CdCl2 ทําใหเซลลสูญเสียคลอโรฟลลเกือบทั้งหมดและไม
สามารถฟนตัวไดอีกเลย จึงสามารถสรุปไดวาการเจริญของสาหรายที่ลดลงหลังการเติม
แคดเมียมในอาหารเลี้ยงทั้งสองความเขมขน สวนหนึ่งเกิดจากความสามารถในการสังเคราะห
ดวยแสงของสาหรายที่ลดลง 

  
ภาพท่ี 3.5 ผลของแคดเมียมในอาหารเลี้ยง TAP ที่มีผลตอปริมาณคลอโรฟลลรวมในสาหราย 
C. reinhardtii ที่เวลาตางๆ หลังการเติม 250 และ 1,000 μM CdCl2  
 
 เพ่ือทดสอบสมมติฐานวาการเจริญที่ลดลงของสาหรายที่สะสมแคดเมียม สวนหนึ่งเกิด
จากการท่ีแคดเมียมกอใหเกิดความเสียหายตอโครงสรางตางๆ ของเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
cell membrane ซ่ึงเปนโครงสรางที่อยูใกลเคียงมากที่สุดกับแคดเมียมความเขมขนสูง ซ่ึงความ
เสียหายเหลาน้ีอาจทําใหสาหรายไมสามารถเจริญเติบโตไดเต็มที่ หรือแมกระทั้งทําใหเซลล
สาหรายมีอัตราการตายที่สูงขึ้นได ผูวิจัยจึงไดดําเนินการปริมาณของ malondialdehyde (MDA) 
ซ่ึงเปนสารที่เกิดจากการออกซิไดซของไขมันอ่ิมตัว (polyunsaturated lipids) ในเยื่อหุมเซลล
โดยอนุมูลอิสระ (free redicals) ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา สาหรายที่เลี้ยงในอาหาร TAP 
ปกติมีปริมาณ MDA ต่ําและคงที่ตลอดระยะเวลาการเลีย้ง ในขณะที่สาหรายที่เลี้ยงในอาหารเตมิ 
250 μM CdCl2 มีปริมาณ MDA สูงขึ้นอยางตอเน่ืองและมากที่สุดในช่ัวโมงที่ 12 จากนั้นระดับ 
MDA จึงคอยๆ ลดลงสูระดับปกติที่ชั่วโมงที่ 48 (ภาพที่ 3.6) ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณแคดเมียม
ในเซลลที่ลดลง ณ เวลานั้น (ภาพท่ี 4) และปริมาณคลอโรฟลที่เร่ิมกลับสูงขึ้น (ภาพที่ 3.5) สวน
ปริมาณ MDA ในสาหรายที่เลี้ยงในอาหารเติม 1,000 μM CdCl2 น้ันมีปริมาณสูงขึ้นเทียบกับ



 

สาหรายที่เลี้ยงในอาหารปกติ และปริมาณ MDA คงอยูในระดับสูงกวาปกติตลอดระยะเวลาการ
ทดลอง แตทั้งน้ี ปริมาณ MDA อยูในระดับที่ต่ํากวาสาหรายที่เลี้ยงในอาหารเติม 250 μM CdCl2 
ซ่ึงเปนผลการทดลองที่ผิดไปจากความคาดหวัง ซ่ึงอาจอธิบายไดจากการที่เซลลสาหรายในกลุม
น้ีไดรับพิษในระดับที่สูงมากจนเกิดการตายหรือเกิดปฏิกิริยาอ่ืนๆ ที่ไมสามารถคาดเดาได จน
ทําใหผลการทดลองคลาดเคลื่อนไป   
 

 
ภาพที่ 3.6 ผลของแคดเมียมในอาหารเลี้ยง TAP ที่มีผลตอระดับ malondialdehyde (MDA) ที่
เกิดในสาหราย C. reinhardtii ที่เวลาตางๆ หลังการเติม 250 และ 1000 μM CdCl2  
 

 
ภาพที่ 3.7: สัดสวนของเซลลเปน (viable cell) และ เซลลตาย (non-viable cell) จากการยอมสี 
Fluorescent และ Propidium iodine เซลลที่เลี้ยงในอาหารเติม CdCl2 ที่ระดับความเขมขน 0, 
250, และ 1000 μM ที่เวลา 0, 3, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง     
 



 

 เพ่ือทดสอบสมมติฐานวา พิษจากแคดเมียมนอกจากจะลดอัตราการเจริญของสาหราย
แลว ยังสามารถทําใหเซลลสาหรายถึงกับตายได โดยเฉพาะที่ความเขมขน 1,000 μM CdCl2 
ผูวิจัยจึงไดวัดจํานวนเซลลที่ยังมีชีวิตอยู (viable) และเซลลตาย (non-viable) ดวยเทคนิคการ
ยอมเซลลดวยสี Fluorescein and Propidium Iodine ซ่ึงเซลลที่มีชีวิตอยูจะเห็นฟลูออเรสเซนตสี
เขียวของ Fluorescein ในขณะท่ีเซลลตายแลวจะเห็นฟลูออเรสเซนตสีแดงของ Propidium Iodine  ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวาสาหรายที่ไดรับ 250 μM CdCl2 มีสัดสวนของเซลลที่ตายเพ่ิมมากขึ้น
ตั้งแตชั่วโมงที่ 24 ในขณะที่สาหรายที่ไดรับ 1,000 μM CdCl2 น้ัน พบเซลลตายตั้งแตชั่วโมงที่ 3 
และไมเหลือ viable cell เลยเม่ือถึงชั่วโมงที่ 24 ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองอื่นๆ ที่แสดงให
เห็นวา แคดเมียมที่ความเขมขน 1,000 μM สงผลใหเกิดพิษอยางรายแรงตอเซลลสาหราย 
 
3.2 การศึกษาบทบาทและหนาที่ของ PCS ในสาหราย C. reinhardtii 
 
3.2.1 การสํารวจจีโนมของ C. reinhardtii CC-503 เพื่อคนหาลําดับพันธุกรรมที่คลายยีน 
PCS 
 จากการคนหาลําดับนิวคลีโอไทดในจีโนมของสาหราย C. reinhardtii CC-503 ที่นาจะ
ตรงกับยีนที่สราง PCS พบลําดับนิวคลีโอไทดของ 2 ยีน ไดแก 

1. ยีนบนโครโมโซม 7 ตําแหนงที่ 1,027,380 ถึง 1,033,725 ซ่ึงกําหนดใหเปน CrPCS1 
(ภาพที่ 3.8) 

2. ยีนบนโครโมโซม 14 ตําแหนงที่ 3,331,597 ถึง 3,338,882 ซ่ึงกําหนดใหเปน CrPCS2 
(ภาพที่ 3.9) 
 เม่ือนําลําดับกรดอะมิโนที่แปลงไดจากยีน CrPCS1 และ CrPCS2 มาเปรียบเทียบกับ
โปรตีน AtPCS1 จากพืชใบเลี้ยงคู Arabidopsis thaliana ซ่ึงไดมีการศึกษาบทบาทของยีน PCS 
ในพืชชนิดน้ีมาเปนอยางดี พบวาโปรตีน CrPCS1 และ CrPCS2 มีลําดับที่คลายกับ AtPCS1 
โดยมีตําแหนงกรดอะมิโนที่เหมือนกัน 35% และ 33% ตามลําดับ และเม่ือเปรียบเทียบลําดับ
กรดอะมิโนระหวาง CrPCS1 และ CrPCS2 พบวา มีตําแหนงที่เหมือนกันอยู 37% (ภาพที่ 
3.10) ขอมูลเหลาน้ีจึงเปนหลักฐานที่ชวยสนับสนุนวา ลําดับดีเอ็นเอทั้งสองที่พบในจีโนมของ C. 
reinhardtii น้ี นาจะท่ีจะตรงกับยีน PCS  และเม่ือศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ 
CrPCS1 และ CrPCS2 กับยีนในสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนที่ทราบลําดับพันธุกรรมแลว (ภาพที่ 3.11) 
พบวาในจีโนมของ Volvox carteri ซ่ึงอยูในกลุมของสาหรายสีเขียว (Chlorophyceae) 
เชนเดียวกัน แตมีวิวัฒนาการเปนสิ่งมีชีวิตหลายเซลล ก็มี ortholog ของ CrPCS1 และ 
CrPCS2 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา CrPCS1 และ CrPCS2 มีตนกําเนิดมาตั้งแตยุคเร่ิมตนวิวัฒนาการ
ของสาหรายสีเขียว และการอนุรักษของยีนทั้งสองในกลุมสาหรายสีเขียวชวยสนับสนุน
สมมติฐานที่วา ยีน CrPCS1 และ CrPCS2 มีหนาที่จําเพาะและมีความสําคัญตอสาหรายกลุมน้ี 
อยางไรก็ตาม หนาที่ที่แทจริงของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 จะตองไดรับการยืนยันจาก
การศึกษาอยางละเอียดตอไป  



 

  
ATGAGCGCCGGTCGTGAGGGCCTACGACACCTCTCAGCAAGCTTGCTGAAGCAGCTCGTCGCCGCCGAA
CGGGTCGCGATAGCGACGCCGTCCATGCTGCCGGGTGCCCTGCCTCTTCCCGCCCACGCCGTGCCACGC
GCCCGCACGCGCGCTTTACTTACCACCCAGCGGCTCTTCGCGGCGATGCCGCAGACACAGCAGCATGCT
GCGACCGCCTCGGTCGCTGCAACGGAGCAGCTGAAGCCGGCGGATAGCGGTGCGGGCGCAACGAGCCAG
ACGGAGTCAACACCCATACAGCAGGGCTTCAGCATTCCCACACTCGCCACCGCGGCCGGCGCTCCCGCC
ACCGGGTTCAAGAAGACCTTCTACAAGCGAAAGCTGCCCTCACCCCCTGCAATTGAGTTCTCCTGCCCC
GAAGGCCGGCAGCTGTTCCAAGAGGCGCTCCTGGACGGCACCATGACCGGCTTCTTCAAACTGATGGAG
CAATTCAACACGCAGGACGAGCCGGCCTTCTGCGGTCTGGCGTCCCTGGCCATGACGCTCAACGCGCTG
TCCATTGACCCGCGCCGGACCTGGAAGGGCTCCTGGCGCTGGTTCCACGAGGCCATGTTGGACTGCTGC
AGGCCGCTGGACGCTGTGAAGGAGGAGGGCATCACCCTGTACCAGGCCTCCTGCCTGGCCCGCTGCAAC
GGCGCGCGGGTGGAGCTGGTGCCGTACGGCTCGGCCGGGCTGAGCCTGGAGCGCTTCCGTCGCGAGGTG
GAGGCGGTGTGCGGCAGCGGCGAGGAACACATCGTGGTGTCCTACAGCCGCAAGGCATTCCTGCAGACG
GGCGACGGGCACTTCAGCCCCATAGGCGGCTACCACCGCGGCCGCGACCTGGTGCTTGTGCTGGACGTG
GCTCGCTTCAAGTACCCACCGCACTGGGTGCCGCTGCCCATGCTGTACCACGGCATGTCGTACGTGGAC
AAGGTGACGGGCCGCCCGCGCGGCTACATGCGGCTGGCCTCCAACCCGCTGCTGGACAGCGTGCTGCTG
ACCTGCGACGTGCGCAGCGCGCCGGAGGACTGGCGGCCGGCGGAGGCGTTCGTGCGCTCCGGTGCGGCC
GCCCTGGTGCAGGATCTGGCGGCGGCTGGCGGCTTGAGCGCGGAGGCGGTTGTTCGCGCCGTGGTGGAC
GCCGCGCCCCTAGCGGCACTGGACACATTCCTGGTGGTCCGGTCCGGGGCGCCCATGGCGGCGGCGCCA
CCAGACCAGACCGGCGCCACCGCCGCCTCCGGCCACGTCTGCCCCGGGCCGCCGCCGCCTTCGGCGCCG
GCGGCGGGTGCAGGGGCGGGTGCGTTGGATGCGGCTGCGGGTCCGTTGGGGGCTGTGTGTGACACGCCA
GAGGCAATGGTGGCGGCAGTGCGGCGGGCGTCAGAGATGGGCAACGCGGCGGCAACGGACTTGGCGGCG
GCGACGGCCGCCGCCTCCGCGGCCTCCGCCGCTGGGCCCCCTGCTTCTTCCGCCGCCGGCAGCGCCCCT
GCCGTAGCCGCATCGACAAGTCCCAAAGCGAAGAAGGGCTGTGGCACTGGCAAGACGCCCTGCGGCTCT
GGCAGCTGCGGCACCTCCGCCGTGAGCACGGACGGCGGCGGCGGCGCTGCAGCCGCCGCCGCCGCCGCC
GCCAGCTGTAGCAGCACCACGATGATGGCGGCTGCTACTGCCATCTTCACGGCGCACGACCGCTGCATC
CCGATGGCGCAGCGGCAGCAGCTGCTGGACGAGCTGAAGGGCATGCCATTGTACGGCATAGTGTCAGCG
CACCTGACGGTGCGCCGCGCCGCAGCTACGAATGCCGACGGCGCAGCTGGCGCCGGCGCCGACGGCAGG
TCGGGCGTGTCAGCGGCGGAGGCGGAGGCGGATCGACGTGTGTTGCTGCACGGCGAGTACCTCACCGAG
AAGTTGGTGATGGCGCTGCTGCTGCAGCGGCCAGAGGCCTGGCCCTCCGCGCCGCCGCCGCCGCCGTCG
CCCGCGGCGGCGGCGCAAGCCGCCGCTGCCGCCGCCGCTGCGGCCGCCGCCGCGTCGGGCGCAGCGGCG
CCCGGATCGCCCACGGCAGCCGGCCCGGCGGCGGTGCCGGCGACGGCGCCTGGCGGCGGGGCGTGGGGC
TGGGCGGACCCGGCTGCGGGGCAGCAGTGGAGTGGTCTGGTGGGACTGGGCAACTACAATGTGGTGGAG
GCGGAGGCGGCCTACCTGCGGGAGCAGTTGGCGCACATCGACGAGGTGCTGCAGGGCGGCGACGTGACG
CGCACGTGTGGCGAGCACGTGCACCGCCTGGACTGCGCCGCACACGGCCACTGAGGCCCTGA 

 
ภาพที่ 3.8: ลําดับนิวคลีโอไทดของ CrPCS1 coding sequence   



 

ATGCCGAGCGCAAACCGTCGCACCTATTTTAAGCGGGAGCTGCCGGCTCCTGCGGTCGCCTTTTCATGC
GCAGAAGGCCGAGCTATCTTTGCCGAGGCCCTGGCGGCGGGGACCATGGTCGGATTCTTCCGACTTATT
GAGCAATTCACCACGCAGGAGGAGCCCCAGTACTGCGGGCTGGCGGCGTTGGTGGTGGCGCTGAACGCG
CTGGGCATTGACCCGCGCCGCACCTGGAAGGGCGCGTGGCGGTGGTGGGCGGAGACGATGCTGGACTGC
TGCAAGAGCCTGGAGGACATCCGGAGGGACGGCATCACCATGGGCCAGGTGGCCTGCCTGGCCCGCTGC
AACGGCGCTGACGTCAGCGTGCACCGCCACGGCGCCTTCGACCCGGCCGCGTTCCGGCGGCTGCTGGCG
GAGGTGTGCGCGGCAGAGGTGTTTCGCCAGTCGGGCGACGGGCACTTCAGCCCGCTGGGCGGCTACTGC
CCGGGCAGGGACATGGTGCTCATATTGGACGTGGCCCGCTTCAAGTACAGCCCCCACTGGGTGCGTGTG
GACGACCTGCTTGAAGCCATGGCACAGCCCGACCCGGCCATTGGCAAGCCGCGCGGCTTCCTGCTCCTG
GGCTGCCGCACGCCCCGCGAGTCCGCCCTCTTCATGCTGGACCCCGCGGTGGCGCCCCTGCCACGTCAG
CTGCCGCCCGCAGCACTTCGCTCGGCGCTACGGCCGGCGGCACCGGCTGTAGCAGCAGCGGCAGCGGCA
GCGGCAGTGGCGGCACCGCAGGCTGTGGCATCTGCGCCGCTGGCGCCGCCGGCGCTGGCGGGGGGTAGC
AGCGGCGATCTGGGGCCGGCGGCGGCGGCGCTCAGCAGTAGCAGTGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGC
TGGGGGTGCGGTCTGCTGGGGATGGGGATGGACAAGGCGGGAAGCTGTAGCAGCCTGAGCAGCCTGGGT
GGCTGTAGCATCAATGGCGGCGGCGGCGCGTCGCCGCGGCCTGGCGGCGGCGGCGGCAGTGCCGACGTG
GATGCGGACGCGGCGGCGGCGGCCGCCGCTGCCGAGGTGGCGGAGGCGTATGCCTTCATCACACGGCAG
GCGCCGGCGCTGCTGCGGCAGCAGCTAGGACTGGCGCCGCCGCCGCCGGCGGCTACTGCTACTGCTACT
GGCCAGGTGAGCGCTTCCGGGGAGGGTGCTACAGCCGCCGCCGCCGCCGCTGGCGGCGGCGCGGAGGCG
GGCGATGAGGACCACGACCTGGAGGAGGAGGACGAGGAGGAGGCGGCAGCTACAGCCGCCGCCGGCGGC
AGTAGCAGCAGCAGCAGCGGCAGTAGCAGCGGAGGCGTGCCGACGCTGGAGGCGCTGGTGGCGGCGCTG
GTGGCGGCGGCGCCGCTGCGGAGCATCTGCACACTGCTGGTGAGGCGCCCCACGCTGGCGGCGGTGGGG
GAGGCGGTGCCGGGGCCGTGCTGCGGCTGCCCCATCGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCA
GGGCCGCAGGAGGCGGCAGCGGGGGCACGGGAGGCCCCGGTGCCGGCGCCACAGGCGGTGGTTGCTGGG
GCAGGGGTCGGGGGTGCGCGTGACCAGCAGGCCTGCTGTAGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGTGGT
GCAGTTGTTGGCGGGATCAGCATTGTTACGGCGGTGGCTCCCTCGCCCTTCCTGCCGCTTGCCGGGACG
CGCGCTGCCCCGCACACGGACGCGCACGCACACGCACACACGCACTCACACACGCACCAGCACGACAGT
AGCCACGGCAGTAGCAGCAGCATCGGCAGCAGCTGCTGCAAAGCCGTCAGCAGCAGTAGCAGCAGCAGC
GGCAGCACCACCACCACCAGCAGCACGGCGTCAGAGGGGCTGGCATCCGCTGACGGCAACGGCAGCAGC
GCCAGCGGCGCCAGCGGCAGTAGCAATAGCGGCAGTAGCATGGCCGGCGATGACGGCGCCAGCCCGGAT
CCGCCGCTTGGTCTGTACGGCCGCAACAGTGTGGGAGCCACGTTCGTTGGTGGCGGCAGTAGCAGCAGC
AACGGCGACGGCAGTAGCATGCTCATGATGGCGGGTGCTACTGCCGGGGGCGACGGCAGTAGCCGCTGC
TGCCACGGGGAGCCGCTGGAGCACCACTGCGTGCCGCCGCAGGTCCAGGCCTTGACCCTGGAGGAGCTC
CGTTTCACCAACATGTTCAAGCTGGTCAGCTACTGCCTGCGCCGAGCCGCCGGCTGTAGCCACGCGCCG
CCGCCCGACCTGTCCGCTTTCATGAAGCCAGCCATGCCGGCTGCAGCAGCGGCGCCCGCGGCTGTAGCA
GCGCAGCCGGCTGTAGCAGCAGCGGCGGCGGCGTCCCCAGTGGGTCAGGGCGCCTCTGCTACTGCCACT
GCCTCTGCTACTGCCATTTCCGCCGCGGCACCGGCGGCACCCGCGGCTGCTGCGGCTGCTACAGCCGGC
GGCGAGTGCGGCTGTAGCCTGCACCTGCCCGACATGGCGGCGGAGAAGCTGACGGCGGCGCTGCTACTG
CTGTCCGAGGCCGACTGCTGGCCCGTACAACAGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCATCCCAGCCGGGC
GCTGGCGGCGCCAACGGCGACGGCTGCAGCGAGGGCAGCAGCGCTGCCACCGCAGCAGCAGCGGCGGCG
GCGGCCGCCGCCGCCGGCGTGCGCATGTGCAAGCGGCCCAACTGCCGGCGCTGCCGGCGGCGGCTGGCG
GCGGCGGGCGATCGCGCGGCGGCGCTGGCGGTCCTGCGTGAGGAGTGGGGCTCGCTGCTGCGACTGGCG
CCGCTGGGGCTCTTCGCGTCCTCGCCGGTACTGCGCGACGAGCTGGCGTTCGTGCGGCTGCAGCTGGCG
GCGTCGCCGCTGCTGGCGGGCAGCCGCCTGGCGGCGCCGGCGGCGCCGGCGGAGCGGTTCGTTAGCAGT
GCGGTGGCGGTTGTGTGA 

 
ภาพที่ 3.9: ลําดับนิวคลีโอไทดของ CrPCS2 coding sequence  
 

 



 

AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          MSAGREGLRHLSASLLKQLVAAERVAIATPSMLPGALPLPAHAVPRARTRALLTTQRLFA 60 
CrPCS2          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
AtPCS1          ----------------------------------------------MAMAS--------- 5 
CrPCS1          AMPQTQQHAATASVAATEQLKPADSGAGATSQTESTPIQQGFSIPTLATAAGAPATGFKK 120 
CrPCS2          ----------------------------------------------MPSAN-------RR 7 
                                                              :. *           
AtPCS1          -LYRRSLPSPPAIDFSSAEGKLIFNEALQKGTMEGFFRLISYFQTQSEPAYCGLASLSVV 64 
CrPCS1          TFYKRKLPSPPAIEFSCPEGRQLFQEALLDGTMTGFFKLMEQFNTQDEPAFCGLASLAMT 180 
CrPCS2          TYFKRELPAP-AVAFSCAEGRAIFAEALAAGTMVGFFRLIEQFTTQEEPQYCGLAALVVA 66 
                  ::*.**:* *: **..**: :* ***  *** ***:*:. * **.** :****:* :. 
AtPCS1          LNALSIDPGRKWKGPWRWFDESMLDCCEPLEVVKEKGISFGKVVCLAHCSGAKVEAFRTS 124 
CrPCS1          LNALSIDPRRTWKGSWRWFHEAMLDCCRPLDAVKEEGITLYQASCLARCNGARVELVPYG 240 
CrPCS2          LNALGIDPRRTWKGAWRWWAETMLDCCKSLEDIRRDGITMGQVACLARCNGADVSVHRHG 126 
                ****.*** *.***.***: *:*****..*: ::..**:: :. ***:*.** *.    . 
AtPCS1          QS--TIDDFRKFVVKCTSSENCHMISTYHRGVFKQTGTGHFSPIGGYNAERDMALILDVA 182 
CrPCS1          SAGLSLERFRREVEAVCGSGEEHIVVSYSRKAFLQTGDGHFSPIGGYHRGRDLVLVLDVA 300 
CrPCS2          AF--DPAAFRRLLAEVCAA-----------EVFRQSGDGHFSPLGGYCPGRDMVLILDVA 173 
                        **: :    .:            .* *:* *****:***   **:.*:**** 
AtPCS1          RFKYPPHWVPLKLLWEAMDSIDQSTGKRRGFMLISRPHREPGLLYTLSCK--DESWIEIA 240 
CrPCS1          RFKYPPHWVPLPMLYHGMSYVDKVTGRPRGYMRLASNPLLDSVLLTCDVRSAPEDWRPAE 360 
CrPCS2          RFKYSPHWVRVDDLLEAMAQPDPAIGKPRGFLLLGCRTPRESALFMLDPAVAPLPRQLPP 233 
                ****.**** :  * ..*   *   *: **:: :.      . *   .             
AtPCS1          KYLKEDVPRLVSSQHVDS----VEKIISVVFKSLP------------------------- 271 
CrPCS1          AFVRSGAAALVQDLAAAGGLSAEAVVRAVVDAAPL------------------------- 395 
CrPCS2          AALRSALRPAAPAVAAAAAAAAVAAPQAVASAPLAPPALAGGSSGDLGPAAAALSSSSGG 293 
                  ::.     .    . .         :*.  .                            
AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS2          GGGGGGWGCGLLGMGMDKAGSCSSLSSLGGCSINGGGGASPRPGGGGGSADVDADAAAAA 353 
                                                                             
AtPCS1          -----SNFNQFIRWVAEIRITEDS-----NQNLSAEEKS--------------------R 301 
CrPCS1          -----AALDTFLVVRSGAPMAAAP-----PDQTGATAASGHVCPGPPPPSAPAAGAGAGA 445 
CrPCS2          AAAEVAEAYAFITRQAPALLRQQLGLAPPPPAATATATGQVSASGEGATAAAAAAGGGAE 413 
                     :    *:   :   :              *   .                      
AtPCS1          LKLKQLVLKEVHETELFKHINKFLSTVGYEDSLT-------------------------- 335 
CrPCS1          LDAAAGPLGAVCDTPEAMVAAVRRASEMGNAAAT-------------------------- 479 
CrPCS2          AGDEDHDLEEEDEEEAAATAAAGGSSSSSSGSSSGGVPTLEALVAALVAAAPLRSICTLL 473 
                       *    :           ::   . : :                           
AtPCS1          ------------------YAAAKACCQGAEILSGSPSKEFCCRETCVKCIKGPDDSE--- 374 
CrPCS1          ------------------DLAAATAAASAASAAGPPASSAAGSAPAVAASTSPKAKKGCG 521 
CrPCS2          VRRPTLAAVGEAVPGPCCGCPIAAAAAAAAAAAGPQEAAAGAREAPVPAPQAVVAGAGVG 533 
                                    .  :.. .*   :*.         . * .  .         
AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS2          GARDQQACCSGGGGGGGGGAVVGGISIVTAVAPSPFLPLAGTRAAPHTDAHAHAHTHSHT 593 
                                                                             
AtPCS1          -----------------------------------GTVVTGVVVRDGN---EQKVDLLVP 396 
CrPCS1          ---------------------------TGKTPCGSGSCGTSAVSTDGGGGAAAAAAAAAS 554 
CrPCS2          HQHDSSHGSSSSIGSSCCKAVSSSSSSSGSTTTTSSTASEGLASADGNGSSASGASGSSN 653 
                                                   .:   . .  **.      .      
AtPCS1          S----------------------------------------TQTECECGPEATYPAGN-- 414 
CrPCS1          C----------------------------------------SSTTMMAAATAIFTAHDRC 574 
CrPCS2          SGSSMAGDDGASPDPPLGLYGRNSVGATFVGGGSSSSNGDGSSMLMMAGATAGGDGSSRC 713 
                .                                        :.    ... *   . .   
AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          IP---------------------------------------------------------- 576 
CrPCS2          CHGEPLEHHCVPPQVQALTLEELRFTNMFKLVSYCLRRAAGCSHAPPPDLSAFMKPAMPA 773 
                                                                             
AtPCS1          ------------------------------------------------------------ 
CrPCS1          ---MAQRQQLLDELKGMPLYGIVSAHLTVRRAAATNADGAAGAGADGRSGVSAAEAEADR 633 
CrPCS2          AAAAPAAVAAQPAVAAAAAASPVGQGASATATASATAISAAAPAAPAAAAAATAGGECGC 833 
                                                                             
AtPCS1          ----------DVFTALLLALPPQTWS---------------------------------- 430 
CrPCS1          RVLLHGEYLTEKLVMALLLQRPEAWPSAPPPPPSPAAAAQAAAAAAAAAAAASGAAAPGS 693 
CrPCS2          SLHLPDMAAEKLTAALLLLSEADCWPVQQPPPPPPPPSQPGAGGANGDGCSEGSSAATAA 893 
                          .  .  **   .: *.                                   
AtPCS1          --------------------------------GIKDQALMHEMKQLISMASL------PT 452 
CrPCS1          PTAAGPAAV-------------PATAPGGGAWGWADPAAGQQWSGLVGLGNYNVVEAEAA 740 
CrPCS2          AAAAAAAAAGVRMCKRPNCRRCRRRLAAAGDRAAALAVLREEWGSLLRLAPLG-LFASSP 952 
                                                .    .  .:   *: :.        .. 
AtPCS1          LLQEEVLHLRRQLQ---LLKRCQENKEEDDLAAPAY------ 485 
CrPCS1          YLREQLAHIDEVLQGGDVTRTCGEHVHRLDCAAHGH------ 776 
CrPCS2          VLRDELAFVRLQLAASPLLAGSRLAAPAAPAERFVSSAVAVV 994 
                 *:::: .:   *    :   .                     

ภาพที่ 3.10: Sequence alignment ระหวาง CrPCS1, CrPCS2 และ Arabidopsis AtPCS1 
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ภาพที่ 3.11: Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธระหวาง CrPCS1, CrPCS2 และ PCS จาก
สิ่งมีชีวิตอ่ืน (AtPCS1, AtPCS1 จาก Arabidopsis; Vocar20000422m, Vocar20013024m จาก 
Volvox carteri; และ SpPCS จาก Schizosaccharomyces pombe) 
 

3.2.2 การแสดงออกของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ในสาหราย C. reinhardtii  
 เพ่ือทดสอบการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ผูวิจัยได
ออกแบบ oligonucleotide primers ที่จําเพาะตอลําดับนิวคลีโอไทดของ CrPCS1 และ CrPCS2 
และทําการตรวจวัดปริมาณของ CrPCS1 และ CrPCS2 RNAs ดวยเทคนิค semi-quantitative 
RT-PCR เทียบกับปริมาณของ CBLP RNA ซ่ึงเปน loading control ที่นิยมใชในงานวิจัย C. 
reinhardtii โดยในเบื้องตน ทําการศึกษาถึงการแสดงออกในสาหรายที่เลี้ยงในอาหาร TAP สูตร
ปกติ เปนเวลาตางๆ กัน ตั้งแตวันที่ 3 ถึง วันที่ 7 ของการเลี้ยง ผลการทดลองพบวา CrPCS1 มี
การแสดงออกตลอดระยะเวลาที่ทดสอบ และไมไดมีระดับที่แตกตางกันมากนัก  สําหรับ 
CrPCS2 ผูวิจัยยังไมสามารถตรวจพบการแสดงออกได แมวาจะไดพยายามหลายครั้งและดวย 
primer คูอ่ืน ซ่ึงอาจเปนไปไดวา CrPCS2 มีระดับการแสดงออกที่ต่ํามากภายใตสภาวะการเลี้ยง
ปกติ หรืออาจจะเกิดจากปญหาทางเทคนิคซ่ึงจะตองผูวิจัยจะพยายามแกไขตอไป และจะดําเนิน
การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในสาหรายที่เลี้ยงภายใตสภาวะที่ไดรับพิษจากโลหะหนัก 
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ภาพที่ 3.12 การแสดงออกระดับ RNA ของ CrPCS1 เทียบกับ CBLP (loading control) ใน
สาหราย C. reinhardtii เลี้ยงในอาหาร TAP ที่ระยะเวลาตางกัน วัดผลดวยเทคนิค semi-
quantitative RT-PCR  
 
3.2.3 การศึกษา heterologous expression ของยีน CrPCS1 และ CrPCS2  ในยีสต 
Saccharomyces cerevisae  
 เพ่ือทดสอบวา ยีน CrPCS1 และ CrPCS2  ในสาหรายสามารถแปลรหัสไดเปน PCS 
ซึ่งชวยในการสังเคราะห PC ไดจริง ผูวิจัยมีแผนการทดลองที่จะนํายีน CrPCS1 และ CrPCS2  
จากสาหราย C. reinhardtii มาแสดงออกแบบตางเจาบาน (heterologous host expression) คือ 
ในยีสต S. cerevisae ซ่ึงโดยปกติไมมียีน PCS และไมสามารถสังเคราะห PC ได แตมีรายงาน
กอนหนาน้ีที่แสดงวา หากนํายีน PCS อ่ืนมาแสดงออกใน S. cerevisiae ก็จะสามารถผลิต PC 
ไดเชนกัน โดยเฉพาะอยางยิ่ง หากทดสอบผลการแสดงออกในยีสตสายพันธุ Δycf1 ซ่ึงเปน 
mutant ที่ไมสามารถนํา glutathione-Cd conjugate ไปเก็บในแวคิวโอลไดและมีความสามารถใน
การทนแคดเมียมต่ํา ก็จะเห็นความตานทานของยีสตสายพันธุที่นํายีน PCS มาใสเพ่ิมขึ้นอยาง
ชัดเจน (Vatamaniuk et al., 1999)  
 ลําดับแรกของการทดลองเปนการโคลน full-length CrPCS1 และ CrPCS2 coding 
sequence เพ่ือนํามาตัดตอเขากับพลาสมิด p425-GPD อยางไรก็ตาม ผูวิจัยยังไมประสบ
ความสําเร็จในการเพ่ิมจํานวน full-length cDNAs ของยีนทั้งสองดวยเทคนิค RT-PCR ซ่ึงอาจ
เกิดจากสาเหตุที่ยีนมีการแสดงออกต่ํา ชิ้นดีเอ็นเอมีขนาดยาว และ/หรือ primers ที่ใชขาด
ประสิทธิภาพในการเกาะที่ตําแหนงที่คาดหวัง ทั้งนี้ ผูวิจัยไดพยายามแกปญหาที่ 2 และ 3 ดวย
การออกแบบ primers ใหม และรวมถึงการ amplify CrPCS1 coding sequence ทีละครึ่งยีน 
และนํามาตอกันที่ตําแหนง Apa I restriction site (ภาพที่ 2.1) อยางไรก็ตามผูวิจัยยังไมประสบ
ความสําเร็จในการเพิ่มจํานวน DNA ดวย PCR ที่ใช primers เหลาน้ี โดยผูวิจัยสันนิษฐานวา
ปญหาอาจเกิดจากความผิดพลาดของลําดับนิวคลีโอไทดใน database ที่ไมตรงตอความเปนจริง 
จึงจะตองดําเนินตรวจสอบหาขอผิดพลาดนี้ตอไป 
 
 

3.2.4 การสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ CrPCS1 
ดวยวิธีการ antisense RNA-mediated gene silencing 



 

 เน่ืองจาก C. reinhardtii ไมสามารถเกิด homologous recombination ไดใน nuclear 
genome ดังน้ันจึงไมสามารถชักนําใหเกิด targeted gene disruption ได การศึกษาความสําคัญ
ของยีนจึงทําไดเพียงแคลดระดับการแสดงออกของยีน โดยวิธีหน่ึงที่ใชมานานแตความสามารถ
ไมสูงมานักคือ วิธี antisense RNA-mediated gene silenceing ผูวิจัยจึงออกแบบ primers 
สําหรับเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอเฉพาะชวงบริเวณตรงกลาง coding sequence ของ CrPCS1 ยาว
ประมาณ 300 bp หลังจากโคลนใสในพลาสมิด pGEM T-Easy ยายมาใสในลักษณะกลับทิศ
ในพลาสมิด pSL18 ภายใตการแสดงออกที่ควบคุมโดย PsaD promoter 
 เม่ือได C. reinhardtii transformants แลวจึงทําการวัดการแสดงออกของ CrPCS1  ใน 32 
transformants ดวยเทคนิค RT-PCR ผลปรากฏวา ไมพบ transformant ที่มีระดับการแสดงออกลดลง
มากกวา 50% (ภาพที่ 3.13) จึงไมสามารถดําเนินการศึกษาตอไปได และเปลี่ยนแนวทางไปใชวิธี 
artificial microRNA-mediated gene silencing ที่เพ่ิงไดรับการคิดคนใหมและแสดงวามีประสิทธิภาพ
มากกวา (Molnar et al., 2009) 
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ภาพที่ 3.13 ระดับการแสดงออกของ CrPCS1 ในตัวอยางของ C. reinhardtii transformants ที่ไดจาก
กระบวนการ antisense RNA-mediated gene silencing 
 
3.2.5 การสรางสาหราย C. reinhardtii สายพันธุที่ลดระดับการแสดงออกของ CrPCS1 
และ CrPCS2 ดวยวิธีการ artificial microRNA-mediated gene silencing 
 ในการออกแบบบริเวณเปาหมาย (target region) บนยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ผูวิจัยใช
โปรแกรม Designer ใน WMD3 – Web MicroRNA Designer (http://wmd3.weigelworld.org/) และ
เลือกลําดับนิวคลีโอไทดหน่ึงที่คาดวาจะสามารถลดการแสดงออกของ CrPCS1 และอีกลําดับหน่ึงที่
คาดวาจะสามารถลดการแสดงออกของยีน CrPCS2 เม่ือ transform สาหราย C. reinhardtii สายพันธุ 
CC-503 ดวยพลาสมิดที่มี artificial microRNA ที่จําเพาะกับ CrPCS1 หรือ CrPCS2 น้ีแลว ไดโคโลนี
ของ transformants จํานวนมาก แตจากการวัดระดับการแสดงออกของยีน CrPCS1 ใน transformants 
ทั้งสองแบบ อยางละ 8 โคโลนี ยังไมพบสายพันธุที่ลดการแสดงออกลงมากกวา 50% จึงจะตอง
ดําเนินการครวจสอบระดับการแสดงออกในโคโลนีอ่ืนๆ ตอไป เพ่ือทดสอบวา CrPCS1 และ CrPCS2 



 

ที่คาดวาเปนยีน PCS ในจีโนมของ C. reinhardtii สามารถชวยสังเคราะห phytochelatin และเพิ่ม
ความทนทานตอแคดเมียมและโลหะอ่ืน ๆ หรือไม อยางไร 
 
4. การคัดแยกสาหราย C. reinhardtii พันธุกลาย (mutant) ที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม  
 สาหรายพันธุกลายที่นํามาศึกษาไดมาจากการกลายพันธุแบบสุม (random mutagenesis) จาก
ประชากรของสาหรายที่ผานการทําใหกลายพันธุดวยรังสี UV หรือจากการ transform ดวยพลาสมิด 
pSL18 ที่ผานการ linearized ดวย KpnI restriction enzyme ซ่ึงเม่ือเขาสูเซลลสาหรายแลว สามารถ
แทรกที่ตําแหนงตางๆ ในจีโนม จากการศึกษาสํารวจประชากรของสาหรายพันธุกลายจาก UV 
mutagenesis 5,000 โคโลนี ไมพบสายพันธุที่มีความทนทานลดลงอยางชัดเจน ในขณะที่จาก 500 โค
โลนีกลายที่ไดจาก insertional mutagesis พบ 2 สายพันธุที่มีความทนทานลดลง (ภาพที่ 3.14) 
เน่ืองจากการศึกษาน้ีจึงตั้งอยูบนสมมติฐานที่วา พันธุกลายที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม 
(cadmium-sensitive mutant) มีชิ้นดีเอ็นเอของ pSL18 แทรกอยูในยีนที่มีความสําคัญในกระบวนนํา
แคดเมียมเขาสูเซลล หรือกระบวนการลดพิษของแคดเมียมภายในเซลล ดังน้ัน ผูวิจัยจะนํา cadmium-
sensitive mutants ทั้งสองสายพันธุน้ีไปศึกษาเพ่ือตรวจหายีนสําคัญ รวมถึงคัดแยกสาหรายใหได
จํานวนมากยิ่งขึ้นตอไป  
 

 
 
ภาพที่ 3.14 ตัวอยางผลการคัดแยกสาหราย C. reinhardtii พันธุกลายที่สูญเสียความทนทานตอ
แคดเมียมจากประชากรที่ไดจาก insertional mutagenesis ดวยพลาสมิด pSL18 



 

5. การศึกษาศักยภาพของสาหราย Chlorella vulgaris ในการบําบัดโลหะหนัก ควบคูกับการ
ผลิตไขมันเพื่อสังเคราะหไบโอดีเซล  
 จากการศึกษาเบื้องตนเพ่ือหาผลของความเขมขนโลหะ 3 ชนิด คือ แคดเมียม ทองแดง และ
สังกะสี ตอการเจริญของสาหราย C. vulgaris ในอาหารเหลว BG-11 พบวา ปริมาณโลหะที่เพ่ิมขึ้นมี
ผลทําใหสาหรายมีการเจริญเติบโตลดลง ดังกราฟประชากรที่แสดงในภาพท่ี 3.15 และเม่ือพิจารณา
จากอัตราการเจริญจําเพาะและความหนาแนนสุดทายของเซลลพบวา สาหรายมีการเจริญที่ลดลง
อยางมีนัยสําคัญทั้งโลหะ 3 ชนิด 
 เพ่ือทดสอบผลของความเขมขนโลหะหนักตอระดับการสะสมโลหะในเซลลและผลผลิตไขมัน
ของสาหราย ผูวิจัยไดทําการเพาะเลี้ยงสาหรายอีกคร้ังในอาหารเหลว BG-11 เติมสารละลายโลหะแต
ละชนิดที่ความเขมขนสองระดับ คือ ความเขมขนที่ไมมีผลตออัตราการเจริญมากนัก และความเขมขน
ที่ลดอัตราการเจริญอยางมีนัยสําคัญ ไดแก Cd(NO3)2 ที่ความเขมขน 2.5 และ 30 μM, CuSO4 ที่
ความเขมขน 1 และ 5 μM และ ZnCl2 ที่ความเขมขน 4 และ 80 μM พบวาสาหรายมีการเจริญเติบโต
เปนไปตามที่คาดหวัง (ภาพท่ี 3.16, ตารางที่ 3.1) เม่ือนําสาหรายที่เลี้ยงภายใตสภาวะดังกลาวมา
ศึกษาปริมาณไขมันที่สกัดไดดวยตัวทําละลายไรขั้ว พบวา สาหรายที่เลี้ยงในอาหารเติมโลหะความ
เขมขนต่ํามีปริมาณไขมันตอนํ้าหนักเซลลแหงไมแตกตางจากสาหรายที่เลี้ยงในอาหารปกติมากนัก 
ในขณะท่ีสาหรายที่เลี้ยงในอาหารที่เติมโลหะความเขมขนสูงมีปริมาณไขมันเพ่ิมขึ้นเล็กนอย ดังน้ัน
เม่ือนําผลชีวมวลสะสมและปริมาณไขมันที่ไดน้ีมาคํานวณผลผลิตไขมัน พบวาสาหรายที่เลี้ยงใน
อาหารเติมโลหะความเขมขนต่ําไมไดรับผลกระทบในเชิงผลผลิตไขมัน แตความเขมขนโลหะในระดับ
ที่เปนพิษสงผลใหผลผลิตไขมันลดลงได (ตารางที่ 3.1) 
 เม่ือพิจารณาถึงศักยภาพของสาหรายในการบําบัดโลหะที่ปนเปอนพบวา ประสิทธิภาพ
ของสาหรายที่สามารถกําจัดโลหะหนักแตกตางกันออกไป ตั้งแต 39% ถึง 98% removal 
efficiency โดยสูงที่สุดในอาหารที่เติม 2.5 μM Cd(NO3)2 และต่ําที่สุดในอาหารที่เติม 5 μM 
CuSO4 (ตารางที่ 3.2) และเม่ือพิจารณาความเขมขนของโลหะที่คงเหลือในอาหารเลี้ยงหลังจาก
การเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน พบวา มีความเขมขนต่ํากวามาตรฐานที่กําหนดสําหรับนํ้าทิ้งจาก
โรงงาน (Notification of the Ministry of Science, Technology and Environment, No. 3, 
B.E.2539, 1996) และนํ้าทิ้งสูระบบชลประทานเพื่อการเกษตร (Royal Irrigation Department 
Order No. 883/2532ม 1989) ยกเวนในกรณีของแคดเมียมในการทดลองท่ีเติม 30 μM 
Cd(NO3)2 ดังน้ันสาหราย C. vulgaris จึงอาจจะจัดไดวามีศักยภาพในการเลี้ยงเพ่ือการกําจัด
โลหะหนักที่มีความเขมขนไมสูงเกินไป ควบคูกับการผลิตไขมันเพ่ือสังเคราะหไบโอดีเซล 



 

 
ภาพที่ 3.15 การเจริญของสาหราย C. vulgaris ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG-11 เติมโลหะที่
ความเขมขนตางๆ กัน (A): Cd(NO3)2 (B): CuSO4 (C): ZnCl2 

 (A

(B) 
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ภาพที่ 3.16 การเจริญของสาหราย C. vulgaris ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG-11 ที่เติมโลหะที่
สองความเขมขนเพ่ือนําไปวิเคราะหผลผลิตไขมันและศักยภาพในการบําบัดโลหะที่ปนเปอน 
(A): Cd(NO3)2 (B): CuSO4 (C): ZnCl2 

 (A

(C) 

(B) 



 

ตารางที่ 3.1 การเจริญเติบโตและไขมันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงสาหราย C. vulgaris ในอาหาร 
BG-11 ที่เติมโลหะ เปรียบเทียบกับคาที่ไดจากการเลี้ยงในอาหารสูตรปกติ (mean ± SD; n = 3) 

 
Treatment Relative Specific 

growth rate1 (%) 
Relative Final cell 

density2 (%) 
Relative 

Biomass3 
(%) 

Relative Lipid 
content4  

(%) 

Relative Lipid 
productivity5 (%) 

Cd(NO3)2      

2.5 μM 88 ±10 86 ± 3 99 ± 7 90 ± 11 94 ±17 

30  μM 85 ± 11 37 ± 6 56 ± 3 130 ± 6 76 ± 8 

CuSO4      

1 μM 104 ± 4 94 ± 8 101 ± 6 93 ± 3 98 ± 4 

5 μM 39 ± 3 19 ± 3 21 ± 5 118 ± 6 26 ± 5 

ZnCl2      

4 μM 109 ± 5 99 ± 5 100 ± 6 103 ± 5 103 ± 5 

80 μM 104 ± 8 48 ± 2 68 ± 2 119 ± 7 81 ± 7 
1 อัตราการเจริญจําเพาะของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 0.053 d-1 
2 ความหนาแนนของเซลลสุดทายของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 196×106 เซลลตอมิลลิลิตร 
3 ชีวมวลของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 0.752 กรัมตอลิตร  
4 ปริมาณน้ํามันของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 28.53 เปอรเซ็นตของชีวมวลแหง 
5 ผลผลิตน้ํามันของสาหรายท่ีเล้ียงโดยไมเติมโลหะหนักเทากับ 0.030 กรัมตอลิตรตอวัน 

 
ตารางที่ 3.2 ประสิทธิภาพของสาหราย C. vulgaris ในการกําจัดโลหะที่เติมในอาหาร BG-11  

 
Treatment Initial conc. 

(mg/l) 
Final conc. 

(mg/l) 
Metal 

removal (%) 
Bioaccumulation 

(pg/cell) 
Concentration 

factor 

Cd(NO3)2      

2.5 μM 0.253 0.01 ± 0.0 98 ± 1 0.74 ± 0.02 686 ± 25 

30  μM 3.385 1.33 ± 0.16 57 ± 5 11.99 ± 1.22 712 ± 64 

CuSO4      

1 μM 0.088 0.047 ± 0.01 59 ± 10 0.68 ± 0.05 1001 ± 141 

5 μM 0.320 0.095 ± 0.00 39 ± 0 23.82 ± 1.81 1149 ± 142 

ZnCl2      

4 μM 0.483 0.19 ± 0.04 56 ± 9 1.36 ± 0.08 761 ± 82 

80 μM 5.15 2.55 ± 0.14 62 ± 2 22.29 ± 0.95 583 ± 51 



 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง  

 การศึกษาผลของความเขมภายนอกเซลลตอการเจริญและการสะสมแคดเมียมของสาหราย 
C. reinhardtii แสดงใหเห็นวา แคดเมียมความเขมขนสูงยับยั้งการเจริญของสาหราย โดยหากวัดจาก
การอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดซ่ึงอยูในชวงประมาณ 24 ชั่วโมง หลังจากการเติมแคดเมียมใน
อาหารเลี้ยง TAP พบวาคา IC5 และ IC50 อยูที่ประมาณ 250 μM และ 1,000 μM  ความเขมขนของ
แคดเมียมในอาหารเลี้ยงสงผลใหสาหรายสะสมแคดเมียมภายในเซลลเพ่ิมขึ้นในชวงแรก และลดต่ําลง
ในระยะเวลาตอมา ระดับการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วไมนาที่จะเกิดจากการเพ่ิมจํานวนของสาหราย
เน่ืองจากภายใตสภาวะการเลี้ยงที่มีโลหะหนักน้ี สาหรายมีอัตราการเจริญที่ต่ํากวาความเร็วของการ
เปลี่ยนแปลงระดับโลหะภายในเซลลมาก จึงนาที่จะสรุปไดวาสาหรายมีกลไกในการขับแคดเมียมออก
นอกเซลล  อยางไรก็ตาม หากความเขมขนของแคดเมียมภายนอกสูงเกินไป กลไกการลดการสะสม
แคดเมียมก็ไมอาจปองกันไมใหเซลลสะสมแคดเมียมได และการสะสมของแคดเมียมทําใหสาหรายทํา
ใหเกิดการลดลงของปริมาณคลอโรฟลดซ่ึงสําคัญตอการสังเคราะหดวยแสง เกิดความเสียหายตอเยื่อ
หุมเซลล สังเกตไดจากปริมาณ MDA ซ่ึงเกิดจากการออกซิไดซของไขมันอ่ิมตัว การทดลองวัด
สัดสวนเซลลเปนและเซลลตายแสดงใหเห็นวา ที่ความเขมขนภายนอกของแคดเมียม 1,000 μM พิษ
ของแคดเมียมทําใหเซลลสาหรายตายได 
 การศึกษาหายีนในจีโนมของสาหราย C. reinhardtii ที่มีลําดับคลายยีน PCS พบยีนที่ 2 
ตําแหนง คือ ที่โครโมโซม 7 และ 14 ซ่ึงตั้งชื่อวา CrPCS1 และ CrPCS2 ตามลําดับ ซ่ึงมากกวา
เดิมที่เคยคนพบเพียง 1 ยีน เม่ือเริ่มโครงการ  ในสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนที่มีรายงานของยีนประเภทนี้ 
มีบางสิ่งมีชีวิตที่สามารถพบยีน PCS ไดมากกวา 1 ยีน เชน ในพืชตนแบบ Arabidopsis 
thaliana (Lee and Kang, 2005) แตเม่ือเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ CrPCS1 และ 
CrPCS2 ที่พบ กับลําดับของยีนใน A. thaliana พบวายีนทั้งสองของ C. reinhardtii มีลําดับ
ใกลเคียงกันเองมากกวาใกลเคียงกับยีนของ A. thaliana ผลการเปรียบเทียบนี้บงชี้วา CrPCS1 
และ CrPCS2 นาจะเกิดจาก gene duplication หลังจากการแยกกันเชิงวิวัฒนาการของพืชและ
สาหรายแลว  นอกจากน้ี ยังพบยีนในจีโนมของ Volvox carteri ยีนหนึ่งคลายกับ CrPCS1 และ
อีกยีนคลายกับ CrPCS2  การที่พบ orthologous genes ในกลุมสาหรายสีเขียว บงชี้วา 
CrPCS1 และ CrPCS2 เกิดจาก gene duplication ตั้งแตยุคเร่ิมตนวิวัฒนาการของสาหรายสี
เขียว และยีนทั้งสองนาที่จะมีหนาที่จําเพาะที่จําเปนตอความอยูรอดของสาหราย  
 เพ่ือคนหาหนาที่เฉพาะของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 ผูวิจัยไดพยายามลดการ
แสดงออกของแตละยีน รวมถึงการลดการแสดงออกของทั้งสองยีนพรอมกัน ดวยวิธี antisense-
mediated gene silencing แตจากการทดลองกับ CrPCS1 ผลปรากฏวาไมมี transformant ของ
สาหรายที่มีระดับการแสดงออกลดลง ซ่ึงอาจจะเกิดจากประสิทธิภาพที่ต่ําของวิธี antisense-
mediated gene silencing ในสาหรายชนิดน้ี (Schroda, 2006)  ดังน้ัน ผูวิจัยจึงเปลี่ยนไปใชวิธี
ลดการแสดงออกดวย artificial microRNA-mediated gene silencing ซ่ึงมีรายงายถึง
ประสิทธิภาพท่ีสูงกวามาก (Molnar et al., 2009) ผูวิจัยไดดําเนินการสํารวจ transformants 
ที่ไดจากกระบวนการนี้แลวจํานวนหนึ่ง แตยังไมพบสายพันธุที่มีระดับการแสดงออกลดลง



 

มากกวา 50% และจะดําเนินการสํารวจ transformants ที่ได ตอไปในอนาคต รวมถึงจะดําเนิน
การศึกษาสาหรายสายพันธุที่ผานการลดการแสดงออกนี้ รวมกับสายพันธุกลายที่สูญเสียความ
ทนทานตอแคดเมียมที่คัดแยกไดจากประชากรสาหรายที่ผานการกลายพันธุแบบสุมดวยแสงยูวี 
ถึงปริมาณของ PC ที่ผลิตในเซลลสาหรายเหลาน้ีและความสัมพันธกับความสามารถในการทน
และสะสมแคดเมียม 
 ดวยเหตุที่ไมสามารถดําเนินการศึกษาสาหราย C. reinhardtii ที่มีระดับยีน PCS 
ลดลงไดในชวงระยะเวลาวิจัยที่กําหนดน้ี  ผูวิจัยจึงไดเปลี่ยนแนวทางวิจัยไปศึกษาถึงศักยภาพ
ของสาหราย C. vulgaris ในการบําบัดโลหะหนักควบคูกับการผลิตไขมัน เน่ืองจากมีรายงานวา 
C. vulgaris มีศักยภาพสูงในทั้งสองกระบวนการนี้ แตยังไมมีการศึกษาการใชประโยชนแบบ
ควบคูกัน  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ในขณะที่ C. vulgaris ถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเติม 
Cd(NO3)2, CuSO4 หรือ ZnCl2 สาหรายชนิดสามารถผลิตไขมันรวมในปริมาณที่ใกลเคียงกับ
สาหรายที่เลี้ยงในอาหารที่ไมไดเติมโลหะหนัก และที่ความเขมขนของโลหะไมสูงจนทําใหผล
ผลิตชีวมวลลดลงมากจนเกินไป C. vulgaris สามารถใหผลผลิตไขมัน (กรัมตอลิตรตอวัน) ใน
ปริมาณที่ไมแตกตางจากการเลี่ยงในสภาวะปกติ และสามารถลดระดับการปนเปอนของโลหะให
อยูต่ํากวาระดับที่กําหนดสําหรับนํ้าทิ้งจากโรงงานและน้ําทิ้งสูระบบชลประทานเพื่อการเกษตร
ได  ดังน้ันจึงสามารถสรุปไดวา C. vulgaris มีศักยภาพในการบําบัดโลหะหนักควบคูกับการผลิต
ไขมัน และควรไดรับการสนับสนุนการวิจัยและพัฒนาในขั้นตอไป 
     
ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
 1. การศึกษาเพ่ือคนหาหนาที่เฉพาะของยีน CrPCS1 และ CrPCS2 โดยการลดการ
แสดงออกของยีนดวยเทคนิค artificial microRNA-mediated gene silence ซ่ึงจากการทดลองน้ีได
ผลลัพธเปน transformants จํานวนมาก ซ่ึงจะตองทําการสํารวจเพ่ือหาสายพันธุที่มีระดับการ
แสดงออกของทั้งสองยีนหรือยีนใดยีนหนึ่งลดลงอยางชัดเจน และทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ
ลักษณะทางพันธุกรรมที่สัมพันธกับการสูญเสียยีน PCS น้ี 
 2. การแสดงออกระดับมากเกิน (overexpression) ของยีน CrPCS1 และหรือ CrPCS2 ใน C. 
reinhardtii หรือสาหรายชนิดอ่ืน เชน C. vulgaris เพ่ือเพ่ิมสามารถในการบําบัดโลหะหนักในแหลงนํ้า 
 3. การศึกษาสาหรายพันธุกลายที่สูญเสียความทนทานตอแคดเมียม เพ่ือคนหากลไกที่
บกพรองและยีนที่เกิดการกลายพันธุ ซ่ึงจะนําไปสูความเขาใจพื้นฐานถึงกลไลและยีนที่เก่ียวของกับ
กระบวนการลดพิษและสะสมโลหะของสาหราย 
 4. การศึกษาเพ่ิมเติมถึงศักยภาพของ C. vulgaris และสาหรายอ่ืนๆ ในการบําบัดคุณภาพน้ํา
ควบคูกับการผลิตไขมันเพ่ือพลังงานชีวภาพ โดยอาจศึกษาเพ่ิมเติมถึงสารปนเปอนชนิดอ่ืน เชน 
สารประกอบอินทรีย สารประกอบไนโตรเจน และสารประกอบฟอสฟอรัส และการศึกษาโดยใชนํ้าทิ้ง
จริง  
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        เอกสารแนบหมายเลข 3 
Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 

1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ (ระบุชื่อผูแตง ชื่อเร่ือง ชื่อวารสาร ป 
เลมที่ เลขที่ และหนา) หรือผลงานตามที่คาดไวในสัญญาโครงการ 

  
 ยังอยูในระหวางการจัดเตรียม manuscript 
 
2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

- เชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอน/สรางนักวิจัยใหม) 
 

 งานวิจัยน้ีไดใชเปนสวนหนึ่งของการเรียนการสอน วิชาโครงงานวิจัยทาง
ชีววิทยา ของนักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา ของ
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล จํานวน 3 คน  

 
3. อ่ืนๆ (เชน ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในที่ประชุม

วิชาการ หนังสือ การจดสิทธิบัตร) 
 
 เสนอผลงานแบบโปสเตอรในการประชุมประจําป “นักวิจัยรุนใหม...พบ...
เมธีวิจัยอาวุโส สกว.” ครั้งที่ 12  
 

 


