
สักพรนะท้ใไบของ Streptom yces

S t r e p t o m y c e s  เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีพบไนดิน จัดอยู่ไนพากแอคติไนมัย?(ส 

(A c tin om yce s ) ที่ติ'องการออกซเจนไนการดฯรงสิวต มีสักษรนะเป็นสายไยท่ีผิวอาหาร 

( s u b s t r a te  m yce lium ) หสังจากนั้นเมึ่อความสมบูรm องอาหารลดสง จึงเกิดสายไย 

อากาศ ( a e r ia l  m yce lium ) แสะ เกิดการงอกของสบอร์ขึ๊นสายไยอากาศเป็นสายของ 

สปอร์ กา S t r e p t o m y c e s  เจรีรนไนสภาวะมีคาร์บอนมอนอกไซค์ แสะไม่มีอากาศ

(a n a e ro b ic  c o n d i t io n )  จะไม่มีสาย'ไยอากาศเกิดพื้น สายไยบระกอบไบด้วย L -  

d ia m in o p im e lic  a c id (L -D A P )แสะไกล?น (E n s ig n , 1978; W il l ia m  e t a l . ,  

1983) องค์บระกอบของ เบสไนดีเอ็นเออยู่ไนสิวง 69-73 mol% ของ G+C ไดยมีฃนาด 

ของจีไนมบระมารน 104 กิไสเบส (H u n te r , 1985)

ไนปัจจุบันน้ี S t r e p t o m y c e s  ได้เ ข้ามามีบทบาทแสะมีบระไยขนทั้งไนทาง การ 

แพทย์ และทางด้านอุตสาหกรรม ตังคัาอย่างต่อไบนี้

ทางการแพทย์ พบว่า S t r e p t o m y c e s  สามารกผลิตยาบฎิสิวนะได้หลายขนิด 

(มากกว่า 2 ไน 3 ของยาบฎิสิวนะทั้งหมด) ตังตัวอย่างเสิน (K ir b y ,  1980)

S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s  

S t r e p t o m y c e s  f r a d i a e  

S t r e p t o m y c e s  k a n a m y c e t i e u s  

S t r e p t o m y c e s  v i n a c e u s  

S t r e p t o m y c e s  l i v i d u s  

S t r e p t o m y c e s  a l b o n i g e r

สามารถผลิตสเทรบใทมยสิน ( s t r e p to m y c in ) 

สามารถผลตนไอมยสิน (neom yc in )

สามารถผลิตคานามัยสิน (kanam yc in )

สามารถผลิตว่ไอมัยสิน (v io m y c in )

สามารถผลิตลวาดมัยสิน ( l iv id o m y c in ) 

สามารถผลิตพารมัยสิน (p u rom yc in )
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นอกจากน S t r e p t o m y c e s  ยางชนิดยังสามารกผลิตยายฏิสิวนะได้มากกว่า 1 ชนิด เช่น 

S t r e p t o m y c e s  c o e l i c o l o r  A3(2 ) สามารถผลิตยายฎิสิานะที่แตกต่างกันได้ 4 ชนิด 

คอ แอคติใน‘โรดิน ( a c t in o r h o d in ) , อันเดสิลใพรดิจิใอสิน ( u n d e c y lp ro d ig io c in  ) 

เมทธิลลีรนมัยสิน ( m e th y le n om yc in ) แสะ แคลเสิยม-ดีเพนเดนที่ แอนติไนรอติด

(C D A (ca lc ium -dependen t a n t i b i o t i c ) )  (Hopwood and W r ig h t ,  1983) 

S t r e p t o m y c e s  g l a u c e s c e r t s  สามารถผลิตยายฎสิวนะที่แตกต่างกันได้, 3 ชนิด

คอ ไฮดรอกสิสเทรบรทมัยสิน ( h y d ro x y s tre p to m y c in ) , เหทราสิในมัยสิน สิ

( te tra c e n o m y c in  ย)และ สารยระกอซที่คลายแบคเทอรรอสิน ( b a c t e r io c in - l i k e  

subs tance  (S c h u r te r ,  K is s lin g -A b d e rh a ld e n , and L e is in g e r ,  1979) 

จากความสามารถในการผลิตยาย?)สิวนะได้,หลายชนิดนิ้รผลทฯให้ การรักษา■ ไรคในบัจจุบัน 

เย ็นไยได้อย่างรวดเร็ว แสะสะดวกช้ืน ทางด้านอุตสาหกรรม S t r e p t o m y c e s  ก็เย็น 

จุลินทรีย์ชนิดหนี่งที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่มีความสฯคัญในอุตสาหกรรมได้หลายชนิด เช่น

รปรเนส ใคย S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s  (W il l ia m  e t  a l . , 1983) ไทรรลิเนส

รดย S t r e p t o m y c e s  a n t i b i o t i c u s  (W il l ia m  e t  a l . )  ไซแลเนส ใดย

S t r e p t o m y c e s  x y l o p h a g u s  (Kawaminami and I iz u k a ,  1969) แสะ กสูรคส 

ไอรซเมอเรส ไดย S t r e p t o m y c e s  f l a v o g r i s e u s i Chen, Ande rson , and Han, 

1979) และ S t r e p t o m y c e s  s p . 190-1 (นกมล ศุภจรรยา, 2526) จากการที ่

จุลินทรีย์ม่ความสฯคัท!เย็นอย่างมากในหลายด้าน จึงมีผู้สนใจที่จะคัดเสือกและปรับยรุง

สายฟันธุชองจุลินทรียัเพื่อให้ได้คุ^สมบัติที่ดีฃองจุลินทรียัมาใช่,ยระรยชน์ต่อไย

การยรับปรุงสายพันธุ

ในกระบานการทางธรรมชาติยฎิกิริยาต่าง*า กายในเซลมสิวิตจะถูกคาบคุมอย่าง 

มยระลิทธิภาพท่ีสุดและกัง เคราะห์แต่สารจาเย็นในบริมาผ่ที่น้อย ซ่ึง เพียงพอต่อความต้อง

การชอง เซลไนการคงอยู่และ เ จรีเใ!เติบรตต่อาบเท่าน้ัน จึงมียริมาท!ไม่พอ เพียงกับความ

ต้องการชองมนุษย์ที่จะ นๆไยใช่'บระ ใยชนได้ ดังนั้นจึงจฯเ ย็นท่ีต้อง พัฒนาให้จุลินทรีย์ต่างๆ

ผลิตสารตามที่เราต้องการและในยริมาท!ที๋มากกว่าระดับปกติได้ การบรับยรุงที่จะทฯให้เกิด
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การ เปล่ียนแบลงซองจุลินทรีย์มี 2 ลักษV& ไต้แก่ (Schwab, 1988)
1. การบรับปรุงทาง สรีรวิทยาเพ่ีอไห้ได้ผลผลิตตามต้องการ แต่การบรับบรุง 

ด้านน้ี ยังมีข้อจากัดทางพันธุกรรม
2. การเปล่ียนแบลงทางพันธุกรรม
การพัฒนาลายพันธุ'จุสินทรีย์'โดย การ เปลี่ยนแบลงทางพันธุกรรมได้Iรีมทากันมา 

นานาดยวิธีการที่ไข้กันมี 3 วิธี คอ วิธีแรก เป็นการเหนี่ยานา,นนักดการกลายพันธุ

( in d u ced  m u tagenes is ) ที่งอาจทา'ใดย,เข้ลารเคมีหรอทางพัลิกส์ แต่อย่างไรกตาม 

วิธีการนี้เป็นกระบวนการแบบส์ม เพราะ ไม่ลามารถไปกาหนดตๆแหน่งฃองการเปลี่ยนแปลง 

น ัน้ ๆ ได้ แต่การทาการกลายพันธุแบบนี้ก็ลามารถประสบความสาเร็จได้สาหรับไข้กับจุลินทรีย ์

‘โดยอาจ'ๆ#ลฯหรับกลายพันธุ'ไห้หยุดการทางานยอง เอนไซม์ที่ไม่ตองการ และกาจัดการคาบ 

คุมที่ไห้ผลลบแก่ผลผลิดที่ต้องการทิ้งไป เข้น ไนการผลิตเพนนิสิสิน (T ie n , 1981) แต่ 

อย่างไรก็ดาม ข้อเลิยซองการกลายพันธุคอ เสืยเวลา และเปลืองพลังงาน วิธีท่ีลอง

คือการรวมกันซองลารพันธุกรรม (g e n e t ic  re c o m b in a tio n )  ซีงเกิดการเบลียนแบลง 

ซองลารพันธุกรรมระหว่าง 2 สายพันธุท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ การหลอมาบราตพลาลท์าดยไข้ 

สารเคมีข้กนา และการดอนจูเกข้น าดยที่การเหนี่ยวนาไห้เซลมารามกันมีผลทาไห้เกิดลูก 

ผลมที่มีลักพรที่ดีซองทั้งสอง เซล และการนาลอง เซลมารไมกันนั้นอาจมาจากต่างลป็ข้ลักัน 

ก็ได้ ที่งการนาเซลทั้งลองมารามกันาดยการหลอมาบราตพลาสท์จะมีความถี่ซองการรวมกัน 

สูงกว่าการทาคอนจูเกข้นกึง 102-1 0 4 เท่า (G od fre y , F o rd , and Huber, 1978 ) 

ดังน้ัน ไนระดับอุตสาหกรรมจึงได้มีการพัฒนานาเอาการหลอมาบราตพลาสท์มาไข้คือ นา 

ลายพันธุกลายพันธุลองลักษถ.๕ซองจุลินทรียหน่ีงท่ี เป็นลักษ(1รที่ดีมา'รามกัน ท่ีงจะ ไต้ลูกผสมท่ีมี 

ลักพ!๕ ที่ดีสองลักพงะรวมกัน เพื่อนาไบไข้ต่อไป เข้น การหลอม C e p h a l o s p o r i u m  

ac rem o niu m  2 ลายพันธุ าดยที่ลายพันธุหนี่งเจริญเร็ว ลร้างลบอรไต้ และต้องการ

เมทไราอนีนไนการเจริญ ส่วนอีกสายพันธุ เจริญข้า ไม่สร้างสปอร์ และ ลามารถไข้ 

ลารอนินทรียพากข้ลเพตไค้ เม่ือหลอม 2 สายพันธุ เข้าด้วยกันแล้วจะได้ลูกผสมท่ีมีคุญสมบัติ 

ดังนี้ เจริญเร็ว สร้างสปอร์ได้ ลามารกไข้สารอนินทรีย์พวกข้ลเพตได้ และผลิตเซพาาล

สบอริน ซ ี( c e p h a lo s p o r in  C )ไต้มากกว่าลายพันธุพ่อแม่(Ham lyn and B a l l ,  1979) 

วิธีสุดท้ายที่นิยมไข้กันไนการบรับบรุงลายพันธุคือ วิธีการทางพันธุวิศวกรรม วิธีนี้เรนวิธีที่
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พัฒนาไหม่ที่ลามารถกำหนดเจาะจงยืนที่ต้องการ แล้วนำยีนที่ตองการจากเซลหนึ่งก่ายทอดส ิ

อีกเซลหน่ึง เพื่อไห้เกิดผลผลิตตามที่ตองการได้' ดังน้ัน วิธีการนี้จึง เป็นท่ีนิยมก้นอย่างแพร่

หลายเพราะวิธีการน็้ไม่ได้เป็นวิธีส่มแต่สามารกกำหนดสิงที่ต้องการได้

การหลอมโซราดพลาสท์ เป็นวิธีหนึ่งที่นิยมไต้ก้นมากไนการปร้ซซรุงลายพันธุซอง 

S t r e p t o m y c e s  เพราะไห้ความกี่ซองการรวมก้นทางพันธุกรรมสูงและการรวมกันระหว่าง 

ลป็สิส์,‘ไน S t r e p t o m y c e s  ย่'งทำไห้เกิดเมตาโบไลท์ ( m e tabo l i t e  )ไหม่ๆ ที่มีฃระโยชนิ 

เต้นไนการผสิตยาปฎิสิวนะได้มีการหลอมโซราตพลาสที่ซอง S t r e p t o m y c e s  g a l i l a e u s  

ทำไห้ได้ลูกผสมที่ลามารกลร้าง 2-ไฮดรอกต้อะคลาลิโนมัยต้น ( 2 -h y d ro x y a c la c in o  

m ycin ) ( A k ih i r o  e t  a l . ,  1991) เป็นด้น รายงานต่อไปน็้จะบ่งบอกกึงความเป็น

ไปได้ซองการหลอมาซรโตพลาลท์ไน S t r e p t o m y c e s  สายพันธุต่างๆ

Hopwood และคท!ะ (1977 ) ได้รายงานกึงการรวมกันซองลารพันธุกรรมโดย 

การหลอมโซราตพลาสที่ซอง S t r e p t o m y c e s  ซึ่งลภาวะที่ไต้ไนการหลอมโซราตพลาลที่

ลามารกนๆไซดัดแปลงไต้กับลายพันธุอื่นๆ ของแอคตานมัยต้สได้'

B a ltz  (1 9 7 8 )ด้กษากึงลภาวะซองการหลอมโซราตพลาสท์ไน S t r e p t o m y c e s  

ท่ีมืซระสิทธีภาพสูง โดยไต้โซราตพลาลที่ของ S t r e p t o m y c e s  f r a d i a e  และ

S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s  พบว่าการหลอมซองโซราตพลาลท์โดยไต้สารเคมีโพลี เอธิลีน 

ไกลคอล (p o ly e th y le n e  g ly c o l )  ต้กนฯ จะได้ความกี่ของการรวมกันสูง

G od fre y  และคท!ะ ( 1978 )ได้ทำการหดลองโดยการหลอมโซราดพลาลว! และ 

คอนจูเกต้นระหว่าง S t r e p t o m y c e s  f r a d i a e  และ S t r e p t o m y c e s  b i k i n i e n s i s  

พบว่าการหลอมโซราตพลาลที่จะไห้'คาามกี่ซองการรวมกันสูงกว่าการทำคอนจูเกต้น กึง

200 -10 ,000  เท่า ซึ่งจะต้องอาด้ยการต้กนำด้าย PEG ไนความเข้มขันที่เหมาะสม

B a ltz  และ M atsush im a (1981) กึกษาสภาวะซองการเกิดโซราดพลาสท ่

ไน S t r e p t o m y c e s  และการหลอมโบราตพลาลทซอง S t r e p t o m y c e s  f r a d i a e  พมว่า 

อุเฒภูมีขปึงการเจริกซอง เซล และการงอกไหม่ของโซราตพลาลท์ เป็นมัจจ'ยหน่ึงต่อ

ประสิทธิภาพซองการหลอมโซราดพลาสที่ โดยพบว่าความกี่การรวมกันจะสูงภายได้ลภาวะ 

ที่การงอกไหม่ซองโซราดพลาสท์มีประสิทธิภาพด้ที่สุด

Ogata และคนะ (1985) ศึกษากึงการหลอมโซราตพลาลท์และคอนจูเกต้นซอง
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S t r e p t o m y c e s  a z u r e u s  พบว่าความถี่ของการรวมกันาดยการหลอมาบราดพลาสม์จะสูง 

กว่าการทฯคอนจูเก#ฟาง 104 Iท่านละเมึ่อนๆสายพันธุกลายพันธุที่สร้างไทาอสเทรบทรอน 

มารวมกับที่ไม่สร้าง ไทใอส เ ทรบทรอน พบว่าลูกผสมสามารถผลิตยาไทใอส1 ทรบทรอนได้สูง 

‘ไนหลาย  ๆ เจเนอเ รสัน

สๆหรับรายงานทนบระ เทศไทยได้มีผู้สิกษาการผลิตเอนไซม์าดย S t r e p t o m y c e s  

รวมทั้งการบ'รับบรุงสายพันธุดังนี้ นกมล ศุภจรรยา (2526) ได้แยก S t r e p t o m y c e s
จากแหล่งด้นต่างๆทนบระเทศไทยที่สามารกผลิตเอนไซม์กลูใคสไอใซเมอเรสได้ และพบว่า 

S t r e p t o m y c e s  s p . 190-1 สามารถผลิตเอนไซม์นี้ได้ไนบริมาผสูงสุดภายได้สภาวะที่ทข ้

และ?)จีนาฎ จรรยาอุดม (2 528 )1 ด้นฯ เอนไซม์กสูาคสไอใซเมอเรส'จาก S t r e p t o m y c e s  

s p .  190-1 มาทฯการสกัดแยก และทๆาหับริสุทธิรวมทั้งได้สิกษาลักษผะบางบระการ?]อง

เอนไซม์น้ีด้วย พบว่าการที่ S t r e p t o m y c e s  s p . 190-1 จะผลิตเอนไซม์กลูาคสไอาซ-

เมอเรสได้นั้นต้องมีตัวสักนๆ ดีอน้ๆตาลไซใลส(D -x y lo s e ) ต่อมากาญจนา ารวิทย์วัฒนะ 

(2 530 )1 ด้แยก S t r e p t o m y c e s  s p . 42-9 จากดินทนบระ เทศไทยที่สามารทผลิตเอนไซม์ 

ไซแลเนสได้สูง และ กมลวรรผ ม่ันภักดี (2 5 3 4 )ได้ทๆการสกัดแยก ทๆทหับริสุทธิ รวมท้ัง 

าด้สิกษาลักพ)๕ บางประการของเอนไซม์นี้ ตังน้ัน เนื่องจากสัอจๆกัด?)องเอนไซม์กลูาคส- 

าอาซเมอเรสที่ด้องการตัวสักนๆที่มีราคาแพง คือ น้ๆตาลไซทลส จึงได้มีการบ'รับบรุง

สายพันธุของ S t r e p t o m y c e s  s p .190-1 าดย อรินทิพย์ ธรรมสัยพิเนต (2532 ) ได้ 

ไคลนยีนไซแลเนสจาก S t r e p t o m y c e s  s p . 42-9 เซาสู่ S t r e p t o m y c e s  s p . 190-1  

มีผลทๆทห้ S t r e p t o m y c e s  s p . 190-1 สามารถเพํ่มบระลิทธิภาพการสร้าง เอนไซม์

ไซแลเนสสันจากเดิม 7 -12 เท่า และยังคงผลิตเอนไซม์กลูาคลาอาซเมอเรสได้เหมีอน

เดิม นอกจากการาคลนยีนแล้วยังมีการบรับบรุงสายพันธุาดยการหลอมาบราตพลาสท์ และ 

การคอนจูเกสัน าดย P in p h a n ic h a ka rn  (1990) และวรางคผา อินทร เสน (2534 ) 

ได้ท'ๆคอนจูเกสัน และหลอมาบราตพลาสท์ระหว่าง S t r e p t o m y c e s  s p . 190-1 และ 

S t r e p t o m y c e s  s p . 42 -9  ทๆทหัาด้ลูกผสม1ทิดสันมากมายสังลูกผสมIหล่านี้สามารถผลิต 

ได้ทั้งเอนไซม์กลูาคสไอาซเมอเรส และเอนไซม์ไซแลเนสไนบริมาผที่แตกต่างกัน

การบรับบรงสายพันธุของ S t r e p t o m y c e s  ดังกล่าวข้างด้นทๆทห้ได้ลูกผสมท่ี 

สามารถผลิตได้ทั้ง เอนไซม์กสูใคสาอาซเมอเรส และ เอนไซม์ไซแลเนสที่งจะ เรนบ'ระายซน์
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ไนการนาไช,I#ในการผลิตเปีนไซน์กสูไคลไอ!ซเมอIรสไนระคับอดสาหกรรม ทั้งนี้เพ'ราะ 

เ ปีนไซน์ไซแล เ แลที่สร้าง ซน!ดยสูกผสม จะ เ ปล่ียน'วัสดุ-ราคาถูกท๋ีมี'ไซแลนเ รนองคบระ กอบ 

ไนอาหารเล ี้ยงแอ ฟน กากราข้าว พางข้าว เนินดัน ไห้เนินนาตาลไซ!ลสที่งไคัเนิน 

คัวคักนๆการสร้างเ ปีนไซน์กสู!คสไอ!ซ เ มอ เ รสต่อาบ จึงทฯไห้ต้นทุนการผลิต เ อนไซม์น้ีลด 

ต่ๆลง

การวิเคราะห์สูกผสมที่ได้จากการหลอม!บร!คพสาสน์ และการทฯคอนจูเกคัน

สามารถทฯได้!ดยการวิเคราะน์ดีเอ็นเอของลูกผสมเบรียบเทียบกับซองสายพันธุ,พ่อแม่ ราย 

ละ เอยดการวิเคราะห์ดีเอ็นเอ มีตังต่อาบน้ื

การว ิเคราะห ์ด ีเป ีนเอ!ดยฬวิธ ีอะกา!รสเจลอิเสค!ดร!พรีค ัส

การทาฮิเลค!ดร!พริคัสของ!มเลกุลซนาดไหบ่ ( m ac rom o le cu le ) ไดย

ผ่านรูพรุนของเจลถูกนๆมา!คับระ!ยขนานการจฯแนกขนิดของทั้ง ไพลีเบบาตด ดีเอ็นเอ 

อาร์เอ ็นเอ และไร!บ!ซม ไดยอาตัยหลักการที่ว่า เมื่อทาไห้!มเลกุลมีบระจุเหมีอนกัน 

อัตราการ เดลึ่อนที่ฃื้นกับมวล!มเสกุลเพียงอย่าง เดียว สๆหรับ!มเลกุสดีเอ็นเอที่งมีบระจุลบ 

เมื่ออยู่ไนสนามไพฟ้าจะ เคลึ๋อนผ่านเจล ไดย!มเลกุลเล็กจะผ่านรูพรุนของ เจลได้ง่ายกว่า 

ไมเสกุลไหfj ( F r e i f e ld e r , 1987 )

การวิเคราะห์การเบสี๋ยนแปลงไนสายดีเอ็นเอที่ไห้ผลแม่นยาจะอาดัย การดัด

อย่างจๆเพาะด้วยเรสตริกคันเอนไซน์แล้วนๆมาผ่านการทๆ อะกา!รสเจลอิเสด!ดร!พริค ัส  

ที่งการที่เอนไซน์ตัดสายดีเอ็นเอที่ตๆแหน่งจๆเพาะจะทาไห้ได้!,นส่วนดีเปีนเอที่มีขนาดความ 

ยาวแตกต่างกัน จๆนวนและตๆแหน่งที่เรสตริกคันเอนไซน์ดัดนี้มีความจๆเพาะไนแต่สะจี!นม 

ซึ๋ง! นส่วนท่ีถูกตัดแล้ว เ มื่อนฯมาแยก!ดยวิธีอิ เ ลคไดร!ฬรืคัส จะ ได้รูบแบบท่ีจฯเ พาะ เ กัดข้ึน 

เรียกว่า พีงเกอร้พรินน์ ( f i n g e r p r i n t )  ลฯหรับเรสตริกคันเอนไซม์ที่นิยมไคัไนการดัด 

สายดีเอ็นเอ คือ เรสตริกคันเอนไซน์ขนิดที่ 2 ที่งเนินเอนไซน์ที่บระกอบด้วย!บรดีนสาย 

เดี๋ยว ต้องการ เพียง Mg2+ เนิน!คแฬค เตอร้ไนการทางานและจะตัด!มเลกุลดีเอ็นเอตรง 

จุดท่ีอยู่บริ เวผจดจาส่วนการที่จะ เลือกไคัเ รสตริกคันเ อนไซน์ชนิดได!นกับจี!นมซอง จุลินทรีย์ 

น้ัน  ๆ ว่ามีลาดับเบสที่จาเพาะกับเรสตริกคันเอนไซน์ได (N a thans and S m ith , 1975)



ไนการแยกรันส่วนดีเอ็นเอรดยวิธีอะการรสเจลอิเลฅรดรรพรืเรส ที่จะทาไท้การ 

แยกรันสำนt กดรันได้อย่างสมบูรณ์‘ไห้แทบรันสํวนดีเ อ็นเอแยกออกจากก้นt ด่นข้'ดน้ัน มีป็'จจัยท่ี 

เกี่ยวข้องหลายบระการดังต่อไบนี้

1. ชนิดแสะความเข้มข้นของ1จล

รูพรุนของ เจลชนิดต่างๆ มีชนาดแดกต่างกันรดยที่รูพรุนชองรพลือะคริลาไมดี 

เจลจะมีชนาดเล็กกว่ารูพรุนชองอะการรสเจล ดังนั้นการแยกย่วงรมเลกุลขนาด‘ไหญ่คาร

เลือกไข้อะการรลเจลและย่างรมเลกุลเล็กควรเสือกไข้รพลือะดริลาไมดีเจล แต่ขนาด

ชองรูพรุนของ เจลจะ เปลี่ยนแบลงไบตามความเข้มข้นของ เจลที่‘ไข้ ดือ ขนาดชองรูพรุนจะ 

เพมเมื่อความเข้มฃ้นของ เจลลดลงรังรมIลกุลดีเอ็นเอจะ เคลื่อนที่ได้เร็วกว่า ดัง‘ไนราย

งานของ A a i j  และ B o rs t (1972 )าด้เปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนที่ชองดีเอ็นเปีบลาย 

เป็ดผ่านเจลที่ความเข้มข้นต่างกันดือ 0 ,6  และ 2 .5  เบอรเซนต์ พบว่าเมื่อดีเอ็นเอ 

เคลื่อนที่ผ่านอะการรสเจลที่ความเข้มข้น 0 .6  เบอร์เขนต ดีเอ็นเอบลายเป็ดจะเคลื่อนที ่

าดั,เร็วกว่าที่ความเข้มข้น 2 . 5  เบอร์เขนต นอกจากนี้การแยกรันสํวนที่เล็กกว่า 106 

ดาลดัน มักนิยม‘ไข้ 4 -5  เบอร์เขนต์ของรพลือะดริลาไมด์เจล ส่วนย่าง 2 - 3 x l0 6 ดาลดัน 

มักนิยม‘ไข้ 1 -2 เบอร์เซนต์ ของอะการรลเจล หรือ‘ไข้รพลีอะคริลาไมด์ 1-2 เบอร์เขนต์ 

รามกับอะการรส 0 .7  เบอร์เขนต แต่ก้าเป็นรมเลกุลดีเอ็นเอระหว่าง .3 และ 25x10® 

ดาลดันมักนิยม‘ไข้ 0 .3 - 0 .7  เบอร์เขนต์ฃองอะการรส

2. ขนาดและรูบร่างของดีเอ็นเอ

การที่ดีเอ็นเอต้อง เคล่ือนท่ีผ่านรูพรุนของ เจล ทา‘ไห้อัดราเร็วไนการเคลื่อน 

ที่ของดีเอ็นเอรันกับชนาดและรูบร่างของดีเอ็นเอ เพราะบระจุลบต่อมวลของดีเอ็นเอทั้ง

รมเสกุลไหญ่หรือเล็กจะ เท่ากัน ทาไห้รมเลกุลดีเอ็นเอขนาดไหญ่จะ เคลื่อนที่ไต้ข้ากว่าขนาด 

รม เ สกุล เ ล็กไนกรผีทื่รม เ สกุลดี เ อ็น เ อมีรูบร่าง 1 หมีอนกันแต่กัารูบร่างต่างกันการ เ คล่ีอนท่ีจะ 

ชื้นกับรูบร่างของดีเอ็นเอด้วย ดังไนรายงานของ A a i j และ B o rs t (1972) ได้เบรียบ 

เทียบการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอเกลียวคู่ปลายป็ดและดีเอ็นเอเกลียวคู่บลายเป็ด พบว่าการ 

เคลื่อนที่ของดีเอ็นเอเกลียวคู่บลายป็ดจะ เคล่ือนท่ีผ่านรูพรุนชอง เจลได้'เร็วกว่า และอัตรา 

การ เ คล่ือนท่ีจะ เ ป็นสัดส่วนผกผันกับด่าลอการิทึมของมวลรม เ สกุลด้วย
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3. ความด่า']สักย์ไฬฟ้า

ในการทาปิเลคาดรไทรีสิสนั้นความต่างดักย์ที่ใสัจะฃึ๊นกับ ขนาดโมเลกุลของ 

ดีเอ็นเอ มีผู้รายงานไว้ว่าการแยกไมเลกุลดีเอ็นเอขนาด'ใหญ่ต้องเสิอกใสัความเสัมสันเจก 

และความต่างสักย์ต่ฯแต่,ไสัเวลานาน ดังทนรายงานของ Fangman (1978) ได้คืกษาและ 

แยกสินส่วนดีเอ็นเอของ T4(T4 DNA) แลมป้ดา ( À  DNA) และ แบคเทอริโอฬาจ จี 

ที่งดีIอ็นเอที่กล่าวมาข้างตันเรนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญ่ และจากการทดลองด้องาสัลภาวะ

การทฯอิเลคโดรไทรีสิสที่ เหมาะลมดังน้ีคือ ความ เข้มข้นของอะกาารสเจล 0 . 1 เ บอร์Iซนดี 

และความด่างสักย 2 .5  ไวลด์1ต่อความยาวเจลหนี้งเซนติเมดร เป็นเวลานาน 10 ขม. 

ทบว่าลามารกแยกสินส่วนดีเอ็นเอเหล่านี้ออกจากกันไดัดี ดังน้ันจะ เท็นว่าการแยกไมเ ลกุล 

ดี เปีนเอขนาดใหญ่ออกจากกันได้ดีต้องไสัความ เสันข้นเจลด่ฯ แด่'ในกรพีท่ีดีเอ็นเอท่ีจะ

วิเคราะห์มีทั้งขนาดใหญ่และขนาดเล็กซึ่เงแตกต่างกันมาก การท'าอิเลคใตราทรีสิสต้องIสิอก 

าสัความเข้มข้นของเจลที่ครอบคลุมขนาดเหล่านั้น Iสิน S ig n e r และคผะ (1988 ) ได  ้

ดัดแงลงการทฯ1จลอิเลคาดรไทรีสิสเทื่อนามาคืกษาดีเอ็นเอของ เสือดหนูท่ีดัดด้วย H a e l11 

ไดยใสัความเข้นข้นเจลที่แตกด่างกัน 2 ระดับคือ 0 .8  เบอร์เซนดี และ 1 .5  เบอร์เซนด ี

ในแผ่นเจล เดียวกัน ใสัความด่างสักยีในอัตรา 1 ไวลด์ต่อความยาวเจลหนี้งเซนติเมตร 

ทบว่าสามารถแยกสินส่วนได้ทั้งลองกลุ่ม คือ ดีเอ็นเอกลุ่มขนาดเล็กจะสามารถแยกออกจาก 

กันได้ที่ความIสันสันIจล 1 .5  เบอร์เซนดี ส่วนดี เอ็นเอกลุ่มขนาดใหญ่จะ แยกออกจากกัน 

ได้ดีที่ค'วามเข้นข้นเจล 0 .8  เบอร์เซนดี

H e l l in g ,  Goodman และ Boyer (1974) ทฯการวิเคราะห์สินส่วนดีเอ็นเอ 

ของแบค เทอริไอทาจแสะ ไวรัลอ่ึนๆท่ีถูกตัดด้วย EcoRI จากการทฯอะกาารส 1จลอิ เ ลคาดร 

ไทริสิส ที่งในกรผีนี้,จะใสัความด่างสักยด่าในการทดลอง 1ทื่อแยกไมเลกุลดีเอ็นเอที่มี

ขนาด'ใหญ่'โดยใสั 100 าาลดี นาน 5 นาที จากนั้นาสั 1 .5  ไวลดีต่อความยาวเจลหนึ่ง 

เซนดีเมตร และความเข้มข้นเจล คือ อะกาารส 0 .7  เบอร์เซนดี จากวิธีการนี้สามารถ 

ใสับ่งบอกมวลไมเลกุลและแผนที่ของดีเอ็นเอจากไวรัสอึ่นทื่ถูกตัดด้วย EcoRI

H a r r is -W a r r ic k  และคเ!เะ (1975) ทาการแยกยีนของเสิอ B a c i l l u s
s u b t i l l i s  ท่ีดัดด้วย EcoRI ได้าดยการทาอะกาารสเจลอิเลคาตราทรีสิลท่ีสภาวะท่ี 

เหมาะสมคือ 150 โวลต์นาน 3 นาทีแล้วต่อด้าย 2 าวลดีต่อความยาวIจลหนึ่งเซนติเมตร
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นาน 24 ชม. เพื่อใช้เอ็นตัวบ่งชื้ทางพันธุศาสตร์ต่อไซ

นอกจากฟ้จจัยดังกล่าวช้างต้นแล้ว การที่ชื้นล่านดีเอ็นเอจะแยกออกจากกันได้

อย่าง ช้ด เ จนยังต้อง ช้ืนกับการตัดโม I สกุลดี เ อ็น เ อด้าย เ รสตริกช้น เ อนไซม์อย่าง สมบูรณ์ และ 

การที่จะตัดดีเอ็นเอได้อย่างสมบูรณ์นั้นหมายถึง ทุกๆตฯแหน่งจดจฯต้องถูกตัดด้วยเรสตริกช้น 

เอนไชม์ อย่างไรก็ตามต้องใช้ซริมาแ!ที่ทอเหมาะชองดีเอ็นเอกับเรสตริกช้นเอนไซม์และ

ระยะเวสาที่,ใช้,‘ไนการตัดด้วย นอกจากนี้ยังรวมถึงความบริสูทธิชองดีเอ็นเอโดยที่ดีเอ็นเอ 

ต้องมีความบริสูทธิสูงไม่มีการชาดของสายดีเอ็นเอในระหว่างการแยกและการทๆให้บริสุทธ ิ

(Ley, 1989)
H in te rm ann  และคแ!ะ (1981) ไควิเคราะหจีในมชอง S t r e p t o m y c e s  

g l a u c e s c e n s  าดยใช้เ รสตริกช้น เ ปีนไซม์ต่าง ๆ กันแล้วผ่านการทฯอะกาารส เ จลอิ เ ลคใดร 

โทรี!เส ทบว่าภายใต้สภาวะที่เหมาะสมชองการทๆอิเลคาดรโทรี!เสคือ ความเฃ้มฃ้น

ชองอะกาารส 0 .85  เบอร์เซฟ) และความต่างสักย 2 .7  โวลต์ต่อความยาวเจส

รามทั้งชนิดชอง เรสตริกช้นเอนไซม์ที่เหมาะสมคือ BamHI จะสามารถใช้เทคนิคนี้,ในการ 

ไเคราะหดีเอนเอชอง S t r e p t o m y c e s  g l a u c e s c e n s  ได,ที่งขนาดชองธินล่วนดีเอนเอ 

ช้ืนกับชนิดชอง เรสตริกช้นเอนไซม์ที่ใช้และรูปแบบชองแถบดีเอ็นเอจะ เอ็นลักษณะ เฉนาะชอง 

แต่ละสายพันธุไป นอกจากนี้ยังสามารถจฯแนกสายพันธุที่กลายพันธุซางสายพันธุออกจาก

สายพันธุด้ัง เดิมได้อีกด้าย

P e te rson  แสะDe là  Maza (1983) ศึกษาลักษณะดีเอนเอชอง C h l a m y d i a  

s p .  โดยใช้การตัดด้วย เรสตริกช้นเ ปีนไซม์ที่เหมาะสมหลายชนิดมาเปรียบ เ ทียบกัน พบว่า 

เมื่อใช้ชนิดชอง เ รสตริกช้น เ ปีนาซม์ต่างกันจะ ให้รูปแบบที่แตกต่างกันไป สามารถนๆเ ทคนิค 

น้ีมาแยก C. t r a c h o m a t i s  ออกจาก C . p s i t t c i  ไต้ใดยอาสัยจากรูปแบบชองดีเอ็นเอที่ 

ต่างกัน แสะในนิต่อมา MacC lenaghan, H e rr in g  แสะ A itk e n  (1984 ) ไดอาสัย 

เทคนิคนี้มาเปรียบเทียบ C h l a m y d i a  p s i t t a c i  ที่แยกมาได้ 12 สายพันธุ โดยใช้เจล 

ชนิดโพลีอะดริสาไมต์เจลอิเลคใดรโทรี!เส เนื่องจากว่าชนิดชองเอนไซม์ที่เหมาะสมจะ เอ็น 

ชนิดที่ให้ความถี่ในการตัดสูงทๆให้ได้'ชื้นล่วนชองดีเอ็นเอชนาดเล็ก และจากการนๆเทคนิค 

นี้มาใช้สามารถแยกความแตกต่างชอง c . p s i t t a c i  ได้โดยอาสัยรูปแบบการ เรียงตัวชอง 

ชื้นส่วนดีเอ็นเอ P e te rson  และ D e là  Maza (1988) ได้ใช้เทคนิคเดียวกันนี้มาศึกษา
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วิเคราะหดีเอนเอของ C h l a m y d i a  t r a c h o m a t i s  B io v a rs  จาก 60 ตัวอย่าง แอะ 

เมึ๋ออาตัยรูบแบบการเรียงตัวของร้นส่วนดีเอ็นเอที่ตัดด้วย EcoRI สามารถจัดแบ่งได้

จุลินทรีย์น้ีออกเอ็น 3 กลุ่ม ตามรูบแบบท่ีมีลักษณะ เฉพาะที่แตกต่างกันไนแต่ละกลุ่ม

C hand le r แสะ คณะ (1982 ) ได้ทาการวิเคราะห์จีานมแสะทีในาทบ์ของ

M yco p la sm a  p n e u m o n ia e  สายพันธุต่างๆ ใดยอาตัยรูบแบบการเรียงตัวของร้นส่วน

ดีเอ็นเอที่ตัคด้วยเรสตรีก#นเอนไซม์เป็นส่านหนึ๋งที่?รายานการดีกพาวิเคราะห์จีานมได้ ท่ีง 

เมึ๋อใ# Xbal แสะ EcoRI พบว่ารูบแบบของสายพันธุที่นามาดีกพาคล้ายคลึงกันมีเทียง 

1-2 แถบเท่านั้นที่แตกต่างกันเสกน้อยที่งก็สอดคล้องกับการทดสองด้านอื่นๆ

K a k o y ia n n is , W in te r แสะ M a rs h a ll (1 9 84 )ไดใสัวิธีการดีกพารูบแบบ 

การเรียงตัาฃองร้นส่วนดีเอ็นเอที่ถูกตัดด้าย H in d i I I  บนอะกาไรสเจสอเลคไตรใพรี!)ส 

มาจานนก C a m p y l o b a c t e r  c o l i  99 สายพันธุ ที่แยกจากสัตว์และคน พบว่าแตกต่าง 

กันออกไบตามแหล่งท่ีมา?)อง เร้อนี้ ตังนั้นจึงใ#วิธีนี้มา เรนวิธีจาแนก เสือเมึ่อมีการระบาด

ของไรคทื่เกิดจากเร้อนี้

K l ic h  แสะ M u lla ne y  ( 1987) ได้ใ#วิธีการนี้มาแยกความแตกด่าง?)อง 

A s p e r g i l l u s  f l a v u s  ออกจาก A s p e r g i l l u s  o r y z a e  ไดอย่างรวดเร็ว เพราะการ 

แยก A . f l a v u s  แสะ ส . o r y z a e  ทา'ได้ยากถ้า'ใ#สักพโ& ทางกายภาพ และเสืยเวลามาก 

ดังได้กล่าวมาแล้วข้างตันไดัมีการนาเทคนิคนี้มาใ#กันอย่างกว้างขวาง ในการ 

จาแนกการวิ เคราะห์ การจัดหมาดหมู่จุลนทรีย์ รวมท้ังการจาแนกสายพันธุที่ถูกกลายพันธุ 

(m u ta n t) นอกจากนั้นในงานด้านการวินิจฉัยใรคต่างๆ ก็ได้นาเทคนิคนี้มาใ#ทั้งนี้

เพราะ เป็นวิธีการทีม่ ิค วามไวสูงกว่าวิธีการทางธีาวิทยาและภูมิวิทยา ตังในรายงานของ

H i l l i a r d  และคณะ (1986) ที่งได้ใ#เทคนิคนี้จาแนกการติดเร้อจาก H e rp e s v iru s  

s im ia n  (B v i r u s )  ไดยา#เทคนิคนี้จะ?รายให้การวินิจฉัยสาเหตุของใรคว่าเกิดจากเร้อ 

ขนิดใดไค้อย่างราดเร็วแสะแม่นยาร้น และ Skare แสะ Summers (1975 ) ย ังได ้ใ# 

ดีกษากึงใครงสร้างและหน้าที่ของจี'ไนมของ H e rp e s v iru s  อีกด้วย าดยใ#การตัดด้วย 

EcoRI แสะเบรียบเทียบ HSV สายพันธุต่างๆ

นอกเหนือจากการดีกพาไดยใ#ดีเอ็นเอทั้งหมด ( t o t a l  DNA) แล้วยังมีผู้

รายงานการวิเคราะห์ไมาตรคอนเดรียล ดีเอ็นเอ ( m it r o c h o n d r ia l DNA) หรือ
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ไรใบใชมอล ดีเอ็นเอ ( r ib o s o m a l DNA) ฟนกันดังไนรายงานยอง V in c e n t

แนะคณะ (1986) ไดท'ๆการแบ่งกลุ่มยอ'!รา H i s t o p l a s m a  c a p s u l a t u m  ใดยอาตัย 

รูบแบบการเรียงตัวยองชํ่เนส่วนยองไมใดคอนเดรียล ดี เอ็นเอ และไรใบใชมอ?! ดีเอ็นเอ 

ที่ถูกตัดด้ายเรสตริกกันเอนไซม์ต่างๆกัน คีอ Kpnl , B g l l I 1Hhal , X b a lและ EcoRI 

แล้วนาไบทาอะกาารสเจลอิ เลคาตราฬรีกัสด้ายสภาวะไนการทาดังนี้คึอ ความเย้มกันเจล

0 .7 -2  เบอร์เชนตั ความต่างสักย์ 1 -2 ใวลตัต่อความยาวเจส ซึ่งทาไท้สามารกแบ่ง

แยกราน้ีออกเ1เน 3 กลุ่ม ตามสักษถ!ะรูบแบบการเรียงตัวยองดีเอ็นเอที่เฉบาะตัว

Magee, D ’ Souza และ Magee (1987) ก็าด้จาแนกสายพันธุและ สรยืส์ยอง 

C a n d id a  ใดยอาดัยาราบใชมอล ตีเอ็นเอ ตัดด้วยเรสตริกกันเอนไชม์ต่างๆกันและพบาา 

เม่ือทย้ EcoRI จะสามารกจฯแนก C a n d id a  s p p .  ได้

สาหร\เการนาบระใยชน้ยอง เทคร4คน้ีมาากักับ S t r e p t o m y c e s  สมพร ตนสกุล 

(2 534 )ได้นามาไย้ไนการจาแนกและแบ่งกลุ่มยอง S t r e p t o m y c e s  s p .  ที่แตกต่างกัน 5 

สรกัล้ คอ S t r e p t o m y c e s  s p .4 2 -9 , S t r e p t o m y c e s  s p .190 -1 , S t r e p t o m y c e s  

g l a u c e s c e n s ,  S t r e p t o m y c e s  c o e l i c o l o r  A 3 (2 ) , S t r e p t o m y c e s  l i v i d a n s  

1326 าดยไย้เรสฅริกกันเอนาชม์ที่เหมาะสมเรียงดามลฯดับตีอ P s t I  ,BamH I5B g l l I , 

และ EcoRI และความเย้มกันเจล คือ 0 .7 เนอร์เชนต์ ความต่างดักย์ 14 าาลตัต่อ

ความยาวเจสหนื่ง เชนตีเมดร

อน่ึง นอกจากการ เ บรียบเทียบรูบแบบ เ ฉพาะตัวยองดี เ อ็น เ อในแต่ละ ลายพันธุ

แสัายังสามารกวเคราะห์ผลผลิตที่าด้จากการแบสรหัสยองดีเอนเออีกด้วย ซึ่งจะทำาหั

สามารถยืนยันกึงการเบสี่ยนแบลงดีเอ็นเอในสายพันธุที่ต้องการดีกษาไค้ ใดยไย้การเบรียบ 

เทียบน้าหนักามเสกุลยองผลผลิตใบรตีนน้ันๆกับยองสายพันธุที่ได้ดีกษามาแล้ว จากวิธีการทา 

อิ เ ลคาตราฬรีกัสชนิดาช เ ดียมาด เ ด?รลย้ลI บตาบลีอะคริลาามด์เ จลอี เ ลคใตราบรี?เส ( SDS- 

PAGE) ซ่ึง เบ็นวิธีท่ีนิยมาย้กันอย่างแพร่หลาย ไนการหาน้าหนักใมเสกุลยองใบรดีน

(Laeram li, 1970)
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รฯห'รับ') านาจัยนื้มีวัตถุประ สงด์ที่จะวิเคราะม์สูกผสม'ระหว่าง S t r e p t o m y c e s  

s p .  190-1 ทผลีตเอนไซมกสูใคสไอาซเมอเรส แสะ S t r e p t o m y c e s  s p .42 -9  ทผสิต 

เ อนไซม์ไซแล เนส ใดย เ ปรียซ IทียบรูUแบบการเ รียงตัวบนอะกาารส เ จสอิ เ ลดาตราพรี?เส 

ซองชั้นส่วนดีIอ็นเอที่ได้จากการตัดด้วยเ รสตริกสันเ อนไซม์ ควบคู่กับการว I คราะม ีเ อนไซมี 

ท ั้งสองาดยวิธีาซเคียมใดเดสัลสัลเฬตาพลีอะคริลาไมด์เจลอิเลคาดรใพ่ริสัส

ชั้นตอนการดาเ นินง านา จัย

1. ตรวจสอบแอคติวตีฃองเอนไซม์กสูใคสไปีาซเมอเรสแสะเอนไซม์ไซแสเนส

2. สกัดแยกใครใมาซมฮลตเอนเอจาก S t r e p t o m y c e s  s p .  190 -1 , 

S t r e p t o m y c e s  s p .  แสะลูกผสมต่างๆ

3. เสอกสภาวะที่เหมาะสมในการทาอะกาใรสเจลอิเสคาดรใฬริสัส

4. วิ Iคราะหความแตกต่างซองรูปแบบการเรียงตัวซองชั้นส่วนดีเอ็นเอบน 

อะกาใรส เ จสอ เ สคใตราพริ?เสซองลูกผสมต่างๆ เ ซริยบเ ทียบกับสายพันธ์พ่อและ แม่

5. สกัดแยก เ อนไซม์กสูาคสไปิาซเ มอ เ รสแสะ เ อนไซม์ไซแลเ นสจาก 

S t r e p t o m y c e s  s p .190 -1 , S t r e p t o m y c e s  s p .  42 -9  แสะลูกผสม

6. ว ิเคราะVIเอนไซม์กลูาคสไอใซเมอเรสและเอนไซม์ไซแสเนสจากข้อ 5 

ใดยวิธีใซI ดียมใด เ ดซิลสัสื เ พดาพลีอะคริลาไมด์เจลอิเ ลดาตราพรี?เส
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