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การศึกษาความหลากหลายของแบคทเีรียในระบบลาํไส้ของไก่โดยวธีิทางชีวโมเลกุล 

Study on Bacteria Diversity in Chicken Intestinal Tract by Molecular Approach 

 

บทคัดย่อ 

 

      การศึกษาความหลากหลาย ของประชากรแบคทีเรียในระบบลาํไส้ไก่ เพื่อจาํแนกชนิด

และจดักลุ่มของประชากรแบคทีเรียในระบบลาํไส้ของไก่โดยใช้ขอ้มูลลาํดับเบสของ ยีน 16S 

rDNA และเพื่อวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ และสร้างแผนภูมิวิวฒันาการ ของกลุ่ม

ประชากรแบคทีเรียในระบบลาํไส้ของไก่ ทั้งหมด 5 ส่วนคือ ส่วนตน้ (duodenum) ส่วนกลาง 

(jejunum) ส่วนปลาย (ilium) ลาํไส้ใหญ่ (large intestine) และไส้ต่ิงหรือไส้ตนั (caecum) ดว้ยการ

วิเคราะห์ Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ซ่ึงจากโคลนทั้งหมดท่ีทาํการ

วิเคราะห์ 212 โคลน และเปรียบเทียบความแตกต่างจากรูปแบบการตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ 

HaeIII และ RsaI  พบว่าจากโคลนทั้งหมด 212โคลน มีรูปแบบการตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะท่ี

แตกต่างกนัเป็น 8 แบบ จึงทาํการจดักลุ่มของโคลนท่ีมีรูปแบบการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะแบบ

เดียวกนัและคาดว่าน่าจะเป็นเช้ือเดียวกนั และทาํการคดัเลือกตวัแทนของทั้ง 8 แบบ เพื่อนาํไป

วิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์แลว้นาํขอ้มูลท่ีได้ไปเปรียบ เทียบกบัฐานขอ้มูล Genbank  พบว่า

ประชากรของแบคทีเรียท่ีพบในลาํไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน มีทั้งหมด 8 กลุ่ม ดงัน้ี Uncultured bacterium 

clone SJTU (EF403242.1) ซ่ึงมีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % Uncultured bacterium clone 

cc_99 (GQ175432.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 95 %  Uncultured bacterium clone cc_99 

(GQ175432.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 95 % Lactobacillus aviarius strain: LAV7 

(AB175732.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % Lactobacillus aviarius strain: LAV4 

(AB175729.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 98 % Uncultured bacterium clone E1 (AM500763.1) 

มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % Uncultured bacterium clone S1-25 (GQ898117.1) มีความ

เหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % และ Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 (EF071148.1) 

มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 98 % 



 
 

 

 

Study on Bacteria Diversity in Chicken Intestinal Tract by Molecular Approach 

 

Abstract 

 

      The study on bacterial diversity in the chicken intestinal tract was identified and 

compared the community structure in different regions of the intestinal tracts of chickens. The 

16S rDNA sequences were analyzed from the five parts of the duodenum, jejunum, ileum, large 

intestine and caecum. The DNA fragments (RFLP) from 212 clones were analyzed by using 

species specific PCR, enzyme HaeIII and RsaI. There were identified as eight different bands 

which were compared to the GenBank Data Base. The results indicate that there are eight groups 

of bacterial community from the five parts of chickens’ intestines. They are Uncultured bacterium 

clone SJTU(EF403242.1), Uncultured bacterium clone cc_99(GQ175432.1), Uncultured 

bacterium clone cc_99(GQ175432.1), Lactobacillus avarius strain:LAV7(AB175732.1),  

Lactobacillus avarius strain:LAV4(AB175729.1), Uncultured bacterium clone E1(AM500763.1), 

Uncultured bacterium clone S1-25(GQ898117.1) and Uncultured bacteriodes bacterium clone 

M0015(EF071148.1) which are 99%, 95%, 95%, 95%, 99%, 98%, 99% and 99% identical to the 

GenBank Data Base, respectively.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

บทนํา 

 

หลกัการและเหตุผลของโครงการวจัิย 

 

ระบบทางเดินอาหารของสัตวปี์ก (Gastrointestinal system) ประกอบด้วย ท่อทางเดิน

อาหาร ตบั  ตบัอ่อน gut-associated lymphoid tissue และจุลินทรียป์ระจาํถ่ิน (Resident microflora) 

เน้ือเยื่อและอวยัวะเหล่าน้ีมีผลต่อ ประสิทธิภาพการใชอ้าหารของสัตวปี์ก (Dibnex and Richards, 

2004)  ถึงแมว้า่ จุลินทรียจ์ะมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัลาํไส้ของสัตวปี์กก็ตาม แต่วา่ความรู้

เก่ียวกบัจุลินทรียใ์นระบบทางเดินอาหารของสัตวปี์ก ยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั ประชากรจุลินทรีย ์

จะมีขนาดท่ีแตกต่างกนั และมีความสลบัซบัซอ้นตลอดท่อทางเดินอาหาร ชนิดและจาํนวนจุลินทรีย์

ตลอดจนการสันดาปอาหารจะข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ ไดแ้ก่ ชนิดของสัตวปี์ก อายุ สภาพการ

เล้ียง และอาหาร  จุลินทรียส์ามารถสร้างสารท่ีหลากหลาย ทั้งท่ีเป็นประโยชน์และเป็นโทษต่อ

ร่างกายของสัตว ์นอกจากนั้นปฏิกิริยาระหวา่งจุลินทรียแ์ละเยื่อบุทางเดินอาหารของสัตว ์อาจทาํให้

เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างและหน้าท่ีของระบบทางเดินอาหาร จุลินทรียท่ี์เป็นโทษสามารถ

ส่งผลกระทบต่อ ระบบการย่อยอาหาร  การเจริญเติบโต การให้ผลผลิต และสุขภาพของสัตวปี์ก 

ส่วนจุลินทรียท่ี์เป็นประโยชน์ (Beneficial microbes) สามารถป้องกนัการเกิดโรคในสัตวด์้วย

กระบวนการ  competitive exclusion (Gabriel et al., 2006)  นอกจากนั้นเอ็นไซมท่ี์ผลิตโดย

จุลินทรีย ์สามารถเสริมลงในอาหาร และเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยไดแ้ละการดูดซึมโภชนะของ

สัตวด์้วย ß – glucanase จาก Aspergillus niger  และ GPB – glucanase จาก Trichoderma 

longibrachiatum  (Mottaghitalab and Ebrahimiyan, 2007) 

การจาํแนกชนิดและความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียในระบบลาํไส้ของไก่ จึงเป็น

ขั้นตอนหน่ึงท่ีสําคญั และจาํเป็นอย่างยิ่งท่ีจะตอ้งดาํเนินการศึกษา เพื่อการเขา้ใจถึงความสัมพนัธ์

ระหวา่งแบคทีเรียในแต่ละกลุ่ม รวมทั้งการคน้พบเช้ือแบคทีเรียชนิดใหม่ โดยเดิมทีการตรวจสอบ

จุลินทรียท่ี์ใชก้นัอยูโ่ดยทัว่ไป จะอาศยัเทคนิคการเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ แต่เทคนิคดงักล่าวมี



 
 

ขอ้จาํกดั เน่ืองจากจุลินทรีย์บางกลุ่ม ยงัไม่สามารถทาํการเพาะเล้ียงได้ ทาํให้จุลินทรีย์ดงักล่าว       

ไม่เคยมีการตรวจพบ และไม่มีการศึกษามาก่อน นอกจากน้ีระยะเวลาในการเล้ียงจุลินทรียด์ว้ยการ

เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือตอ้งใชเ้วลานานในการตรวจสอบ 

  ในช่วง 10-20 ปี ท่ีผา่นมาการวเิคราะห์ในระดบัชีวโมเลกุลไดเ้ขา้มามีบทบาทอยา่งมาก0ใน

การตรวจสอบความหลากหลายของจุลินทรีย ์ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีมีความจาํเพาะสูง ถูกตอ้งแม่นยาํและ

รวดเร็วกวา่วธีิการดั้งเดิม รวมทั้งยงัสามารถจาํแนก ชนิดของจุลินทรียจ์ากส่ิงแวดลอ้ม ท่ียากต่อการ

เพาะเล้ียงได ้โดยการใชย้ีน16S rDNA เป็นดีเอ็นเอเคร่ืองหมายในการศึกษาความหลากหลายและ

ความสัมพนัธ์ระหวา่งส่ิงมีชีวติ เน่ืองจากยีน16S rDNA เป็นชีวโมเลกุลท่ีไม่ค่อยเกิดการกลายพนัธ์ุ

ภายในส่ิงมีชีวิตสปีชียเ์ดียวกนั จึงถูกเลือกนาํมาใช้ในการจาํแนกชนิดของจุลินทรีย ์(Madigan and 

Martinco, 2006)  

              การศึกษาความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียในระบบลาํไส้ไก่โดยวธีิทาง0ชีวโมเลกุล0

นั้นยงัมีขอ้มูลท่ีค่อนขา้งจาํกดั งานวิจยัคร้ังน้ีจึงจดัทาํข้ึนเพื่อจาํแนกชนิดและความหลากหลายของ

แบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ในระบบลาํไส้ของไก่โดยใช้การตรวจวิเคราะห์ลาํดบัเบสบนยีน 16S rDNA 

ดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุลร่วมกบัการวิเคราะห์ฐานขอ้มูลดว้ยคอมพิวเตอร์ (Bioinformatics) เพื่อ

นาํไปใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานและคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ออกมาใชใ้นงานปศุสัตวแ์ละงานดา้น

อ่ืนๆ ต่อไป 

 

วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1)   เพื่อจาํแนกชนิดและจดักลุ่มของประชากรแบคทีเรียในระบบลาํไส้ของไก่โดยใชข้อ้มูล

ลาํดบัเบสของ ยนี 16S rDNA 

2) เพื่อวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ และสร้างแผนภูมิวิวฒันาการ ของกลุ่ม

ประชากรแบคทีเรียในระบบลาํไส้ของไก่ 

 

ขอบเขตของโครงการวจัิย 

          1) การเตรียมและสกดัจีโนมของแบคทีเรียจากลาํไส้ของไก่ 

  2) การเพิ่มจาํนวนยนี 16S rDNA ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 

  3) การวเิคราะห์ลาํดบัเบสของยนี 16S rDNAและจดักลุ่มความหลากหลายของยนี 



 
 

  4) การวเิคราะห์ความเหมือนของยนีจากฐานขอ้มูลชีวภาพดว้ยคอมพิวเตอร์ 

  5) การสร้างแผนภูมิววิฒันาการของแบคทีเรียในระบบลาํไส้ของไก่ 

  6) การข้ึนทะเบียนยนีใหม่ 

 

ระยะเวลาดําเนินโครงการ 

12  เดือน  

 

 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับของโครงการวจัิย 

  ทาํใหท้ราบถึงชนิด และความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ แบคทีเรียในระบบลาํไส้ของไก่  ใช้

เป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศึกษาความแตกต่างของประชากรแบคทีเรียในลาํไส้ของไก่ ท่ีเล้ียงใน

ระบบการเล้ียงและการให้สูตรอาหารท่ีแตกต่างกนั เพื่อนาํไปใชใ้นการจดัการระบบการเล้ียงไก่ใน

กรณีท่ีตอ้งการกลุ่มแบคทีเรียบางชนิดท่ีมีประโยชน์เฉพาะดา้นได ้เช่น แลคติกแบคทีเรียเป็นตน้

นอกจากน้ีงานวิจยัคร้ังน้ียงัอาจเกิดการคน้พบแบคทีเรียสายพนัธ์ุใหม่ และนาํไปข้ึนทะเบียนใน

ระบบฐานขอ้มูล 

 

4สถานทีท่าํการวจัิย  

          1) ห้องปฏิบติัการเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร คณะเทคโนโลยีการเกษตร  สถาบนัเทคโนโลยี

พระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั4 กรุงเทพฯ 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

การทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง (Literature review) 

 

ลกัษณะโครงสร้างและระบบนิเวศวทิยาในลาํไส้ไก่   (ประภากร, ไม่ระบุปีท่ีพิมพ◌์) 

 1. ลาํไส้เล็ก (small intestine) ส่วนตน้ (duodenum) เป็นท่อทางเดินอาหารท่ีมีลกัษณะโคง้

เป็นห่วง (loop) เรียกวา่ Duodenal loop เป็นท่ียึดตบัอ่อน (pancreas) ซ่ึงตบัอ่อนจะทาํหนา้ท่ี ในการ

ผลิตนํ้ายอ่ย (pancreatic juice) เขา้สู่ลาํไส้เล็กส่วนกลาง (jejunum) ส่วนปลาย (ilium)                                                    

 2. ไส้ต่ิงหรือไส้ตนั (caecum) ในสัตวปี์กเกือบทุกชนิดมีไส้ต่ิง 2 อนัมีลกัษณะเป็นถุงตอน

ปลายขยายใหญ่กว่าตอนโคนถุงกบัท่อทางเดินอาหาร บริเวณรอยต่อระหว่างลาํไส้เล็กและลาํไส้

ใหญ่ (ileo-caeco-rectal junction) เป็นส่วนสุดทา้ย สําหรับการยอ่ยอาหารและการดูดซึมนํ้ า เป็น

บริเวณท่ีเกิดการหมกั และยอ่ยเยือ่ใยในอาหารโดยแบคทีเรีย 

  

                                   Duodenum                Jejunum 

 

 

 

             

                                                                                                                                                

 Anus 

Bursa of Fabricius                                                                                                              Ileum 
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ภาพที ่1   แสดงระบบลาํไส้ไก่ (ประภากร, ไม่ระบุปีท่ีพิมพ)์ 

 



 
 

 3. ลาํไส้ใหญ่และทวารร่วม ลาํไส้ใหญ่ (large intestine) อยู่ต่อจากลาํไส้เล็กและส้ินสุดท่ี

ทวารร่วม    มีความยาวเพียงประมาณ 10 เซนติเมตร ในส่วนน้ีจะมีการดูดซึมนํ้าจากกากอาหารเขา้สู่

ร่างกาย ทาํใหก้ากอาหารมีลกัษณะแหง้ก่อนท่ีจะขบัถ่ายออกจากร่างกาย ทางทวารร่วม (cloaca) เป็น

ส่วนสุดทา้ยของระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงจะเปิดเขา้สู่ทวารร่วม  เป็นท่อร่วมระหว่างระบบขบัถ่าย

และระบบสืบพนัธ์ุ หนา้ท่ีของลาํไส้ใหญ่ คือ ขบัอาหารท่ียอ่ยแลว้ไปยงั Cloaca โดยการบีบรัดของ

กลา้มเน้ือแบบ Peristaltic   movement  ดูดซึมนํ้ าและ Electrolyte จากมูลสัตวท่ี์กาํลงัจะถูกถ่ายออก  

ส่วนทวารร่วมมีหนา้ท่ี คือ  ดูดซึมนํ้ าและ Electrolyte จากอาหารท่ีกาํลงัจะถูกถ่ายออก  บีบรัดตวั

เพื่อผลกัดนัอาหารท่ียอ่ยเสร็จแลว้ ออกนอกร่างกายทางทวารหนกั 

    

 การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรแบคทีเรีย 

           การตรวจสอบความหลากหลายของแบคทีเรียจากส่ิงแวดลอ้มธรรมชาติ โดยใชว้ิธีเพาะเล้ียง

เช้ือจุลินทรียบ์นอาหารเล้ียงเช้ือ (culture dependent method) เป็นวิธีท่ีส้ินเปลืองเวลา ค่าใชจ่้ายและ

แรงงานมาก  นอกจากน้ียงัมีขอ้จาํกดัหลายประการ ได้แก่ อาหารท่ีใช้เพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์ไม่

สามารถจาํลองสภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียใ์นธรรมชาติไดจ้ริง เช่น pH  แหล่งคาร์บอนและ

ความเขม้ขน้ของสารอาหารท่ีใช้ในการเจริญเติบโตไดจ้ริงทั้งหมด ในช่วง 10-20 ปีท่ีผ่านมา การ

วิเคราะห์ในระดบัอณูชีววิทยา (molecular biology หรือ culture-independent method) ไดเ้ขา้มามี

บทบาทอย่างมาก  เน่ืองจากสามารถสกัดดีเอ็นเอ ออกมาได้โดยตรงจากตัวอย่างท่ีมีอยู่ใน

ส่ิงแวดลอ้มทุกประเภท (Zhengdong et al., 2002; Kamara, 2005) และปัจจุบนัวิธีเปรียบเทียบดว้ย

การอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequencing) เป็นวธีิท่ีนิยมนาํมาใชอ้ยา่งมาก  เน่ืองจากเป็นวิธีให้

ขอ้มูลความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการ ในการวดัการสืบทอดทางพนัธุกรรมร่วมกนั โดย Ribosomal 

RNA gene ถูกเลือกนาํมาศึกษาความสัมพนัธ์ของส่ิงมีชีวติอยา่งแพร่หลาย (เจษฎา, 2545) 

 1. ข้อมูล Ribosomal RNA (rRNA) และการใช้ 16S rRNA gene   

 ไรโบโซมของโพรคาริโอตมีขนาด 70S ซ่ึงประกอบดว้ยหน่วยยอ่ย 2 หน่วย คือ หน่วยขนาด

ใหญ่ 50S (large subunit) และหน่วยขนาดเล็กขนาด 30S (small subunit) โดยหน่วยใหญ่

ประกอบดว้ย 23S rRNA ขนาดประมาณ 2,904 นิวคลีโอไทด์ 5S rRNA ขนาดประมาณ 120 นิวคลี

โอไทด์ และโปรตีน 34 ชนิด ส่วนหน่วยเล็กประกอบดว้ย 16S rRNA ขนาดประมาณ 1,541 นิวคลี

โอไทด์และโปรตีน 21 ชนิด (ลดัดา, 2547)    rRNA เหมาะสําหรับนาํมาศึกษาวิวฒันาการระหวา่ง

จุลินทรีย์เน่ืองจากไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ท่ีมีอยู่ในจุลินทรีย์ทุกชนิดมีหน้าท่ีท่ีแน่นอนใน

ส่ิงมีชีวิต  โดยมีการผลิตโปรตีนชนิดเดิมเสมอเพื่อความอยูร่อดของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ และพบวา่มีการ

เปล่ียนแปลงน้อยมากในแต่ละช่วงวิวฒันาการ  ซ่ึงมีการอนุรักษใ์นระดบัท่ีเหมาะสมทั้งน้ีอาจเป็น



 
 

เพราะวา่โครงสร้างน้ีมีหนา้ท่ีแน่นอนและมีความสาํคญัต่อเซลลแ์ละ rRNA ของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด

มีลาํดบันิวคลีโอไทด์ท่ีจาํเพาะแน่นอนจึงสามารถนาํมาใช้สําหรับเปรียบเทียบความเหมือนหรือ

ความสัมพนัธ์ระหวา่งส่ิงมีชีวติ (Madigan and Martinco, 2006) 

          นิยมเลือก 16S rRNA gene มาใช้ในการวิเคราะห์   เพื่อบ่งช้ีความแตกต่างและความ

หลากหลายทางพนัธุกรรม ทั้งน้ีเน่ืองจากความเหมาะสมของโมเลกุล 16S rRNA gene โดยท่ี 5S  

rRNA gene มีลาํดบันิวคลีโอไทดเ์พียง 120 นิวคลีโอไทด์ ซ่ึงมีขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ท่ีนอ้ย  เม่ือ

เทียบกบั 16S rRNA gene ท่ีมี 1,500 นิวคลีโอไทด์ส่วน 23S rRNA มี 2,900 นิวคลีโอไทด์  ซ่ึงมี

ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์มากและเป็นส่วนท่ีดีแต่ในทางปฏิบติัและการวิเคราะห์นั้นทาํไดย้ากกวา่ 

(Deng et  al., 2007) รวมทั้ง 16S rRNA gene มีส่วนของบริเวณอนุรักษแ์ละความผนัแปรเพียงพอ

สําหรับจดักลุ่ม หรือบอกความสัมพนัธ์  ซ่ึงหากยีนมีความผนัแปรสูงคือ มีมิวเทชั้นสูงจะทาํให้

ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์สูญหายไป และไม่สามารถทาํการเปรียบเทียบความเหมือนของ ลาํดบันิ

วคลีโอไทด์ (alignment) ได ้  เน่ืองจากในการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทด์ คือ 

การเปรียบเทียบหาส่วนท่ีเหมือนและต่างกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์ (Madigan and Martinco, 

2006)  ศรีสุดา (2547) กล่าววา่ แบคทีเรียจะมี 16S rRNA gene เป็นยีนท่ีมีรหสัสําหรับโมเลกุล   ไร

โบโซม ซ่ึงมีความแตกต่างกนัในแบคทีเรียแต่ละชนิด และมีบางช่วงของสายดีเอ็นเอ ของ 16S 

rRNA gene ท่ีเหมือนกนัในแบคทีเรียทุกชนิด ในส่วนท่ีเหมือนกนัน้ีสามารถนาํมาใชเ้พื่อออกแบบ

ไพรเมอร์หรือกล่าวอีกนยัหน่ึงก็คือ 16S rRNA gene จะมีช่วงของสายดีเอ็นเอท่ีมีลาํดบัเบสช่วงนั้น

เหมือนกนัในแบคทีเรียทุกชนิด ในขณะเดียวกนั 16S rRNA gene ก็มีช่วงของสายดีเอ็นเอท่ีแตกต่าง

กนัในแบคทีเรียแต่ละชนิด ช่วงท่ีเหมือนและช่วงท่ีแตกต่างกนัของลาํดบัเบสในสายดีเอ็นเอ นั้น

สามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย 

 2. อนุกรมวธิานของแบคทเีรียจากข้อมูล 16S rRNA gene (Staley et al., 2007)       

             อนุกรมวิธานคือ การจาํแนกประเภทด้วยการจดักลุ่มส่ิงมีชีวิตท่ีคล้ายกัน ให้อยู่ในกลุ่ม

เดียวกนั และการจดัลาํดบัชั้นต่างๆเหล่าน้ีจะตอ้งไม่ทบัซ้อนกนั โดยในปี ค.ศ.1923 David Bergey 

ศาสตราจารยท์างวิทยาแบคทีเรียแห่งมหาวิทยาลยัเพนซิลวาเนียและเพื่อนร่วมงาน 4 คน ไดพ้ิมพ์

ผลงานการจดัจาํแนกประเภทของแบคทีเรียท่ีสามารถใชใ้นการตรวจสอบหาชนิดของแบคทีเรียได ้ 

หนงัสือดงัช่ือ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology  และต่อมามีการออกรูปแบบใหม่ท่ี

ช่ือ Bergey’s  Manual of Systematic Bacteriology ซ่ึงมีรายละเอียดคาํบรรยายเก่ียวกบัโพรคาริโอต

ท่ีผา่นการตรวจสอบเพิ่มมากข้ึนและมีการนาํขอ้มูลจากการศึกษาหาลาํดบั rRNA gene ดีเอ็นเอและ



 
 

โปรตีนมาช่วยในการวิเคราะห์วิวฒันาการของแบคทีเรียไดดี้ยิ่งข้ึน และในปัจจุบนัมีการพิมพเ์ป็น

คร้ังท่ี 2 ช่ือวา่ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology-2nd ed. Emphasis on 16S rRNA 

sequence  phylogenetic  classification ซ่ึงแสดงความสัมพนัธ์ของแบคทีเรียไฟลมัต่างๆ โดย

หนงัสือแบ่งออกเป็น 5 เล่ม ดงัน้ี 

                            เล่มท่ี 1 อาร์คีแบคทีเรียและยแูบคทีเรียบางกลุ่ม (Archeae & Deeply Branching & 

Phototrophic Bacteria) ซ่ึงมีความหลากหลายมากทางสัณฐานวิทยา การสืบพนัธ์ุ สรีรวิทยา และ

นิเวศวทิยา เจริญแบบไม่ใชอ้อกซิเจนในท่ีอยูท่ี่เคม็จดัและอุณหภูมิสูงมาก 

                            เล่มท่ี 2 โพรทีโอแบคทีเรีย (Proteobacteria) บางคร้ังเรียกว่า แบคทีเรียสีม่วง ซ่ึง

เป็น          ยูแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ท่ีสุดและมีความหลากหลายมาก ประกอบด้วย 5 กลุ่มย่อยคือ 

แอลฟา-เบตา้-แกมมา-เดลตา้-และเอพซิลอน โพรทีโอแบคทีเรียมีรูปพรรณสัณฐานตั้งแต่รูปแท่ง

และกลมอย่างธรรมดาจนถึงโพรสทีกา หน่อ และฟรุตติงบอดี ส่วนทางสรีรวิทยามีความ

หลากหลายมาก เช่น โฟโตออโตโทรฟ เคโมลิโทโทรฟ และเคโมเฮเทอโรโทรฟ 

                            เล่มท่ี 3  แบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีปริมาณ G+C ตํ่า (The Low G+C Gram-positive 

Bacteria) แบ่งแบคทีเรียกลุ่มน้ีออกเป็น 3 กลุ่ม คือ Myroplasma   Clostridium กบัพวกท่ีใกลเ้คียง

กนั  Bacillus   และ Lactobacillus  ซ่ึงมีทั้งพวกท่ีไม่มีผนงัเซลล์  พวกท่ีสร้างสปอร์และไม่สร้าง

สปอร์ 

                            เล่มท่ี 4  แบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีปริมาณ G+C สูง (The High G+C Gram-positive 

Bacteria) เป็นแบคทีเรียท่ีมี G+C สูง คือมีปริมาณ G+C สูงกวา่ 50 โมลเปอร์เซ็นต ์แบคทีเรียกลุ่มน้ี

เป็นกลุ่มท่ีมีความคลา้ยคลึงกบัรา  

                            เล่มท่ี 5  แพลงค์โทไมซีต  สไปโรขีด ไฟโบรแบคเตอร์ แบคทีรอยด์ และฟูโซ

แบคทีเรีย (Planctomycetes, Spirochaetes, Fibrobacteria, Bacteroidetes & Fusobacteria) โพรคาริ

โอตท่ีผา่นการตรวจสอบเพิ่มมากข้ึนและมีการนาํขอ้มูลจากการศึกษาหาลาํดบั rRNA gene ดีเอ็นเอ

และโปรตีนมาช่วยในการวิเคราะห์วิวฒันาการของแบคทีเรียได้ดียิ่งข้ึน แสดงความสัมพนัธ์ของ

แบคทีเรียไฟลมัต่างๆ   

           แบคทีเรียในลาํไส้จะมีบทบาทสําคญัต่อสุขภาพของสัตว ์โดยมีผลต่อ รูปลกัษณะของท่อ

ทางเดินอาหาร โภชนะ การเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร และภูมิคุม้กนัโรค จุลินทรียใ์นลาํไส้จะ

ช่วยป้องกนัไม่ให้จุลินทรียท่ี์ก่อโรคมายึดเกาะผนงัลาํไส้ และยงัช่วยตอบสนองต่อภูมิคุม้กนัโรค

ของร่างกาย (Mead, 2000)  อยา่งไรก็ตามมีปัจจยัหลายประการ ท่ีส่งผลกระทบต่อส่วนประกอบของ



 
 

แบคทีเรียในลาํไส้สัตวปี์ก เช่น อาหาร อายขุองสัตวปี์ก การให้ยาปฏิชีวนะ และการติดเช้ือจุลินทรีย์

ท่ีก่อโรค 

           การศึกษาถึงจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารของสัตว์ปีก พบว่าประกอบไปด้วยพวก 

anaerobic bacteria  ในส่วนของ cecum  ไม่น้อยกว่า 38 ชนิด (Barnes, 1979) และมีสายพนัธ์ุท่ี

หลากหลาย ซ่ึงคาดวา่มีประมาณ 10 – 60 % ของแบคทีเรียใน cecum เท่านั้นท่ีตรวจพบดว้ยวิธีการ

เพาะเช้ือ (Mead, 1989) 

         Jiangrang et al. (2003) ไดศึ้กษาถึงความหลากหลายของแบคทีเรียในไก่ ดว้ยการวิเคราะห์ใน

ระดบัชีวโมเลกุลโดยการใชย้ีน   16S rDNA พบวา่ ในส่วนของ ileum ประกอบดว้ย Lactobacillus 

70% Clostridiaceae 11% Steptococcus 6.5% และ Enterococcus 6.5% สําหรับในส่วนของ cecum 

ประกอบดว้ย Clostidiaceae 65% ซ่ึงกลุ่มแบคทีเรียในแต่ละส่วนของลาํไส้จะมีกลุ่มของตวัเองเม่ือ

ไก่มีอายมุากข้ึน  

 

การใช้เทคนิค Culture-independent approach เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ประชากรแบคทเีรียในลาํไส้ไก่ 

       เทคนิควิธี  Culture-independent approach เป็นวิธีท่ีไม่อาศยัการเพาะเล้ียงเช้ือซ่ึงเขา้มา

แทนท่ีขอ้จาํกดับางประการของวิธี Culture-independent approach และประสิทธิภาพของวิธีน้ีจะ

สามารถจาํแนกความแตกต่างลกัษณะจุลินทรียท่ี์มีความซับซ้อน โดยเฉพาะกลุ่มท่ีไม่สามารถแยก

ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือและมีการพฒันาเทคนิคของวธีิดงักล่าวอยา่งมากมาย (Deng et al., 2007)   

 1. การสร้างห้องสมุด 16S rRNA gene (16S rRNA gene libraries) 

      เทคนิคการสร้างห้องสมุด 16S rRNA gene นาํมาประยุกตเ์พื่อหาจุลินทรียใ์นระบบนิเวศ

ทาํใหส้ามารถแยกประชากรแบคทีเรียท่ีสามารถเพาะเล้ียงเช้ือได ้(cultured) และประชากรแบคทีเรีย

ท่ีไม่สามารถเพาะเล้ียงเช้ือได้ (uncultured) โดยห้องสมุดโคลนจะประกอบด้วยโคลนท่ีมาจาก

ส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิด วิธีการท่ีสําคญัและจาํเป็นสําหรับเทคนิคน้ีคือ Gene cloning ซ่ึงเป็น

วธีิการท่ีจะทาํให้สามารถเพิ่มจาํนวนยีนท่ีตอ้งการเพื่อนาํไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ (เสาวนีย,์ 

2547; McSween ey et al., 2007) โดยตอ้งอาศยัองคป์ระกอบท่ีสาํคญั ดงัน้ี (อารีลกัษณ์, 2533) 



 
 

1 ยนี (gene) หรือช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการท่ีไดม้าจากเซลล์แบคทีเรียชนิด ต่างๆ โดย

การสกดั ดีเอ็นเอทั้งหมดออกจากเซลล์ (total DNA) จากนั้นนาํมาสังเคราะห์ดีเอ็นเอบริเวณ ท่ี

จาํเพาะดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) โดยการใชไ้พรเมอร์ (primer) 

    2. ดีเอ็นเอพาหะหรือเวคเตอร์ (vector) เน่ืองจากช้ินส่วนของดีเอ็นเอหรือช้ินส่วนของยีนท่ี

ตอ้งการไม่สามารถเพิ่มจาํนวนโดยการจาํลองตวัเองไดใ้นเซลล์ผูรั้บ ดงันั้นตอ้งมีการเช่ือม ต่อกบัดี

เอน็เอพาหะหรือเวคเตอร์เพื่อใหส้ามารถเพิ่มจาํนวนโดยการจาํลองตวัเองในเซลลผ์ูรั้บ 

    3. เซลล์ให้อาศยัหรือเซลล์ผูรั้บ (host) ในการเลือกเซลล์ให้อาศยัตอ้งมีการพิจารณาถึง

ความสามารถในการเจริญเติบโตไดอ้ยา่งรวดเร็วและไม่เป็นอนัตรายหรือก่อใหเ้กิดโรค 

              4. การถ่ายทอดดีเอ็นเอลูกผสม (recombinant  DNA) เขา้สู่เซลล์ให้อาศยั (host) การนาํ

เซลล์ท่ีมีอยู่เขา้สู่เซลล์ให้อาศยั  เพื่อทาํการแบ่งตวัเพิ่มจาํนวนอยู่ในเซลล์ให้อาศยัได้นั้นทาํโดย

วิธีการท่ีเรียกว่า ทรานส์ฟอร์เมชัน่ (transformation) ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีเกิดข้ึนเองไดใ้นธรรมชาติของ

แบคทีเรียบางชนิดอยู่แลว้  ซ่ึงเม่ือถูกเล้ียงภายใตส้ภาวะบางสภาวะอาจทาํให้ Cell envelope เกิด

ลกัษณะท่ีจะรับดีเอ็นเอจากภายนอกสู่ภายในเซลล์ไดง่้ายข้ึน เซลล์ท่ีเกิดลกัษณะดงักล่าวน้ีเรียกว่า 

Competent cell  เม่ือทาํทรานส์ฟอร์แล้วนาํทรานส์ฟอร์แมนท์ท่ีได้ไปตรวจหา (screen) เซลล์ท่ี

ตอ้งการ  

 2. อาร์เอฟแอลพ ี(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism)  

     อาร์เอฟแอลพี หมายถึงความแตกต่างหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการ

ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ (restriction enzyme) ซ่ึงดีเอ็นเอในออร์แกเนลล์ของส่ิงมีชีวิตนั้นมี

ความสามารถท่ีจาํลองโมเลกุลไดอ้ย่างถูกตอ้งแม่นยาํเพื่อถ่ายทอดไปสู่เซลล์ลูกหลาน  แต่บางคร้ัง

อาจมีการเปล่ียนแปลงของลาํดบันิวคลีโอไทดภ์ายในดีเอน็เอได ้ เน่ืองจากสภาพแวดลอ้มหรือขอ้ผิด 

พลาดของเซลล์เอง เช่น การเกิดการกลายพนัธ์ุแบบต่างๆ  การเปล่ียนแลงดงักล่าวน้ีทาํให้เกิดความ

หลากหลายในส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด  โดยวธีิอาร์เอฟแอลพีไดใ้ชห้ลกัการน้ีคือ นาํดีเอน็เอท่ีตอ้งการหา

ความแตกต่างนั้นมายอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์แยกไดจ้ากแบคทีเรีย และจะตดัดี

เอ็นเอ ท่ีตาํแหน่งซ่ึงมีการเรียงตวัของนิวคลีโอไทด์แบบจาํเพาะ(recognition site) โดยตาํแหน่งจด 

จาํของเอนไซมแ์ต่ละชนิดประกอบดว้ยนิวคลีโอไทด์ 4 ถึง 6 bp  ดงันั้นเม่ือใชเ้อนไซมช์นิดหน่ึงตดั

ดีเอ็นเอเป้าหมายโมเลกุลหน่ึงจะไดช้ิ้นดีเอ็นเอท่ีมีขนาดและจาํนวนคงท่ีเสมอ  ถา้ดีเอ็นเอเป้าหมาย

มาจากส่ิงมีชีวิตท่ีต่างกนัและมีลาํดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเปล่ียนแปลงไป  เม่ือนาํมาตดัดว้ยเอนไซมต์ดั

จาํเพาะชนิดเดียวกนัจะไดข้นาดและจาํนวนช้ินดีเอ็นเอท่ีต่างจากเดิมเรียกวา่ เกิดโพลีมอร์ฟิซึมหรือ

อาร์เอฟแอลพี   แลว้ทาํการเปรียบเทียบช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมน์ั้น ใน ทางปฏิบติัการ

วิเคราะห์อาร์เอฟแอลพีท่ีเกิดข้ึนทาํโดยคิดความแตกต่างของอาร์เอฟแอลพีระหวา่งตวัอย่างท่ีนาํมา



 
 

ตรวจสอบทีละคู่และนบัจาํนวนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั ทั้งน้ีอาจวิเคราะห์ดว้ย คอมพิวเตอร์เพื่อ

แสดงแผนภาพความสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึน (สุรินทร์, 2545)  

      เทคนิคอาร์เอฟแอลพีสามารถนาํมาใชใ้นการวิเคราะห์เปรียบเทียบประชากรของจุลินทรีย์

เพื่อนาํไปประเมินดูความหลากหลายของจุลินทรียใ์นการสุ่มเลือกโคลนท่ีเป็นตวัแทนของประชากร

ไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด์  โดยนาํขอ้มูลท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ศึกษาความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการทาง

พนัธุกรรม  ท่ีผ่านมาเทคนิคน้ีได้มีการนําไปใช้ในการศึกษาความหลากหลายของประชากร

จุลินทรียต์วัอยา่งต่างๆ (Augustin et al., 1994) 

             3. การหาลาํดับนิวคลโีอไทด์ (DNA   sequencing)  (Mulhardt, 2007) 

               การหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องสายดีเอน็เอมีความสาํคญัและเป็นประโยชน์มาก เช่น ทาํให้

ทราบว่ายีนนั้นคือยีนใด  หรือเพื่อท่ีจะเปรียบเทียบลาํดบัของนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอสายนั้นใน

ส่ิงมีชีวิตเดียวกนัและต่างชนิดกนั ซ่ึงเทคนิคในการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์นั้นมีการพฒันาข้ึนตั้งแต่

ปี 1970 โดยมี 2 วธีิ  

  1. Maxam-Gilbert sequencing ซ่ึงพฒันาข้ึนโดย Alian Maxam และ Walter Gilbert โดย

ใชส้ารเคมีตดัสายดีเอน็เอท่ีตาํแหน่งต่างๆ กนั 

  2. Didoxy sequencing หรือ Sanger sequencing ซ่ึงพฒันาข้ึนโดย Fred Sanger โดย

วธีิการใชเ้อนไซมม์าต่อสายดีเอน็เอจากไพรเมอร์ 

    วิธีการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์นั้นไดรั้บการพฒันามาโดยตลอด  ปัจจุบนัสามารถทาํไดง่้าย

และไม่ยุง่ยากซบัซ้อนคือ ใชเ้คร่ืองมืออตัโนมติัท่ีเรียกวา่ Automate machine ซ่ึงสามารถหาลาํดบันิ

วคลีโอไทดไ์ดเ้ร็วข้ึนโดยดดัแปลงมาจากวิธีการ Dideoxy sequencing หรือเรียกอีกอยา่งวา่ Dideoxy  

chain  terminating  method  คือใชเ้อนไซม ์DNA  polymerase1 เพื่อสร้างสายดีเอ็นเอ ท่ีเป็นคู่สมกบั

ดีเอ็นเอท่ีตอ้งการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์       ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอสายคู่  โดยเร่ิมจากดีเอ็นเอสายคู่เป็นดี

เอ็นเอสายเด่ียว โดยใช้ความร้อน (denature) และใช้ Sequencing primer ซ่ึงเป็นโอลิโกนิวคลีโอ

ไทด์สายสั้ นๆ ท่ีถูกออกแบบให้ด้าน 3’ อยู่ใกล้กับดีเอ็นเอท่ีต้องการทราบลาํดับนิวคลีโอไทด ์ 

จากนั้น Sequencing  primer จะจบักบัดีเอ็นเอท่ีตอ้งการทราบลาํดบันิวคลีโอไทด์กนัอยา่งเหมาะสม

และเอนไซม ์DNA  polymerase 1  จะทาํการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์จาก Deoxyribonucleotide 4 

ชนิด (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ท่ีเติมลงไปในหลอดทดลองในปริมาณท่ีเพียงพอ  โดยจะทาํการ

สังเคราะห์ทางปลาย 3’ ต่อจาก  Sequencing primer  นอกจากน้ีจะมีการเติมสาร 

Deoxyribonucleotide 4 ชนิด (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP)  เพื่อทาํหนา้ท่ีเป็นนิวคลีโอไทด์ จบ

การสังเคราะห์ (chain terminator) ซ่ึง Didexyribonucleotide ทั้ง 4 ชนิดจะถูกติดฉลากดว้ย สีฟลูออ

เรสเซนต์ต่างๆกัน  เน่ืองจากปกติเอนไซม์ DNA polymerase ต้องการปลาย 3’-OH ในการ



 
 

สังเคราะห์สาย ดีเอ็นเอ     แต่ Didexyribonucleotide  มีปลาย 3’-H  แทน 3’-OH  ดังนั้ นใน

กระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นหาก DNA polymerase 1 ดึง Didexyribonucleotide เขา้มาแทน 

Deoxyribonucleotide การสังเคราะห์ก็จะหยุดเพราะขาดปลาย 3’-OH ซ่ึงจะป้องกันการเกิด 

Phosphodiester bond กับ 5’-P ของ Deoxyribonucleotide ตวัท่ีจะเข้ามาใหม่  ปฏิกิริยาการ

สังเคราะห์ทั้งหมดเกิดในหลอดเดียวกัน และเม่ือจบปฏิกิริยาทาํการแยกช้ินส่วน ดีเอ็นเอด้วย 

อิเล็กโทรโฟรีซีส    เจลช่องเดียว  ซ่ึงช้ินดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ะมีขนาดไม่เท่ากนัข้ึนอยูก่บัหยุด

การสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์ตวัใดในสายนั้นและดีเอ็นเอสายท่ีมีการหยุดการสังเคราะห์ที นิวคลีโอ

ไทดแ์ต่ละตวัน้ี  จะมีฟลูอเรสเซนตจ์ากแถบดีเอน็เอบนแผน่เจลจะบนัทึกผลท่ีออกมาวา่แถบดีเอ็นเอ

แถบแรกนั้นเป็นแถบท่ีมีนิวคลีโอไทด์ตวัใด และตรวจแถบถดัมาเร่ือยๆ ตามลาํดบั  และแปลผล

ออกมาเป็น A หรือ T หรือ C หรือ G ตามสีท่ีติดฉลากไว ้ โดยขอ้มูลท่ีไดจ้ะวิเคราะห์ออกมาเป็น

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องดีเอน็เอโดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์  

 

เทคนิค  PCR   ในการเพิม่จํานวน DNA และวนิิจฉัยโรคบางชนิด   (สสวท, ไม่ระบุปีท่ีพิมพ)์                 

           ดีเอ็นเอคลงัขอ้มูลพนัธุกรรมดีเอ็นเอ หรือ Deoxyribonucleic (DNA) เป็นสารพนัธุกรรมทาํ    

หนา้ท่ีควบคุมและถ่ายทอดลกัษณะต่างๆ ของส่ิงมีชีวิต  โดยดีเอ็นเอจะประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยพื้น 

ฐานท่ีเรียกว่า   นิวคลีโอไทด์ อนัเป็นชุดของโมเลกุลฟอสเฟต นํ้ าตาลเพนโตส และสารเคมีท่ีมี

สมบติัเป็นด่างหรือเบส 1 ตวั  ซ่ึงเบสจะมีอยู ่4 ชนิดคือ Adenine (A), Guanine (G), Cytosine (C), 

Thymine (T)  

 ลกัษณะโครงสร้างของดีเอ็นเอประกอบข้ึนจากสายชุดนิวคลีโอไทด์ 2 สายท่ีมาพนัเขา้

ดว้ยกนัเป็นลกัษณะเกลียวคู่หรือบนัไดเวยีน โดยมีเบสท่ีเรียงรายอยูต่ามสายแต่ละสาย แต่ละสายทาํ

หนา้ท่ียดึจบัระหวา่งสายทั้งสองและปรากฏวา่สายส่วนท่ีมีเบส A จะจบัคู่สร้างพนัธะกบัเบส T และ

ส่วนท่ีมีเบส G จะจบัคู่เบส C ซ่ึงการจบัคู่กนัน้ีเรียกวา่เป็นเบสคู่สม (Alberts et al., 1983) และแต่ละ

ส่วนบนสายดีเอ็นเอน้ีเองท่ีเป็นท่ีอยู่ของยีน (gene) ซ่ึงเป็นส่วนท่ีบรรจุขอ้มูลสําหรับการสร้าง

โปรตีนชนิดใดชนิดหน่ึง โดยยีนท่ีต่างกนัก็จะมีตาํแหน่งท่ีอยูแ่ละการเรียงลาํดบัของเบสบนตวัมนั

แตกต่างกนัไป  

               Polymerase Chain Reaction หรือ (PCR) เป็นเทคนิคสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศยั

หลกัการ DNA Replication ซ่ึงเป็นการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอตน้แบบในหลอด

ทดลองภายในระยะเวลาอนัสั้นและไดดี้เอน็เอสายใหม่เกิดข้ึนเป็นลา้นเท่า  เทคนิคน้ีพฒันาข้ึนเม่ือปี 

พ.ศ. 2528 โดย Kary  Mullis และคณะแห่งบริษทั Cetus Corporation จุดเด่นของเทคนิค PCR คือ 

สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดอ้ย่างเฉพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนการทาํงานน้อยและใช้เวลาน้อย 



 
 

จนถึงปัจจุบนัน้ีเทคนิค PCR ไดรั้บการปรับปรุงและพฒันาในหลาย ๆ ดา้นจนกระทัง่ไดรั้บการยอม 

รับวา่เป็นเทคโนโลยีท่ีสําคญัมากต่องานดา้นอณูชีวโมเลกุล  สามารถนาํไปใช้ประโยชน์ไดท้ั้งกบั  

งานวิจยัทางชีวโมเลกุลและพนัธุวิศวกรรม เช่น การเพิ่มปริมาณยีน (gene cloning) การวิเคราะห์

ลาํดบัเบสของยีน (gene  sequencing) การสร้างดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) และการวิจยัประยุกต ์

เช่น การศึกษาการแสดงออกของยีนจาก  mRNA  การสร้างยีนกลายพนัธ์ุ (in vitro mutagenesis) 

การบ่งช้ีตาํแหน่งกลายพนัธ์ุบนยนี (point mutations and deletions) เป็นตน้  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ระเบียบวธีิวจัิย 

 

        1) การเกบ็ตัวอย่างลาํไส้ไก่ 

               ทาํการสุ่มฆ่าไก่เน้ือลูกผสมทางการค้า อายุ 35 วนั จาํนวน 10 ตวั พร้อมเก็บตวัอย่าง

ของเหลว ในระบบทางเดินอาหารของไก่ จากจุดก่ึงกลางของ duodenum  จุดก่ึงกลางของทางเปิด

ท่อนํ้ าดี และ Meckel’s diverticulum ในส่วนของ jejunum  จุดก่ึงกลางระหว่าง Meckel’s 

diverticulum และ ileocecal junction ในส่วนของ ileum และจุดก่ึงกลางของ caecum และ large 

intestine นาํของเหลวท่ีไดใ้ส่ในขวดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ และเก็บตวัอยา่ง ท่ีอุณหภูมิ – 800 C. 

        2) การสกดัดีเอน็เอ  

ทาํการบดลาํไส้และกากอาหารในสารละลายนํ้ าเกลือดว้ยเคร่ืองป่ัน บดกรองเอาแต่ส่วน

นํ้ามาทาํการสกดัดีเอน็เอ โดยนาํของเหลวท่ีได ้300 ไมโครลิตรผสมกบัสารละลาย extraction buffer 

และแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20oC เป็นเวลา 30 นาที ต่อมานาํตวัอยา่งมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 65oC เป็นเวลา 10 

นาที ทาํเช่นน้ีจาํนวน 3 รอบ จากนั้นย่อยดว้ย lysozyme และ SDS ผสมให้เขา้กนัและบ่มท่ี 37oC 

นาน 30 นาที ต่อมาเติม proteinase K เพื่อยอ่ยโปรตีนและนาํไปบ่มท่ี 37oC นาน 2 ชม. เก็บเฉพาะ

ส่วนใสมาสกดัดีเอ็นเอด้วยส่วนผสมของ phenol-chloroform ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย absolute 

ethanol และลา้งตะกอนดว้ย 70% ethanol ละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ยนํ้ าท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว         

นาํสารละลายดีเอน็เอไปวดัหาปริมาณและคุณภาพ ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง เก็บสารละลาย

ดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20oC เพื่อนาํไปใชใ้นขั้นตอนต่อไป   

       3) การเพิม่ปริมาณยีน 16S rDNA ด้วยเทคนิคพซีีอาร์ 

             ทาํปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีรายงานโดย Kanokratana et al., 2004 ดงัน้ี 

                       BSF8/20 = 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 

                       REVB     =  5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 



 
 

เตรียมปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์ 1 ปฏิกิริยา ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย     

ดีเอ็นเอท่ีสกดัจากลาํไส้ไก่ 0.5 ng, 1X Buffer [75mM Tris-HCl, 20mM (NH4)2SO4, 0.01% Tween 

20) with (NH4)2SO4] , 400 µM dNTP mix,  2 mM  MgCl2 , ไพรเมอร์อยา่งละ 0.4 µM, เอนไซม ์

Taq DNA Polymerase 0.05 ยนิูต และปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 

ทาํการเพิ่มปริมาณยนีดว้ยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออตัโนมติั (thermocycler) โดยกาํหนด

เร่ิมตน้ท่ีอุณหภูมิ 94oC นาน 3 นาที จาํนวน 1 รอบ และกาํหนดปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์จาํนวน 35 

รอบ โดยใช้อุณหภูมิ 94oC นาน 1 วินาที 50oC นาน 1 นาที และ 72oC นาน 1 นาที 45 วินาที 

ตามลาํดบั ก่อนส้ินสุดปฏิกิริยาให้คงอุณหภูมิท่ี 72oC นาน 10 นาที จาํนวน 1 รอบ ถือไดว้า่ขั้นตอน

การทาํปฏิกิริยาลูกโซ่เสร็จส้ินอยา่งสมบูรณ์ 

ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสดว้ย 1% อะกาโรสเจล แลว้ยอ้มแถบดี

เอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์และตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต  จากนั้ น

เปรียบเทียบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์กบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน สกดัแยกดีเอ็นเอออก

จากเจลและทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย Gel Extraction Kit 

       4) การโคลนยนีเข้าสู่เซลล์แบคทเีรีย E. coli 

ทาํการช้ินส่วนดีเอ็นเอ 16S rDNA ท่ีสกดัไดจ้ากผลผลิตพีซีอาร์เขา้กบัพลาสมิดเวคเตอร์

ทางการคา้ท่ีใช้สําหรับการโคลนยีนด้วย T4 DNA Ligase บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง นาน 3 ชม.           

ถ่ายดีเอ็นเอลูกผสมเขา้สู่เซลล์เจา้บา้น E. coli ดว้ยวิธี heat shock (Sambrook et al.1989) โดยนาํ

เซลลเ์จา้บา้น E. coli ปริมาตร 100 µl มาตั้งทิ้งไวใ้นนํ้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที ผสมช้ินส่วน ดีเอ็นเอ

และพลาสสมิดเวคเตอร์ ท่ีทาํการตดัปลายไวเ้รียบร้อยแลว้ ในสัดส่วน 1:3 ในปริมาตร 20 µl ผสม

ให้เขา้กนัเบาๆ แช่ในนํ้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที นาํไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 42oC เป็นเวลา 90 

วินาที แลว้ทาํให้เยน็ลงอยา่งรวดเร็วโดยแช่ในนํ้ าแข็งเป็นเวลา 3 นาที เติมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB  

(Luria-Bertani) ปริมาตร 1 ml  นาํไปบ่ม และเขยา่ท่ีความเร็ว  200 รอบต่อนาที ท่ี 37oC นาน 1 ชม. 

นาํเช้ือแบคทีเรียท่ีไดไ้ปบน LB plate ท่ีมียาปฏิชีวนะเพื่อคดัเลือกเซลล์ของแบคทีเรียท่ีบรรจุดีเอ็นเอ

ลูกผสมไว ้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง คดัเลือกโคโลนีท่ีถูกแทรกสอดดว้ยยีน 

16S rDNA ดว้ยวธีิ blue/white screening  



 
 

 

       5) การตรวจสอบโคโลนีทีบ่รรจุยนี 16S rDNA  

นาํโคโลนีของแบคทีเรียมาตรวจสอบ ดว้ยการทาํปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์โดยตรง โดยเร่ิม

จากการทาํถอดแบบ (replica) โคโลนีท่ีไดเ้ก็บไวเ้ป็นระบบเพลท (master plates) และให้หมายเลข

ประจาํโคโลนี เข่ียโคโลนีเหล่าน้ีเป็นตน้แบบผสมรวมกบัส่วนผสมพีซีอาร์ ประกอบดว้ยสารละลาย 

1X Taq Buffer, dNTP 200 µM, MgCl2 2 mM ,ไพรเมอร์ในส่วนของพลาสมิด คือ M13F (5'-

GTAAAACGACGGCCAGT-3') และ M13R (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3') อย่างละ 0.2 

µM, เอนไซม ์Taq DNA Polymerase 5 ยนิูต และปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ให้มี

ปริมาตรสุดทา้ย 20 ไมโครลิตร  

 การทาํปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์จะใช้เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออตัโนมติั (themalcycler) 

กาํหนดอุณหภูมิเร่ิมตน้ท่ี 94 oC นาน 3 นาที จากนั้นเร่ิมปฏิกิริยาลูกโซ่จาํนวน 30 รอบ ท่ีอุณหภูมิ 

94 C นาน 30 วินาที 50oC  นาน  40 วินาที และ 72oC   นาน  2 นาที ก่อนส้ินสุดปฏิกิริยาให้คง

อุณหภูมิท่ี 72 oC นาน 10 นาทีจาํนวน 1 รอบ ซ่ึงถือไดว้า่ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาลูกโซ่เสร็จส้ินอยา่ง

สมบูรณ์ 

       6) การตรวจสอบความหลากหลายของโคลนทีบ่รรจุยีน 16S rDNA 

นาํผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดโ้ดยตรงจากโคโลนี 3 µl มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ RsaI และ 

HhaI อย่างละ 20 ยูนิต ตามลาํดบั และปรับปริมาตรให้ได ้20 µl ดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ 

จากนั้นนาํไปบ่มท่ี 37oC เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง ตรวจสอบขนาดและจาํนวนช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีเกิด

จากการตดัด้วยเอนไซม์โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส แลว้ยอ้มแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์และ

ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต จดัเป็นกลุ่มตามขนาดและจาํนวนช้ินท่ีเหมือนกนั 

ทาํการเลือกโคลนของแต่ละกลุ่มท่ีเป็นตวัแทนไปหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 

 

       7) การวเิคราะห์ลาํดับเบสและสร้างแผนภูมิววิฒันาการ  



 
 

6วเิคราะห์นาํลาํดบัเบสของโคลนท่ีเลือกไดด้ว้ยเคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมติั ทาํการเปรียบเทียบ

ความเหมือนของลาํดบัเบสของยีน 616S rDNA กบัฐานขอ้มูล6สากล GenBank โดยใช้โปรแกรม 

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อใช้จดัจาํแนกโคลนออกเป็นกลุ่มต่างๆและสร้าง

แผนภูมิววิฒันาการ (phylogenetic tree) โดยวธีิ Neighbor-Joining (Saitou and Nei, 1987) 

       8) การขึน้ทะเบียนยนี 

ทาํการขอข้ึนทะเบียนลาํดบัเบสของแบคทีเรียชนิดใหม่ (GenBank ID) กบัฐานขอ้มูลสากล

ใน GenBank 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ผลการวจัิย 

 

 ในการศึกษาความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียในลาํไส้ไก่ โดยวิธีทางชีวโมเลกุล      

เร่ิมตน้โดยทาํการสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรีย จากของเหลวในลาํไส้ไก่หลงัฆ่าและวิเคราะห์

ปริมาณจีโนมิกดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส  นาํจีโนมิกดีเอ็นเอมาเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอเป้าหมาย 16S  rRNA  gene ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์  โดยใชไ้พรเมอร์ BSF8/20 และ REVB  

จากนั้นนาํผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้มาเช่ือมต่อกบัพลาสมิดเวคเตอร์ pTZ57R/T แลว้ทรานส์ฟอร์มพ

ลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมเขา้สู่ Competent  cell  Escherichia  coli  สายพนัธ์ุ DH5α คดัเลือกทรานส์

ฟอร์มแมนท์ท่ีไดรั้บพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสม  จากนั้นนาํพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมีผลผลิตพีซีอาร์มา

วิเคราะห์ลาํดบั        นิวคลีโอไทด์   วิเคราะห์ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์และสร้างรูปแบบแผนภูมิ

ตน้ไมพ้นัธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA 4 เพื่อจาํแนกชนิดและจกักลุ่มของประชากรแบคทีเรีย

รวมทั้งหาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการทางพนัธุกรรมในลาํไส้ไก่ 

 

ผลการสกดัดีเอน็เอจากของเหลวในลาํไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน 

 เม่ือสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอจากตวัอยา่งตามวิธีการของ (An et al., 2005) ตรวจสอบปริมาณและ

คุณภาพของดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการสกดับนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 0.8 % โดยให้กระแสไฟฟ้า

ท่ีมีความต่างศกัยค์งท่ี 100 โวลตต่์อเซนติเมตร เป็นเวลา 30 นาทีแลว้นาํเจลมาตรวจสอบภายใตแ้สง

อลัตราไวโอเลต  พบว่าปฏิกิริยาแถบจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีอยู่เหนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda  

HindIII  ท่ีมีขนาด 23.1 kb แสดงตามภาพท่ี 2 จากผลการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณจีโนมิกดีเอ็น

เอใน Lane ท่ี 1 ดว้ยการวดัการดูดกลืนแสงอตัราไวโอเลต  พบวา่การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

260 นาโนเมตร (A260) ดีเอ็นเอท่ีไดมี้ปริมาณความเขม้ขน้ 2.77 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร  แต่เม่ือ

พิจารณาประเมินความบริสุทธ์ิของจีโนมิกดีเอน็เอเทียบกบัโปรตีนและกรดฮิวมิคท่ีปนเป้ือนอยูห่ลงั

การสกดัแยกท่ีความยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร (A230) สําหรับกรดฮิวมิคและ 280 นาโนเมตร (A280) 

สาํหรับโปรตีนซ่ึงคุณภาพของจิโนมิกดีเอ็นเอพิจารณาจาก A260/A280 DN (duodenum) เท่ากบั 1.63,  

JJ (jejunum) เท่ากบั 1.60,  LI (large intestine) เท่ากบั 1.70,  CC (caecum) เท่ากบั 1.69 และ IM  

(ilium) เท่ากบั 1.69   ค่า A260 / A230  DN  เท่ากบั 1.88,  JJ  เท่ากบั 1.39,  LI  เท่ากบั 2.13,  CC  

เท่ากบั 1.92 และ IM   เท่ากบั 1.57 โดยค่าท่ีปรากฏทั้ง 2 ค่าแสดงให้เห็นวา่จีโนมิกดีเอ็นเอมีการ

ปนเป้ือนของโปรตีนและกรดฮิวมิคท่ีอาจจะไปรบกวนการทาํงานของเอนไซมใ์นปฏิกิริยาพีซีอาร์ 



 
 

(Harry et  al., 1999; Miller  et  al., 1999) ดงันั้นจึงตอ้งกาํจดัส่ิงปนเป้ือนก่อนดว้ยชุดแยกจีโนมิก   

ดีเอน็เอใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใชจี้โนมิกดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการสกดัแยกจากของเหลวจากลาํไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน 

ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 0.8 % 

                                      

M          DN       JJ          LI          CC       IM 

 

 

ภาพที ่2 แสดงจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการสกดัแยกจากของเหลวจากลาํไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน ท่ีทาํการ    

ตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 0.8 % Lane M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 

นาโนกรัม Lambda Hind (III) Lane DN (duodenum) Lane JJ (jejunum) Lane LI (large 

intestine) Lane CC (caecum) และ Lane IM (ilium) คือ จีโนมิกดีเอ็นเอตวัอยา่งท่ีไดจ้าก

การสกดัของเหลวจากลาํไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน  
                         

การสร้างห้องสมุด 16S rRNA gene library 

 1. ผลการเพิม่ปริมาณช้ินดีเอ็นเอเป้าหมาย 16S rRNA ด้วยเทคนิคพซีีอาร์ 

23.1kb 



 
 

     จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของ 16S rRNA ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 3 ปฏิกิริยา       

(25 ไมโครลิตรต่อปฏิกิริยา) โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอจากของเหลวในลาํไส้ไก่เป็นดีเอ็นเอตน้แบบ

และใชไ้พรเมอร์ BSF8/20 และ REVB (Kanokratana et al., 2004) จากนั้นนาํผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดไ้ป

วิเคราะห์บนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 1 % โดยให้กระแสไฟฟ้าท่ีมีความต่างศกัยค์งท่ี 100 

โวลต์ต่อเซนติเมตร เป็นเวลา 40 นาที แลว้นาํเจลมาตรวจสอบภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตเปรียบ 

เทียบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดก้บัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder พบวา่ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ี

ขนาดประมาณ 1,500 bp แสดงตามภาพท่ี 3 

 

 

 

                                           M         JJ      DN       CC        LI     IM 

                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอเป้าหมาย 16S rDNA gene ดว้ย

เทคนิคพีซีอาร์ ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 1%  Lane M คือ                

ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane DN (duodenum) Lane JJ 

1,500 bp 



 
 

(jejunum) Lane LI (large intestine) Lane CC (caecum) และ Lane IM (ilium) คือ 

ผลผลิตพีซีอาร์จากตวัอยา่งของเหลวจากลาํไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน 

                 

2.  ผลการทาํผลผลติพซีีอาร์ให้บริสุทธ์ิ 

  สกดัช้ินดีเอ็นเอตวัอย่างโดยการตดัแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตอ้งการ (~1,500 bp) ออก

จากเจล  แลว้นาํมาสกดัแยกดีเอ็นเอออกจากเจลและทาํให้บริสุทธ์ิดว้ย QIAquick Gel Extraction 

Kit เพื่อกาํจดัส่ิงปนเป้ือนแถบดีเอ็นเอท่ีไม่จาํเพาะออกจากแถบดีเอ็นเอท่ีตอ้งการ  ตรวจสอบขนาด

และปริมาณของผลผลิตพีซีอาร์ท่ีผ่านการทําให้บริสุทธ์ิแล้วทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 1 % โดยให้กระแสไฟฟ้าท่ีมีความต่างศกัยค์งท่ี 100 โวลตต่์อเซนติเมตร เป็น

เวลา 40 นาที  แลว้นาํเจลมาตรวจสอบภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต  เปรียบเทียบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้

กบัดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder พบวา่ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 1,500 bp  ซ่ึง

มีขนาดเท่ากบัขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ก่อนการทาํใหบ้ริสุทธ์ิ แสดงตามภาพท่ี 4 
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   ภาพที ่4    แสดงผลการทาํผลผลิตพีซีอาร์ใหบ้ริสุทธ์ิและตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟ

รีซิส 1 % Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ   Lane ท่ี 1 คือ 

ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีทาํให ้บริสุทธ์ิ 

1,500 bp 



 
 

                ผลการวเิคราะห์ดีเอ็นเอสายผสม 

 1.  ผลการวเิคราะห์โคลนทีม่ีดีเอน็เอสายผสมด้วยเทคนิคโคโลนีซีอาร์ 

                 จากการวเิคราะห์โคลนท่ีมีดีเอ็นเอสายผสมดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยตรงจากโคโลนี โดย

เข่ีย (pick  up) โคโลนีเหล่าน้ีมาใชเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบและใช ้M13F และ M13R เป็นคู่ไพรเมอร์

จาก นั้ นนําผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ไปวิเคราะห์บนอะกาโรสเจลอิเล็กโทรรีซีส 0.8 % โดยให้

กระแสไฟฟ้าท่ีมีความต่างศกัยค์งท่ี 100 โวลต์ต่อเซนติเมตร เป็นเวลา 30 นาที แล้วนาํเจลมา

ตรวจสอบภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตเปรียบเทียบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดก้บัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp  

DNA  Ladder พบวา่โคโลนีท่ีมีช้ิน 16S  rRNA  gene  จะปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 1,500 

bp จึงทาํการคดัเลือกโคลนท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดประมาณ 1,500 bp เพื่อนาํไปศึกษาใน

ขั้นตอนต่อไป แสดงตามภาพท่ี 5 - 9  โดยลาํไส้ส่วน DN (duodenum) ไดโ้คโลนีพีซีอาร์ตามท่ี

ตอ้งการ 85 โคโลนี ส่วน JJ (jejunum) ได้โคโลนีพีซีอาร์ตามท่ีต้องการ 111 โคโลนี ส่วน IM 

(ilium) ไดโ้คโลนีพีซีอาร์ตามท่ีตอ้งการ 120 โคโลนี  ส่วน LI (large intestine) ไดโ้คโลนีพีซีอาร์

ตามท่ีตอ้งการ 107 โคโลนี และส่วน CC (caecum) ไดโ้คโลนีพีซีอาร์ตามท่ีตอ้งการ 191 โคโลนี  
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ภาพที ่5 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน DN (duodenum) ท่ีไดจ้ากการตรวจสอบโคลนท่ี

มี ช้ิน 16S rRNA gene ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % 

Lane M คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane ท่ี  1 – 7  คือ 

ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการโคลนท่ีมีช้ิน 16S rRNA gene 

1,500 bp 
1,000 bp 
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ภาพที ่6 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน JJ (jejunum) ท่ีไดจ้ากการตรวจสอบโคลนท่ีมี

ช้ิน 16S rRNA gene ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % Lane 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane ท่ี 1-15 คือ 

ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการโคลนท่ีมีช้ิน 16S rRNA gene 

                                           M        1         2           3          4           5          6          7           

 

 

 

 

 

ภาพที ่7 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน IM (ilium) ท่ีไดจ้ากการตรวจสอบโคลนท่ีมีช้ิน

16S rRNA gene ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % Lane M 

คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane ท่ี 1-7 คือ ผลผลิตพีซี

อาร์ท่ีไดจ้ากการโคลนท่ีมีช้ิน 16S rRNA gene  

1,500 bp             

1,500 bp             

 

1,000 bp 

1,000 bp 
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ภาพที ่8 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน LI (large intestine) ท่ีไดจ้ากการตรวจสอบโคลน

ท่ีมีช้ิน 16S rRNA gene ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % 

Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) Lane ท่ี     1-17 

คือ ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการโคลนท่ีมีช้ิน 16S rRNA gene  

 

 

                        

 

 

 

 

 

  1,500 bp  

 
  1,000 bp 
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ภาพที ่9 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน CC (caecum) ท่ีไดจ้ากการตรวจสอบโคลนท่ีมี 

ช้ิน 16S rRNA gene ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 0.8 % Lane 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 1kb DNA Ladder) Lane ท่ี 1-17 คือ ผลผลิต

พีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการโคลนท่ีมีช้ิน 16S rRNA gene  

         

 

          2. ผลการวเิคราะห์ความหลากหลายของดีเอ็นเอสายผสมโดยเอนไซม์ตัดจําเพาะ 

(Restriction Fragment   Length   Polymorphism; RFLP) 

    จากการนาํผลผลิตพีซีอาร์มาวิเคราะห์ความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการตดั

ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ RsaI และ HaeIII ดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสเขม้ขน้ 3 % โดยให้

กระแสไฟฟ้าท่ีมีความต่างศกัยท่ี์ 100 โวลตต่์อเซนติเมตร เป็นเวลา 90 นาที แลว้นาํเจลมาตรวจสอบ

ภายใตแ้สงมาตรฐาน 100 bp  DNA  Ladder จากนั้นบนัทึกภาพเจลแต่ละเจลไวเ้พื่อนาํไปวิเคราะห์

และจดัเป็นกลุ่มตามขนาดและจาํนวนช้ินดีเอน็เอท่ีเหมือนกนัจดัเป็น Phyiotype  เดียวกนัซ่ึงจากการ

วเิคราะห์ทั้งหมด 614 โคลน ไดท้ั้งหมด 212 โคลน 

   โดยลาํไส้ไก่ส่วน Duodenum จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 85 โคลนไดท้ั้งหมด 4 โคลน มี

รูปแบบการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะท่ีแตกต่างกนัเป็น 3 แบบ จึงทาํการจดักลุ่มของโคลนท่ีมี

รูปแบบการตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะแบบเดียวกนัและคาดว่าน่าจะเป็นเช้ือเดียวกนั และทาํการ

คดัเลือกตวัแทนของทั้ง 3 แบบ เพื่อนาํไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์แลว้นาํขอ้มูลท่ีไดไ้ปเปรียบ 

1,000 bp 
1,500 bp 



 
 

เทียบกบัฐานขอ้มูล Genbank พบวา่ประชากรของแบคทีเรียท่ีพบในลาํไส้ไก่ส่วน Duodenum มีดงัน้ี 

Lactobacillus aviarius strain: LAV7 (AB1757 32.1) ซ่ึงมีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % 

Uncultured  Bacteroidetes bacterium (EF071148.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 96 % และ 

Uncultured bacterium clone cc_99 (DQ071521.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 95 % 

    ลาํไส้ไก่ส่วน Jejunum จากการวเิคราะห์ทั้งหมด 111โคลนไดท้ั้งหมด 80 โคลน มีรูปแบบ

การตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะท่ีแตกต่างกนัเป็น 8 แบบ จึงทาํการจดักลุ่มของโคลนท่ีมีรูปแบบการ

ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะแบบเดียวกนัและคาดวา่น่าจะเป็นเช้ือเดียวกนั และทาํการคดัเลือกตวัแทน

ของทั้ง 8 แบบ เพื่อนําไปวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์แล้วนําข้อมูลท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูล Genbank  พบว่าประชากรของแบคทีเรียท่ีพบในลําไส้ไก่ส่วน Jejunum มีดังน้ี 

Lactobacillus aviarius strain: LAV7 (AB175732.1) ซ่ึงมีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % 

Uncultured  Bacteroidetes bacterium (EF071148.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 96 %  Uncultured 

bacterium clone SJTU (EF403242.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 %  Uncultured bacterium 

clone S1-25 (GQ898117.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 %  Uncultured bacterium   

(AM500763. 1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % Lactobacillus aviarius strain: LAV4 

(AB175729.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 98 %  Lactobacillus aviarius strain: LAV7 

(AB175732.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % และ Uncultured bacterium clone cc_99 

(GQ175432.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล  95 % 

    ลาํไส้ไก่ส่วน Ilium  จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 120 โคลนไดท้ั้งหมด 19 โคลน มีรูปแบบ

การตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะท่ีแตกต่างกนัเป็น 3 แบบ จึงทาํการจดักลุ่มของโคลนท่ีมีรูปแบบ     

การตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะแบบเดียวกนัและคาดว่าน่าจะเป็นเช้ือเดียวกนั และทาํการคดัเลือก

ตวัแทนของทั้ง 3 แบบ เพื่อนาํไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์แลว้นาํขอ้มูลท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบั

ฐานขอ้มูล Genbank พบวา่ประชากรของแบคทีเรียท่ีพบในลาํไส้ไก่ส่วน Ilium มีดงัน้ี Lactobacillus 

aviarius strain: LAV7 (AB175732.1) ซ่ึงมีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % Uncultured 

Bacteroidetes bacterium (EF071148.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 96 % และ Uncultured 

bacterium (AM500763 .1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % 

  ลาํไส้ไก่ส่วน Large intestine จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 107 โคลนไดท้ั้งหมด 20 โคลน มี

รูปแบบการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะเป็นแบบเดียวกนัทั้งหมดจึงคาดวา่น่าจะเป็นเช้ือเดียวกนั และ

ทาํการคดัเลือกตวัแทนของทั้งหมด เพื่อนาํไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์แลว้นาํขอ้มูลท่ีได้ไป

เปรียบเทียบกบัฐานข้อมูล Genbank พบว่าแบคทีเรียท่ีพบในลาํไส้ไก่ส่วน Last intestine คือ 

Uncultured bacterium clone S1-25 (GQ898117.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % 



 
 

                 ลาํไส้ไก่ส่วน Caecum จากการวิเคราะห์ทั้งหมด 191 โคลนไดท้ั้งหมด 89 โคลน มี

รูปแบบการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจาํเพาะท่ีแตกต่างกนัเป็น 5 แบบ จึงทาํการจดักลุ่มของโคลนท่ีมี

รูปแบบการตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะแบบเดียวกนัและคาดว่าน่าจะเป็นเช้ือเดียวกนั และทาํการ

คดัเลือกตวัแทนของทั้ง 5 แบบ เพื่อนําไปวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์แล้วนําข้อมูลท่ีได้ไป

เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล Genbank  พบวา่ประชากรของแบคทีเรียท่ีพบในลาํไส้ไก่ส่วน Caecum มี

ดงัน้ี Lactobacillus aviaries strain: LAV7 (AB175732.1) ซ่ึงมีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % 

Uncultured Bacteroidetes bacterium (EF071148.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 96 %  Uncultured 

bacterium clone SJTU (EF403242.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 %  Uncultured bacterium 

clone cc_99 (GQ175432.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 95 % และ Uncultured bacterium clone 

S1-25 (GQ898117.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล     99 %  จากนั้นสุ่มเลือกโคลนของแต่ละกลุ่ม 

Phyiotype ท่ีเป็นตวัแทนจากการวิเคราะห์มาสกดั พลาสมิดเพื่อวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ต่อไป 

แสดงตามภาพท่ี 10 – 14  
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ภาพที ่10 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน DN (duodenum) ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

RsaI และ HaeIII ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 3 % อะกาโรส

เจล Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ Lane ท่ี     

1-14 คือ ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ RsaI และ HaeIII 

 

 

 

 

 

 

 

100 bp 

200 bp 

300 bp 
  400 bp 

500 bp 

1,000 bp 



 
 

                       M    1      2      3     4     5     6     7      8      9    10   11    12     13   14   15   16   M  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่11 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน JJ (jejunum) ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

RsaI และ HaeIII ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 3 % อะกาโรส

เจล Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ Lane ท่ี 

1-16 คือ ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ RsaI และ HaeIII 
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ภาพที ่12 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน IM (ilium) ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ RsaI 

และ HaeIII ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 3 % อะกาโรสเจล 

Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ Lane ท่ี 1-16 

คือ ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ RsaI และ HaeIII 
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ภาพที ่13   แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน LI (large intestine) ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์

ตดัจาํเพาะ RsaI และ HaeIII ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรี

ซีส 3 %  อะกาโรสเจล Lane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp 

DNA Ladder) และ Lane ท่ี 1-17 คือ ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซม์ตดั

จาํเพาะ RsaI และ HaeIII 
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ภาพที1่4 แสดงผลผลิตพีซีอาร์ของลาํไส้ไก่ส่วน CC (caecum) ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

RsaIและ HaeIII ท่ีทาํการตรวจสอบโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 3 % อะกาโรส

เจลLane M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 นาโนกรัม 100 bp DNA Ladder) และ Lane ท่ี   

1-16คือ ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ RsaI และ HaeIII 

 

การวเิคราะห์ความเหมือนของลาํดับนิวคลโีอไทด์กบัฐานข้อมูล 

 นาํผลการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ มาเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทด ์

โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN (basic local alignment search tools) จากฐานขอ้มูล NCBI เพื่อใชใ้น

การหาค่าเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน (% identity) หรือความคลา้ย (% similarity) ของลาํดบันิวคลีโอ

ไทดโ์ดยผลการวเิคราะห์เป็นดงัน้ี  

 ในลาํไส้ไก่ส่วน Duodenum พบแบคทีเรีย 1 โคลนท่ีเหมือนกบั Lactobacillus aviarius 

strain: LAV7 (AB175732.1) โดยมีความเหมือน 99 % พบแบคทีเรีย 2 โคลนท่ีเหมือนกบั 

Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 (EF071148.1) โดยมีความเหมือน 98 % และพบ

แบคทีเรีย 1 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured bacterium clone cc_99 (GQ175432.1) โดยมีความ

เหมือน 95 % 
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 ในลาํไส้ไก่ส่วน Jejunum พบแบคทีเรีย 20 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured bacterium clone 

cc_99 (GQ175432.1)โดยมีความเหมือน 95 % พบแบคทีเรีย 52 โคลนท่ีเหมือนกบั Lactobacillus 

aviarius strain: LAV7 (AB175732.1) โดยมีความเหมือน 99 % พบแบคทีเรีย 12 โคลนท่ีเหมือนกบั  

Lactobacillus aviarius strain: LAV4 (AB175729.1) โดยมีความเหมือน 98 % พบแบคทีเรีย 2 

โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured bacterium clone E1 (AM500763.1)โดยมีความเหมือน 99 % พบ

แบคทีเรีย 1 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 (EF071148.1) 

โดยมีความเหมือน 98 % พบแบคทีเรีย 1 โคลนท่ีเหมือนกบั  Uncultured bacterium clone 

SJTU_A1_5_23 (EF403242.1)โดยมีความเหมือน 99 % และพบแบคทีเรีย 1 โคลนท่ีเหมือนกบั  

Uncultured bacterium clone S1-25 (GQ898117.1) โดยมีความเหมือน 99 %  

 ในลาํไส้ไก่ส่วน Ileum พบแบคทีเรีย 16 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured Bacteroidetes 

bacterium clone M0015_030 (EF071148.1) โดยมีความเหมือน 98 % พบแบคทีเรีย 1 โคลนท่ี

เหมือนกบั Lactobacillus aviarius, strain: LAV7 (AB175732.1) โดยมีความเหมือน 99 % และพบ

แบคทีเรีย 2 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured bacterium clone E1 (AM500763.1) โดยมีความเหมือน 

99 %         

 ในลาํไส้ไก่ส่วน Large intestine พบแบคทีเรีย 20 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured bacterium 

clone S1-25 (GQ898117.1) โดยมีความเหมือน 99 % 

  ในลาํไส้ไก่ส่วน Caecum พบแบคทีเรีย 2 โคลนท่ีเหมือนกบั Lactobacillus aviarius, strain: 

LAV7 (AB175732.1) โดยมีความเหมือน 99 % พบแบคทีเรีย 3 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured 

Bacteroidetes bacterium clone M0015_030 (EF071148.1) โดยมีความเหมือน 98 % พบแบคทีเรีย 

46 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured bacterium clone SJTU_A1_5_23 (EF403242.1) โดยมีความ

เหมือน 96 %  พบแบคทีเรีย 15 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured bacterium clone cc_99 (GQ175432. 

1) โดยมีความเหมือน 95 % และพบแบคทีเรีย 22 โคลนท่ีเหมือนกบั Uncultured bacterium clone 

S1-25 (GQ898117.1) โดยมีความเหมือน 99 %  

 จากผลการทดลองขา้งตน้แสดงให้เห็นว่าลาํไส้ไก่ส่วน Jejunum พบความหลากหลายของ

ชนิดแบคทีเรียมากท่ีสุดและพบแบคทีเรีย Lactobacillus aviaries เป็นจาํนวนมากท่ีสุด ซ่ึงแบคทีเรีย

ชนิดน้ีเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถนาํมาใช้เป็นโปรไบโอติกส์ได ้นอกจากน้ียงัพบว่าแบคทีเรียส่วน

ใหญ่ท่ีพบในลาํไส้ไก่ทุกส่วนจะเป็นแบคทีเรียชนิดท่ียงัไม่สามารถเพาะเล้ียงไดใ้นห้องปฏิบติัการ

หรือเรียกวา่ Uncultured bacterium โดยท่ีจะพบมากในลาํไส้ไก่ส่วนปลาย ไดแ้ก่   Large intestine   

และ  Caecum  แสดงตามตารางท่ี 1 

 



 
 

การวเิคราะห์แผนภูมิววิฒันาการของแบคทเีรียในลาํไส้ไก่ 

 เม่ือสร้างแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมของประชากรแบคทีเรียของลาํไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน โดยเลือก

ตวัแทนโคลนของแต่ละ Phylotype มาวิเคราะห์โดยวิธี Neighbor-joining (NJ) และกาํหนด

แบบจาํลองการแทนท่ีของลาํดบันิวคลีโอไทด์ (Nucleotide substitution) ดว้ย Kiruma-2-parameter 

model โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 4 ทาํการทดสอบความน่าเช่ือถือทางสถิติของการสร้างตน้ไม้

พนัธุกรรมดว้ย Bootstrap test จาํนวน 1,000 รอบ ผลการวิเคราะห์พบวา่ โคลนท่ีแยกไดจ้ากลาํไส้

ส่วน Jejunum หมายเลข JJ17, JJ39, JJ3 และ JJ6 มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบัแบคทีเรีย Lactobacillus 

aviaries หมายเลขยีน AB175732.1 และ AB175729.1 ท่ีความเช่ือมัน่ 98 % ขณะท่ีโคลนหมายเลข 

JJ93 ซ่ึงเป็น Uncultural bacterium มีความสัมพนัธ์ของรหสัพนัธุกรรมกบัโคลน IM14 และ CC30 

ท่ีแยกได้จาก Ileum และ Ceacum ตามลาํดบั  โคลนท่ีแยกได้จากลาํไส้ส่วน Large intestine 

หมายเลข LI65 มีความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมใกลชิ้ดกบัแบคทีเรีย Uncultured bacterium หมายเลข

ยนี GQ898117.1, EF403242.1 และ EF071148.1 ขณะท่ีโคลน CC43 ท่ีแยกไดจ้าก Ceacum มีความ 

สัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมใกลชิ้ดกบัแบคทีเรีย Uncultured bacterium หมายเลขยนี GQ175432.1 แสดง

ตามภาพท่ี 15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ตารางที ่ 1   แสดงผลการวเิคราะห์ความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มูลของ 

                      ลาํไส้ไก่ 5 ส่วน 

 

Section Clones Closest specie Description Identity 

Duodinum     

 1 AB175732.1            Lactobacillus aviarius, strain:LAV7 99% 

 2 EF071148.1                     Uncultured Bacteroides bacterium clone 

M0015_030 

96% 

 3 GQ175432.1 Uncultured bacterium clone cc_99 95% 

Jejunum     

 20 GQ175432.1              Uncultured bacterium clone cc_99                              95% 

 52 AB175732.1            Lactobacillus aviarius, strain: LAV7                                      99% 

 12 AB175729.1              Lactobacillus aviarius, strain:LAV4                                      98% 

 2 AB175729.1 Uncultured bacterium clone E1                                                               99% 

 1 EF071148.1 Uncultured Bacteroides bacterium clone 

M0015_030                         

96% 

 1 EF403242.1 Uncultured bacterium clone SJTU_A1_5_23                                         99% 

 1 GQ898117.1 Uncultured bacterium clone S1-25                                                          99% 

Ileum     

 16 EF071148.1                    Uncultured Bacteroides bacterium clone 

M0015_030               

96% 

 1 AB175732.1                    Lactobacillus aviarius, strain: LAV7                                            99% 

 2 AM500763.1                  Uncultured bacterium clone E1                                                     99% 

  

 



 
 

ตารางที ่1 (ต่อ) 

Section Clones Closest specie Description Identity 

Large intestine          

 20                       GQ898117.1                   Uncultured bacterium clone S1-25                                                99% 

     

Caecum                       

    

 2 AB175732.1                    Lactobacillus aviarius, strain:LAV7                                            99% 

 3 EF071148.1                    Uncultured Bacteroidetes bacterium clone 

M0015_030              

96% 

 46 EF403242.1                    Uncultured bacterium clone SJTU_A1_5_23                              99% 

 15 GQ175432.1                   Uncultured bacterium clone cc_99                                               95% 

 22 GQ898117.1                   Uncultured bacterium clone S1-25                                               99% 

 

 

 



 
 

 

 

ภาพที ่15  แสดงแผนภูมิตน้ไมพ้นัธุกรรมแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของแบคทีเรียในลาํไส้ไก่ทั้ง 5 

ส่วน สเกล 0.2 แทน Evolution distance ของจาํนวนนิวคลีโอไทด์ท่ีเปล่ียนไปต่อนิวคลีโอไทด์ 1 

ตาํแหน่ง ตวัเลขท่ีจุดตดั (Node) ของแผนภูมิแสดงความน่าเช่ือถือทางสถิติของการสร้างแผนภูมิ

ดว้ย Bootstrap test โดย AB175732.1 คือ Lactobacillus aviarius gene for 16S rRNA, strain: 

LAV7, AB175729.1 คือ Lactobacillus aviarius gene for 16S rRNA, strain: LAV4, 

GQ175432.1 คือ Uncultured bacterium clone cc_99 16S ribosomal RNA (rrs) gene, 

EF403242.1 คือ Uncultured bacterium clone SJTU_A1_5_23 16S ribosomal RNA gene, 

EF071148.1 คือ Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015_030 16S ribosomal RNA 

gene, AM500763.1 คือ Uncultured bacterium 16S rRNA gene, clone E1 และ GQ898117.1 คือ 

Uncultured bacterium clone S1-25 16S ribosomal RNA gene 



 
 

สรุป 

 

         ผลการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของประชากรแบคทีเรียจากโมเลกุลของ 16S 

rDNA ในลาํไส้ไก่ทั้งหมด 5 ส่วน ดว้ยการวิเคราะห์ Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

ซ่ึงจากโคลนทั้งหมดท่ีทาํการวิเคราะห์ 212 โคลน จากทั้งหมด 614 โคลน และเปรียบเทียบความแตกต่าง

จากรูปแบบการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ HaeIII และ RsaI พบวา่ เช้ือแบคทีเรียท่ีพบในลาํไส้ไก่ทั้ง 5 ส่วน

มีทั้งหมด 8 กลุ่ม ไดแ้ก่ Uncultured bacterium clone SJTU (EF403242.1) ซ่ึงมีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 

% Uncultured bacterium clone cc_99 (GQ175432.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 95 % Uncultured 

bacterium clone cc_99 (GQ175432.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 95 % Lactobacillus aviarius strain: 

LAV7 (AB175732.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % Lactobacillus aviarius  strain: LAV4 

(AB175729.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 98 % Uncultured bacterium clone E1 (AM500763.1) มีความ

เหมือนกบัฐานขอ้มูล 99 % Uncultured bacterium clone S1-25 (GQ898117.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 

99 % และ Uncultured Bacteroidetes bacterium clone M0015 (EF071148.1) มีความเหมือนกบัฐานขอ้มูล 

98 %  โดยลาํไส้ไก่ส่วนตน้ Jejunum พบความหลากหลายของสายพนัธ์ุแบคทีเรียมากท่ีสุด และพบ

แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Lactobacillus aviarius มากท่ีสุด  ขณะท่ีแบคทีเรียท่ียงัไม่สามารถเพาะเล้ียงได้ใน

ห้องปฏิบติัการหรือ Uncultured bacteria พบในทุกส่วนของลาํไส้โดยพบส่วนมากท่ีสุดในลาํไส้ส่วน 

Caecum 

        การศึกษาดงักล่าวขา้งตน้แสดงให้เห็นว่าการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในลาํไส้ไก่ดว้ยวิธี

ทางชีวโมเลกุล สามารถตรวจพบชนิดของแบคทีเรียซ่ึงการเพาะเล้ียงเช้ือทัว่ไปไม่สามารถทาํได ้นอกจากน้ี

ยงัพบว่า ในการแยกเช้ือแบคทีเรีย Lactobacillus aviarius ซ่ึงเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติกส์ ชนิดหน่ึงมาใช้

ประโยชน์ควรจะทาํการแยกเช้ือจากลาํไส้ไก่ส่วน Jejunum โดยตรงเพื่อลดการปนเป้ือนของเช้ืออ่ืนๆ ท่ีไม่

ตอ้งการลงได ้
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