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Abstract 

The aim of this work was to isolate a small cryptic plasmid from Lactobacillus  isolated from 
food samples to be used as a food grade cloning vector for Lactobacilli and related strains. 
Metal resistance determinants, such as nickel, copper and cadmium from lactic acid bacteria 
were also studied in order to use those resistance genes as food grade selection markers to 
replace antibiotic resistance markers.  A total of 174 Lactobacillus strains were isolated from 
food samples. One isolate from Nham identified as Lactobacillus plantarum (designated L. 
plantarum KM1) was chosen as it contains small plasmid. A small 3-กิโลเบส plasmid namely 
pKM1 was isolated from L. platarum KM 1 for sequencing. Sequence analysis revealed two 
open reading frames (ORFs). The deduced amino acid sequence encoded by ORF1 and ORF2 
showed high degrees of sequence homology to the Mob and Rep proteins, respectively, of a 
numbers of rolling circle plasmids from lactic acid bacteria such as pLC88, pRS4, pF8801, 
pWCFS101 and pRS4. Two conserved sequences of dso (double strand origin) and sso (single 
strand origin) characteristic of rolling circle plasmid were also identified upstream of ORF2. 
Therefore, pKM1 from L. plantarun KM1 could be classified as rolling circle type plasmid that 
can be used to construct a cloning vector for Lactobacilli. Screening of metal ion resistance 
lactic acid bacteria was carried out and the results showed that 61, 45 and 12 isolates could 
resistance to copper sulfate, nickel sulfate and cadmium chloride to up to 20, 200 and 1 mM, 
respectively.  Plasmid curing using novobiocin and high temperature was failed to identify 
plasmid harboring metal resistance determinants. The genes responsible for cadmium 
resistance therefore were identified by PCR using primers specific to cadA gene. About 600 bp 
PCR products were obtained and subjected to direct sequencing analysis. A homology search 
revealed sequence similarity to cadA gene on plasmids pGdh 442, pNP40, pAH82, pAG6, 
pND302 and pLI100 from a number of lactic acid bacteria. Southern hybridization cadA specific 
probe was carried out to localize cadmium resistance determinants plasmids. Positive signals 
were detected from 3 isolates C53, V13 and NU1.  
Keywords: Lactobacillus plantarum, cadmium resistance, rolling circle plasmid, Mob and RepA 
proteins, plasmid curing 
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บทคัดยอ 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือทําการแยกพลาสมิดขนาดเล็กจากเชื้อ Lactobacillus ที่แยกไดจากตัว 
อยางอาหารเพื่อนํามาพัฒนาใชเปนเวคเตอรชนิดที่เปน food grade ที่ใชในการโคลนยีนสําหรับเชื้อ 
Lactobacillus และเชื้อสายพันธุใกลเคียง นอกจากนี้ยังไดทําการศึกษายีนที่ควบคุมการตานทานโลหะ
หนักจากแบคทีเรียแลคติก เพ่ือนํามาใชเปนยีน selection markers ทดแทนยีนตานทานยาปฏิชีวนะ ได
ทําการแยกเชื้อ Lactobacillus จากตัวอยางอาหารได 174 ไอโซเลต จากการศึกษารูปแบบของพลาสมิด 
(plasmid profile) ไดเลือกเชื้อที่มีพลาสมิดขนาดเล็กซึ่งแยกไดจากแหนม และจัดจําแนกเชื้อไดเปน 
Lactobacillus plantarum โดยใหชื่อวา L. plantarum KM1 ทําการแยกพลาสมิดขนาดประมาณ 3.0 
กิโลเบส และใหชื่อพลาสมิดวา pKM1 จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดพบ open reading frame 2 
ชนิด ซ่ึงเม่ือศึกษาลําดับกรดอะมิโนจากลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ORF1 และ ORF2 มีลําดับกรดอะมิ
โนคลายโปรตีน mobilization (Mob) และ replication (RepA) ตามลําดับ โดยมีลําดับกรดอะมิโนคลาย
กับโปรตีนที่พบบนพลาสมิดที่มีการจําลองตัวแบบ rolling circle จากแบคทีเรียแลคติกหลายชนิดเชน 
พลาสมิด  pLC88, pRS4, pF8801, pWCFS101 และ pRS4 นอกจากนี้ยังพบตําแหนงที่เรียกวา 
double strand origin (dso) และ single stand origin (sso) ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของพลาสมิดที่มีการ
จําลองตัวเองแบบ rolling circle  ดังน้ันพลาสมิด pKM1 จึงจัดเปนพลาสมิดชนิด rolling circle และจาก
การที่พลาสมิด pKM1 มีตําแหนงที่สามารถตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่สามารถใชในการตัดตอยีนไดจึง
สามารถนํามาพัฒนาสรางเปนเวคเตอรสําหรับการโคลนยีนสําหรับ Lactobacillus ได  

จากการคัดเลือกเชื้อที่ตานทานโลหะหนักพบเชื้อสามารถตานทานนิกเกิล 20 mM คอปเปอร 200 mM 
และแคดเมียม 1 mM จํานวน 61, 45 และ12 ไอโซเลต ตามลําดับ การทํา plasmid curing โดยใชสาร
novobiocin รวมกับการใชอุณหภูมิสูงไมสามารถแยกชิ้นพลาสมิดที่มียีนควบคุมการตานทานโลหะหนัก
ได การศึกษายีนตานทานแคดเมียมดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน cadA ซ่ึงควบคุม
การตานทานแคดเมียมพบวาสามารถแยกชิ้นดีเอ็นเอที่เปนผลผลิต PCR ขนาดประมาณ 600 คูเบส 
จากการใชพลาสมิดและโครโมโซมเปนแมแบบ และจากการศึกษาลําดับเบสบนผลลผลิต PCR พบวา
คลายกับยีน cadA บนพลาสมิดหลายชนิดจากแบคทีเรียแลคติก ไดแกพลาสมิด  pGdh 442, pNP40, 
pAH82, pAG6, pND302 และ pLI100 การหาชิ้นของพลาสมิดที่มียีนควบคุมการตานทานแคดเมียม
โดยวิธี Southern hybridization โดยใชโพรบที่จําเพาะกับยีน cadA และ cadC พบพลาสมิดจากเชื้อ 
V13, C53 และ NU1 ที่มียีนตานทานแคดเมียมคลายกับยีน cadA  
 
คําสําคัญ: Lactobacillus plantarum, การตานทานแคดเมียม, พลาสมิด rolling circle, โปรตีน Mob 
และ RepA, plasmid curing 
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บทที่ 1  

บทนํา 

แบคทีเรียแลคติก (Lactic Acid Bacteria) จัดเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญในอาหารหมัก
หลายชนิด ทั้งที่เปนอุตสาหกรรมขนาดใหญเชน ผลิตภัณฑนมหมัก ไดแก โยเกิรต นมเปรี้ยว เนย และ 
เนยแข็งเปนตน  ผลิตภัณฑที่ไดจากเนื้อหมักเชน แหนมและไสกรอก ผลิตภัณฑจากผักและผลไมดอง 
เปนตน ประเทศไทยจัดเปนประเทศที่มีผลิตภัณฑที่ไดจากแบคทีเรียแลคติกจํานวนมาก ที่สําคัญคือ
ผลิตภัณฑอาหารหมักจากเนื้อ  ผัก และผลไม โดยอาศัยแบคทีเรียแลคติกที่มีบทบาทในผลิตภัณฑที่
แตกตางกันไป ปจจุบันผลิตภัณฑหลายชนิดไดใชแบคทีเรียแลคติกเปนหัวเชื้อเติมลงไปเพื่อใหได
ผลิตภัณฑตามตองการแทนการหมักโดยธรรมชาติ และยังไดถูกนํามาประยุกตใชเปนโปรไบโอติกที่ชวย
ปองกันการเกิดโรคของสัตวบก และสัตวนํ้า  ทดแทนยาปฎิชีวนะ  ทั้งยังชวยทําใหสัตวมีสุขภาพแข็งแรง
ทําใหมีอัตราการเจริญเรว็ รวมทั้งใชเปนโปรไบโอติกในคน (Drisko et al., 2003)  

จากความสําคัญของเชื้อในอุตสาหกรรม ไดมีการศึกษาเพื่อปรับปรุงสายพันธุโดยใชเทคนิคทาง
พันธุวิศวกรรม งานวิจัยที่ศึกษาทางดานพันธุกรรมของแบคทีเรียแลคติกที่ศึกษากันอยางกวางขวางคือ
เชื้อ Lactococcus lactis ซ่ึงเปนสายพันธุที่มีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมนมโดยเฉพาะเนยแข็ง  
บทบาทและหนาที่ที่สําคัญของจุลินทรียเหลานี้ในอาหารหมักไดแกการสรางกรดอินทรียจากการหมัก
นํ้าตาล  การยอยสลายโปรตีน การสรางสารใหกลิ่นรสและสารที่ใหเน้ือสัมผัส  การสรางสารตางๆที่มีผล
ตอการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคอ่ืนๆเชน ไดอะเซทิล (diacetyl), แบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin) การตานทานตอไวรัสของแบคทีเรีย การสรางสารพวกเอกโซโพลีแซคคาไรด 
(exopolysaccharide) เปนตน (Konings et al., 2000) ลักษณะตางๆเหลานี้มีรายงานวาถูกควบคุมบน
ยีนที่อยูทั้งบนโครโมโซมและบนพลาสมิด พลาสมิดจะมียีนที่ทําหนาที่ควบคุมลักษณะที่สําคัญ 
เน่ืองจากพลาสมิดมีขนาดเล็กเม่ือเปรียบเทียบกับโครโมโซม การพบยีนที่ควบคุมอยูบนพลาสมิดจึงมี
ขอดีคือทําใหการหาตําแหนง  การแยก  การวิเคราะห และศึกษากลไกการควบคุมหรือการแสดงออก
ของยีนเหลานั้นไดงาย นอกจากนี้ พลาสมิดยังสามารถแยกหรือถายโอนไปใหเซลลเจาบานอ่ืนๆไดโดย
ยังทําหนาที่ไดตามปกติ  แบคทีเรียบางสายพันธุไมมีพลาสมิดแตบางสายพันธุมีพลาสมิดที่มีจํานวนและ
ขนาดที่ แตกตางกัน (plasmid profile) โดยจะมีความจําเพาะกับเซลลเจาบาน และสามารถนําไปใชใน
การจัดจําแนกเชื้อไดในระดับหน่ึง (Sewaki et al., 2001) ดังน้ันการเก็บขอมูลจํานวนและขนาดของพ
ลาสมิดแตละสายพันธุจึงนับวามีประโยชนในการอางอิงชนิดของเชื้อได ในประเทศไทยไดมีการศึกษา
ชนิดและขนาดของพลาสมิดจากแบคทีเรียแลคติกที่แยกไดจากอาหารหมักบางชนิด อยางไรก็ตามยังไม
มีการวิเคราะหลําดับเบสหรือยีนที่อยูบนพลาสมิดเหลานั้นเพ่ือนํามาใชประโยชนมากนัก  เน่ืองจาก
แบคทีเรียแลคติกที่แยกไดจากอาหารหมักบางสายพันธุมีพลาสมิดอยูจํานวนมากและเปนพลาสมิดที่ยัง
ไมรูหนาที่ซ่ึงเรียกวา cryptic plasmid  การศึกษาทางดานพันธุกรรมของพลาสมิดอาจคนพบยีนใหมๆที่
มีความสําคัญที่จะสามารถนํามาประยุกตใชได 

นอกจากจะเปนแหลงของยีนที่ควบคุมลักษณะตางๆแลว พลาสมิดยังถือเปนเคร่ืองมือสําคัญที่
ใชในการศึกษาคุณสมบัติและกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน รวมทั้งการปรับปรุงลักษณะทาง
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พันธุกรรมของแบคทีเรียแลคติก โดยสามารถนําพลาสมิดมาพัฒนาเปนเวคเตอร (vector) ทั้งแบบ 
cloning vector และ expression vector สําหรับแบคทีเรียแลคติกที่จําเพาะของแตละสายพันธุ เน่ืองจาก
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของแบคทีเรียในกลุมน้ี จึงยังมีความจําเปนที่จะตองพัฒนาเวคเตอรทั้งที่
เปน cloning และ expression vector สําหรับเชื้อที่จําเพาะ ปจจุบันมีการศึกษาการสรางเวคเตอรที่มี
ความปลอดภัย (food grade vector) (Konings et al., 2000) แตการใชงานยังอยูในวงจํากัดเนื่องจากมี
ขอจํากัดที่พลาสมิดมีความจําเพาะกับเซลลเจาบาน และที่สําคัญคือเชื้อที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑมักจะ
มีพลาสมิดอยูแลว (indigenous plasmids) ซ่ึงอาจมีจํานวนตั้งแต 1 ถึงหลายพลาสมิด พลาสมิดเหลานี้
สามารถอยูรวมกันไดโดยไมมีการสูญหายในสภาวะการเลี้ยงเชื้อปกติเน่ืองจากกลไกการจําลองตัวที่
เฉพาะกับเซลลเจาบาน การนําพลาสมิดจากภายนอกใสเขาไปอาจเกิดการไมยอมรับและเกิดการสูญ
หายของพลาสมิดที่ใสเขาไปได ดังน้ันการสรางเวคเตอรสําหรับเชื้อที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑจึงควรนํา
พลาสมิดที่มีอยูแลวในเชื้อน้ันๆมาเปนตนแบบเพื่อใชในการสรางเวคเตอรที่ใชในการศึกษาหนาที่ของยีน
ตางๆ  

ในการสรางเวคเตอรที่มีความปลอดภัย นอกจากจะใชพลาสมิดที่แยกไดจากแบคทีเรียแลคติกที่
จัดวาเปนเชื้อที่ปลอดภัยแลว (GRAS, Generally Recognized As  Safe) การใช selection marker ที่
ปลอดภัยก็มีความจําเปนเชนกัน cloning vector และ expression vector ที่ใชในการสรางสิ่งมีชีวิตดัด
แปรพันธุกรรมในปจจุบันอาศัยยีนที่ตานทานยาปฏิชีวนะเชน ยีนตานทานเตตราไซคลิน  แอมพิซิลิน
และคลอแรมฟนิคอล เปนตน ซ่ึงยีนเหลานี้ไมเปนที่ยอมรับในการนํามาใชกับอาหารเนื่องจากเสี่ยงตอ
การถายโอนยีนเหลานี้ใหกับเชื้อประจําถิ่นในรางกาย (normal flora) ซ่ึงจะทําใหเกิดการดื้อยาของเชื้อ
เหลานี้ได การใช selection marker อ่ืนๆที่แยกไดจากแบคทีเรียแลคติกจึงเปนอีกแนวทางหนึ่งที่จะ
นํามาทดแทนยีนที่ตานทานยาปฏิชีวนะได  (Emond et al., 2001; Labrie et al., 2005)  

จากที่กลาวมาแลววาพลาสมิดจากเชื้อ Lactococcus lactis ไดรับการศึกษากันอยางกวางขวาง
ตางจาก Lactobacillus sp. ที่ยังมีการศึกษากันไมมาก ดังนั้นในการนําพลาสมิดจากเชื้อกลุมน้ีซ่ึงมี
บทบาทสําคัญในอาหารหมักของไทยมาใชประโยชนในการเปนเคร่ืองมือในการปรับปรุงลักษณะทาง
พันธุกรรม จึงจําเปนที่จะตองศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดและหนาที่ของยีนบนพลาสมิดเหลานี้   งานวิจัยน้ี
จึงจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือทําการแยกและศึกษาพลาสมิดขนาดเล็กจาก Lactobacillus plantarum ที่แยก
ไดจากแหนม และศึกษาการแยกยีนตานทานโลหะหนักจากกลุมแบคทีเรียแลคติก เพ่ือนํามาพัฒนาเปน
เวคเตอรที่ปลอดภัยที่สามารถใชกับเชื้อในอุตสาหกรรมอาหารไดตอไป 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1. เพ่ือศึกษา plasmid profile ของเชื้อ Lactobacillus sp. ที่มีบทบาทสําคัญในอาหารหมักของ
ไทยเชนแหนมและผักดอง  เพ่ือเปนการเก็บขอมูลทางพันธุกรรมของเชื้อ 

2. ศึกษาการแยกพลาสมิดและการหาลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดที่มีความคงตัวสูงและทํา
การวิเคราะหโครงสรางหรือยีนที่เปนองคประกอบของพลาสมิด เพ่ือสรางแผนที่ของ พลาส-
มิด รวมทั้งการศึกษากลไกการจําลองตัว เพ่ือเปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาพลาสมิดอ่ืนๆ
ตอไป  

3. เพ่ือที่จะนําพลาสมิดนี้มาใชเปนตนแบบในการสรางเวคเตอร (vector) ทั้งที่เปน non-food 
grade และ food grade vector ซ่ึงสามารถนําไปใชในการศึกษาการควบคุมการแสดงออก
ของยีนในเชื้อที่ใชเปนผูผลติได 

4. เพ่ือทําการคัดเลือกพลาสมดิที่ตานทานตอโลหะหนักจาก Lactobacillus sp. และแยกยีนที่
ตานทานตอโลหะหนักเพื่อนํามาใชเปน food grade selection marker ในการพัฒนาสราง 
food grade marker สําหรับ Lactobacillus sp. ตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 12 

บทที่ 2 

การทบทวนเอกสาร 

แบคทีเรียแลคติกจัดเปนแบคทีเรียแกรมบวก  ไมสรางสปอร  ไมสรางเอนไซมคะตะเลส มีรูปราง
แบบกลม  และแบบแทง มีบทบาทสําคัญในอาหารหมักหลายชนิด ประเทศไทยจัดเปนประเทศที่มีผลิต
ภัณทที่ไดจากแบคทีเรียแลคติกจํานวนมาก ที่สําคัญคือผลิตภัณฑอาหารหมักจากเนื้อ  ผัก และผลไม 
แบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญในอาหารหมักเหลานี้เชน Lactobacillus plantarum, Lb. brevis, Lb. 
fermentum, Lb. petosus, Lb. sake, Lb. acidipiscis, Pediococcus sp., P. acidilactici, P. 
pentosaceus, Enterococcus sp. E. faecalis, และ Leuconostoc sp. เปนตน สวนหัวเชื้อที่ใชใน
อุตสาหกรรมนมหมักเชน Lactococcus lactis, L. cremoris, Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus, และ 
Streptococcus thermophilus แบคทีเรียแลคติกที่มีบทบาทเดนในอาหารหมักของไทยไดแก  
Lactobacillus sp.  โดยเฉพาะ Lb. plantarum โดยจะพบในอาหารหมักหลายชนิดเชน แหนม ไสกรอก
เปรี้ยว ปลารา ปลาเจา ปลาสม และในกลุมผักดองเชน กระหล่ําปลีดอง  ผักกาดดอง หนอไมดอง เปน
ตน  โดยจะทํางานรวมกับแบคทีเรียแลคติกกลุมอ่ืนๆขึ้นกับชนิดของผลิตภัณฑ  (วิวัฒน, 2534) 
นอกจากนี้ยังถูกนํามาใชเปนเชื้อเปนเชื้อโปรไบโอติก ทั้งในคนและสัตว  (Dunne et al., 2001)  

นอกจากแบคทีเรียแลคติกจะมีสารพันธุกรรมที่ควบคุมลักษณะที่สําคัญตางๆอยูบนโครโมโซมแลว 
ยังมี ดีเอนเอ ที่อยูนอกโครโมโซมที่เรียกวาพลาสมิด  โดยในแตละสายพันธุจะมีพลาสมิดไดตั้งแต 1 – 
16 พลาสมิดและมีขนาดไดตั้งแต 1 – 120 กิโลเบส (Xanthopoulos et al., 2000; วิเชียร, 2537) ขึ้นกับ
สายพันธุของแบคทีเรีย พลาสมิดที่พบสวนใหญเปนพลาสมิดที่ไมทราบคุณสมบัติที่เรียกวาcryptic 
plasmid สวนพลาสมิดที่ทราบคุณสมบัติจะทําหนาที่ควบคุมลักษณะสําคัญที่มีบทบาทในการหมัก เชน
การผลิตเอนไซมยอยโปรตีน (Kok, 1990)  การใชซิเตรต (Vaughan et al., 1995) การใชนํ้าตาลซูโครส 
และแลคโตส (Axelson, 1993) การผลิตแบคเทอริโอซิน (Balla et al., 2000) การตานทานตอไวรัสของ
แบคทีเรีย (O'Sullivan et al., 2001) การตานทานตอไนซิน (Froseth and McKay, 1991) การตานทาน
โลหะบางชนิดเชน แคดเมียม (Liu et al., 1997)  คอปเปอร  (Leelawatcharamas et al., 1997) เปน
ตน โดยเชื้อที่มีการศึกษากันมากคือเชื้อในกลุม Lactococcus lactis 

การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะเหลานี้ มีขอจํากัดคือ ความหลากหลาย
ของพลาสมิดซึ่งมีความแตกตางกันแมจะเปนเชื้อที่อยูในสปชีสเดียวกัน (Tannock et al., 1990) และ
ความจําเพาะของพลาสมิดตอเซลลเจาบาน  หรือแมแตวิธีการถายโอนพลาสมิดก็ยังทําไดยาก ซ่ึงใน
ปจจุบันใชวิธี electroporation และ electro- transformation โดยทั่วไปจะยังไดคาความถี่ในการถายโอน 
(transformation frequency) ต่ํา ซ่ึงจะตองมีการพัฒนาวิธีการสําหรับเชื้อแตละสายพันธุโดยเฉพาะ 
(Serror et al., 2002) จากการศึกษาของ  Yamamoto and Takano (1996) ไดสราง cloning vector 
pCP53D จาก cryptic plasmid pCP53 ที่แยกจากเชื้อ Lactobacillus helveticus CP53 แลวถายโอนให
เชื้อ Lb. helveticus จํานวน 15 สายพันธุ พบวามีเพียง 2 สายพันธุที่สามารถรับพลาสมิดนี้ได ดังนั้นใน
การศึกษาจําเปนตองสรางเวคเตอรที่เหมาะกับสายพันธุที่ใช ซ่ึงสามารถทําไดโดยการใชพลาสมิดที่เชื้อ
น้ันๆมีอยูแลว (indigenous plasmid)  ตัวอยางการนําพลาสมิดจากแบคทีเรียแลคติกมาศึกษาลําดับเบส
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เพ่ือพัฒนาเปน cloning vector เชนพลาสมิด pKJ50 จาก Bifidobacterium longum KJ ซ่ึงเปนเชื้อที่ใช
เปนโปรไบโอติกในอุตสาหกรรมนมหมัก (Park et al., 1999)   Biet et al., (1999) ไดทําการศึกษา
ลําดับนิวคลีโอไทดของ cryptic plasmid pFR18 ขนาด 1.8 กิโลเบส แยกจาก Leuconostoc 
mesenteroides subsp. mesenteroides FR52 และจากการวิเคราะหพบวาพลาสมิดนี้มีกลไกการจําลอง
ตัวแบบ rolling circle และเม่ือทดลองนํามาพัฒนาเปนเวคเตอรที่ใชในการโคลนยีนในเชื้อ Leu. 
mesenteroides subsp. dextranicum DSM20484 พบวาเวคเตอรที่ใชไมเสถียรและเกิดการสูญหาย
ของพลาสมิดหลังจากเลี้ยงไป 100 generations ตอมาในป คศ 2002  Biet, et al. ไดทําการศึกษา
ลําดับนิวคลีโอไทดของ cryptic plasmid pTXL1 ขนาด 2.6 กิโลเบส แยกจาก Leu. mesenteroides 
subsp. mesenteroides Y110 พบวาพลาสมิดนี้มีกลไกการจําลองตัวแบบ theta  ซ่ึงเปนกลไกที่ทําใหพ
ลาสมิดมีความเสถียรเม่ือเปรียบเทียบกับกลไกการจําลองตัวแบบ rolling circle  และไดทดลองนํามา
พัฒนาเปนเวคเตอรที่ปลอดภัยในการโคลนยีนที่สรางแบคเทอริโอซินในเชื้อ Leu. mesenteroides 
subsp. dextranicum DSM20484 และ  L. cremoris สายพันธุอ่ืน Emond, et al., (2001) ไดทําการหา
ลําดับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด pCD4 ขนาด 6.09 กิโลเบส ที่มีการจําลองตัวแบบ theta  จาก 
Lactococcus lactis subsp. lactis MJC15 และทดลองนํามาพัฒนาเปนเวคเตอรชนิด food grade ใน
การโคลนยีนที่ตานทานตอไวรัสของแบคทีเรียและใหมีการแสดงออกในเชื้อ L. lactis MG1363  
การศึกษาในเชื้อ Lactobacillus  เชนการทดลองของ Alpert et al., (2003)  ไดศึกษาลําดับลําดับนิวคลี
โอไทดของพลาสมิด pRV500 ขนาด 13 กิโลเบส ที่มีการจําลองตัวแบบ theta จาก Lactobacillus sakei 
RV322 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบยีนที่ควบคุมระบบ Restriction and Modification 
system อยูบนพลาสมิดนี้ อยางไรก็ตามเมื่อนํามาพัฒนาเปนเวคเตอรแลวจํานวนชุดของพลาสมิดจะมี
นอยลง (low  copy  number) 

ในการพัฒนาการสรางเวคเตอรที่ปลอดภัย นอกจากจะใชพลาสมิดจากเซลลเจาบานมาเปนตนแบบ
แลว ยีนที่ใชเปน selection marker ที่ใชควรมีความปลอดภัย  (food grade selection marker) และ
สามารถแสดงออกไดในเซลลเจาบาน ซ่ึงสามารถทําไดโดยการคัดแยกจากแบคทีเรียที่ใชเปนผูผลิตหรือ 
ในกลุมแบคทีเรียแลคติกสายพันธุใกลเคียงกัน  ยีนที่มีการศึกษาเชนการใชยีนในกลุมการตานทานโลหะ
หนัก โดยใชยีนที่ตานทานตอแคดเมียมที่แยกจากเชื้อ Lactococcus lactis ในพลาสมิด pND302 (Liu et 
al., 1997) และพลาสมิด pNP40 (Trotter et al., 2001)  และเม่ือนํามาทดลองนําไปใชสราง shuttle 
vector กับพลาสมิดที่แยกจาก Streptococcus thermophilus   พบวายีนตานทานแคดเมียมสามารถ
แสดงออกไดใน S. thermophilus เชนกัน (Wong et al., 2003) 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการใชยีนในเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียแลคติกเองเปน selection marker 
เชน การสรางพลาสมิด pNZ1125 โดยใช ยีน lacF ที่ควบคุมการผลิตเอนไซมที่ใชนํ้าตาลแลคโตส
สําหรับเชื้อ Lactococcus lactis แตมีขอจํากัดที่ตองใชกับเชื้อกลายพันธุชนิดที่ไมมียีน lacF อยูบน
โครโมโซม (de Vos and Simon, 1994) นอกจากนี้ยังมีเวคเตอร pSW211 ที่ใชยีนที่ควบคุมการ
ตานทานตอไนซินเปน selection marker ยีนนี้แยกไดจากเชื้อ L. lactis เชนกัน  (von Wright and 
Raty, 1993) การใชยีนที่ควบคุมการหมัก melibiose มาใชเปน selection marker ใน L. lactis 
(Boucher et al., 2002)  
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บทที่ 3 

วิธีการทดลอง 

3.1 การแยกและคัดเลือกเชื้อในกลุม Lactobacillus sp. จากตัวอยางอาหาร 

นําตัวอยางอาหารเชนแหนมผักดองและนม มาเจือจางดวย 0.85% NaCl แลวนํามาแยกเชื้อโดยใช
อาหารแข็ง MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) ที่เติม CaCO3 0.5% บมที่อุณหภูมิ 37OC เปนเวลา 
24 - 48 ชั่วโมง เลือกเฉพาะโคโลนีที่เกิดบริเวณใสรอบโคโลนีมาทําใหบริสุทธิ์ แลวนํามาทดสอบเพื่อ
คัดเลือกแบคทีเรียแลคติกดวยการทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการยอมแกรมและทดสอบการ
สรางเอนไซมคะตะเลส  คัดเลือกเชื้อ Lactobacillus sp. โดยเลือกเชื้อที่มีรูปรางแทง ไมสรางสปอร ติดสี
แกรมบวกและไมสรางเอนไซมคะตะเลส  

3.2 การศึกษา plasmid profile ของแบคทเีรียแลคติกทีแ่ยกได  

ทําการสกัดพลาสมิดจากเชื้อ Lactobacillus sp. ที่แยกไดและจากเชือ้ Lactococcus lactis FG2 ซ่ึง
มีพลาสมิดที่ทราบขนาดเพื่อใชเปนพลาสมิดมาตรฐาน โดยวิธีของ Anderson and McKay, (1983) ทํา
การตรวจสอบพลาสมิดโดยวิธี agarose gel electrophoresis โดยใช agarose 0.8% ตามวิธีของ  
Sambrook and Russell, (2001) คัดเลือกเชื้อที่มีพลาสมิดขนาดเลก็ประมาณ 3.0 กิโลเบส มาทําการจัด
จําแนกและทดสอบความเสถียรของพลาสมิด 

3.3 การจัดจําแนกแบคทีเรียแลคตกิที่คัดเลือกโดยใช API 50CHL kit และ16S rDNA 
sequencing 

การจัดจําแนกเชื้อโดยใชคุณสมบัติการหมักน้ําตาลดวย API 50 CHL kit  (bioMerieux, France)  
และจัดจําแนกเชื้อระดับสปชีสโดยใชซอฟแวร APILAB Plus version  3.3.3 ของ bioMerieux สวนการ
จัดจําแนกเชื้อโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  16S rRNA ทําการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอของ 16S 
rDNA ขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส โดยใชไพรเมอร 27f (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') และ 
1525r (5'-AAGGAGGTG(A/T)TCCA(A/G)CC-3') (Lane, 1991) จาก Bioservice Unit (BSU) ทํา
ใหผลผลิต PCR บริสุทธิ์โดยใชชุดสําเร็จรูป QIAquick PCR purification kit (QIAGEN, 
Hilden,Germany)  และตรวจสอบดีเอ็นเอโดยวิธี agarose gel electrophoresis ใชผลผลิต PCR ที่ได
เปนแมแบบในการหาลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชไพรเมอร 27f, 530f, 981f, 1325f, 1525r, 1100r, และ 
530r วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยเครื่อง ABI310 Automate Sequencer (PE-Applied Biosystem) 
และทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชโปรแกรมและฐานขอมูลบน internet ของ National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI เพ่ือ
จัดจําแนกชนิดของเชื้อ 
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3.4 ทดสอบความเสถียร (stability) ของพลาสมิดโดยการเลี้ยงในสภาวะที่ไมเหมาะสม  

โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว MRS ที่เติม novobiocin ที่ความเขมขน 700 μg/ml บมที่อุณหภูมิ 37 
เปนเวลา 24 – 48 ชั่วโมง คัดเลือกหลอดที่มีการเจริญนอยที่สุดมาทดสอบการสูญเสียพลาสมิดโดยวิธี 
agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกับเชื้อที่ไมผานการบมดวยสาร novobiocin 

3.5 การแยกพลาสมิดขนาดที่ตองการออกจากพลาสมดิอ่ืนๆ 

ทําการสกัดพลาสมิดโดยวิธีของ Anderson and McKay, (1983) แลวนํามาแยกโดยวิธี agarose 
gel electrophoresis ทําการแยกพลาสมิดโดยตัดแถบวุนที่มีพลาสมิดขนาดที่ตองการ แลวนํามาสกัด 
พลาสมิดออกจากวุนโดยใช Gel Extraction Kit (QIAGEN) ตรวจสอบอีกครั้งโดยวิธี agarose gel 
electrophoresis 

3.6 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมดิที่แยกได  
นําพลาสมิดที่แยกออกจาก agarose gel มาตัดดวยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  (restriction 
endonuclease) ทั้งแบบเอนไซมชนิดเดียวและสองชนิด เอนไซมที่ใชไดแก HindIII  BamHI  XbaI 
HaeIII NsiI ClaI BstXI SacI เปนตน แลวทําการเชื่อมชิ้น DNA ที่ตัดไดลงใน sequencing vector 
pGEM7Zf(+) โดยใชเอนไซม T4 DNA ligase  ทําการ transformation ดวยวิธี heat shock โดยใช 
competent cell ของเชื้อ Escherichia coli DH5α เปนเซลลเจาบาน ทําการคัดเลือกโคลนที่มีพลาสมิด 
ลูกผสม (transformants) โดยวิธี blue/white colony selection โดยเทคนิคการโคลนนิ่งใชตามวิธีการ
ของ Sambrook and Russell, (2001) แลวใชพลาสมิดลูกผสมที่ไดเปนแมแบบ (template) ในการหา
ลําดับนิวคลีโอไทด โดยทําการสกัดและทําให DNA บริสุทธิ์ดวย DNA purification kit (QIAGEN) ทํา
การหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช Dye Deoxy terminator Taq sequencing kit บนเครื่อง PCR (model 
2400 thermal cycler) และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยเครื่อง ABI310 Automate Sequencer (PE-
Applied Biosystem)  โดยใช Universal primer T7 และ Sp6 และใชไพรเมอรที่ออกแบบจากลําดับเบส
บนพลาสมิดที่ทรบแลว (walking primer) และทําการวิเคราะหลําดับเบสโดยใชโปรแกรม online เชน  
chromas Lite 2.01, CAP3 Sequence Assambly Program, WWW READSEQ Sequence 
Conversion,  ClustalW2  (EMBL-MBI), ORF finder (NCBI) และ NebCutter V.2 (New England Bio 
Labs)  เปนตน การทํา homology search ใชฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

3.7 การทดสอบการตานทานโลหะหนัก 

เขี่ยแบคทีเรียแลคติกอายุ 18-24 ชั่วโมง ลงบนอาหารแข็ง MRS ที่มีสวนผสมของโลหะหนักความ
เขมขนแตกตางกัน โดยความเขมขนที่ใชคือ คอปเปอร 10 - 40  mM นิกเกิล 200 - 700  mM และ
แคดเมียม 1-6 mM นําไปบมที่อุณหภูมิ  37  oC เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจสอบผลโดยดูการเจริญ
ของแบคทีเรียแลคติกบนอาหาร 
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3.8 การแยกยีนตานทานแคดเมียมจากพลาสมิดโดยวิธี Polymerase Chain Reaction 

ทําการสกัดพลาสมิดจาก แลวนํามาใชเปนแมแบบในการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอของยีนที่ควบคุม
การตานทานแคดเมียมโดยใชไพรเมอร cadA-R และ cadA-L ที่ออกแบบจากพลาสมิด pND302 (Liu et 

al., 1997) โดยใชพลาสมิด pND302 เปน positive control โดยในปฏิกิริยา PCR (25 μl) ประกอบดวย 
พลาสมิดหรือโครโมโซมดีเอ็นเอ 100 ng ไพรเมอรชนิดละ  15 pmol,   dNTP  0.2 mM, 1X PCR 
buffer,   MgCl2 2.5 mM และ เอนไซม Taq DNA polymerase 1.5 Unit โดยมีสภาวะในการทํา PCR 
คือ  pre denaturation ที่ 94 oC เปนเวลา 3 นาที; เร่ิมรอบ PCR ขั้น denaturation ที่ 94 oC เปนเวลา 
20 วินาที ; annealing ที่ 55 oC เปนเวลา 30 วินาที และ elongation ที่ 72 oC เปนเวลา 1 นาที โดย
ทําซ้ํา 25 รอบ จากนั้นเปนขั้นตอนสุดทาย  final elongation ที่ 72 oC เปนเวลา 5นาที ตรวจสอบ
ผลผลิต PCR โดยวิธี agarose gel electrophoresis และทําใหบริสุทธิ์ดวย PCR purification kit กอน
นําผลผลิต PCR ไปทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย BigDye Terminator Cycle Sequencing kit V3.1 
(Applied Biosystem/Perkin-Elmer) เพ่ือยืนยันวาเปนยีนตานทานแคดเมียมจริง 

3.9 Southern Hybridization 

การทํา Southern hybridization ทําตามวิธีการของ Sambrook and Russell, (2001)        รวมกับ 
วิธีการที่แนะนําโดยชุด hybridization kit ECL Direct Labelling and Detection System 
(GEHealthcare) โดยทําการสกัด พลาสมิดและโครโมโซมจากแบคทีเรียแลคติก (Lewington et al., 
1987)  นําดีเอ็นเอมาแยกบน agarose gel electrophoresis ทําการยายดีเอ็นเอลงบนแผน nylon 
membrane โดยนําแผนเจลที่ไดแชในสารละลายกรด HCl ความเขมขน 0.25 N เปนเวลา 15 นาที แลว
ยายไปลางในน้ํากลั่น หลังจากนั้นนําไปแชในสารละลาย NaOH ความเขมขน 0.5 N เปนเวลา 30 นาที 
นําไปลางดวยน้ํากลั่นกอนจะนําไปแชในสารละลาย SSC ความเขมขน 10X เปนเวลา 90 นาที ยายดี
เอ็นเอจากเจลสู nylon membrane โดยวิธี vacuum blotter ทําการตรวจสอบวาดีเอ็นเอถูกชะออกจาก
แผนเจลหมดหรือไมโดยทําการยอมแผนเจลดวย ethidium bromide ทําใหแผน nylon membrane แหง
ที่อุณหภูมิหองแลวทําใหดีเอ็นเอติดอยูกับ nylon membrane โดยใชวิธีการ UV crosslinking  หลังจาก
น้ันทําการติดฉลากชิ้นดีเอ็นเอที่ใชเปนโพรบซึ่งในที่น้ีจะใชดีเอ็นเอที่มีสวนของยีน cadA และ cadC ที่
ตัดจากพลาสมิด pND 302 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ 

4.1 การแยกแบคทีเรียแลคติกและการศกึษารูปแบบของพลาสมดิของเชื้อ  

จากการแยกแบคทีเรียแลคติกจากตัวอยางอาหาร สามารถแยกเชื้อในกลุม Lactobacillus ได 
ทั้งหมด 174ไอโซเลต เปนแบคทีเรียรูปแทง ติดสีแกรมบวก ไมสรางสปอรและเอนไซมคะตะเลส จาก
การศึกษารูปแบบพลาสมิดพบวาแบคทีเรียแลคติกสวนมากจะมีพลาสมิดเปนองคประกอบ โดยเชื้อที่
แยกไดจากผลิตภัณฑประเภทเนื้อหมักจะมีพลาสมิดเปนองคประกอบ 4 – 12 พลาสมิด มีขนาดตั้งแต 2 
– 60 กิโลเบส (รูปที่ 1A) ในทางกลับกันเชื้อที่แยกไดจากผลิตภัณฑประเภทผักดองจะมีจํานวนพลาส 
มิดนอยกวาคือ 1 – 6 พลาสมิด (รูปที่ 1B) ซ่ึงเหตุผลนาจะมาจากผลิตภัณฑประเภทเนื้อหมักจะมี
สารอาหารมากกวาในพวกผัก เชนดียวกับการแยกแบคทีเรียแลคติกจากหญาหมักพบวาจะมีจํานวน 
พลาสมิดนอยมากและมีขนาดใหญ  การสูญเสียพลาสมิดอาจเกิดขึ้นไดในสภาวะไมเหมาะสม (stress 
condition) เชนที่อุณภูมิสูง ในสภาวะที่สารอาหารนอย  ในการกําจัดพลาสมิดออกจากเซลลแบคทีเรีย
สามารถทําไดโดยเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีสารเคมีบางชนิด เชน โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต ethidium 
bromide และnovobiocin (Ruiz-Barba et al., 1991) อุณหภูมิสูงถูกนํามาใชในการเหนี่ยวนําให
แบคทีเรียเกิดการสูญเสียพลาสมิด (plasmid curing)  ไดอยางมีประสิทธิภาพเชนกัน (Trotter et al., 
2002)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 Plasmid profiles ของเชื้อ Lactobacillus sp. ที่แยกจากผลิภัณฑเน้ือหมัก (A) และผักดอง (B) 

FG2: ขนาดพลาสมิดมาตรฐานจากเชื้อ Lactococcus lactis FG2 
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จากรายงานของ Ruiz-Barba et al., (1991)  ไดศึกษารูปแบบพลาสมิดของเชื้อ Lactobacillus 
plantarum จํานวน 35 สายพันธุที่แยกไดจาก green olive หมัก พบเชื้อทุกสายพันธุมีพลาสมิดเปน
องคประกอบ 5 -15 พลาสมิด โดยมีขนาด 2 – 68 กิโลเบส โดยเปนพลาสมิดที่ยังไมทราบหนาที่ 
(cryptic plasmid) Ricci et al., (2006) ศึกษาการกระจายและความหลากหลายของพลาสมิดที่แยกจาก
เชื้อ Lactobacillus helveticus จํานวน 22 สายพันธุที่แยกจากอิตาเลียนชีสจากแหลงตางๆ พบเชื้อ 16 
สายพันธุมีพลาสมิดจํานวนและขนาดที่แตกตางกัน 13 รูปแบบ โดยพบเพียง 1 – 5 พลาสมิด ขนาด 2.3 
– 31 กิโลเบส สวนสายพันธุที่เหลือไมมีพลาสมิดเปนองคประกอบ จะเห็นวาการวิเคราะห plasmid 
profile สามารถใชแยกความแตกตางของเชื้อได นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อที่แยกไดจากตัวอยางอาหาร
ที่มาจากแหลงตางกัน มี plasmid profile เหมือนกัน แสดงถึงความคงตัวของพลาสมิดและการกระจาย
ของเชื้อชนิดเดียวกันในสิ่งแวดลอม  

จากการศึกษาพลาสมิดของเชื้อ Lactobacillus ที่แยกไดจากอาหารหมักจะเห็นวา เชื้อเหลานี้ใน
ธรรมชาติมีพลาสมิดจํานวนมากปนองคประกอบ  ซ่ึงพลาสมิดเหลานี้นาจะเปนแหลงของยีนที่มีหนาที่
สําคัญในทางเทคโนโลยีชีวภาพ เชนเดียวกับที่มีรายงานในเชื้อในกลุม Lactococci เชน ยีนที่ควบคุม
การใชนํ้าตาลแลคโตส การผลิตโพลีแซคคาไรด (Pidoux et al., 1990) การผลิตเอนไซมโปรติเอส 
(O'Keeffe et al., 1999) การสรางสารแบคเทอริโอซิน (Wada et al., 2009)  การตานทานยาปฏิชีวนะ 
และการตานทานตอแบคเทอริโอฟาช (Forde et al., 1999) เปนตน  ในเชื้อ Lactobacilli ซ่ึงปกติจะ
พบพลาสมิดเปนจํานวนมาก แตยังมีการศึกษาคุณสมบัติของพลาสมิดนอยกวาในเชื้อ Lactococci ซ่ึง
เปนเชื้อที่นิยมใชเปนหัวเชื้อในอุตสาหกรรมการผลิตชีส  และพลาสมิดจาก Lactobacilli สวนใหญยัง
เปนพลาสมิดที่ไมทราบคุณสมบัติซ่ึงเรียกวา cryptic plasmid ดังน้ันการศึกษาคุณสมบัติของพลาสมิด
เหลานี้จึงนาจะสามารถนํายีนที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึมของเชื้อในกลุม Lactobacilli 
มาใชประโยชนในการพัฒนาหรือปรับปรุงสายพันธุของเชื้อ นอกจากนี้พลาสมิดขนาดเล็กยังสามารถ
นํามาดัดแปลงและใชเปนเวคเตอรที่มีความปลอดภัยที่สามารถนํามาใชในการปรับปรุงสายพันธุของเชื้อ 
Lactobacillus sp. เน่ืองจากเปนเวคเตอรที่ไดมาจากเชื้อที่พบอยูในอาหาร (food grade vector)   

ในการสรางเวคเตอรเพ่ือใชกับเชื้อ Lactobacillus ไดทําการคัดเลือกเชื้อที่มีพลาสมิดขนาดเล็ก 
2 สายพันธุ ไดแกเชื้อรหัส KM1 แยกไดจากแหนมและ SV12 แยกไดจากหญาหมัก ซ่ึงมีพลาสมิดขนาด
เล็กประมาณ 3 กิโลเบส เปนองคประกอบ พลาสมิดขนาดเล็กเหมาะที่จะนํามาใชในการสรางเวคเตอร 
เน่ืองจากสามารถสอดแทรกยีนอ่ืนๆเขาไปได และเนื่องจากมีขนาดเล็กจึงเกิดการแตกหักไดยาก   

4.2 การจัดจําแนกเชื้อรหัส KM1 และ SV12  

จากผลการพิสูจนเอกลักษณของเชื้อรหัส KM1 และ SV12 โดยใชชุดทดสอบ API50 CHL ในการ 
หมักคารโบไฮเดรต 49 ชนิด พบวาทั้งสองสายพันธุถูกจัดจําแนกเปน Lactobacillus plantarum  โดยมี
รอยละของความเหมือน เทากับ 99 และ 45.7 ตามลําดับ เน่ืองจากเชื้อรหัส SV12 มีรอยละของความ
เหมือนต่ํามาก จึงคัดเลือกเชื้อรหัส KM1 มาใชในการศึกษาตอไป ในการจัดจําแนกเชื้อไดทําการยืนยัน
ผลการจัดจําแนกดวยเทคนิค 16S rDNA sequence analysis โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
16S rRNA ขนาดประมาณ 1.476 กิโลเบส (รูปที่ 2) จากการเปรียบเทียบกับ 16S rRNA ในขอมูลของ 
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NCBI พบวาเชื้อรหัส KM1 เหมือนเชื้อ L. plantarum 100% (Acc. No. FJ455520) ซ่ึงเปนการยืนยัน
ผลจากการจัดจําแนกดวยชุด API 50 CHL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2 แสดงลําดับนิวคลีโอไทด1.476 กิโลเบสของยีน 16S rRNA จากเชื้อรหัส KM1 

และมีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับเชื้อ Lactobacillus plantarum 
 

4.3 การศึกษาความคงตัวของพลาสมิดของเชื้อ Lactobacillus plantarum KM1 

ในการพัฒนาเวคเตอรที่มาจากเชื้อ L. plantarum KM1 เวคเตอรที่ใชควรมีความคงตัว โดยไมเกิด
การสูญหายไปในขณะเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นจึงไดทดสอบความคงตัวโดยการเลึ้ยงเชื้อในสภาวะที่มีสาร
novobiocin ซ่ึงเปนสารที่ใชเหน่ียวนําใหเกิดการสูญหายของพลาสมิด (Ruiz-Barba et al., 1991)      L. 
plantarum KM1 มีพลาสมิดเปนองคประกอบ 8 ขนาดประมาณ 1.6, 3.3, 6.0, 9.2, 10.5, 20, 40 และ 
60 กิโลเบส (รูปที่ 3)  หลังจากทํา plasmid curing  พบวาเชื้อรอดชีวิตนอยลงเม่ือเพ่ิมความเขมขนของ

สาร novobiocin จนถึง 500 μg/ml และจากการนําเชื้อที่รอดชีวิตมาทดลองสกัดพลาสมิดเปรียบเทียบ
กับเชื้อสายพันธุเดิม ไมพบการสูญเสียพลาสมิดทุกขนาด แสดงวาพลาสมิดมีความคงตัวแมจะอยูใน
สภาวะกดดัน  ในการทดลองนี้จึงเลือกพลาสมิดขนาดประมาณ 3.3 กิโลเบส และใหชื่อวา พลาสมิด 
pKM1 มาศึกษาลําดับเบส และเพ่ือนํามาใชในการสรางเปนเวคเตอรสําหรับเชื้อ L. plantarum ตอไป 

 
 
 

    1 TGCGCGTGCT ATCTGCAGTC GACGAACTCT GGTATTGATT GGTGCTTGCA 
   51 TCATGATTTA CATTTGAGTG AGTGGCGAAC TGGTGAGTAA CACGTGGGAA 
  101 ACCTGCCCAG AAGCGGGGGA TAACACCTGG AAACAGATGC TAATACCGCA 
  151 TAACAACTTG GACCGCATGG TCCGAGTTTG AAAGATGGCT TCGGCTATCA 
  201 CTTTTGGATG GTCCCGCGGC GTATTAGCTA GATGGTGGGG TAACGGCTCA 
  251 CCATGGCAAT GATACGTAGC CGACCTGAGA GGGTAATCGG CCACATTGGG 
  301 ACTGAGACAC GGCCCAAACT CCTACGGGAG GCAGCAGTAG GGAATCTTCC 
  351 ACAATGGACG AAAGTCTGAT GGAGCAACGC CGCGTGAGTG AAGAAGGGTT 
  401 TCGGCTCGTA AAACTCTGTT GTTAAAGAAG AACATATCTG AGAGTAACTG 
  451 TTCAGGTATT GACGGTATTT AACCAGAAAG CCACGGCTAA CTACGTGCCA 
  501 GCAGCCGCGG TAATACGTAG GTGGCAAGCG TTGTCCGGAT TTATTGGGCG 
  551 TAAAGCGAGC GCAGGCGGTT TTTTAAGTCT GATGTGAAAG CCTTCGGCTC 
  601 AACCGAAGAA GTGCATCGGA AACTGGGAAA CTTGAGTGCA GAAGAGGACA 
  651 GTGGAACTCC ATGTGTAgCG GTGAAATGCG TAGATATATG GAAGAACACC 
  701 AGTGGCGAAG GCGGCTGTCT GGTCTGTAAC TGACGCTGAG GCTCGAAAGT 
  751 ATGGGTAGCA AACAGGATTA GATACCCTGG TAGTCCATAC CGTAAACGAT 
  801 GAATGCTAAG TGTTGGAGGG TTTCCGCCCT TCAGTGCTGC AGCTAACGCA 
  851 TTAAGCATTC CGCCTGGGGA GTACGGCCGC AAGGCTGAAA CTCAAAGGAA 
  901 TTGACGGGGG CCCGCACAAG CGGTGGAGCA TGTGGTTTAA TTCGAAGCTA 
  951 CGCGAAGAAC CTTACCAGGT CTTGACATAC TATGCAAATC TAAGAGATTA 
 1001 GACGTTCCCT TCGGGGACAT GGATACAGGT GGTGCATGGT TGTCGTCAGC 
 1051 TCGTGTCGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG CAACGAGCGC AACCCTTATT 
 1101 ATCAGTTGCC AGCATTAAGT TGGGCACTCT GGTGAGACTG CCGGTGACAA 
 1151 ACCGGAgGAA gGTGGGGATG ACGTCAAATC ATCATGCCCC TTATGACCTG 
 1201 GGCTACACAC GTGCTACAAT GGATGGTACA ACGAGTTGCG AACTCGCGAG 
 1251 AGTAAGCTAA TCTCTTAAAG CCATTCTCAG TTCGGATTGT AGGCTGCAAC 
 1301 TCGCCTACAT GAAGTCGGAA TCGCTAGTAA TCGCGGATCA GCATGCCGCG 
 1351 GTGAATACGT TCCCGGGCCT TGTACACACC GCCCGTCACA CCATGAGAGT 
 1401 TTGTAACACC CAAAGTCGGT GGGGTAACCT TTTAGGAACC AGCCGCCTAA 
 1451 GGTGGGACAG ATGATTAGGG TGAAGT 
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รูปที่ 3 Plasmid profile ของ Lactobacillus plantarum KM1 
FG2 = L. lactis FG2 standard plasmid size 
KM1= พลาสมิดจากเชื้อ L. plantarum KM1 

4.4 ลักษณะยีนทีอ่ยูบนพลาสมิด pKM1 

จากการแยกพลาสมิด pKM1 จากเชื้อ L. plantarum KM1 และวิเคราะหขนาดของพลาสมิดโดยการ 
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะหลายชนิด พบวา pKM1 มีขนาดประมาณ 3.3 กิโลเบส โดยมีแผนที่ของ 
พลาสมิดดังแสดงในรูปที่ 4   จากการหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้ง 3.3 กิโลเบส (รูปที่ 5) ยืนยันผลตําแหนง
ที่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเชนเดียวกับที่แสดงในรูปที่ 4 จากรูปจะเห็นวา pKM1 เปนพลาสมิดที่มี
ขนาดเล็ก แตมีตําแหนงที่ถูกตัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวหลายชนดิของเอนไซมที่สามารถ
นํามาใชในการตัดตอยีนได เชน BstXI EcoRV SacI EcoRI และ HaeIII โดยทีพ่ลาสมิดจะยังคงจําลอง
ตัวเองได อยางไรก็ตามในพลาสมิดไมพบยีนที่จะใชเปนยีนคัดเลือก (selection marker gene) จึงตองมี
การนําไปพัฒนาตอกอนที่จะนําไปใชเปนเวคเตอรชนิด food grade ได 
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รูปที่ 4 แผนที่พลาสมดิ pKM 1 ขนาดประมาณ 3300 คูเบสจากเชื้อ Lactobacillus plantarum KM1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

sso  
    1  ccccccgtca gtcacggtaa atcgaattaa agggacttac tgctttagca 

   51  gttagtccct ttttgaggct ttaaggagtt gattgactaa ccaaacccag 

  101  acactgaatt ggctgaaagc caaagtttcc taaactttgc tttcctgcct 

  151  cacggcgagt gcggggtgag tttgagcggg agctcccgct catttatgcg 

  201  gtcaagctgg tacagcttgg actgggttcg gggcgtcagc gcccgagggc 
     dso      putative nic site 

  251  ttagaaactg gtcgattttg accagtttct tcttatcttg atactattag 

  301  aaacaacgga cttttccaaa tgtatagcaa aacgttgaca tgattggctt 

  351  taggcgtatt atggtggtat aaaatgaata taaaaaaaac ccacgtgagc 

  401  ttcgaaagtt tgccgacctc gaacgcgtga gttaatcttg taaaaatcgt 

  451  atttggattt actagacata gtttaaagct tgaacccttt gccgtcaagc 

  501  cttctgactg atttaagtaa agcaagtaca taacagatta actcttctca 
     ORF1 (repA gene) 
  551  cgtggttggc gaggggagtt tttattttgg ctaatgaaaa agttttggtt 577 (start repA)

  601  gatcggtcaa agtcagggaa agttcgtccg tggcgggagc gtaagttaga 

  651  gaatttgcag tatggtgact atttgcaaat attgaattat aagaaagctc 

  701  atcgggttaa agaatgtggg gaagttttgc gctttgtgga agatgaacaa 

  751  ggtcataaga aactagcgca gacttggttt tgtcattccc gtttatgccc 
  801  gttatgcaat tggcggcgtg caatgaagca gtctaatcag ttaactcaaa 

  851  ttttagaaga agcggttaaa caacgaaaaa ctggtcggtt cttatttcta 

  901  acgctgaccg ttgagaatac aactggtaag caattaaaga gtgagctacg 

  951  acaaatgggg cgagctgttc gtgatttaat gcgttataaa aagccagcta 

 1001  agaatttgtt aggctatgtg cgttcgactg aagtaaccgt taatcatgaa 

 1051  tcggatcagc cgatgtatca ccatcatatg catgttttat tatttgtgaa 

 1101  gagtctttat tttaaaggat ctgataacta tatttcacag tcagaatgga 

 1151  ctggttattg gcaacgggca atgaaattga cttatgttcc gattgtgaat 

 1201  gttgaagcgg ttaaaccgaa tctgaaacgc cagagaaatt ctttactggc 

 1251  tagtgcccaa gaaacggcta aatatcaggt gaaatctaaa gatattttga 

 1301  ctaataatca agaacaagat ctacaagtaa ttgatgattt ggagcaagct 

 1351  ttggctggtt cccggcaaat tagctatggg ggcttactga aagaaattcg 

 1401  caagcagttg caactagaag atgttgaaaa tggtgacttg attaatacgg 

 1451  atagtgatga tctaaagact gatcaagtgg tacgtgaaat tgttgctaag 
 1501  tgggactatc agcgtaaaaa ttactttatt tgaatgagtg ctatattata 1531 (stop repA)

 1551  tataaagaca ggaaaccatt tgtctagcga ggggattttt ttatgattta 

 1601  tgctgataag ataagctttt aatacggata gtgatgatct aaagactgat 

 1651  ccaagtggta cgtgaaattg ttgctaagtg ggactatcta gcgtaaaaat 

 1701  tactttattt gaatgagtgc tatattatat ataaagacag gaaaccattt 

 1751  gtctagcgag gggatttttt tatgatttat gctgataaga taagctttaa 

 1801  tcgtggggac gaaaagcgtt tggaaactat tgttcggatt catttatttt 

 1851  cgactagtgg tgaaggtatt tctggctggt attataaaga ggatattaat 

 1901  gagtggcttc atgagaacag ctataagatt gtggtttata ttgatccata 

 1951  tcctgaattg attccctgtt gatggtgatc atgttaagta tgtcccgttc 

 2001  tagtaaggac gatactgaag aagataactt gcttaagcta gatatctatt 

 2051  atgaaaaaca ataaggaata caaaaaataa tttttgataa tcattgggag 
 2101  ctaaagcgat ctttgattat ttttttgcca acggcaaaaa ttgcctcgca 
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รูปที่ 5 ลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 3,311 คูเบส ของพลาสมิด pKM 1 ตําแหนง single strand origin 

(sso) และ double strand origin (dso) และ origin of transfer (oriT)เปนบริเวณที่ขีดเสนใต -10 
promoter ของยีน mob เปนบริเวณทีข่ีดเสนใต  2 เสน  ตําแหนง nick site (putative) ระบุดวยลูกศร 
ตําแหนง start และ stop codon ของยีน repA และ mop ระบุไวโดยการขีดเสนใตและระบตุําแหนงไว

ดานหลัง   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
          
        รูปที่ 5 ลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 3311 คูเบส ของพลาสมิด pKM 1 (ตอ) 
 

จากการวิเคราะหรหัสพันธุกรรมของพลาสมิด pKM1 พบ open reading frame   2  ตําแหนง 
คือ ORF1 และ ORF2 ที่มีการถอดรหัส (transcription) ในทิศทางเดียวกัน  เม่ือนํามาเปรียบเทียบกับ
ขอมูลในฐานขอมูลของ GenBank  พบวา  ORF1 ซึ่งมีขนาด 957 คูเบส (577-1531) มีความคลายกับ
ยีน  repA ที่ควบคุมการสรางโปรตีนที่ทําหนาที่ในการจําลองตัวของพลาสมิด (replication protein)  
ทางดานหนาของ ORF1 พบลําดับเบส  5′ CAGTTTCTTCTTATCTTGATACTATTAGAAACAAC 3′  
ซ่ึงคลายกับตําแหนง dso (double-strand origin) (Khan, 1997; Alegre et al., 2005) ที่พบบน พลาส
มิดชนิด rolling ลําดับเบสของ dso ของพลาสมิด pKM1 มีลําดับเหมือนกับ dso ของพลาสมิด pM4 
จากเชื้อ L. plantarum M4 (Yin et al., 2008) และพลาสมิด pRS4 จาก P. pentosaceus RS4 (Alegre 
et al., 2005) ซ่ึงจัดเปนพลาสมิดที่อยูในแฟมิลี่  pC194  dso มีหนาที่เปนจุดเริ่มตนในการจําลองตัวเอง

 2151  gagcccaaac tttacaaggt aaagtatatt gggctatacc ttgcatggag 2169-2192(oriT)

 2201  gtttgccgaa ttctgtgcta tgctctaacc aaatttagct gtttggaaat  
    ORF2 (mob gene) 
 2251  ggagtggtga aatgagttat ttagtggcta atatgcagaa attaaaagct 2262(start mob)

 2301  gataatttag ttggcttggg taatcatgat caacgccgaa cgcaacatca 

 2351  caaaaatact gatattgacg ttgaccgttc tggcttaaat tatgatttag 

 2401  ttgctggtcg gactaaccat ttcaaaacgg atattgcggc ttatattaac 

 2451  gagcataaaa ccagtcaacg agcggtcaga aaagatgccg ttttagtcaa 

 2501  tgaatggatt atttcgagcg atagcacttt ctttgccgat ttgacggcgg 

 2551  ctgatactcg caaatatttt gaaacggcga ggaattattt tgctgaaaaa 

 2601  tttggtgaag aaaatattcg ttatgcaatt gttcatcttg atgagagtac 

 2651  gccacatatg catatgggaa ttgtgccctt tgatgatgaa cataagttgt 

 2701  ctgctaagcg agtatttaat cgcacggctt tgcgagatat tcaagatcaa 

 2751  ttaccgactt atttgcaaca gcatggtttt aatattcaac gtggggttca 

 2801  agaatcggaa cgtaaaagtt taacggtgcc agaatataaa gctatgcggg 

 2851  aagatttgaa aaaggcgacg cttcaaaaac aagaaataca agctgaactt 

 2901  gaagatgcca gaaaacgcct tgctgaactt aaacctcgtg atcagcagga 

 2951  aattgagagc aaacctactt ttttaagcaa ggataaagtg gttgttagaa 

 3001  aaagtgatct tcatgactta gaatctcgag cagctgtcag tgatatttat 

 3051  aatcaacaac agaaccgttt aaaacttgat aatcaaagcc taaattatca 

 3101  actgcttgaa gttaaagaca ataattatga tttaagcaag aaaaatgaga 

 3151  agctccaaaa attagtggat acgttacaag gaattgttcg gagcgttgac 

 3201  cggttcttac agcgcaaatt aggtgttggc ttaccaaatg agtggctaga 

 3251  gcgagctgga ctaaaagaac cgactaaaaa agcccctcag agggggttgc 

 3301  gaaatcggta a 3311(Stop mob) 
 

oriT-10promoter
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ของ พลาสมิดแบบ rolling circle  (rolling circle plasmid) สาย leading strand  โดยพบตําแหนงที่ถูก
ตัด (nick site) และตําแหนงที่จับกับ replication protein บนบริเวณ dso น้ีดวย นอกจากนี้ทางดานหนา
ของตําแหนง dso ของพลาสมิด pKM1 ยังพบลําดับเบสที่คลายกับตําแหนง sso (single-strand origin) 
ของพลาสมิด pWCFS01 (Acc. No.CR377164)  และ pSAM23 (Acc. No.DQ116709)  ตําแหนง sso 
มีหนาที่ในการเริ่มการจําลองตัวเองของสาย lagging ของพลาสมิดหลังจากการจําลองตัวเองของ 
leading strand เน่ืองจาก sso จะทํางานเมื่อพลาสมิดอยูในรูป single strand เทานั้น ลําดับเบสของ
ตําแหนง sso จะคอนขางแตกตางกันแมแตในพลาสมิดที่อยูในแฟมิลีเดียวกัน (Khan, 1997) 

Open reading frame ที่ 1 ซ่ึงมีขนาด 954 คูเบส ถอดรหัสใหโปรตีนที่มี  318 กรดอะมิโน  มี 
ขนาดประมาณ 35.4 kDa   โปรตีนมีลําดับกรดอะมิโนคลายกบัโปรตีน RepA (replication initiator 
protein) ที่พบในพลาสมิดที่มีการจําลองตัวเองแบบ rolling circle ของแบคทีเรียแลคติกหลายสายพันธุ 
(รูปที่ 6) โดยพลาสมิดที่มีความคลายมากที่สุด 4 ลําดับไดแก pRS4 (90% identity) จากเชื้อ 
Pediococcus  pentosaceus (Alegre et al., 2009), pWCSF101 (89%) จากเชื้อ Lactobacillus 
plantarum (van Kranenburg et al., 2005), pF8801 (88%) จากเชื้อ P. damnosus (Walling et al., 
2005) และ  pLAB1000 (71%) จากเชื้อ L. hilgardii (Josson et al., 1990)  โปรตีน RepA มีหนาที่ใน
การตัดดีเอ็นเอบริเวณ nick site บนตําแหนง dso (รูปที่ 5) โดยจะจับกับสาย leading strand ที่
ตําแหนง dso  (Rep binding sequence) ซ่ึงจะมีความจําเพาะกับลําดับเบสบน dso จากการที่โปรตีน 
RepA ของพลาสมิด pKM1 มีลําดับกรดอะมิโนคลายโปรตีน RepA ของพลาสมิดที่มีการจําลองตัวเอง
แบบ rolling circle และยังพบตําแหนง dso และ sso ดวย ดังน้ันพลาสมิด pKM1 จึงนาจะมีการแบงตัว
แบบ rolling circle เชนกันหรือจัดเปนพลาสมิดแบบ rolling circle น่ันเอง 

Open reading frame ที่ 2 (ORF2) ที่ลําดับเบสยังไมสมบูรณ ที่รายงานมีขนาด 1047 คูเบส  
สามารถถอดรหัสใหโปรตีนได 349 กรดอะมิโน   ซ่ึงลําดับเบสที่มีรายงานทั่วไปจะมีขนาด 1089 คูเบส 
สามารถถอดรหัสใหโปรตีนได 363 กรดอะมิโน ลําดับโปรตีน Mob ของพลาสมิด pKM 1 จะมีความ
คลายกับโปรตีน mobilization ของพลาสมิดหลายชนิด ที่คลายมากที่สุด 2 ชนิดแรก 97% ไดแก พลาส
มิด pM4 จาก L. plantarum M4 (Acc.No.YP_001621756) และ  pLB925A08 จาก L. brevis 925A 
(YP_002790952) นอกจากนี้ยังคลายกับพลาสมิดหลายชนิดโดยมีความคลายอยูในชวง 71-72%  
ไดแก พลาสมิด p141 จาก L. plantarum (BAH97325),  pRS4 จาก P. pentosaceus, pCL88 จาก     
L. casei (U31333), pSAM23 จาก L. casei  (DQ116709) และ pF8801 จาก P. damnosus   รูปที่ 7 
เปนการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน Mob จากพลาสมิดของแบคทีเรียแลคติกอ่ืนๆ โดย 
พลาสมิดเหลานี้จัดเปนพลาสมิดที่เรียกวา mobilizable plasmid ซ่ึงบนพลาสมิดจะมีลําดับเบสที่เรียก
บริเวณนี้วา mobilization region หรือ ยีน mob ที่ประกอบไปดวยยีนที่ถอดรหัสใหเอนไซม relaxases 
และบริเวณที่เรียกวา origin of transfer (oriT)  ซ่ึงบนแตละพลาสมิดอาจพบยีน mob ได  1 ถึง 3 ยีน 
(Francia et al., 2004) สวนในพลาสมิด  pKM1 จะพบยีน mob เพียง 1 ยีน นอกจากนี้ยังพบบริเวณที่
คลายตําแหนง oriT ดานหนาของยีน mob ซอนอยูกับตําแหนงโปรโมเตอร -10 (-10 promoter) ของยีน 
mob ซ่ึงบริเวณ oriT จะประกอบไปดวยลําดับเบสซ้ําแบบ  invert (inverted repeat, IR)  และใกลๆกัน
จะมีบริเวณที่มีเบส AT อยูจํานวนมาก (AT rich region) จากโครงสรางที่ประกอบไปดวยยีน mob และมี
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บริเวณ oriT  ดานหนา mob ยีน พลาสมิด pKM1 จึงจัดเปน mobilizable plasmid ซ่ึงสามารถสงถายไป
ยังแบคทีเรียอ่ืนไดโดยอาศัยพลาสมิดชนิด  conjugative หรือ conjugative element ที่อยูบนโครโมโซม 
(Tanous et al., 2007) ดังน้ันพลาสมิด pKM1 จึงนาจะใชชวยในการสงผานยีนที่ควบคุมคุณลักษณะที่
ตองการเขาสูแบคทีเรียที่เปนหัวเชื้อที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมการหมักได 

 
จากการที่พลาสมิด pKM1 จากเชื้อ L. plantarum KM1 มียีน repA และยีน mop ที่สามารถถอด  

รหัสใหโปรตีนที่เหมือนกับโปรตีน RepA และโปรตีน Mob ของเชื้อ P. pentosaceus, P. damnosus,          
L. casei และ L. hilgardii จึงเปนไปไดวาแบคทีเรียแลคติกเหลานี้มีการสงถายพลาสมิดระหวางสายพันธุ
ที่มีจีนัสและสปชีสตางกัน (horizontal transfer)  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 6 แสดงการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโนของโปรตีน RepA ของพลาสมิด pKM1 กับโปรตีน 
RepA ของพลาสมิดชนิดอ่ืนๆ  5 ชนิด ที่พบในของแบคทีเรียแลคติก * = กรดอะมิโนชนิดเดียวกัน 
 

WCFS1           MADRKVLVDRSQSGKVRPWREHKLENLQYGDYLQMLHYKKSHRVKECGEVLRFVEDKNGH 60 
pF8801          MADRKVLVDRSQSGKVRPWREHKLENLQYGDYLQMLHYKKAHRVKECGEVLRFVEDKNGH 60 
P141            MANEKVLVDRSKSGKVRPWRERKLENLQYGDYLQILHYKKAHRVKECGEVLRFVEDKNGH 60 
RS4             MTDRKVLVDQSQSGKVRPWRERKLENLQYSDYLQILHYKKAHRVKECGEVLRFVEDKNGH 60 
pKM1            VANEKVLVDRSKSGKVRPWRERKLENLQYGDYLQILNYKKAHRVKECGEVLRFVEDEQGH 60 
pLab1000        -MSKKILKDVSRNRKERPWRERKLENLQYAEYLRILNFKKANRVKECGEVLRFVADDEGR 59 
                  ..*:* * *:. * *****:*******.:**::*::**::************ *.:*: 
 
WCFS1           KKLAQTWFCHSRLCPLCNWRRSMKQSNQLTQILTEAVKQRKTGRFLFLTLTVKNTTGDLL 120 
pF8801          KKLAQTWFCHSRLCPLCNWRRSMKQSNQLTQILTEAVKQRKTGRFLFLTLTVKNTTGDLL 120 
P141            KKLAQTWFCHSRLCPLCNWRRAMKQSNQLTQILTEAVKQRKTGRFLFLTLTVENTTGDQL 120 
RS4             KKLAQTWFCHSRLCPLCNWRRAMKQSNQLTQILAEAVKQRKTGRFLFLTLTVENTSGNQL 120 
pKM1            KKLAQTWFCHSRLCPLCNWRRAMKQSNQLTQILEEAVKQRKTGRFLFLTLTVENTTGKQL 120 
pLab1000        LRLYQTWFCKSRLCPLCNWRRSMGQSNQLMQVLDEAHKQRKTGRFLFLTLTAENASGENL 119 
                 :* *****:***********:* ***** *:* ** **************.:*::*. * 
 
WCFS1           KSELRQMGRAIAKIFQYKKVAKNLLGYVRSTEVTINHEADQPMYHHHMHVLLFMKSSYFT 180 
pF8801          KSELRQMGRAIAKIFQYKKVAKNLLGYVRSTEVTINHEADQPMYHHHMHVLLFMKSSYFT 180 
P141            KSELRQMGRAVAKIFQYTKVAKNLLGYVRSTEVTVNHEAGQPMYHHHMHVLLFVKNHYFK 180 
RS4             KSELRQMGRAIRDLMRYKKPAKNLLGYVRSTEVTVNHEVDQPMYHHHMHVLLFMKSSYFT 180 
pKM1            KSELRQMGRAVRDLMRYKKPAKNLLGYVRSTEVTVNHESDQPMYHHHMHVLLFVKSLYFK 180 
pLab1000        KQEVRKMGRAISKLFQYKKPAKNLLGYVRSTEITINKNG---TYHQHMHVLLFVKPTYFK 176 
                *.*:*:****: .:::*.* ************:*:*::     **:*******:*  **. 
 
WCFS1           GTDNYISQAEWTGYWQRAMKLDYVPVVNVEAVKPNVKRQKNSLLASAQETAKYQVKSKDI 240 
pF8801          GTDNYISQAEWTGYWQRAMKLAYVPVVNVEAVKPNVKRQKNSLLASAQETAKYQVKSKDI 240 
P141            GTDNYISQVEWTGFWQRAMKLTYVPMVNVEAVKPNMNRHKNSLLASAQETAKYQVKSKDI 240 
RS4             GTDNYISQAEWTGYWQRAMKLTYMPVVNVEAVKPNVNRHKNSLLASAQETAKYQVKSKDI 240 
pKM1            GSDNYISQSEWTGYWQRAMKLTYVPIVNVEAVKPNLKRQRNSLLASAQETAKYQVKSKDI 240 
pLab1000        DSANYINQAEWSKLWQRAMKLDYQPIVNVEAVRSNKAKGKNSLIASAQETAKYQVKSKDI 236 
                .: ***.* **:  ******* * *:******:.*  : :***:**************** 
 
WCFS1           LTNNQEQDLQVIDDLEQALAGSRQISYGGLLKEIRKQLQLEDVENGDLINTDSDDQKVDQ 300 
pF8801          LTNNQEQDLQVIDDLEQALAGSRQISYGGLLKEIRKQLQLEDVENGDLINTDSDDQQVDQ 300 
P141            LTNNQEQDLQVIDDLERALAGSRQISYGGLLKEIRKQLQLEDVENGDLINTDSDDQKVDQ 300 
RS4             LTNNPEQDLQVIDDLEQALAGSRQISYGGLLKEIRKQLQLEDVENGDLINTDSDDQKVDQ 300 
pKM1            LTNNQEQDLQVIDDLEQALAGSRQISYGGLLKEIRKQLQLEDVENGDLINTDSDDLKTDQ 300 
pLab1000        LTNDQERDLQVVEDLEQGLAGSRQISYGGLFKEIRKQLQLEDVD-AHLINVDDDKVKIDE 295 
                ***: *:****::***:.************:************: ..***.*.*. : *: 
 
WCFS1           VVREIVAKWDYQRKNYFVW 319 
pF8801          AVCEIVAKWDYQRKNYFI- 318 
P141            VVREIVAKWDYQRKNYFV- 318 
RS4             VVREIVAKWDYQRKNYFV- 318 
pKM1            VVREIVAKWDYQRKNYFI- 318 
pLab1000        VVREVVAKWDYNKQNYFIW 314 
                .* *:******:::***:  
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รูปที่ 7แสดงการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน Mop ของพลาสมิด pKM1 กับโปรตนี Mob
ของพลาสมิดชนิดอ่ืนๆ ที่พบในแบคทีเรยีแลคตกิ 

* หมายถึงพลาสมิดทั้ง 5 ชนิดมีลําดับกรดอะมิโนที่เหมือนกัน 

4.5 การทดสอบการตานทานคอปเปอร นิกเกิลและแคดเมียมของแบคทเีรียแลคติก 

จากการนําแบคทีเรียแลคติกที่แยกไดทั้ง 174สรางกรด มาทดสอบความสามารถในการตานทาน
โลหะหนัก  พบเชื้อที่สามารถตานทานแคดเมียมที่ความเขมขน 1 mM ได 12 ไอโซเลต โดยมี 1 ไอโซ
เลต ที่ตานทานแคดเมียมไดสูงถึง 5 mM  สวนเชื้อตานทานคอปเปอรที่ความเขมขน 20 mM  พบ 61 
ไอโซเลต โดยมีเชื้อเพียง 5 ไอโซเลต ที่ตานทานคอปเปอรที่ความเขมขนสูงถึง 35 mM และมีเชื้อ 45 ไอ

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 
 
 
pM4             MSYLVANMQKLKADNLVGLGNHDQRRTQHHKNTDIDVDRSGLNYDLVAGRTNHFKTDIAA 60 
pLB925A08       MSYLVANMQKLKADNLVGLGNHDQRRTQHHKNTDIEVDRSGLNYDLVAGRTNHFKTDIAA 60 
pKM1            MSYLVANMQKLKADNLVGLGNHDQRRTQHHKNTDIDVDRSGLNYDLVAGRTNHFKTDIAA 60 
p141            MSYLVANMQKLKADNLVGLGNHDQRRTQNHKNTDIDVDRSALNYDLVAGRTNHFKTDIAA 60 
pRS4            MSYLVANMQKLKADNLVGLGNHDQRRTQNHKNTDIDVDRSALNYDLVAGRTNHFKTDIAA 60 
                ****************************:******:****.******************* 
 
pM4             YINEHKTSQRAVRKDAVLVNEWIISSDSNFFANLTAADTRKYFETAKAYFAEKFGEENIR 120
pLB925A08       YINEHKTSQRAVRKDAVLVDEWIISSDSNFFANLTAADTRKYFETAKAYFAEKFGEENVR 120
pKM1            YINEHKTSQRAVRKDAVLVNEWIISSDSTFFADLTAADTRKYFETARNYFAEKFGEENIR 120
p141            YINEHKTSQRAVRKDAVLVNEWIISSDRHFFADLTAVDTRKYFETAKAYFAEKFGEENIR 120
pRS4            YINEHKTSQRAVRKDAVLVNEWIISSDRHFFADLTAVDTRKYFETAKAYFAEKFGEENIR 120
                *******************:*******  ***:***.*********: **********:* 
 
pM4             YAIVHLDESTPHMHMGIVPFDDEYKLSAKRVFNRAALQNVQDQLPTYLQQHGFNIQRGVQ 180
pLB925A08       YAIVHLDESTPHMHMGIVPFDDEYKLSAKRVFNRAALQNVQDQLPTYLQQHGFNIQRGVQ 180
pKM1            YAIVHLDESTPHMHMGIVPFDDEHKLSAKRVFNRTALRDIQDQLPTYLQQHGFNIQRGVQ 180
p141            YAIVHLDESTPHMHMGIVPFDDEYKLSAKRVFNRTSLRDIQDQLPTYLQQHGFNVQRGVQ 180
pRS4            YAIVHLDESTPHMHMGIVPFDDEYKLSAKRVFNRTSLRDIQDQLPTYLQQHGFNVQRGVQ 180
                ***********************:**********::*:::**************:***** 
 
pM4             ESERKSLTVPEYKAMREDLKKATLQKQEIQAELEDARKRLAELKPR--DQQEIESKPTFL 238
pLB925A08       ESERKSLTVPEYKAMREDLKKATLQKQEIQAELEDARKRLAELKPR--DQQEIESKPTFL 238
pKM1            ESERKSLTVPEYKAMREDLKKATLQKQEIQAELEDARKRLAELKPR--DQQEIESKPTFL 238
p141            ESERKSLTVPEYKAMRESIKQSQQKLAAVENETKQRQAKLKTYQATKFDVNSVKTKESRF 240
pRS4            ESERKSLTVPEYKAMRESIKQSQQKLAAVENETKQRQAKLKTYQATKFDVNSVKTKESRF 240
                *****************.:*::  :   :: * :: : :*   :.   * :.:::* : : 
 
pM4             SKDKVVVRKSDLHDLESRAAVSDIYNQQQNRLKLDNQSLNYQLLEVKDNNYELSKKNEKL 298
pLB925A08       SKDKVVVRKSDLHDLESRAAVSDIYNQQQNRLKLDNQSLNYQLLEVKDNNYELSKKNEKL 298
pKM1            SKDKVVVRKSDLHDLESRAAVSDIYNQQQNRLKLDNQSLNYQLLEVKDNNYDLSKKNEKL 298
p141            HKRYVLVDRFDFDELKQGASLTDTYFTETLSQKSDMDIQKDRLIKAESKAMELDIENRRL 300
pRS4            HKRYVLVDRFDFDELKQGASLTDTYFTETLSQRSDMDIQKDRLIKAESKAMELDIENRRL 300
                 *  *:* : *:.:*:. *:::* *  :    : * :  : :*::.:.:  :*. :*.:* 
 
pM4             QKLVDTLQGIVRSVDRFLQRKLGVGLPSEWLERAGLKEPSKNAPQRPQERSEGQHDELDG 358
pLB925A08       QKLVDTLQGIVRSVDRFLQRKLGVGLPSEWLERAGLKEPSKNAPQRPQERSEGQHDELDG 358
pKM1            QKLVDTLQGIVRSVDRFLQRKLGVGLPNEWLERAGLKEPTKKAPQR------GLRNR--- 349
p141            QKLVGTLQGIVRSVDHFLQRKLGVGLPGEWLERAGLKEPSKKAPQRPQERSEGQHDELDG 360
pRS4            QKLVGTLQGIVRSVDHFLQRKLGVGLPGEWLERAGLKEPSKKAPQRPQERSEGQHDELDG 360
                ****.**********:***********.***********:*:****      * ::.    
 
pM4             PSL 361 
pLB925A08       PSL 361 
pKM1            --- 
p141            PSF 363 
pRS4            PSF 363 
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โซเลตที่ ตานทานนิกเกิลที่ 200 mM โดยมีเชื้อ 2 ไอโซเลต ที่สามารถเจริญไดที่ความเขมขนของนิกเกิล
สูงสุดที่ 680 mM  

ในการทดลองนี้พบวาความเขมขนสูงสุดของคอปเปอรที่เชื้อสามารถตานทานไดคือ 35 mM ซ่ึง
เม่ือเปรียบเทียบกับการทดลองของ (Mathurasa, 1997) พบแบคทีเรียแลคติก 5 ไอโซเลต จาก 51 ไอ
โซเลต สามารถตานทานคอปเปอรที่ความเขมขน 100 mM  ไดแก  Pediococcus pentosaceus, P. 
dextrinicus, Lactobacillus buchneri และ L. sake  โดยแบคทีเรียแลคติกแยกไดจากแตงกวาและ
กะหล่ําปลีจีน  แตจากการศึกษาของ Liu et al., 2002 พบวาเชื้อ Lactococcus lactis สามารถตานทาน
คอปเปอรซัลเฟตที่ระดับความเขมขนสูงสุดเพียง 4.5 mM  โดยพบวามียีนควบคุมการตานทานคอป
เปอรคือ  lcoA, lcoB และ lcoC จะเห็นวา เชื้อ L. lactis  ซึ่งเปนเชื้อที่แยกไดจากนม จะมีความสามารถ
ในการตานทานคอปเปอรไดต่ํากวาเชื้อที่แยกไดจากอาหารหมักจําพวก ผัก และเนื้อ ซ่ึงมักพบเชื้อใน
กลุมอ่ืนที่ไมใช  L. lactis เชน จากรายงานของ ปนมณี ขวัญเมือง (2546) ซ่ึงทําการแยกแบคทีเรียแลกติ
กจากแหนม 60 ตัวอยาง สามารถแยกแบคทีเรียแลกติกไดจํานวน 118 ไอโซเลต โดยพบแบคทีเรีย
รูปรางแทงมากกวารูปรางกลม โดยแบคทีเรียรูปรางแทงที่พบจําแนกไดเปนเชื้อกลุม Lactobacillus  
ขณะที่ Tanasupawat and Daengsubha, (1983) แยกไดแบคทีเรียรูปรางกลมที่มีการจัดเรียงตัวแบบ 
tetrad และจัดจําแนกไดเปนเชื้อกลุม Pediococcus และ วิเชียร ลีลาวัชรมาศ (2534) รายงานการพบ
แบคทีเรียแลคติกในผลิตภัณฑปลาหมัก โดยเปนแบคทีเรียรูปรางแทงซึ่งจัดจําแนกไดเปนเชื้อ 
Lactobacillus plantarum และเชื้อรูปรางกลมจัดจําแนกไดเปนเชื้อ Leuconostoc sp., Pediococcus 
acidilactici และ Streptococcus sp. จะเห็นวาไมมีรายงานการพบเชื้อในกลุม Lactococcus lactis  ใน
ผลิตภัณฑเหลานี้  

สําหรับการตานทานนิกเกิลพบวา เชื้อที่แยกไดสามารถตานทานนิกเกิลไดที่ความเขมขนสูงกวา
ที่มีรายงาน เชน Mathurasa, (1997)  ทําการศึกษาความสามารถในการตานทานนิกเกิลของแบคทีเรีย 
แลคติค พบวามีจํานวน 10 ไอโซเลต จาก 51 ไอโซเลต แบงเปน 5 สายพันธุ สามารถตานทานนิกเกิลที่
ความเขมขน 10 mM ไดแก  Lactobacillus sake, L. plantarum , L. buchneri , Pediococcus 
dextrinicus  และ Leuconostoc mesenteroides   โดยแยกเชื้อไดจาก หัวหอม    ผักขม มะมวง 
แตงกวา และกะหล่ําปลีจีน  การศึกษาเชนเดียวกันของ วีรชาต  ศรีอักขรินทร และคณะ (2544) พบวา 
Lactobacillus sp.  ที่แยกไดจากแหนมสามารถตานทานนิกเกิลไดสูงสุดถึง 300 mM  เม่ือเปรียบเทียบ
ความสามารถในการตานทานนิกเกิลของเชื้อที่แยกไดในการทดลองนี้ พบวามีเชื้อ 2 ไอโซเลต  สามารถ
ตานทานนิกเกิลที่ความเขมขน 680 mM    

ยีนควบคุมการตานทานนิกเกิลถูกคนพบและศึกษากันมากในเชื้อ Ralstonia eutropha 
(Alcaligenes eutrophus)  ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมบวก พบในดินที่มีการปนเปอนดวยนิกเกิล  โดยเชื้อมี
กลุมของยีนที่ควบคุมการตานทานนิกเกิลระดับกลาง (10 mM)  คือ โอเปอรอน cnrYXHCBA   
(Liesegang et al., 1993)  นอกจากกลุมยีน cnr  แลวยังพบกลุมยีน ncc และ nre  จากเชื้อ R. 
eutropha –like strains 31A  (Alcaligenes xylosoxidans 31A) ที่ควบคุมการตานทานนิกเกิลใน
ระดับสูง (20-50 mM) และระดับต่ํา (3 mM) ตามลําดับ (Taghavi et al., 2001)  
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จากการคัดเลือกเชื้อตานทานแคดเมียมพบวา เชื้อที่แยกไดจากอาหารหมักสวนมากไมสามารถ
ตานทานแคดเมียม และสามารถตานทานไดที่ความเขมขนของแคดเมียมต่ําเพียง 1-5 mM  สวนเชื้อที่
แยกไดจากนมแพะ 33 ไอโซเลต พบวาสามารถตานทานแคดเมียมความเขมขน 0.8 mM ได 27 ไอโซ
เลต จากการศึกษาของ O' Sullivan et al., (2001) ไดทดสอบการตานทานแคดเมียมในเชื้อ 
Lactococcus lactis MG1614   โดยเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของแคดเมียมคลอไรดสูงสุดเทากับ 
0.3 mM  ในป  1996 Liu et al. ทําการศึกษาพลาสมิด pND302 ของเชื้อ L. lactis  ที่สามารถตานทาน
แคดเมียมได  โดยความเขมขนของแคดเมียมคลอไรดที่ใชในการเลี้ยง L. lactis เทากับ 1.0  mM  
อยางไรก็ตามจากรายงานของ Mathurasa (1997) พบวาแบคทีเรียแลคติก 4 สายพันธุ จาก 51 ไอโซ
เลตที่แยกจากกะหล่ําปลีจีนและหัวหอม สามารถตานทานแคดเมียมที่ความเขมขนสูงถึง 50 mM ไดแก  
Pediococcus pentosaceus , P. dextrinicus, Lactobacillus sake และ L. plantarum    ในการทดลอง
ของ วีรชาต  ศรีอักขรินทร และคณะ (2544) ไดทําการศึกษาความสามารถในการตานทานแคดเมียม
ของแบคทีเรียแลคติกที่แยกจากอาหารหมัก พบเชื้อตานทานแคดเมียมไดสูงสุดที่ความเขมขน 1 mM 
ไดแกเชื้อ Lactobacillus sp.แยกไดจากดอกเฟองฟา  

จากการศึกษายีนที่ควบคุมการตานทานแคดเมียม พบพลาสมิด pND302 ที่แยกไดจาก L. 
lactis subsp. lactis M71 มียีน cadA และ cadC ควบคุมสรางโปรตีน CadA และ CadC  (Liu et al., 
1996)  นอกจากใน L. lactis แลวยีนตานทานแคดเมียมยังถูกพบในเชื้อ  Streptococcus thermophilus 
4134 โดยพบมี 2 ยีน คลายกับในเชื้อ L. lactis  subsp. lactis M71 คือ cadASt  และ CadCSt ซ่ึงอยูบน
โอเปอรอนเดียวกันและจะมีการถอดรหัสในสภาวะทีมี่แคดเมียม ยีน cadASt  ควบคุมการสังเคราะห
โปรตีน CadASt ซ่ึงชวยในการขนสงแคดเมียมออกนอกเซลล (P-type cadmium efflux ATPases) ซ่ึง
การแสดงออกของยีน CadASt เพียงอยางเดียวก็เพียงพอที่จะทําใหเชื้อตานทานแคดเมียมได สวนยีน 
CadCSt ควบคุมการสรางโปรตีนควบคุม (regulatory protein) ที่ทําหนาที่จับกับดีเอ็นเอ (DNA binding 
protein) บริเวณโปรโมเตอรในสภาวะที่ไมมีแคดเมียม และจะสูญเสยีการจับกับโปรโมเตอรในสภาวะที่มี
แคดเมียม (Schirawski et al., 2002) 

แบคทีเรียตานทานโลหะหนักสามารถพบไดทั่วไป เน่ืองจากในธรรมชาติมีการปนเปอนของ
โลหะหนักจากการเกษตรและอุตสาหกรรมตางๆ ตามสิ่งแวดลอม เชน ดิน ตนพืช และแหลงนํ้า ในสัตว
เลี้ยง ทําใหแบคทีเรียมีการปรับตัวใหเกิดความสามารถในการตานทานโลหะหนักและมีการแพรกระจาย
อยูทั่วไป  (Morishima and Oka, 1980; Silver and Phung, 1996) 

จากการทดลองจะเห็นวาแบคทีเรียแลคติกที่ตานทานโลหะหนักสามารถพบไดทั่วไปในอาหาร 
ซ่ึงยีนที่ควบคุมการตานทานโลหะหนักเหลานี้ จัดไดวาเปนยีนที่พบในแบคทีเรียแลคติกที่มีบทบาทใน
อาหารหมักและมนุษยไดบริโภคมาเปนเวลานาน   ดังนั้นยีนที่ควบคุมการตานทานโลหะหนักเหลานี้จึง
จัดเปนยีนที่มีความปลอดภัยในการบริโภค (food grade) และสามารถนํายีนตานทานโลหะหนักที่อาจ
พบบนพลาสมิดหรือบนโครโมโซม มาใชเปนยีนติดตามที่ปลอดภัย (food grade selection marker) 
ทดแทนยีนตานทานยาปฏิชีวนะ ในการสรางเวคเตอรที่ปลอดภัย (food grade vector) สําหรับใชในการ
ปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียแลคติกได    
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4.6 การตรวจสอบพลาสมิดของแบคทเีรียแลคติกที่ตานทานโลหะหนัก  

ทําการสกัดพลาสมิดจากแบคทีเรียแลคติก 3 กลุมคือ กลุมที่มีความสามารถในการตานทานคอป
เปอร นิกเกิลและแคดเมียม โดยใชพลาสมิดจากเชื้อ Lactococcus lactis FG2 เปนพลาสมิดมาตรฐาน
ซ่ึงมีจํานวนพลาสมิดทั้งหมด 11 แถบ มีขนาดประมาณ 135.0, 67.0, 50.0, 27.0, 14.0 ,12.9, 11.9 , 
10.1, 8.8 , 5.2 และ 3 กิโลเบส ไดผล plasmid profile ดังแสดงในรูปที่ 8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 8 Plasmid profiles ของแบคทีเรียแลคติกที่ตานทานคอปเปอร (A) แคดเมียม (B) และนิกเกลิ (C) 
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จากรูปที่ 8 พบวาแบคทีเรียแลคติกสวนใหญจะมีพลาสมิดเปนองคประกอบ โดยมีจํานวนตั้งแต 
1- 9 พลาสมิด ขนาดตั้งแตประมาณ 1 – มากกวา 70 กิโลเบส  เม่ือเปรียบเทียบขนาดกับพลาส มิดของ
เชื้อ L. lactis subsp. lactis FG2 ที่ทราบขนาด จากรูปจะเห็นวาถึงแมแบคทีเรียแลคติกเหลานี้จะ
สามารถตานทานโลหะหนกัเหมือนกัน แตมีจํานวนและขนาดของพลาสมิดที่แตกตางกัน (plasmid 
profile) โดยไมพบพลาสมดิที่มีขนาดเทาๆกันที่นาจะมียีนที่ตานทานโลหะหนักเหมือนกัน (commom 
plasmid) เปนองคประกอบ ทําใหไมสามารถระบุไดวา พลาสมิดใดที่นาจะมียีนควบคุมการตานทาน
โลหะหนักได หรือยีนตานทานอาจอยูบนโครโมโซม   จากรูปจะเห็นวาเชื้อบางสายพันธุที่มีรูปแบบ
ของพลาสมิดเหมือนกัน (รูปที8่ (A) Lane 5 และ 6, Lane 16 และ 17) ซ่ึงนาจะเปนเชื้อสายพันธุ
เดียวกัน   ดังน้ันการวิเคราะห plasmid profile ของเชื้อสามารถนํามาทดสอบเชื้อที่เปนสายพันธุ
เดียวกันไดและยังสามารถคดัเลือกเชื้อที่เหมือนกันออกเพื่อเปนการลดจํานวนเชื้อที่จะนําไปศึกษาตอไป   

ยีนที่ควบคุมความสามารถในการตานทานโลหะหนักมีรายงานพบไดทั้งบนพลาสมิดและโครโม-
โซม จากการทดลองไมสามารถสรุปไดวา ยีนตานทานแคดเมียม คอปเปอรและนิกเกลิน้ัน อยูบน
โครโมโซมหรือพลาสมิด สวนเชื้อที่ไมพบพลาสมิดนาจะมียีนที่ควบคุมการตานทานโลหะหนักอยูบนโคร 
โมโซม ดังน้ันในการหาตําแหนงของยีนที่ตานทานโลหะหนักจึงสามารถทําไดหลายวธิี เชน การทํา 
plasmid curing   การใชเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่มียีนที่สามารถจับกับยนีตานทานโลหะหนักได 
หรือการทาํ southern hybridization โดยใชโพรบที่มียนีที่ตานทานโลหะหนัก   

Akcelik (2001)ไดศึกษาถึงคุณสมบัติในการยอยสลายน้ําตาลแลคโตสและการตานทานคอป
เปอรของเชื้อ L. lactis subsp. lactis MCL64 จากการศึกษา plasmid profile พบมีพลาสมิดทั้งหมด 9 
ขนาด คือ 45.8 , 30.0 , 28.8 , 22.5 , 16.7 , 12.3 , 8.4 , 4.1 และ 2.6 กิโลเบส จากการทํา plasmid 
curing โดยการใชอุณหภูมิสูงพบวาเชื้อที่สูญเสียความสามารถในการใชนํ้าตาลแลคโตสและการ
ตานทานคอปเปอร เม่ือนํามาตรวจสอบพลาสมิดพบมีการสูญหายไปของพลาสมิดขนาด 30 กิโลเบส 
จากการทดสอบโดยการทํา conjugation พบวายีนตานทานคอปเปอรของเชื้อ L. lactis subsp. lactis 
MCL64 อยูบนพลาสมิดขนาด  30 กิโลเบส จริง  นอกจากนี้ยังมีรายงานพบยีนตานทานตานทานคอป
เปอรบน พลาส-มิด pND306 ขนาด 54 กิโลเบส จากเชื้อ L. lactis subsp. lactis 1252D  จากการทํา 
hybridization โดยใชยีนตานทานคอปเปอรจาก pND306 เปนโพรบ พบวาเชื้อ L. lactis สายพันธุอ่ืนๆ 
และเชื้อ L. cremoris  มียีนตานทานคอปเปอรที่คลายกันบนพลาสมิดขนาดใหญ (Liu et al., 1996) 
นอกจากเชื้อในกลุมแบคทีเรียแลคติก ยีนตานทานคอปเปอรยังพบในเชื้ออ่ืนๆ เชน Pseudomonas 
syringae pv. syringae ซ่ึงเปนเชื้อที่กอใหเกิดโรค apical necrosis ในมะมวง โดยพบยีนตานทานคอป
เปอรบนพลาสมิดขนาด 62 กิโลเบส โดยมีกลุมของยีน copABCD  (Cazorla et al., 2002) 

สําหรับการตานทานแคดเมียม Liu et al., (1996) พบพลาสมิด pND302 ขนาด 8.8 กิโลเบส ที่
แยกไดจาก L. lactis subsp. lactis M71 มียีน cadA และ cadC ควบคุมการตานทานแคดเมียม   
นอกจากแบคทีเรียแลคติก ยีนตานทานแคดเมียมยังพบอยูบนพลาสมิดของเชื้อแกรมบวกอื่นๆ เชน  
Listeria monocytogenase  มียีนตานทานแคดเมียมบนพลาสมิด pLM74 ขนาด 20.5 กิโลเบส (Lebrun 
et al., 1994) โดยมียีน cadA และ cadC  คลายกับที่พบบนพลาสมิด pND302  และบนพลาสมิด pI258 
ของเชื้อ Staphylococcus aureus (Nucifora et al., 1989) อยางไรก็ตามยีนตานทานแคดเมียมยัง
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สามารถพบไดบนโครโมโซมของเชื้อ Streptococcus salivarius 57.I  โดยจะมียีนที่แตกตางกับกลุมแรก
คือยีน cadDX (Chen et al., 2008) และ สวนยีนตานทานแคดเมียมบนโครโมโซมของ S. thermophilus 
จะมียีน cadAC    เชนเดียวกับกลุมแรก (Schirawski et al., 2002)  

ยีนที่ควบคุมการตานทานนิกเกิลพบมีรายงานในเชื้อ  Ralstonia sp. strain CH34 โดยพบอยู
บนพลาสมิด pMOL28 โดยยีนที่ควบคุมไดแกกลุมยีน cnrโดยมี 2 กลุมคือ  cnrYXH และ cnrCBA  
ควบคุมการตานทานนิกเกิลขนาดกลาง (medium level) (Grass et al., 2000) สวนพลาสมิด pTOM9 
จากเชื้อ  Alcaligenes xylosoxidans 31A และพลาสมิด pGOE2 จากเชื้อ Alcaligenes eutrophus 
KTO2 จะมีกลุมยีน ncc และ nre ที่ควบคุมการตานทานนิกเกิลระดับระดับสูงและระดับกลาง ตามลําดับ 
(Schmidt et al., 1991; Schmidt and Schlegel, 1994)  

4.7 การศึกษาตําแหนงของยนีที่ตานทานนิกเกิลโดยวธีิ plasmid curing 

 จากการนําเชื้อที่ตานทานนิกเกิล 2 สายพันธุคือ เชื้อรหัส G35 และ A55 มาศึกษาพลาสมิดที่
ควบคุมการตานทานนิกเกิลดวยวิธี plasmid curing โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิสูงในอาหารทีมี่สาร
novobiocin หลังจากการทํา plasmid curing นําเชื้อที่รอดชีวิตมาเลี้ยงในอาหารที่มีนิกเกิลความเขมขน 
220 mM เพ่ือทดสอบการตานทานโลหะหนัก จากนั้นเลือก curant ซ่ึงเปนเชื้อที่ไมสามารถเจริญไดใน
อาหารที่มีนิกเกิลรวมทั้งเลือกเชื้อที่ยังคงสามารถเจริญไดในอาหารที่มีนิกเกิล  มาทําการสกัดพลาสมิด
เพ่ือศึกษาจํานวนและขนาดของพลาสมิดที่มีการสูญหายไป   novobiocin เปนสารที่มีรายงานวาใหผลที่
ดีในการทํา plasmid curing  เชนการทดลองของ Ruiz-Barba et al., 1991 ทํา plasmid curing ของเชื้อ 
Lactobacillus plantarum สายพันธุตางๆ ไดแก L. plantarum LPS5 , L. plantarum 128/1 , L. 
plantarum 2/112/1 และ L. plantarum LPCO10 มาทํา plasmid curing โดยใชสารnovobiocin 
ethidium bromide  และ sodium dodesyl sulfate และทําการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลาอยาง
นอย 72 ชั่วโมง จากการทดลองพบวา เปอรเซ็นต curant ที่ไดจากการใชสารnovobiocinมีคาเกือบ 100 
เปอรเซ็นต สวนเปอรเซ็นต curant ที่ไดจากการใชสาร ethidium bromide และ sodium dodesyl 
sulfate มีคาเทากับ 5 และ 15 เปอรเซ็นต ตามลําดับ   

จากการทดลองพบเชื้อทั้ง 2 ไอโซเลต มีเปอรเซ็นตของการอยูรอดต่ํามากเพียง 0.02-0.04% 
ทั้งน้ีเนื่องจากสาร novobiocin จะไปยับยัง้การทํางานของเอนไซม gyrase ไมใหเกิดการสังเคราะหดีเอ็น
เอ และยังสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม topoisomerase IV ซ่ึงเปนสารตัวกลางที่มีความสําคัญ
ตอการจําลองตัวของดีเอ็นเอในแบคทีเรีย ทําใหไมสามารถเกิดจําลองดีเอ็นเอได (Zechiedrich et al., 
1997) ความรอนสูงที่ใชกย็ังเปนตวัยับยั้งการเจริญของเชื้อ โดยความรอนจะทําใหโปรตีนที่อยูในเซลล
เกิดการตกตะกอน ซ่ึงจะมีผลตอปฏิกิริยาทางเคมี เชน การทํางานของเอนไซม เปนตน จึงมีผลทําให
เชื้อสามารถเจริญไดนอยลง  

จากการนําเชื้อที่รอดชีวิตมาทดสอบความสามารถในการตานทานนิกเกิลพบวา เชื้อสวนมากยัง
สามารถตานทานนิกเกิลได โดยมีเชื้อที่สูญเสียความสามารถในการตานทานนิกเกิลเพียง 7-8% จาก
การศึกษาการทํา plasmid curing ของเชื้อรหัส A55 โดยเมื่อนําเชื้อที่เปน curant ที่สูญเสีย
ความสามารถในการตานทานนิกเกิลจํานวน 4 ไอโซเลต (รูปที่ 9 แถวที่ 3, 4,5 และ 6) และเชื้อที่ยัง
สามารถตานทานนิกเกิลไดจํานวน 2 ไอโซเลต (รูปที่ 9 แถวที่ 7 และ 8)    มาทําการศึกษา plasmid 
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profile เปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิม (รูปที่ 9 แถวที่ 9)  พบวา เชื้อรหัส A55 ซ่ึงมีจํานวนพลาสมิด 2 
ชิ้น ขนาด 43.3 และ 30.2 กิโลเบส  ไมสามารถถูกเหนี่ยวนําใหเกิดการสูญเสียของพลาสมิดได ทั้งใน
กลุมที่ตานทานและไมตานทานนิกเกิล จึงไมสามารถสรุปไดวายีนตานทานนิกเกิลอยูบนพลาสมิดหรือ
โครโมโซม  สวนเชื้อรหัส G35 ซ่ึงมีจํานวนพลาสมิด 7 ชิ้น มีขนาดเทากับ 49.0 , 43.7.0 , 33.9 , 23.4 , 
14.5 , 3.0 และ 1.7 กิโลเบส เม่ือนําเชื้อที่สูญเสียความสามารถในการตานทานนิกเกิลจํานวน 6 ไอโซ
เลต (รูปที่ 9 แถวที่ 10 -15)   และที่ไมสูญเสียความสามารถในการตานทานนิกเกิลจํานวน 2    ไอโซ
เลต (รูปที่ 9 แถวที่ 16 และ17)  มาทําการศึกษา plasmid profile เปรียบเทียบกับสายพันธุด้ังเดิม (รูปที่ 
9 แถวที่ 18)  พบวา เกิดการสูญเสียพลาสมิดขนาดเล็กขนาดประมาณ  1.7 และ 3.0 กิโลเบส ทั้งในเชื้อ
ที่สูญเสียและไมสูญเสียความสามารถในการตานทานนิกเกิล ดังน้ันพลาสมิดดังกลาวจึงไมนามียีนที่
ควบคุมการตานทานโลหะหนัก  แสดงใหเห็นวายีนที่ควบคุมการตานทานนิกเกิลอาจจะอยูบนพลาสมิด
ในชิ้นที่ไมเกิดการสูญเสียไปซึ่งก็คือ พลาสมิดขนาด 49.0 , 43.7.0 , 33.9 , 23.4 , 14.5 กิโลเบส  หรือ
ยีนที่ควบคุมการตานทานนิกเกิลอาจอยูบนโครโมโซม เน่ืองจากเชื้อบางไอโซเลต (รูปที่ 9 แถวที่ 12 
และ 14) ไมเกิดการสูญเสียพลาสมิด แตเกิดการสูญเสียความสามารถในการตานทานนิกเกิลไป  

การทดลองของ Ruiz-Barba et al. (1991) ไดทํา plasmid curing ในเชื้อ Lactobacillus 
plantarum สายพันธุตางๆ ไดแก L. plantarum LPS5 , L. plantarum 128/1 , L. plantarum 2/112/1 
และ L. plantarum LPCO10 พบวา เปอรเซ็นต curant ที่ไดมีคาเกือบ 100 เปอรเซ็นต โดยมีการ
สูญเสียจํานวนพลาสมิดที่สงูมาก และพลาสมิดที่มีขนาดใหญจะมีการสูญเสียนอยกวาพลาสมิดขนาดเล็ก 
ยกเวนเชื้อ L. plantarum LPCO10 ที่มีการสูญเสียพลาสมิดขนาดใหญจํานวนมาก   ซ่ึงแตกตางจากการ
ทดลองนี้ที่เปอรเซ็นตการสญูเสียพลาสมดิต่ํามาก ดังน้ันจึงไมสามารถใชวิธีการทาํ plasmid curing ใน
การหาชิ้นของพลาสมิดที่ควบคุมการตานทานนิกเกิลได  

135.0 kb
67.0 kb

10.1 kb

5.2 kb
3.3 kb

A55 curant G35 curant

1     2   3  4    5    6    7  8   9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

A55  non
curant

A55  non
curant

PP

 
 

รูปที่ 9 ผลการสกัดพลาสมิดหลังจากการทํา plasmid curing ของเชื้อ 
รหัส A55 และ G35 ที่ตานทานนิกเกิลได P= parent strains 

1.7 kb 
3.0 kb 
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จากทดลองการทํา plasmid curing กับเชื้อที่ตานทานคอปเปอรรหัส X32 ซ่ึงมีพลาสมิด 7 แถบ 
ขนาด 99, 78, 22, 8.5, 7.5, 5.5 และ 2.5 กิโลเบส  โดยใชอุณหภูมิสูงรวมกับการใชสาร novobiocin 
โดยทํา curing ซํ้า พบการสูญสียพลาสมิดเกือบทุกขนาด ดังแสดงตัวอยางในรูปที1่0 จะเกิดการ
สูญเสียพลาสมิดขนาด 2.5 และ 5.5 กิโลเบส   แตไมพบการสูญเสียความสามารถในการตานทานคอป
เปอร แสดงวายีนตานทานคอปเปอรไมไดอยูบนพลาสมิดเหลานี้ ดังน้ันจึงไดใชเทคนิค PCR และ 
southern hybridization ในการศึกษาตาํแหนงของยีนที่ควบคุมการตานทานโลหะหนัก โดยจะเลือกใช
ยีนตานทานแคดเมียมในการศึกษา เน่ืองจากมีขอมูลลําดับยีนที่สามารถนํามาออกแบบไพรเมอรในการ
ทํา PCR และออกแบบโพรบในการทํา southern hybridization  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10 ผลการสกัดพลาสมิดหลังจากการทํา plasmid curing ของเชื้อรหัส X32 ที่ตานทานคอปเปอร
และเกิดการสญูหายของพลาสมิดขนาด 2.5 และ 5.5 กิโลเบส  
 

4.8 การศึกษาตําแหนงของยนีตานทานแคดเมียมโดยเทคนิค PCR  

 เน่ืองจากการทําplasmid curingไมสามารถแยกพลาสมิดที่มียีนตานทานโลหะหนักได จึงได
ทดลองใชเทคนิค PCR ในการหาลําดับของยีนตานทานแคดเมียมทั้งที่อยูบนพลาสมิดและโครโมโซม 
โดยการใชพลาสมิดและโครโมโซมดีเอ็นเอของเชื้อ C53,  V13, V23, และ NU1 เปนแมแบบ และ
นอกจากนี้ยังไดใชเชื้อตานทานแคดเมียมที่แยกจากตัวอยางนมแพะเพิ่มเติม 27 ตัวอยาง  จากการใช
ไพรเมอร cadA-L และ cadA-F ที่ออกแบบจากยีน cadA ของ พลาสมิด pND 302 พบวาไดผลผลิต 
PCR ที่มีขนาดใกลเคียงกับที่คาดหวังคือขนาดประมาณ 600 คูเบส ดังแสดงในรูปที่ 11 โดยพบยีนทั้งที่
อยูบนพลาสมิดและโครโมโซม (ตารางที่ 1) 
 
 
 
 

 

Lane      1      2    3     4    5 

5.5  kb 

2.5  kb 
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รูปที่ 11  แสดงตัวอยางผลผลติ PCR ขนาดประมาณ 600 คูเบส ที่ไดจากแบคทีเรียแลคติก 

1= Lamda Hind III marker, 2-10 แบคทเีรียแลคติกทีต่านทานแคดเมียม 

 
ตารางที่ 1 แสดงรหัสเชื้อแบคทีเรียแลคตกิที่แยกจากนมแพะและตวัอยางอาหาร 

ที่ใหผลผลิต PCR ของยีนที่ควบคุมการตานทานแคดเมียม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 จากการนําผลผลิต PCR ขนาด 600 คูเบส จากเชื้อรหัส  NU1 และ C53 มาหาลําดับนิวคลีโอ
ไทด ผลดังแสดงในรูปที่ 12  และเม่ือนํามาเปรียบเทียบความเหมือนกับยีนในฐานขอมูล NCBI โดยใช
โปรแกรม nucleotideBlast พบวาผลผลิต PCR ของเชื้อทุกรหัสมีลําดับนิวคลีโอไทดคลายยีน cadA ที่
ควบคุมการสรางเอนไซม cadmium efflux ATPase  จากเชื้อแบคทีเรียแลคติก และเชื้อ Listeria 
innocua  ดังแสดงในตารางที่ 2 โดยจะมีความคลาย 99% รูปที่ 13 แสดงการเปรียบเทียบลําดับเบสของ
ผลผลิต PCR ของยีน cadA จากเชื้อรหัส C53  และNU1 กับยีน cadA บน ICESde3396, พลาสมิด 
pGdh 442 และพลาสมิด pAH82  

นมแพะ อาหาร 
plasmid chromosome plasmid chromosome 
C071     B141   NU1 C53 
C072     C023 V13  
C073     C093   V18  
C074     D072 V23   
C092     E072 V26  
C101     E101      
C102     E102   
D011     F062   
E013   G011   

1   2    3   4   5   6    7    8    9  10  

600 bp  

23 

4.4  
2.0 

0.5 

kb 

Lane  
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รูปที่ 12 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของผลผลิต PCR ของยีน cadA ขนาดประมาณ 600 คูเบสจาก
แบคทีเรียแลคติกรหัส C53 และNU1 

 
ตารางที่ 2 แสดงสายพันธุแบคทีเรียที่มียนี cadA คลายกับยีนในแบคทีเรียแลคตกิรหัส C53 และ NU1  
 

สายพันธุแบคทีเรีย ตําแหนงที่พบยีน Accession no. 
/ % similarity 

เอกสารอางอิง 

Streptococcus dysgalactiae 
subsp. equisimilis strain 
NS3396 

Integrative  Conjugative 
Element ICESde3396 

EU142041/99 
2117 

Davies et al., 2009 

Lactococcus lactis  2117 
Lactococcus lactis M71 
L.lactis  

พลาสมิด pGdh 442 
พลาสมิด pND302 
พลาสมิด pNP40 

AY849557/99 
U78967/99 
AY530537/99 

Tanous et al., 2007 
Liu et al., 1997 
O'Driscoll et al., 2006 

Lactococcus lactis subsp. 
lactis 

พลาสมิด pAH82 
 

AF243383/99 O' Sullivan et al., 
2001 

Lactococcus lactis subsp. 
cremoris 712 

พลาสมิด pAG6 AB198069/99 Kobayashi,2005 
 

Streptococus thermophilus  โครโมโซม 
 

AJ315964/99 Schirawski et al., 
2002 

Listeria innocua Clip11262 พลาสมิด pLI100 AL592102/99 Glaser and 
Frangeul,2001 

C53_CadA-R 

   1 AAACTATACG CCATTCATAA TTATTATGGC CCTTTTGATA GTGGTTGTTC 
  51 CTCCGCTATT CTTTGGTGGT GACTGGAATA AATGGCTTTA CCAAGGGTTA 
 101 TCCATTTTAG TTGTCGGATG TCCTTGTTCA TTAGTGATCT CAACACCTGT 
 151 TTCAATTGTT TCGGCTATTG GTAATGCAGC AAAAAATGGT GTTTTAGTAA 
 201 AAGGCGGAGT CTATCTGGAA GAAATTGGTC ATTTGAGAGC AATTGCTTTC 
 251 GATAAGACTG GAACCTTAAC AAAAGGAAAG CCTGTCGTAA CGGATTTCAT 
 301 TGCAACCAGT TCTGAAACTG ATATAAATTA TCTATCGATT ATTTCATCGT 
 351 TGGAATCTCT TTCTCAACAC CCATTAGCTT CTGCTATTTT AAACGAAGCG 
 401 GATAAAACTA ATGTGGATTA CAAGTCAATA CAAATCGAGG ATTTCCAATC 
 451 TATCACAGGT AAAGGACTTA CAGGTATACA TCAAAACATA CGTTACTATA 
 501 TTGGAAGCCC TAAACTGTTT TCTGCATCAG TAATCGAAGA AACAGCGGTC 
 551 AAAGTACAAT ACAGACAATT TCAAGAACAA GGGAAAACCG  
  
 

NU1_CadA-R 

   1 GAGCTCGTTA CCGCTGTTTC TTCGATTACT GATGCAGAAA ACAGTTTAGG 
  51 GCTTCCAATA TAGTAACGTA TGTTTTGATG TATACCTGTA AGTCCTTTAC 
 101 CTGTGATAGA TTGGAAATCC TCGATTTGTA TTGACTTGTA ATCCACATTA 
 151 GTTTTATCCG CTTCGTTTAA AATAGCAGAA GCTAATGGGT GTTGAGAAAG 
 201 AGATTCCAAC GATGAAATAA TCGATAGATA ATTTATATCA GTTTCAGAAC 
 251 TGGTTGCAAT GAAATCCGTT ACGACAGGCT TTCCTTTTGT TAAGGTTCCA 
 301 GTCTTATCGA AAGCAATTGC TCTCAAATGA CCAATTTCTT CCAGATAGAC 
 351 TCCGCCTTTT ACTAAAACAC CATTTTTTGC TGCATTACCA ATAGCCGAAA 
 401 CAATTGAAAC AGGTGTTGAG ATCACTAATG AACAAGGACA TCCGACAACT 
 451 AAAATGGATA ACCCTTGGTA AAGCCATTTA TTCCAGTCAC CACCAAAGAA 
 501 TAGCGGAGGA ACAACCACTA TCAAAAGGGC CATAATAATT ATGAATGGCG 
 551 TATAGTATTT TGCAAATTTA TCTACAAAGG CTTGTGCAGA  
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รูปที่ 13 แสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน cadA จาก              
แบคทีเรียแลคติกรหัส C53 และ NU1 กับลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อที่มีพลาสมิดที่ตานทาน
แคดเมียมในฐานขอมูล GenBank * หมายถึงพลาสมิดทั้ง 5 ชนิดมีลําดับลําดับ นิวคลีโอ-ไทด
เหมือนกัน 
  

pGdh442         CCATTCATAATTATTATGGCCCTTTTGATAGTGGTTGTTCCTCCGCTATTCTTTGGTGGT 60 
ICESde3396      CCATTCATAATTATTATGGCCCTTTTGATAGTGGTTGTTCCTCCGCTATTCTTTGGTGGT 60 
C53             CCATTCATAATTATTATGGCCCTTTTGATAGTGGTTGTTCCTCCGCTATTCTTTGGTGGT 60 
pAH82           CCATTCATAATTATTATGGCCCTTTTGATAGTGGTTGTTCCTCCGCTATTCTTTGGTGGT 60 
NU1             CCATTCATAATTATTATGGCCCTTTTGATAGTGGTTGTTCCTCCGCTATTCTTTGGTGGT 60 
                ********** ************************************************* 
 
pGdh442         GACTGGAATAAATGGCTTTACCAAGGGTTATCCATTTTAGTTGTCGGATGTCCTTGTTCA 120 
ICESde3396      GACTGGAATAAATGGCTTTACCAAGGGTTATCCATTTTAGTTGTCGGATGTCCTTGTTCA 120 
C53             GACTGGAATAAATGGCTTTACCAAGGGTTATCCATTTTAGTTGTCGGATGTCCTTGTTCA 120 
pAH82           GACTGGAATAAATGGCTTTACCAAGGGTTATCCATTTTAGTTGTCGGATGTCCTTGTTCA 120 
NU1             GACTGGAATAAATGGCTTTACCAAGGGTTATCCATTTTAGTTGTCGGATGTCCTTGTTCA 120 
                ************************************************************ 
 
pGdh442         TTAGTGATCTCAACACCTGTTTCAATTGTTTCGGCTATTGGTAATGCAGCAAAAAATGGT 180 
ICESde3396      TTAGTGATCTCAACACCTGTTTCAATTGTTTCGGCTATTGGTAATGCAGCAAAAAATGGT 180 
C53             TTAGTGATCTCAACACCTGTTTCAATTGTTTCGGCTATTGGTAATGCAGCAAAAAATGGT 180 
pAH82           TTAGTGATCTCAACACCTGTTTCAATTGTTTCGGCTATTGGTAATGCAGCAAAAAATGGT 180 
NU1             TTAGTGATCTCAACACCTGTTTCAATTGTTTCGGCTATTGGTAATGCAGCAAAAAATGGT 180 
                ************************************************************ 
 
pGdh442         GTTTTAGTAAAAGGCGGAGTCTATCTGGAAGAAATTGGTCATTTGAGAGCAATTGCTTTC 240 
ICESde3396      GTTTTAGTAAAAGGCGGAGTCTATCTGGAAGAAATTGGTCATTTGAGAGCAATTGCTTTC 240 
C53             GTTTTAGTAAAAGGCGGAGTCTATCTGGAAGAAATTGGTCATTTGAGAGCAATTGCTTTC 240 
pAH82           GTTTTAGTAAAAGGCGGAGTCTATCTGGAAGAAATTGGTCATTTGAGAGCAATTGCTTTC 240 
NU1             GTTTTAGTAAAAGGCGGAGTCTATCTGGAAGAAATTGGTCATTTGAGAGCAATTGCTTTC 240 
                ************************************************************ 
 
pGdh442         GATAAGACTGGAACCTTAACAAAAGGAAAGCCTGTCGTAACGGATTTCATTGCAACCAGT 300 
ICESde3396      GATAAGACTGGAACCTTAACAAAAGGAAAGCCTGTCGTAACGGATTTCATTGCAACCAGT 300 
C53             GATAAGACTGGAACCTTAACAAAAGGAAAGCCTGTCGTAACGGATTTCATTGCAACCAGT 300 
pAH82           GATAAGACTGGAACCTTAACAAAAGGAAAGCCTGTCGTAACGGATTTCATTGCAACCAGT 300 
NU1             GATAAGACTGGAACCTTAACAAAAGGAAAGCCTGTCGTAACGGATTTCATTGCAACCAGT 300 
                ************************************************************ 
 
pGdh442         TCTGAAACTGATATAAATTATCTATCGATTATTTCATCGTTGGAATCTCTTTCTCAACAC 360 
ICESde3396      TCTGAAACTGATATAAATTATCTATCGATTATTTCATCGTTGGAATCTCTTTCTCAACAC 360 
C53             TCTGAAACTGATATAAATTATCTATCGATTATTTCATCGTTGGAATCTCTTTCTCAACAC 360 
pAH82           TCTGAAACTGATATAAATTATCTATCGATTATTTCATCGTTGGAATCTCTTTCTCAACAC 360 
NU1             TCTGAAACTGATATAAATTATCTATCGATTATTTCATCGTTGGAATCTCTTTCTCAACAC 360 
                ************************************************************ 
 
pGdh442         CCATTAGCTTCTGCTATTTTAAACGAAGCGGATAAAACTAATGTGGATTACAAGTCAATA 420 
ICESde3396      CCATTAGCTTCTGCTATTTTAAACGAAGCGGATAAAACTAATGTGGATTACAAGTCAATA 420 
C53             CCATTAGCTTCTGCTATTTTAAACGAAGCGGATAAAACTAATGTGGATTACAAGTCAATA 420 
pAH82           CCATTAGCTTCTGCTATTTTAAACGAAGCGGATAAAACTAATGTGGATTACAAGTCAATA 420 
NU1             CCATTAGCTTCTGCTATTTTAAACGAAGCGGATAAAACTAATGTGGATTACAAGTCAATA 420 
                ************************************************************ 
 
pGdh442         CAAATCGAGGATTTCCAATCTATCACAGGTAAAGGACTTACAGGTATACATCAAAACATA 480 
ICESde3396      CAAATCGAGGATTTCCAATCTATCACAGGTAAAGGACTTACAGGTATACATCAAAACATA 480 
C53             CAAATCGAGGATTTCCAATCTATCACAGGTAAAGGACTTACAGGTATACATCAAAACATA 480 
pAH82           CAAATCGAGGATTTCCAATCTATCACAGGTAAAGGACTTACAGGTATACATCAAAACATA 480 
NU1             CAAATCGAGGATTTCCAATCTATCACAGGTAAAGGACTTACAGGTATACATCAAAACATA 480 
                ************************************************************ 
 
pGdh442         CGTTACTATATTGGAAGCCCTAAACTGTTTTCTGCATCAGTAATCGAAGAAACAGCGGTC 540 
ICESde3396      CGTTACTATATTGGAAGCCCTAAACTGTTTTCTGCATCAGTAATCGAAGAAACAGCGGTC 540 
C53             CGTTACTATATTGGAAGCCCTAAACTGTTTTCTGCATCAGTAATCGAAGAAACAGCGGTC 540 
pAH82           CGTTACTATATTGGAAGCCCTAAACTGTTTTCTGCATCAGTAATCGA------------- 527 
NU1             CGTTACTATATTGGAAGCCCTAAACTGTTTTCTGCATCAGTAATCGAAGAAACAGCGGTA 540 
                ***********************************************              
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ยีน cadA ที่พบในแบคทีเรียแลคติกในตารางที่ 2 จะมีขนาดเทากันคือ 2117 คูเบส ถอดรหัสให
เอนไซม ATPase ชนิด P-type ทําหนาที่ในการกําจัดแคดเมียมออกจากเซลล (cadmium efflux) จาก
การที่ยีน cadA มีความเหมือนกันสูง จึงเปนไปไดวายีน cadA ที่พบในเชื้อที่แยกไดจากการทดลองนี้
นาจะมีกลไกการทํางานในการตานทานแคดเมียมคลายกับที่ มีรายงานในเชื้ออ่ืน เชนในเชื้อ 
Staphylococcu aureus และ S. thermophilus ที่พบวายีนตานทานแคดเมียมจะประกอบดวย operon 
ของยีน cadA และ cadC โดยโปรตีน CadC จากยีน cadC จะทําหนาที่เปนเปนโปรตีนควบคุมในการ
แสดงออกของยีน cadA โดยจะจับกับโปรโมเตอร/โอเปอเรเตอรของ cad operon แบบ negative 
regulation คือเม่ือจับแลวจะทําใหยีน cadA ไมสามารถถอดรหัสได (transcriptional regulatory 
repressor) ซ่ึงโปรตีน CadA จะมีหนาที่ในการจับหรือกําจัดแคดเมียม โปรตีน CadC จะหลุดออกจาก
โปรโมเตอร/โอเปอเรเตอรในสภาวะที่มีแคดเมียม เกิดการแสดงออกของยีน cadA ทําใหเชื้อสามารถ
ตานทานแคดเมียมได  อยางไรก็ตามกลไกในการตานทานแคดเมียมพบวาโปรตีน cadA เพียงชนิด
เดียวก็พอเพียงในการทํางาน (Schirawski et al., 2002) 

4.9 การทํา hybridization ของแบคทีเรียแลคติกที่สามารถตานทานแคดเมียมได 

 จากผลการทํา PCR เพ่ือหาตําแหนงของยีนควบคุมการตานทานแคดเมียมพบวาเชื้อรหัส NU1, 
V13, V18, V23 C53, และ 26 นาจะมียีนคลาย cadA อยูบนพลาสมิดหรือโครโมโซม  (ตารางที่ 2) 
เน่ืองจากการทํา PCR ใชพลาสมิดทั้งหมดที่สกัดได ซ่ึงพบวาแตละสายพันธุมีพลาสมิดมากกวา 1 ชนิด 
ดังแสดงในรูปที่ 14 A ทําใหไมสามารถระบุขนาดของพลาสมิดที่มียีน cadA ได จึงใชการทํา southern 
hybridization ในการหาชิ้นของพลาสมิดที่มียีน cadA 

จากการทํา hybridization พบวา เชื้อรหัส C53 ซ่ึงมีพลาสมิด 4 ขนาด คือ 61.66 , 43.7 , 26.9 
และ 16.6 กิโลเบส (รูปที่ 14 A แถวที่ 3) เกิดแถบดําบนแผนฟลมทีต่ําแหนงพลาสมิดขนาด 61.7 , 43.7 
และ 16.6 กิโลเบส (รูปที่ 14 B แถวที่ 3) สวนเชื้อรหัส V13 ซ่ึงมีขนาดพลาสมิดประมาณ 70.8 , 55.0 , 
30.2 , 18.6 และ 7.9 กิโลเบส (รูปที่ 14 A แถวที่ 4) เกิดแถบดําบนแผนฟลมตําแหนงพลาสมิดขนาด 
7.9 กิโลเบส เพียงแถบเดียว (รูปที่ 14 B แถวที่ 4) และเชื้อรหัส NU1 เกิดแถบดําบนแผนฟลมที่พลาส- 
มิดขนาด 30.2 กิโลเบส (รูปที่ 14 B แถวที่ 6) สวนเชื้อ V23 ไมเกิดแถบดําบนแผนฟลม (รูปที่ 14 B 
แถวที่ 5) แสดงวาพลาสมิดที่ใหผลบวกมียีนที่คลายกับยีน cadA ที่ใชเปนโพรบ สวนเชื้อที่ใหผลลบ
แสดงวายีนทีต่านทานแคดเมียมอาจอยูบนโครโมโซม หรือถาอยูบนพลาสมิดกอ็าจมียีนที่แตกตางกันกับ
ยีน cadA ที่แยกไดจากเชื้อ Lactococcus lactis   สวนเชื้อรหัส V23 ซ่ึงตรวจพบผลผลิต PCR แตไม
พบแถบพลาสมิดที่ใหผลบวกกับโพรบซ่ึงตองทําการตรวจสอบอีกครัง้ 
 จากการพบแถบพลาสมิดทีใ่หผลบวกมากกวา 1 แถบ ในเชื้อชนิดเดียว อาจเปนไปไดวา          
พลาสมิดที่เห็นหลายชิ้นอาจเปนพลาสมดิเดียวกันแตอาจมีรูปรางไมเหมือนกัน โดยพลาสมิดมีรูปรางได
หลายแบบเชน supercoil หรือ covalently closed circular DNA (CCC), open circular DNA (OC) 
,linear, CCC dimer  และ  CCC  trimer เปนตน ถึงแมวาจะมีขนาดเทากัน แตการที่พลาสมดิมีรูปราง
ตางกันทําใหการเคลื่อน ทีบ่น agarose gel แตกตางกัน โดยพลาสมิดรูปรางแบบ supercoil จะเคลื่อนที่
ไดเร็วที่สุดรองลง มาคือ linear,  open circular DNA,  CCC dimer และ CCC (Molloy et al.,2004)
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 Liu et al., (1995)  ไดศกึษา plasmid profile และตรวจสอบยนีที่ตานทานแคดเมียมของเชื้อ         
L. lactis spp lactis M71 ซ่ึงเชื้อน้ีมีพลาสมิดทั้งหมด 5 ขนาด อยูในชวงตั้งแต 4.0 - 52.0 กิโลเบส  จาก
การทํา transconjugation โดยใชเชื้อ L. lactis subsp. lactis M71 เปนตวัใหพลาสมิด  และใชเชื้อ         
L. lactis LMO230 เปนตวัรับพลาสมิด พบวาเชื้อ L. lactis LMO230 สามารถเจริญบนอาหาร M17G ที่
มีแคดเมียมคลอไรด และพบ  L. lactis LMO230 มีพลาสมิดขนาด 8.8 กิโลเบส  แสดงใหเห็นวาพ
ลาสมิดขนาด 8.8 กิโลเบส มียีนที่ควบคุมการตานทานแคดเมียมได          
   
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 14 (A) Plasmid profile ของแบคทีเรียแลคติกที่ตานทานแคดเมียม 

 (B) แสดงผลการทํา southern hybridization ของแบคทีเรียแลคติกที่ตานทานแคดเมียมได 
แถวที่1: pND302, 2: Lamda Hind III, 3: C53, 4: V13, 5: V23, 6: NU1, 7: Lactococcus 
lactis FG2 
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สรุปผลการทดลอง 

ทําการแยกแบคทีเรียแลคติกจากตัวอยางผลิตภัณฑเน้ือหมักและผักดอง สามารถแยกเชื้อได 
ทั้งหมด   176 ไอโซเลต และพบวาเชื้อที่แยกสวนมากจะมีพลาสมิดเปนองคประกอบ โดยพบพลาสมิด
ขนาดเล็กตั้งแตประมาณ 2 -60 คูเบส โดยมีจํานวนที่แตกตางกันตั้งแต 1 - 12 พลาสมิด ในการพัฒนา
เวคเตอร (vector) ชนิด food grade ไดทําการคัดเลือกพลาสมิด pKM1 ซ่ึงมีขนาดเล็ก จากเชื้อ 
Lactobacillus plantarun KM1 ซ่ึงแยกไดจากตัวอยางแหนมมาศึกษา จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด
ของพลาสมิด pKM1 พบวามีขนาดประมาณ 3.3 กิโลเบส โดยมีปริมาณเบส GC  39%  จากการ
วิเคราะหลําดับเบสพบวาพลาสมิด pKM1 ประกอบดวย 2 open reading frame (ORF1 และORF2) ที่มี
การแสดงออกในทิศทางเดียวกัน จากการทํา homology search พบวา ORF1 ซ่ึง encode ใหโปรตีนที่
มีลําดับกรดอะมิโนคลายกับโปรตีน RepA (replication protein) ซ่ึงเปนโปรตีนที่ควบคุมการจําลอง
ตัวเองของพลาสมิดที่มีกลไกการจําลองตัวเองแบบ rolling circle สวน ORF2 ควบคุมการสรางโปรตีนที่
มีลําดับกรดอะมิโนคลายกับโปรตีน Mob (mobilization protein) ทําหนาที่ในการเคลื่อนยายพลาสมิดใน
ขบวนการ conjugation (cojugative mobilization) พลาสมิด pKM1 เปนพลาสมิดที่มีขนาดเล็ก แตมี
ตําแหนงที่ถูกตัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่สามารถนํามาใชในการตัดตอยีนได อยางไรก็ตาม        
ในพลาสมิดไมพบยีนที่จะใชเปนยีนคัดเลือก (selection marker gene) จึงตองมีการนําไปพัฒนาตอ
กอนที่จะนําไปใชเปนเวคเตอรชนิด food grade ได โดยการนํายีนตานทานแคดเมียมซ่ึงถือวาเปนยีนที่
แยกจากแบคทีเรียแลคติกเชนกันมาใชเปนยีนคัดเลือกโดยการตัดตอลงไปในพลาสมิด pKM1 

จากการทดสอบความสามารถในการตานทานโลหะหนัก แคดเมียม (CdCl2)   คอปเปอร 
(CuSO4) และนิกเกิล (NiSO4) พบเชื้อที่สามารถตานทานแคดเมียมไดนอยเม่ือเปรียบเทียบกับที่ตานทา
คอปเปอรและนิกเกิล  ในการคัดเลือกเชื้อที่มียีนตานทานโลหะหนักทั้ง 3 ชนิด บนพลาสมิด  โดยการใช
เทคนิค plasmid curing ดวยสาร novobiocin รวมกับการใชอุณหภูมิสูง พบวาเชื้อสูญเสียพลาสมิดได
บางขนาดเทานั้น และไมสามารถแยกพลาสมิดที่ตานทานโลหะหนักโดยวิธีน้ีได   จึงไดศึกษายีน
ตานทานโลหะหนักโดยเทคนิค PCR โดยเลือกศึกษายีนตานทานแคดเมียม พบเชื้อมียีนคลายยีน cadA 
โดยบางสายพันธุพบยีนบนโครโมโซมและบางสายพันธุพบบนพลาสมิด  โดยใหผลผลิต PCR ขนาด 
600 คูเบส จากการทํา homology search กับยีนบนฐานขอมูลของ genBank พบวาเชื้อรหัส NU1 และ 
C53 มีลําดับเบสคลายกันและคลายกับยีน cadA จากแบคทีเรียแลคติกบางสายพันธุ การศึกษาชนิด
ของพลาสมิดที่มียีนตานทานแคดเมียมโดยการทํา sourthern hybridization โดยใชยีน cadA และ cadC 
จากพลาสมิด pND302 พบแถบพลาสมิดที่ใหผลบวก แสดงวามียีนคลาย cadA หรือ cadC   อยูบนพลา
มิดที่แยกไดจากตัวอยางอาหาร ซ่ึงสามารถแยกพลาสมิดมาศึกษา เพ่ือนํายีนที่ควบคุมการตานทาน
แคดเมียมมาใชเปนยีนคัดเลือก (seletion marker gene) ชนิด food grade ตอไป โดยการโคลนชิ้นยีน
ลงในพลาสมิด pKM1 ที่ศึกษาไวในสวนแรก  
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