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บทคัดย่อ 
 
                    ดินที่มีโลหะหนักจัดเป็นสิ่งแวดล้อมวิกฤตที่มีสังคมจุลินทรีย์ที่หลากหลายและซับซ้อน  
การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาความหลากหลายและความทนต่อโลหะหนักของแบคทีเรียในบริเวณ
เหมืองสังกะสี  การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียอาศัยทั้งวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อและวิธีปราศจากการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ   ในการวิจัยได้เก็บตัวอย่างดิน  9  ตัวอย่าง และ ตัวอย่างน้ า 3 ตัวอย่าง จากบริเวณต่างๆ 
ในเหมืองสังกะสี  ซึ่งมีค่าความเป็นกรด-ด่าง ระหว่าง 7.5-8.3   จากนั้นแบคทีเรียในแต่ละตัวอย่างถูกนับ
จ านวนและคัดแยกบนอาหาร trypticase soil agar (TSA) ที่เติมและไม่เติม  0.5 mM ZnSO4  ซึ่งสามารถ
คัดแยกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีต่างกันในแต่ละตัวอย่างได้ทั้งหมด 396 ไอโซเลต  โดยแบคทีเรียที่คัด
แยกได้เหล่านี้ถูกน าไปย้อมสีแบบแกรมเพื่อจ าแนกและศึกษาลักษณะสัณฐานของเซลล์ และท าการคัดเลือก
ไอโซเลตที่มีลักษณะแตกต่างกันได้ทั้งหมด 167  ไอโซเลต  เพื่อใช้ในการทดสอบความทนโลหะหนัก  จาก
ผลการทดลองพบไอโซเลตที่สามารถทนโลหะหนักได้สูงถึง 77 mM ZnSO4, 11 mM CdSO4, 3 mM 
CuSO4 และ 4 mM HgCl2   โดยพบว่าไอโซเลตที่ทนแคดเมียมสูง (Cd2+) มีความใกล้ชิดกับ Klebsiella และ 
Enterobacter ด้วยความเหมือนของยีน 16S rRNA ที่ 99% and 98% ตามล าดับ  นอกจากนี้หลายไอโซ
เลตทนสังกะสีสูง (Zn2+) และส่วนใหญ่มีความใกล้ชิดกับ Ralstonia ด้วยความเหมือนของยีน 16S rRNA 
มากกว่า 98%   ส่วนการศึกษาความหลากหลายและโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียได้เลือกศึกษา
ตัวอย่างดินบ่อเหมือง S2  ซึ่งเป็นดินตามธรรมชาติที่พบแบคทีเรียจ านวนมากและมีลักษณะสัณฐานที่
หลากหลาย  จากผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA ด้วยวิธีการโคลนและการวิเคราะห์ T-RFLP 
(terminal-restriction fragment length polymorphism)  เม่ืออาศัยหลักการความเหมือนของยีน 16S rRNA 
ที่มากกว่าหรือเท่ากับ 98% จะจัดเป็นสปีชีส์เดียวกัน พบว่ามีแบคทีเรียในดินตัวอย่างหลายกลุ่ม คือ 
Ralstonia (เป็นกลุ่มเด่นด้วยจ านวน >85% ของเชื้อทั้งหมดในดิน), Pseudomonas, Sphingomonas, 
Bacterium TG161 และ Streptomyces   การศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่า Ralstonia เป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่นที่มี
ปริมาณมากในดินบ่อเหมืองสังกะสีนี้และมีความทนต่อโลหะหนักซึ่งอาจมีบทบาทในการบ าบัดทางชีวภาพ   
ผลการทดลองที่ได้จากงานวิจัยนี้จัดเป็นองค์ความรู้ใหม่และเป็นการค้นพบแบคทีเรียที่มีศักยภาพที่มี
ประโยชน์ในการบ าบัดโลหะหนักทางชีวภาพในอนาคต  
 
ค าส าคัญ: ความหลากหลายของแบคทีเรีย, โครงสร้างประชากร, เหมืองสังกะสี, ความทนโลหะหนัก,  
      16S rRNA, terminal- restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) 
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Abstract 
 
    Heavy metal contaminated soils have become an extreme environment for the 
development and evolution of complex microbial communities. This study aims to investigate the 
diversity and heavy metal resistance of bacteria in zinc-mine areas. Bacterial diversity was studied 
using culture-dependent and culture-independent approaches. In the research experiment, 9 soil 
samples and 3 water samples were collected from different areas in zinc-mine. The pH of the 
samples is between 7.5-8.3. Bacterial colonies were count on trypticase soil agar (TSA) with 0.5 
mM ZnSO4 and without ZnSO4. In total 396 isolates were collected based on macroscopic study. 
The isolates were characterized their morphology using Gram’s stain and 167 selected isolates will 
be used for the test of heavy metal tolerance. Interestingly, the results showed isolates resisted to 
high heavy metal concentrations of 77 mM ZnSO4, 11 mM CdSO4, 3 mM CuSO4 and 4 mM HgCl2. 
The highly Cd2+ resistant isolate was closely related to Klebsiella and Enterobacter with 99% and 
98% nucleotide identity of 16S rRNA gene, respectively. Many isolates exhibited high resistance to 
Zn2+ and most of them were closely related to Ralstonia with more than 98% nucleotide identity. To 
study the bacterial diversity and community structure, the natural mining soil sample S2 which 
showed high bacterial number and diversity of isolated bacteria was selected. Terminal-restriction 
fragment length polymorphism (T-RFLP) and clonal analyses of 16S rRNA gene revealed diverse 
bacteria in the soil community. Based on 98% sequence identical, the 16S rRNA gene sequences 
were assigned into groups: Ralstonia (dominant genus with >85% of total sequences), 
Pseudomonas, Sphingomonas, Bacterium TG161 and Streptomyces. This study suggested that, 
Ralstonia would be majority in this zinc mine soil and the isolated bacteria may have the potential 
for heavy metal bioremediation. The results supplied new knowledge and potential bacterial 
materials for bioremediation of heavy metals in future. 
 
Key words: Bacterial diversity, community structure, zin mine, heavy-metal resistance,  
                 16S rRNA, terminal- restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) 
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บทน า 
 
    ดินเป็นทรัพยากรธรรมชาติที่มีหลากหลายทั้งทางกายภาพและทางชีวภาพสูง ลักษณะและ
องค์ประกอบของดินในสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติมีความแตกต่างกันขึ้นกับแต่ละพื้นที่   ซึ่งโครงสร้างอัน
ซับซ้อนของดินนี้จะส่งผลก่อให้เกิดความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตในดินทั้งในแง่ชนิดและปริมาณ  สิ่งมีชีวิต
ที่มีบทบาทสูงในดินคือจุลินทรีย์   โดยเฉพาะแบคทีเรียซึ่งเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่พบได้ในเกือบทุกสิ่งแวดล้อม 
แบคทีเรียถูกจัดเป็นผู้ย่อยสลายในห่วงโซ่อาหารและเป็นกลไกส าคัญที่ก่อให้เกิดวัฏจักรของสารต่างๆ ในดิน  
ซึ่งท าให้เกิดการหมุนเวียนของธาตุในระบบนิเวศน์ตามธรรมชาติ   ความหลากหลายของแบคทีเรียมักถูกใช้
เป็นตัวแปลในการคาดเดาลักษณะและความอุดมสมบูรณ์รวมถึงบ่งบอกความเปลี่ยนเปลี่ยนแปลงในดิน  
การมีแร่ธาตุบางชนิดโดยเฉพาะธาตุโลหะหนักท่ีเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต เช่น แคดเมียม สังกะสี ทองแดง ปรอท 
ตะกั่ว เป็นปัจจัยหน่ึงในการก าหนดชนิดของแบคทีเรียในดิน    ซึ่งธาตุโลหะหนักเหล่านี้จะถูกเปลี่ยนรูปและ
หมุนเวียนอยู่ในระบบนิเวศน์  เกิดการสะสมและก่อให้เกิดโรคในพืช สัตว์และมนุษย์ได้  แบคทีเรียที่เจริญใน
ดินท่ีมีการปนเปื้อนของโลหะหนักในปริมาณสูง  มักมีคุณสมบัติพิเศษที่ช่วยให้สามารถทนต่อความเป็นพิษ
ของโลหะหนัก (heavy-metal tolerance or resistance) มีบทบาทในการลดปริมาณหรือเปลี่ยนแปลงธาตุ
โลหะหนักรวมถึงธาตุอื่นๆ ภายใต้สภาวะความเป็นพิษ  โดยอาศัยกิจกรรมของเซลล์ภายใต้สภาวะที่มีโลหะ
หนัก  อีกทั้งมีองค์ประกอบและผลผลิตของเซลล์ที่สามารถลดปริมาณหรือเปลี่ยนแปลงสารประกอบโลหะ
หนักได้  จากการตระหนักถึงความส าคัญของแบคทีเรียเหล่านี้ จึงมีรายงานการศึกษาแบคทีเรียจาก
สิ่งแวดล้อมปนเปื้อนโลหะหนัก  รวมถึงความพยายามน าแบคทีเรียเหล่านี้ไปใช้ในการลดปริมาณโลหะหนัก
ในสิ่งแวดล้อมและโรงงานอุตสาหกรรมอย่างต่อเนื่อง  ตัวอย่างเช่นการศึกษาด้วยการคัดแยกเชื้อที่ทนต่อ
โลหะหนัก  การทดสอบความทนต่อโลหะหนัก  การทดสอบความสามารถในการลดปริมาณโลหะหนัก  
รวมถึงการศึกษาความหลากหลายของแบคที เรียในสิ่งแวดล้อมปนเปื้อนโลหะหนักโดยไม่อาศัยการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ (Konstantinidis et al., 2003; Chien et al., 2008; Ellis et al., 2003)  
  ปัญหาการปนเปื้อนโลหะหนักในแหล่งดินและแหล่งน้ าในประเทศไทยมีมายาวนาน โดยบริเวณ อ . 
แม่สอด จ. ตาก เป็นหน่ึงในแหล่งท าเหมืองแร่สังกะสี ที่มีรายงานอย่างต่อเนื่องถึงการปนเปื้อนของธาตุโลหะ
หนักแคดเมียม (Cd) และสังกะสี (Zn) ในแหล่งดิน น้ า และพืช ในปริมาณสูงถึงขั้นวิกฤต (อ้างอิงจาก
หนังสือพิมพ์มติชน 2547)  ดินในพื้นที่ส าหรับท าการเกษตรถูกตรวจพบว่ามีการปนเปื้อนธาตุโลหะหนัก 
โดยเฉพาะแคดเมียมในดินปริมาณสูงเกินค่ามาตรฐาน มีการสะสมของธาตุแคดเมียมในร่างกายของคนใน
พื้นที่ในระดับแสดงความเป็นพิษ จึงกล่าวได้ว่าบริเวณ อ. แม่สอด  จ. ตาก จัดเป็นบริเวณตัวอย่างที่มีคุณค่า
ต่อการศึกษา และในช่วงหลายปีที่ผ่านมาได้มีงานวิจัยท่ีมุ่งท าการศึกษาจุลินทรีย์ในบริเวณดังกล่าว ตัวอย่าง
คือการคัดเลือกแบคทีเรียที่ทนต่อแคดเมียมจากดินเหมืองและนอกเหมือง (แสงเดือน, 2549) แต่อย่างไรก็
ตามการศึกษาเหล่านี้เป็นเพียงการศึกษาด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อเท่านั้น โดยไม่มีการศึกษาทางพันธุกรรม
แต่อย่างใด อีกทั้งมีการก าหนดแหล่งเก็บตัวอย่างที่จ ากัด  จึงยังคงขาดการศึกษารวบรวมข้อมูลทาง
พันธุกรรมของจุลินทรีย์ และขาดข้อมูลความหลากหลายของจุลินทรีย์ที่ครอบคลุมอย่างแท้จริงและปัจจุบัน
ยังไม่มีผลงานตีพิมพ์ในระดับนานาชาติแต่อย่างใด สืบเนื่องมาจากข้อจ ากัดของการ เพาะเลี้ยงเชื้อใน
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ห้องปฏิบัติการ การวิจัยครั้งนี้จึงอาศัยวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture-dependent method) และวิธีปราศจาก
การเพาะเลี้ยงเชื้อ (culture-independent method) ควบคู่กัน  โดยจะท าการคัดแยกและเพาะเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียเพื่อการศึกษาและการอนุรักษ์ทรัพยากรจุลินทรีย์ร่วมกับการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมด้วยเทคนิคและวิธีการทางพันธุศาสตร์โมเลกุล  ท าให้สามารถศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรียในสิ่งแวดล้อมอย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ข้อมูลที่ได้ยังสามารถน ามาใช้ในการพัฒนาอาหาร
เลี้ยงเชื้อและสภาวะการเจริญที่มีความเหมาะสมตรงกับความต้องการของจุลินทรีย์บางชนิดที่ต้องการวิธีการ
เพาะเลี้ยงที่จ าเพาะได้  เชื้อแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จากวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อนี้ นอกจากจะถูกน าไปศึกษาเพื่อ
การฟื้นฟูสิ่งแวดล้อม ขยะหรือของเสียที่มีการปนเปื้อนโลหะหนักแล้ว แบคทีเรียที่มีบทบาทต่อโลหะหนัก
เหล่านี้สามารถเป็นต้นแบบในการศึกษาอื่นต่อไปในอนาคต ตัวอย่างเช่น การศึกษาด้านพันธุกรรมหรือยีนที่
มีบทบาทต่อการทนหรือลดปริมาณโลหะหนัก  การศึกษาโปรตีนหรือเอนไซม์ที่ท าให้เซลล์ทนต่อสารพิษ
โลหะหนัก เป็นต้น 
  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ในปัจจุบันนิยมใช้วิธี Culture-independent method  เพื่อ
ช่วยให้ทราบถึงความหลากหลายที่แท้จริง  โดยเทคนิคที่ใช้แพร่หลายคือ การโคลนและหาล าดับดีเอ็นเอ 
(cloning and sequencing) ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถระบุชนิด (species) และปริมาณ (relative abundance) 
ของเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มประชากรได้ แต่เนื่องจากข้อจ ากัดด้านต้นทุนที่ค่อนข้างสูง จึงนิยมวิเคราะห์ผลการ
ทดลองควบคู่กับเทคนิคอื่น เช่น Restriction fragment length polymorphism (RFLP) และ Terminal-
restriction fragment length polymorphism (T-RFLP)  โดยงานวิจัยนี้เลือกศึกษาด้วยเทคนิค     T-RFLP 
ซึ่งเป็นวิธีการที่ถูกใช้อย่างแพร่หลาย มีประสิทธิภาพและรวดเร็ว อีกทั้งเป็นวิธีการที่เป็นที่ยอมรับในระดับ
นานาชาติ ท าให้ทราบความหลากหลายและโครงสร้างของประชากรแบคทีเรีย (bacterial-community 
structure) ในสิ่งแวดล้อมซึ่งจะเป็นองค์ความรู้ใหม่อันเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาแบคทีเรียในดินปนเปื้อน
โลหะหนักของประเทศไทย  ทั้งนี้ได้เคยมีรายงานการใช้วิธีการโคลนและหาล าดับดีเอนเอร่วมกับวิธี T-
RFLP ในการศึกษาความหลากหลายและโครงสร้างประชากรของจุลินทรีย์ใน สิ่งแวดล้อมต่างๆ ตัวอย่างเช่น 
ดิน  ทะเล บ่อน้ าเค็ม บ่อบ าบัดน้ า ล าไส้ปลวก เป็นต้น จากการได้รับรายงานพบว่าการศึกษานี้เป็นงานวิจัย
ส่วนน้อยในประเทศไทยที่จะมีการน าเทคนิค T-RFLP มาใช้ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ใน
สิ่งแวดล้อม โดยสามารถวิเคราะห์เปรียบเทียบความแตกต่าง ระหว่าง T-RFLP profiles ได้ด้วยวิธีทางสถิติ  
อีกทั้งข้อมูล T-RFLP profiles ที่ได้จากการศึกษานี้จะถูกจัดเก็บเป็นฐานข้อมูลของโครงสร้างประชากร
แบคทีเรีย เพื่อใช้ในการศึกษา เปรียบเทียบความเปลี่ยนแปลงเมื่อระยะเวลาผ่านไป หรือท าการเปรียบเทียบ
กับการศึกษาในสิ่งแวดล้อมอื่นในอนาคตได้ 
  การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาความหลากหลายและความทนต่อโลหะหนักของแบคทีเรีย
ในบริเวณเหมืองสังกะสีของประเทศไทยใน  อ.แม่สอด จ.ตาก  โดยการศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรียอาศัยทั้งวิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อและวิธีปราศจากการเพาะเลี้ยงเชื้อ   ผลการทดลองที่ได้จากงานวิจัย
นี้จัดเป็นองค์ความรู้ใหม่และเป็นการค้นพบแบคทีเรียที่มีศักยภาพที่มีประโยชน์ในการบ าบัดโลหะหนักทาง
ชีวภาพในอนาคต  
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วัตถุประสงค์การทดลอง 
       1)  เพื่อศึกษาความหลากหลายและโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียในสิ่งแวดล้อมปนเปื้อนโลหะ
หนัก ในเขต อ. แม่สอด จ. ตาก 
       2) เพื่ออนุรักษ์ทรัพยากรจุลินทรีย์และข้อมูลพันธุกรรมของแบคทีเรียในสิ่งแวดล้อมปนเปื้อนโลหะหนัก 
ในเขต อ. แม่สอด จ. ตาก 
 3)  เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการทนต่อโลหะหนักแคดเมียมและสังกะสีในปริมาณสูง  
 
 

วิธีการทดลอง 
 
1. การลงพื้นที่เพื่อส ารวจและเก็บตัวอย่าง  
   ท าการศึกษารวบรวมข้อมูลทางภูมิศาสตร์ ข้อมูลทางธรณีวิทยา รวมถึงข้อมูลการมีธาตุโลหะหนัก
ในบริเวณเหมืองสังกะสี อ.แม่สอด จ.ตาก  (บริษัทผาแดงอินดัสทรี จ ากัด มหาชน) จากนั้นลงพื้นที่เพื่อ
ส ารวจและวางแผนการเก็บตัวอย่าง  ท าการเก็บตัวอย่างดินและน้ าจากบริเวณต่างๆ ของเหมือง ในกรณี
ตัวอย่างดินจะถูกเก็บที่บริเวณผิวดินและที่ความลึกไม่เกิน 10 ซม. ซึ่งจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ที่อยู่ในดินระดับ
ความลึกนี้จะมีปริมาณมากและจัดอยู่ในกลุ่ม aerobes   ดินส าหรับใช้ในการสกัดดีเอนเอจะถูกเก็บที่
อุณหภูมิต่ าจนกว่าจะท าการทดลอง โดการเก็บตัวอย่างจะท า 2 ครั้ง คือ 
 ครั้งที่ 1 คือ การเก็บตัวอย่างดินภายในเหมือง (ดินบ่อเหมือง) และพื้นที่ต่างๆ บริเวณรอบเหมือง เป็น
จ านวน 7 จุดเก็บตัวอย่าง 
 ครั้งที่ 2 คือ การเก็บตัวอย่างดินและน้ าในพื้นที่เหมือง จ านวน  12 ตัวอย่าง ครอบคลุมทุกส่วนที่มี
ความส าคัญ 
 
2. การตรวจสอบลักษณะดิน 
   ท าการตรวจสอบคุณลักษณะพื้นฐานของดินและน้ า  โดยการตรวจวัดค่า pH ของดินท าด้วยการ
ละลายดินในน้ าในอัตราส่วนเท่ากัน จากนั้นน าไปเขย่าด้วย shaker เป็นเวลา 20 นาทีและวัดค่า pH ด้วย
เครื่อง pH-meter  ส่วนการวัดปริมาณธาตุในตัวอย่างโดยเฉพาะโลหะหนักแคดเมียมและสังกะสีนั้นจะท า
โดยวิธี ICP-OES หรือ ICP-AES หรือวิธีอื่นๆ ที่มีประสิทธิภาพและเป็นที่ยอมรับในทางธรณีเคมี  
 
3. การคัดแยกและศึกษาลักษณะทางสัณฐานของแบคทีเรียจากตัวอย่างดินและน้ า  
   น าแต่ละตัวอย่างมาท าการเจือจางในสารละลาย normal saline (0.85% NaCl) อัตราส่วน 1 ต่อ 10  
จากนั้นเขย่าเพื่อให้เม็ดดินแตกตัวและแบคทีเรียหลุดออกสู่สารละลายด้วยเครื่อง Shaker เป็นเวลาประมาณ 
20 นาที  จึงดูดเฉพาะส่วนของสารละลายไปท าการเจือจางอย่างเป็นล าดับในอัตราส่วนของปริมาตร 1:10  
(10-fold serial dilution) ต่อไป  สารละลายท่ีระดับความเจือจางตั้งแต่ 10-3 ถึง 10-8 ถูกน าไปแยกเชื้อด้วยวิธี 
spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic soy agar (TSA) ทั้งที่เติม (0.5 mM) และไม่เติม ZnSO4 เป็น
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จ านวน 2-3 ซ้ า  หลังจากการบ่มจึงท าการนับจ านวนโคโลนี (colony forming unit, CFU) ของแบคทีเรียที่
เจริญบนอาหาร  โดยช่วงของจ านวนโคโลนีที่สามารถนับได้ อยู่ในช่วงระหว่าง 30-300 CFU/plate มาท า
การค านวณหาจ านวนแบคทีเรียในตัวอย่างโดยมีหน่วยเป็น CFU/g หรือ CFU/ml จากนั้นสังเกตและ
ตรวจสอบลักษณะสัณฐานของโคโลนี (colony morphology) เพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที่
แตกต่างกันนี้ไปท าการแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี Cross streak  เชื้อแบคทีเรียถูกศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาทั่วไป เช่น การศึกษารูปร่าง การเรียงตัว ด้วยกล้องจุลทรรศน์และวิธีการย้อมสี  
 
4. การทดสอบความทนโลหะหนักของแบคทีเรีย  
   แบคทีเรียแต่ละไอโซเลตถูกทดสอบความทนต่อโลหะหนักชนิดต่างๆ คือ ZnSO4 และ CdSO4   
อีกทั้งมีการเพิ่มชนิดโลหะหนัก เพื่อการน าเชื้อไปประยุกต์ใช้ได้มากขึ้น คือ CuSO4  และ HgCl2 ซึ่งเติมใน
อาหาร TSA ที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน  โดยท าการคัดกรองด้วยการขีดเชื้อบนอาหารและสังเกตการเจริญ
หลังการบ่ม  นอกจากนี้ยังท าการยืนยันผลการทดสอบด้วยการเลี้ยงเชื้อในอาหาร TSB   เขย่าที่ 120-150 
rpm นาน 18-24 ชั่วโมง แล้วน ามาวัดการเจริญด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ 600 nm และท าการปรับ
ค่า OD ให้ได้เท่ากับ 0.2 ด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ  จากนั้นจึงหยดสารแขวนลอยเชื้อปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลง
บนผิวหน้าอาหาร แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 3-5 วัน  สังเกตการเจริญของเชื้อที่ทนต่อความ
เข้มข้นโลหะหนักในอาหาร โดยเปรียบเทียบการเจริญกับอาหาร TSA ที่ไม่เติมโลหะหนัก  ทั้งนี้จะท าการ
ทดสอบ 2-3 ซ้ า 
 
5. การศึกษาความหลากหลายและโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียในดินบ่อเหมือง 
  ท าการศึกษาความหลากหลายและโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียจากดินบ่อเหมือง เนื่องจาก
เป็นดินจากแหล่งตัวอย่างที่มีแบคทีเรียท่ีหลากหลายสูง 
 
 5.1  การสกัดดีเอ็นเอจากดิน 
  ท าการสกัดดีเอ็นเอจากดินบ่อเหมือง ซึ่งเป็นดินจากแหล่งตัวอย่างที่มีแบคทีเรียที่หลากหลายสูง  
ทั้งนี้การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์จ าเป็นต้องใช้วิธีที่มีประสิทธิภาพและได้รับการยอมรับ 
งานวิจัยนี้จึงสกัดดีเอ็นเอจากดินด้วยชุดสกัดดีเอนเอ  PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO 
Laboratories, Inc.) ซึ่งวิธีการได้ถูกระบุไว้ในคู่มือ  และท าการวัดปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer และคุณภาพดีเอ็นเอถูกวิเคราะห์ด้วย agarose gel electrophoresis 
 
      5.2  การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA (PCR amplification) 
 
      5.2.1) การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA เพื่อการโคลน  
    การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียเพื่อใช้ในการโคลนและหาล าดับดีเอ็นเอ  ด้วย
วิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ primers ส าหรับแบคทีเรีย คือ 616V (universal primer for 



9 
 
bacteria; 5’-AGA GTT TGA TYM TGG CTC-3’) (Rinke et al., 2006) และ 1492R (universal primer for 
bacteria and archaea; 5’-GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) (Juretschko et al., 1998; Tanner et 
al., 2000)  เม่ือ M= A+C และ Y= C+T  โดย PCR program คือ 95C, 3 นาที ตามด้วย 25-30 cycles 
ของ  95C, 40 วินาที; 52C, 40 วินาทีและ 72C, 90 วินาที และสิ้นสุดด้วย  72C, 10 นาที  จากนั้น 
PCR product ซึ่งมีความยาวประมาณ 1.5 kb ถูกตรวจสอบด้วย Agarose  gel electrophoresis และท าให้
บริสุทธิ์ด้วย Gel purification kit (QIAgen)  ท าการวัดปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง spectrophotometer 
 
         5.2.2) การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA เพื่อการวิเคราะห์ T-RFLP  
  การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียเพื่อใช้ในการท า T-RFLP โดยอาศัยเทคนิค PCR 
โดยใช้ universal primers ส าหรับแบคทีเรียโดย forward primer ถูกติดสลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ 
(fluorescence dyes)  forward primer คือ 616V-FAM  ส่วน reverse primer คือ 907R-HEX  (5’-CCG 
TCA ATT CMT TTR AGT TT-3’) โดย PCR program คือ 95C, 3 นาที ตามด้วย 30-35 cycles ของ  
95C, 40 วินาที; 54C, 40 วินาทีและ 72C, 90 วินาที และสิ้นสุดด้วย  72C, 10 นาที  โดย PCR 
product ซึ่งมีความยาวประมาณ 0.9 kb จะถูกตรวจสอบด้วย Agarose  gel electrophoresis และท าให้
บริสุทธิ์ด้วย QIAquick gel extraction kit (QIAgen)  ท าการวัดปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer และมีการป้องกันการถูกแสงในทุกขั้นตอน 
 
      5.3  การโคลนและการหาล าดับดีเอ็นเอ (Cloning and sequencing) 
  ยีน 16S rRNA ที่ได้จากขั้นตอน PCR (จากข้อ 5.2.1) ถูกโคลนเข้าใน TOPO-TA cloning  vector 
จาก TOPO TA cloning kit (Invitrogen Corporation) และท าการถ่ายโอนเวคเตอร์เข้าใน  E. coli TOP10-
cells (Invitrogen Corporation) ด้วยวิธี Heat-Shock โดยดูวิธีการจากคู่มือแนะน า หลังจาก E. coli ใน SOC 
medium ถูกบ่มที่ 37C นาน 1 ชม. จะถูกน ามา spread บนอาหาร LB agar (ผสม 100 µg/mL ampicillin 
และผ่านการ spread ผิวหน้า ด้วย  X-gal ก่อนใช้งาน) บ่มจานเพาะเชื้อดังกล่าวที่ 37C นาน 16-24  ชม. 
(overnight)   ท าการสุ่มเลือกโคโลนีเดี่ยวที่เจริญและใช้ไม้จ้ิมฟัน (colony picking) ท า replica plating บน 
LB plate และท า colony PCR  โดยอาศัย M13F primer (5’-GTA AAA CGA CGG CCA G -3’) และ 
M13R primer (5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’) ซึ่งมี PCR program คือ 95C, 3 นาที ตามด้วย 30 
cycles ของ  95C, 30 วินาที; 60C, 30 วินาทีและ 72C, 1.45 นาที และสิ้นสุดด้วย  72C, 10 นาที   
ท าการตรวจสอบ PCR product ด้วย Agarose  gel electrophoresis  จากนั้นคัดเลือกโคลนที่มีขนาดของ 
DNA insert ถูกต้องจ านวน 100 โคลน/ตัวอย่าง (การศึกษาด้วยวิธีโคลนและหาล าดับเบสจะเลือกท า
เฉพาะตัวอย่างดินที่พบว่ามีความหลากหลายของกลุ่มประชากรสูง ซึ่งตรวจสอบได้จาก T-RFLP)  จากนั้น 
PCR product จะถูกท าให้บริสุทธิ์ด้วย QIAquick PCR purification kit (QIAgen)  และท าการวัดปริมาณดี
เอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง spectrophotometer ก่อนน าส่งหน่วยงานอื่นเพื่อหาล าดับดีเอ็นเอ (sequencing) 
ต่อไป 
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        5.4 Sequencing and phylogenetic analysis 
  การหาล าดับดีเอ็นเอของยีน 16S rRNA ท าโดยใช้เครื่อง  DNA Sequencer Applied Biosystems 
3130 (ABI) รวมท้ังส่งบางตัวอย่างให้หน่วยงานอื่นเป็นผู้วิเคราะห์ด้วย   โดย Sequencing primers ที่ใช้ คือ 
TopoSeq-F (5’- AGC TTG GTA CCG AGC T -3’) และ  TopoSeq-R (5’- GTA AAA CGA CGG CCA 
GT -3’)  ล าดับดีเอ็นเอที่ได้ถูกตรวจสอบแบบ manual ด้วย Finch TV program (v. 1.4.0) และท าการ
เชื่อมต่อสายดีเอ็นเอ (assemble) ด้วย DNA Baser program  จากนั้นล าดับดีเอ็นเอสายสมบูรณ์ (full-
length sequence) ถูกเทียบหาจุลินทรีย์ที่ ใกล้ เคียงใน Blastn ของฐานข้อมูล NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ล าดับเบสของยีน 16S rRNA ทั้งหมดถูกเทียบเคียงความเหมือน
และจัดกลุ่มเข้าในแต่ละ OTU ด้วย DOTUR program โดยอาศัย 98% similarity  นอกจากนี้มีการท า 
sequence alignment ด้วยโปรแกรม CLUSTAL W  และสร้าง phylogenetic tree ด้วย MEGA program  
แต่เนื่องจากปัจจุบันมีการพัฒนาโปรแกรมต่างๆ อย่างต่อเนื่อง ดังนั้นการใช้โปรแกรมเพื่องานวิจัยนี้จึงอาจ
เปลี่ยนแปลงใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ท่ีทันสมัยกว่าและเป็นที่ยอมรับมากกว่าตามความเหมาะสม 
 
      5.5  Terminal-restriction fragment length polymorphism (T-RFLP)  
    ยีน 16S rRNA ที่ถูกติดสลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์บริเวณส่วนปลายจากขั้นตอน PCR (จาก
ข้อ 5.2.2) จะถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) คือ MspI (C/CGG) และ AluI (AG/CT) 
ที่อุณหภูมิ 37C นาน 3 ชั่วโมง ด้วยเครื่อง PCR  จากนั้น Terminal-restriction fragments (T-RFs) ใน 
DNA digests จะถูกตรวจวิเคราะห์โดยอาศัยหลักการของ gel electrophoresis ด้วยเครื่อง  DNA 
Sequencer Applied Biosystems 3130 และ 5’- และ 3’-T-RFLP profile ที่ได้จะถูกวิเคราะห์ด้วย Peak 
Scanner Software v.1.0 (ABI)  จากการใช้ GS1000-size standard ท าให้สามารถวิเคราะห์ T-RF ที่มี
ขนาดหลากหลายความยาวไม่เกิน 1000 bp ซึ่งครอบคลุมความยาวทั้งหมดของ PCR product (ประมาณ 
0.9 kb)  
    หลังจากเทียบเคียงล าดับเบสของยีน 16S rRNA ที่ได้จากขั้นตอนการโคลนและการหาล าดับ
เบสข้างต้นกับยีนใน database แล้วนั้น  ยีน 16S rRNA นี้จะถูกน ามาหาขนาดของชิ้นส่วนด้านปลาย 5’ 
และ 3’ (terminal-fragment length, T-RF; หน่วยเป็น bp) ด้วยการตรวจหา (searching) ต าแหน่งของเบสที่
จ าเพาะกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (recognition site) แบบ in silico โดยใช้โปรแกรม Finch TV (v.1.4.0)  
จากนั้นขนาดของ T-RF ที่ค้นหาได้นี้จะถูกน ามาเทียบเคียงกับขนาดของ T-RFs ที่ปรากฏใน 5’ และ 3’- T-
RFLP profiles  โดยอาศัย Peak Scanner software v.1.0  การเทียบเคียงจะท าเพื่อการระบุกลุ่มแบคทีเรีย
ในแต่ละ T-RF ซึ่งจะอยู่ในรูปของพีค (peak) ทั้งนี้โครงสร้างประชากรของแบคทีเรีย (bacterial community 
structure) จากแต่ละตัวอย่างจะเปรียบเสมือนลายพิมพ์ที่เป็นเอกลักษณ์เฉพาะที่สามารถน ามาเปรียบเทียบ
ความแตกต่างกันได้ ด้วยการอาศัยความแตกต่างของจ านวน T-RF, ขนาดของ T-RF (bp) และ intensity 
ของ T-RF ในแต่ละ T-RFLP profiles    
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  6.  การระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA 
    ท าการคัดเลือกแบคทีเรียที่ทนโลหะหนักสูงเพื่อระบุชนิดด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 
16S rRNA  จากนั้นสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อและเพิ่มปริมาณยีนด้วยวิธี PCR   เม่ือท าให้ผลผลิต PCR บริสุทธิ์
แล้วจึงหาล าดับเบสของยีนด้วยการท า sequencing   เม่ือได้ล าดับเบสของยีนแล้วจึงน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี
ที่กล่าวมาแล้วข้างต้น (ข้อ 5) 
 

ผลการทดลอง 

 
1. การลงพื้นที่เพื่อส ารวจและเก็บตัวอย่าง 
   หลังจากการศึกษารวบรวมข้อมูลทางภูมิศาสตร์ ข้อมูลทางธรณีวิทยา รวมถึงข้อมูลการมีธาตุโลหะ
หนักในบริเวณ อ.แม่สอด จ.ตาก  จึงได้ลงพื้นทีเก็บตัวอย่าง 2 ครั้ง (รูปที่ 1) คือ 
  ครั้งที่ 1 เก็บตัวอย่างในเหมือง (ดินบ่อเหมือง) และบริเวณรอบเหมืองที่เคยมีรายงานว่าพบโลหะ
หนักสูง โดยรวบรวมข้อมูลการปนเปื้อนและการกระจายของโลหะหนักในพื้นที่บริเวณแอ่งตะกอนแม่สอด อ.
แม่สอด จ.ตาก  จากนั้นลงพื้นที่เพื่อส ารวจและวางแผนการเก็บตัวอย่างดิน   ท าการเก็บตัวอย่างทั้ งดินจาก
เหมือง บริเวณห้วยแม่ตาว และพื้นที่ท าการเกษตร โดยอ้างอิงข้อมูลจากรายงานการพบการปนเปื้อนของ
โลหะหนักแคดเมียมและ/หรือสังกะสีในปริมาณสูง    

จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างดินทั้งหมด 7 ตัวอย่าง ซึ่งชื่อตัวอย่างที่แสดง
ขึ้นกับต าแหน่งในการเก็บตัวอย่าง โดยตัวอักษร P คือ ดินท่ีเก็บใน ต. พระธาตุผาแดง  ส่วนตัวอักษร M 
คือ ดินท่ีเก็บใน ต. แม่ตาว     
โดยข้อมูลของแหล่งตัวอย่างและผลจากการสังเกตตัวอย่างในขั้นต้น มีดังน้ี 

Pmine ตัวอย่างดินท่ีเก็บได้จากบริเวณบ่อเหมือง บริษัทผาแดงอินดัสทรี อ.แม่สอด จ.ตาก 
P1   ตัวอย่างดินท่ีเก็บได้จากบริเวณดินข้างล าห้วยแม่ตาว ลักษณะเป็นดินร่วนปนทราย ชุ่ม

น้ ามาก 
P2   ดินจากบริเวณพื้นที่ท าไร่อ้อย ซึ่งมีการขุดปรับหน้าดิน แต่ยังไม่มีการเพาะปลูก โดย

ผิวหน้าดินมีลักษณะแห้งแข็ง และช้ันใต้ดินมีความชื้นต่ า   
P3   ดินข้างบริเวณด้านบนของฝายทดน้ าคอนกรีตซึ่งเป็นแอ่งน้ าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 

เมตร โดยฝายทดน้ านี้กั้นห้วยแม่ตาว ต.พระธาตุผาแดง และมีความสูงประมาณ 1.8 
เมตร บริเวณข้างฝาย มีต้นหญ้าปกคลุมอยู่ จึงท าให้ดินบริเวณนี้มีความอุดมสมบูรณ์
ค่อนข้างสูง  

       M1  ดินบริเวณ ต. แม่ตาว โดยดินมีความอุดมสมบูรณ์ และชุ่มน้ าดี บริเวณนี้มีการท านา
ข้าวสลับกับการปลูกถั่วเหลืองอยู่ และขณะเก็บตัวอย่างอยู่ในช่วงการเก็บเกี่ยวถั่ว 
เหลือง  ตัวอย่างนี้คือ M1-1 ส่วนตัวอย่าง M1-3 นั้นไม่ได้ท าการทดลองต่อ 

                    M2  ดินบริเวณที่ห่างจากบริเวณ M1 ประมาณ 1 กิโลเมตร โดยมีความอุดมสมบูรณ์ และ
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    ชุ่มน้ าดีขณะเก็บตัวอย่างบริเวณนี้มีการท าไร่อ้อย 
M3  ดินบริเวณที่ห่างจากบริเวณ M2 ประมาณ 400 เมตร โดยดินมีสภาพสมบูรณ์ และดิน

บริเวณนี้ใช้ส าหรับท านาข้าว แต่ในปัจจุบันดินบริเวณนี้ได้มีการเก็บเกี่ยวแล้วเหลือแต่
ตอซังข้าว และผิวหน้าดินยังไม่มีการขุดปรับใหม่ จึงมีวัชพืชเตี้ยปกคลุมอยู่จ านวนมาก  

  ครั้งที่ 2  เก็บตัวอย่างภายในบริเวณเหมืองสังกะสี บริษัทผาแดง อินดัสทรี ได้ด าเนินการขออนุญาต
จากบริษัทในการลงพื้นที่เพื่อส ารวจและเก็บตัวอย่าง  โดยในครั้งนี้ได้ท าการเก็บตัวอย่างดินและน้ าใน
บริเวณต่างๆ คือ ดินบ่อเหมือง, ดินแร่, ตะกอนดินจากบ่อหางแร่, น้ าและตะกอนดินจากบ่อกักเก็บน้ า  รวม
จ านวน 12 ตัวอย่าง  (ตารางที่ 1)   
  กรณีตัวอย่างดินจะเก็บที่บริเวณผิวดินและที่ความลึกไม่เกิน 10 ซม. ซึ่งจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ที่อยู่ใน
ดินระดับความลึกนี้จะมีปริมาณมากและจัดอยู่ในกลุ่ม aerobes  ดินส าหรับใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจะถูกเก็บที่
อุณหภูมิต่ าจนกว่าจะท าการทดลอง และถูกใช้ท าการทดลองภายใน 24 ชั่วโมง หลังการเก็บตัวอย่าง 
 

 

 
รูปที่ 1  แสดงบริเวณเก็บตัวอย่าง คือ บริเวณบ่อเหมือง (ภาพบนซ้าย), บริเวณโดยรวมของเหมือง บริษัท
ผาแดงอินดัสทรี (ภาพบนขวา) และบริเวณอื่นๆ ภายนอกเหมือง (ภาพล่าง) 



13 
 
2. การตรวจสอบลักษณะและคุณสมบัติดิน 
   การตรวจสอบลักษณะดินและปริมาณธาตุโลหะในดิน โดยการตรวจวัดค่า pH ของดินจะท าด้วยการ
ละลายดินในน้ าในอัตราส่วน 1 :1  จากนั้นน าไปเขย่าด้วย shaker  แล้วจึงวัดค่า pH โดยใช้ pH meter ส่วน
ค่า pH ของน้ าสามารถวัดได้โดยตรง โดยพบว่าตัวอย่างดินและน้ าจากการเก็บตัวอย่างครั้งที่ 1 และ 2 มีค่า 
pH ค่อนข้างเป็นกลางถึงด่าง คือ 6.60- 8.05 และ 7.5- 8.3 ตามล าดับ (ตารางที่ 1.1 และ 1.2)  โดยพบว่าแร่
เปอร์เซนต์สูงผ่านการลอยแร่และน้ าจากหางแร่มีความเป็นด่างสูงสุด   ในการวิจัยไม่ได้วัดปริมาณธาตุจาก
ตัวอย่างดินและน้ าที่น ามาศึกษา เนื่องจากผลการศึกษามุ่งเน้นผลผลิตคือ องค์ความรู้ใหม่อันเป็นประโยชน์
ด้านความหลากหลายของแบคทีเรียและการคัดแยกสายพันธุ์จุลินทรีย์   ซึ่งได้ประสบความส าเร็จเป็นอย่าง
ยิ่งในการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความทนโลหะสูงแม้จะไม่ทราบปริมาณโลหะหนักในดินก็ตาม  แต่อย่างไรก็
ตามพื้นที่เก็บตัวอย่างจัดเป็นแหล่งที่เคยมีรายงานค่าปริมาณโลหะหนักและเป็นอันทราบดีว่ามีการปนเปื้อน
ของโลหะหนักสูงโดยเฉพาะสังกะสีและเคยมีรายงานว่ามีการปนเปื้อนแคดเมียมด้วยเช่นกัน 
 
3. การคัดแยกและจัดจ าแนกแบคทีเรียจากดินและน้ า  
   ท าการเจือจางดินน้ าหนัก 10 กรัม หรือน้ าปริมาตร 10 มล. ในสารละลาย normal saline (0.85% 
NaCl) ปริมาตร 90 มล. จากนั้นเขย่าเพื่อให้เม็ดดินแตกตัวและแบคทีเรียหลุดออกสู่สารละลาย ด้วยเครื่อง 
Shaker เป็นเวลานาน 20 นาที  จึงดูดเฉพาะส่วนของสารละลายไปท าการเจือจางอย่างเป็นล าดับใน
อัตราส่วนของปริมาตร 1:10 (10-fold serial dilution) ต่อไป  สารละลายที่ระดับความเจือจางต่างๆ จะถูก
น าไปแยกเชื้อด้วยวิธี spread plate ซึ่งผลการคัดแยกเชื้อพบว่ามีการเจริญของเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีที่
หลากหลาย ท าการนับจ านวนโคโลนี โดยช่วงของจ านวนโคโลนีที่สามารถนับได้ อยู่ในช่วงระหว่าง 30-300 
CFU/plate มาท าการค านวณหาจ านวนแบคทีเรียในตัวอย่างโดยมีหน่วยเป็น CFU/g หรือ ml พบว่าจ านวน
แบคทีเรียจากดินและน้ ามีความแตกต่างกันตั้งแต่หลักพันถึงหลักสิบล้าน ทั้งนี้ขึ้นกับสภาวะและความอุดม
สมบูรณ์ของแหล่งตัวอย่าง นอกจากนี้พบว่าจ านวนแบคทีเรียบนอาหาร TSA ที่เติม ZnSO4 (0.5 mM) มี
ความใกล้เคียงกับบนอาหารท่ีไม่เติม ZnSO4  จึงอาจกล่าวได้ว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่สามารถเจริญหรือทนต่อ 
ZnSO4 ความเข้มข้นต่ าได้  จากนั้นได้ท าการสังเกตและตรวจสอบลักษณะโคโลนี (colony morphology) 
เพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกันนี้ไปท าการแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี Cross streak  
โดยเชือ้แบคทีเรียจะถูกศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั่วไป เช่น การศึกษารูปร่าง การเรียงตัว ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์และวิธีการย้อมสีแบบแกรม พบว่า ตัวอย่างจากการเก็บครั้งที่ 1 สามารถแยกเชื้อได้ 134 ไอโซ
เลต  ส่วนการเก็บตัวอย่างครั้งที่ 2 สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียเบื้องต้นจากการสังเกตเฉพาะลักษณะโคโลนี
ด้วยตาเปล่าได้ 396 ไอโซเลต จากนั้นเม่ือน ามาศึกษาเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานท าให้สามารถ
คัดเลือกเชื้อได้จ านวนรวม 167 ไอโซเลต (ตาราง 1.1 และ 1.2)  โดยพบว่ามีบางไอโซเลตเป็นแบคทีเรีย
เลี้ยงยาก ซึ่งต้องใช้เวลานานในการเจริญ   เม่ือท าการคัดแยกแบคทีเรียบริสุทธิ์จากแต่ละตัวอย่างแล้ว 
แบคทีเรียเหล่านี้จะถูกศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและความทนต่อโลหะ   
ตารางที่ 1.1 ตารางแสดงค่า pH ของดิน จ านวนแบคทีเรียต่อกรัมดิน และจ านวนไอโซเลตที่แยกได้จาก
แต่ละตัวอย่างดิน จากการเก็บตัวอย่างครั้งที่ 1 
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ดินตัวอย่าง pH 
จ านวนแบคทีเรีย
(CFU/ กรัมดิน) 

จ านวนไอโซเลตที่แยกได ้ 

Pmine 7.45 9.1 x 105 17 
P1 8.03 2.3 x 107 19 
P2 7.00 4.1 x 107 13 
P3 8.05 6.4 x 107 17 
M1 7.95 1.2 x 107 17 
M2 6.60 8.4 x 107 21 
M3 7.71 8.9 x 107 30 

   รวม 134 
 
ตารางที่ 1.2  แสดงข้อมูลของตัวอย่างดินและน้ าจากการเก็บตัวอย่างครั้งที่ 2  จ านวนแบคทีเรียที่นับได้ 
และจ านวนไอโซเลตที่คัดแยกได้ 
 

ล าดับ 
รหัส 

ตัวอยา่ง 
ลักษณะแหล่งเก็บ

ตัวอยา่ง 

pH 
(ดิน: น้ า = 
1:1 ส่วน) 

จ านวน 
แบคทีเรีย 
ที่แยกได ้

จ านวนแบคทีเรียในตัวอย่างที่นับได ้
(CFU/g หรือ CFU/ml) 

TSA 
TSA + ZnSO4 

(0.5 mM) 
1 A2 ดินจากบ่อกักน้ า A2 7.51 16 1.035 x 104 2.075 x 104 
2 B1 ดินจากบ่อกักน้ า B1 7.89 20 9.85 x 104 7.15 x 104 
3 B1W น้ าจากบ่อกักน้ า B1 7.35 20 1.69 x 103 1.13 x 103 
4 C1 ดินจากบ่อกักน้ าC1 7.62 17 6.25 x 104 8.45 x 104 
5 C1W น้ าจากบ่อกักน้ า C1 7.26 4 2.685 x 104 2.605 x 104 
6 S1 ดินบ่อเหมืองจุดที่ 1 7.75 21 5.6 x 104 6.15 x 104 
7 S2 ดินบ่อเหมืองจุดที่ 2 7.96 15 2.26 x 106 2.375 x 106 

8 CO1 
ดินแร่เปอร์เซนต์ 
ตามธรรมชาต ิ

7.85 7 5.7 x 103 5.2 x 103 

9 CO2 
ดินแร่เปอร์เซนต์สูง 
ผ่านการลอยแร ่

8.33 4 2.035 x 104 2.325 x 104 

10 T ดินจากหางแร ่ 7.88 24 1.395 x 104 9.4 x 103 
11 TW น้ าจากหางแร ่ 8.26 3 1.44 x 107 1.545 x 107 
12 W ดินจากลานทิ้งดิน 7.96 16 1.695 x 104 1.31 x 104 
    รวม 167   
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  Color : ขาวขุ่นเล็กน้อย                Form : Circular 
  Elevation : Convex                    Margin : Entire 
  Surface : Smooth                   Consistency : Butyrous 
  Optical character: Translucent      Diameter: 0.10cm. 

 
   Shape : Long rod 
   การติดสี : Gram positive 
   Endospores : - 

 
 
รูปที่ 2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอย่างไอโซเลตซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดินบ่อเหมือง 
 
4. ความทนต่อโลหะหนักของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
    จากการทดลองพบว่า แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากการเก็บตัวอย่างครั้งที่ 1 ซึ่งส่วนใหญ่เป็นบริเวณ
ภายนอกเหมืองนั้น มีความทนโลหะสังกะสีและแคดเมียมต่ า ยกเว้นตัวอย่างดินจากบ่อเหมือง แต่อย่างไรก็
ตามการเก็บตัวอย่างดินบ่อเหมืองในการเก็บครั้งที่ 2 ด้วยเช่นกัน  ดังนั้นผลงานวิจัยที่ได้แสดงต่อจากนี้จะ
ได้จากการเก็บตัวอย่างในครั้งที่ 2    ส่วนเชื้อแบคทีเรียและดีเอ็นเอจากตัวอย่างครั้งที่ 1 จะถูกเก็บรักษาไว้
เพื่อการต่อยอดงานวิจัยในอนาคต 
   จากตัวอย่างในการเก็บครั้งที่ 2   ซึ่งมีตัวอย่างทั้งหมด 12 ตัวอย่างสามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ได้
ทั้งหมด 167  ไอโซเลต  ถูกใช้ในการทดสอบความทนโลหะหนัก 4 ชนิด ซึ่งผลการทดลองในขณะนี้       
พบไอโซเลตที่สามารถทนโลหะหนักสูงสุดถึง 77 mM ZnSO4, 11 mM CdSO4, 3 mM CuSO4 และ 4 mM 
HgCl2    ได้แสดงในตารางที่ 2  จากผลการทดลองพบว่ามีบางไอโซเลตที่ทนโลหะสูงแต่เจริญในสภาวะ
ทั่วไปได้ยากหรือใช้เวลานานมากในการเจริญ  และบางไอโซเลตจะแสดงความทนโลหะสูงในช่วงแรกที่คัด
แยกใหม่จากดินจากนั้นความทนโลหะจะลดลง  อย่างไรก็ตามผลการทดลองที่แสดงในตารางนี้ได้จากการ
ทดลอง2-3 ซ้ า จึงเป็นระดับความทนที่เชื้อสามารถทนได้ในสภาวะทั่วไป   ซึ่งในอนาคตเชื้อเหล่านี้จะถูกหา
สภาวะที่เหมาะสมที่ช่วยเหนื่ยวน าให้มีความทนโลหะสูงขึ้นได้  แบคทีเรียที่คัดแยกได้ส่วนใหญ่มีความทน
ต่อสังกะสีมากกว่าโลหะหนักทดสอบอื่นๆ ซึ่งอาจเนื่องจากโลหะหนักแต่ละชนิดมีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่
แตกต่างกัน  
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ตารางที่ 2  แสดงจ านวนไอโซเลตที่ทนโลหะหนัก ZnSO4, CdSO4, CuSO4 และ HgCl2 ที่ความเข้มข้น
ต่างกัน  
ZnSO4 

ความเขม้ข้นโลหะหนัก 
(mM) 

จ านวนไอโซเลตทั้งหมดที่  
เจริญได้ที่ความเข้มข้นน้ี 

จ านวนไอโซเลตที่มีความทนสูงสุดที่ความเขม้ข้นน้ี 
จ านวนไอโซเลต รหัสเชื้อ 

0 167 13  
5 154 17  
10 137 45  
15 92 21  
20 71 19  
25 52 6  
30 46 26  
32 20 1  
34 19 2  
35 17 3 T-28, B1W-15, C1-14 
40 14 0  
45 14 2 CO2-1, T-6 
50 12 3 CO1-12, T-1, T-5 
55 9 1 T-4 
60 8 3 CO1-4, CO1-5, T-7 
61 5 1 T-8 
62 4 1 S1-15 
63 3 1 T-11 
64 2 1 S1-17 
77 1 1 TW-1 
78 0 0  

 
CdSO4 

ความเขม้ข้นโลหะหนัก 
(mM) 

จ านวนไอโซเลตทั้งหมดที่  
เจริญได้ที่ความเข้มข้นน้ี 

จ านวนไอโซเลตที่มีความทนสูงสุดที่ความเขม้ข้นน้ี 
จ านวนไอโซเลต รหัสเชื้อ 

0 167 89  
0.5 78 11  
1.0 67 10  
1.25 57 1  
1.5 56 6  
1.75 50 2  
2.0 48 11  
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2.5 37 10  
3.0 27 4  
3.5 23 3  
4.0 20 2  
4.5 18 3  
5.0 15 5 S1-1, A2-21, B1-10, B1W-10, C1-18 

5.5 , 6.0, 6.5, 7.0 10 0 - 
8.0 10 4 B1-1, B1W-15, C1-14, C1W-1 
9.0 6 2 C1-11, C1-17 
10.0 4 3 S1-4, S1-12, S1-17 
11.0 1 1 S1-15 
12.0 0 0  

 
CuSO4 
ความเขม้ข้นโลหะหนัก 

(mM) 
จ านวนไอโซเลตทั้งหมดที่  
เจริญได้ที่ความเข้มข้นน้ี 

จ านวนไอโซเลตที่มีความทนสูงสุดที่ความเขม้ข้นน้ี 
จ านวนไอโซเลต รหัสเชื้อ 

0 167 6  
0.5 161 11  
1.0 150 60  
1.5 90 53  
2.0 37 35  
2.5 2 1 S1-20 
3.0 1 1 B1W-11 
4.0 0 0  

 
HgCl2 

ความเขม้ข้นโลหะหนัก 
(mM) 

จ านวนไอโซเลตทั้งหมดที ่
 เจริญได้ที่ความเข้มข้นน้ี 

จ านวนไอโซเลตที่มีความทนสูงสุดที่ความเขม้ข้นน้ี 
จ านวนไอโซเลต รหัสเชื้อ 

0 167 61  
0.2 106 36  
0.4 70 21  
0.6 49 32  
0.8 17 0  
1.0 17 5  
1.2 12 2  
1.4 10 3  
1.6 7 0  
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1.8 7 1  
2.0 6 0  
2.2 6 3  
2.4 3 0  
2.6 3 2 TW-4, W-10 

2.8, 3.0 1 0 - 
4.0 1 1 S2-19 
5.0 0 0  

 
5. การศึกษาความหลากหลายและโครงสร้างประชากรของแบคทีเรีย 
       การทดลองนี้ได้คัดเลือกดินบ่อเหมืองมาศึกษา สืบเนื่องจากผลการคัดแยกแบคทีเรียจาก
ตัวอย่างทั้งหมด พบว่า ดินบ่อเหมือง S2  ซึ่งเป็นดินตามธรรมชาติที่มีจ านวนและความหลากหลายของ
แบคทีเรียสูงเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างอื่น  โดยการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียโดยอาศัยความ
แตกต่างของล าดับเบสของยีน 16S rRNA ด้วยวิธีการ cloning และ DNA sequencing และการศึกษา
โครงสร้างประชากรของแบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ Terminal-restriction fragment length polymorphism 
(T-RFLP) ได้ท าการทดลองเสร็จสิ้นแล้ว   
 
  5.1 ผลการสกัดดีเอ็นเอ 
        ตัวอย่างดินบ่อเหมืองถูกน ามาสกัดดีเอ็นเอด้วย Powersoil-DNA kit จากการวัดปริมาณ    ดี
เอ็นเอด้วย spectrophotometer โดยดีเอ็นเอที่ได้ถูกท าให้มีปริมาตร 50-100 µl และมีความเข้มข้น 3.23 
ng/µl DNA  (ตารางที่ 3) แม้ว่าความเข้มข้นดีเอ็นเอจะไม่สูงมาก ซึ่งอาจเนื่องมาจากความอุดมสมบูรณ์ของ
ดินมีต่ า แต่ปริมาณดีเอ็นเอและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ได้อยู่ในระดับดี และสามารถให้ผลการทดลองที่ดี
ในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR ได้ ซึ่งขั้นตอนนี้จัดเป็นวิธีหนึ่งที่ใช้ในการยืนยันคุณภาพ      
ดีเอ็นเอได้เช่นกัน  อีกทั้งวิธีการสกัดด้วยชุดสกัด Powersoil-DNA kit นั้นถือเป็นที่ยอมรับและเคยถูกใช้ใน
งานวิจัยที่มีคุณภาพแล้วมากมาย ด้วยเหตุผลที่ว่าชุดสกัดนี้สามารถสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียหลากหลาย
ชนิดที่ปะปนอยู่ในดิน ท าให้สามารถเพิ่มโอกาสในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในดินได้อย่าง
ครอบคลุม อีกทั้งสามารถลดการปนเปื้อนของโพลีแซคคาไรด์และสารต่างๆจากดินในดีเอ็นเอ ซึ่งสารเหล่านี้
มักไปยับย้ังการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในข้ันตอน PCR นั่นเอง 
 
   ตารางที่ 3  ตารางแสดงค่าความเข้มข้นและคุณสมบัติของดีเอ็นเอที่สกัดได้จากตัวอย่าง 

ชื่อตัวอย่าง    ng/µl DNA A260 A280 A260/A280 A260/ A230 
S2 3.23 0.065 0.041 1.59 0.52 

      5.2  การหาความหลากหลายของแบคทีเรียด้วย Cloning และ sequencing 
          การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียได้อาศัยความแตกต่างของล าดับเบสของยีน 16S 
rRNA ด้วยวิธีการ cloning และ DNA sequencing  จากนั้นน าข้อมูลล าดับเบสที่ได้ไปสร้าง phylogenetic 
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tree และวิเคราะห์ Terminal-restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) ซึ่งได้ท าการทดลองใน
ตัวอย่างดินจากบ่อเหมือง    
           ดีเอ็นเอที่สกัดจากดินบ่อเหมืองถูกน ามาใช้เพื่อเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย
ด้วยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ primers ส าหรับแบคทีเรีย คือ 616V (universal primer 
for bacteria; 5’-AGA GTT TGA TYM TGG CTC-3’) (Rinke et al., 2006) และ 1492R (universal primer 
for bacteria and archaea; 5’-GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) (Juretschko et al., 1998; Tanner 
et al., 2000)  เม่ือ M= A+C และ Y= C+T  โดย PCR program คือ 95ºC, 3 นาที ตามด้วย 25-30 cycles 
ของ  95ºC, 40 วินาที; 52ºC, 40 วินาทีและ 72ºC, 90 วินาที และสิ้นสุดด้วย  72ºC, 10 นาที  จากนั้น PCR 
product ซึ่งมีความยาวประมาณ 1.5 kb  ผลผลิตจากขั้นตอน PCR ถูกน ามาตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis จากนั้น band ที่แสดงผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ที่ถูกต้องถูกสกัดแยก
จากเจลด้วย gel extraction kit  
     ยีน 16S rRNA ที่ได้จากขั้นตอน PCR จะถูกโคลนเข้าใน TOPO-TA cloning  vector จาก 
TOPO TA cloning kit (Invitrogen Corporation) และท าการถ่ายโอนเวคเตอร์เข้าใน  E. coli TOP10-cells 
(Invitrogen Corporation) ด้วยวิธี Heat-Shock โดยดูวิธีการจากคู่มือแนะน า หลังจาก E. coli ใน SOC 
medium ถูกบ่มที่ 37ºC นาน 1 ชม. จะถูกน ามา spread บนอาหาร LB agar (ผสม 100 µg/mL ampicillin 
และผ่านการ spread ผิวหน้า ด้วย  X-gal ก่อนใช้งาน) บ่มจานเพาะเชื้อดังกล่าวที่ 37ºC นาน 16-24  ชม. 
(overnight)   ท าการสุ่มเลือกโคโลนีเดี่ยวที่เจริญและใช้ไม้จ้ิมฟัน (colony picking) ท า replica plating บน 
LB plate และท า colony PCR  โดยอาศัย M13F primer (5’-GTA AAA CGA CGG CCA G -3’) และ 
M13R primer (5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’) ซึ่งมี PCR program คือ 95ºC, 3 นาที ตามด้วย 30 
cycles ของ  95ºC, 30 วินาที; 60ºC, 30 วินาทีและ 72ºC, 1.45 นาที และสิ้นสุดด้วย  72ºC, 10 นาที   ท า
การตรวจสอบ PCR product ด้วย Agarose  gel electrophoresis  พบว่ามี 54 โคลนที่ให้ขนาดชิ้นส่วน 
insert ที่ถูกต้อง จากนั้นจึงน าผลผลิต PCR ไปท าให้บริสุทธิ์ และส่งให้หน่วยงานอื่นหาล าดับดีเอ็นเอ (DNA 
sequencing) ต่อไป   เม่ือได้ล าดับดีเอ็นเอของยีน 16S rRNA แล้วจึงน ามาตรวจสอบแบบ manual ด้วย 
Finch TV program (v. 1.4.0) และเชื่อมต่อสายดีเอ็นเอ (assemble) ด้วย DNA Baser program  จากนั้น
ล าดับดีเอ็นเอสายสมบูรณ์ (full-length sequence) จะถูกเทียบหาจุลินทรีย์ที่ใกล้เคียงใน Blastn ของ
ฐานข้อมูล NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ล าดับเบสของยีน 16S rRNA ทั้งหมดจะถูก
เทียบเคียงความเหมือนและจัดกลุ่มเข้าในแต่ละ OTU ด้วย DOTUR program โดยอาศัย 98% similarity  มี
การท า sequence alignment ด้วยโปรแกรม CLUSTAL W  และสร้าง phylogenetic tree ด้วย MEGA4 
program   
              จากการหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของประชากรแบคทีเรียในตัวอย่างดินบ่อเหมือง 
(รูปที่ 3) ด้วยการสร้าง phylogenic tree ของยีน 16S rRNA ที่มีความยาวประมาณ 1.5 kb  เม่ือจัดกลุ่ม
ออกเป็นแต่ละ phylotype โดยอาศัยความเหมือนของล าดับเบสมากกว่า 98% พบว่า จากจ านวนทั้งหมด 54 
โคลน ประกอบด้วยแบคทีเรีย 5 phylotypes โดยเรียงตามจ านวนประชากรดังน้ี 
   (1) กลุ่มเด่นที่สุดคือ Ralstonia sp. ซึ่งมีทั้งหมด 46 โคลน คิดเป็น 85.2 % ของประชากร
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แบคทีเรียท้ังหมดในตัวอย่าง โดยท้ังหมดในกลุ่มน้ีใกล้ชิดกันมากด้วยความเหมือนล าดับเบส 98-99 %   
  (2) กลุ่มที่ใกล้ชิดกับ Pseudomonas sp. ซึ่งมีทั้งหมด 4 โคลน คิดเป็น 7.4 % ของประชากร
แบคทีเรียท้ังหมดในตัวอย่าง โดยท้ังหมดน้ีมีความใกล้ชิดกันมากด้วยความเหมือนของล าดับเบส 98%   
  (3) กลุ่มที่ใกล้ชิดกับ Sphingomonas sp. MN57.2a ซึ่งมีเพียง 2 โคลน คิดเป็น 3.7 % ของ
ประชากรแบคทีเรียทั้งหมดในตัวอย่าง โดยมีความใกล้ชิดกันมากด้วยความเหมือนของล าดับเบส 99%   
  (4) จ านวน 1 โคลนคิดเป็น 1.85 % ของประชากรแบคทีเรียทั้งหมดในตัวอย่าง ที่มีความใกล้ชิดกับ 
Bacterium TG161 ซึ่งเป็น Unclassified bacteria มากที่สุด ด้วยความเหมือนของล าดับเบสที่ค่อนข้างต่ า
คือ 93%  จึงมีความเป็นไปได้ว่าอาจเป็นแบคทีเรียสปีชีส์หรือสายพันธุ์ใหม่ 

 
รูปที่ 3   Phylogenetic tree ของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่ได้จากดีเอ็นเอที่สกัดจากดินบ่อเหมือง 
 
  (5) จ านวน 1 โคลนคิดเป็น 1.85 % ของประชากรแบคทีเรียทั้งหมดในตัวอย่าง มีความใกล้ชิดกับ 
Streptomyces canus ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยสีท  ด้วยความเหมือนของล าดับเบส 98%  จึงกล่าว
ได้ว่าแอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียที่มีบทบาทในสังคมประชากรในดินปนเปื้อนโลหะหนัก การพยายามคัด
แยกและเพาะเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในงานวิจัยนี้จึงเป็นหัวข้อที่ยังคงความน่าสนใจ  เนื่องจากอาจมีอีกหลาย
สายพันธุ์ที่ยังไม่เคยถูกคัดแยกได้มาก่อน อีกทั้งการศึกษาเกี่ยวกับแอคติโนมัยสีทสามารถต่อยอดงานวิจัย
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ได้อีกมากมายโดยเฉพาะความสามารถในการสร้างสารปฏิชีวนะของเชื้อกลุ่มนี้จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งใน
ด้านการแพทย์และสาธารณสุข  การศึกษาแสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของแบคทีเรียในดินบ่อเหมือง 
และจะถูกน ามาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยการท า phylogenetic tree ร่วมกับยีน 16S rRNA จากไอโซเลตที่
เพาะเลี้ยงได้   
 
 5.3  การศึกษาโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียด้วย T-RFLP analysis 
        การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียเพื่อใช้ในการศึกษา Terminal-restriction 
fragment length polymorphism (T-RFLP) อาศัยเทคนิค PCR  โดยใช้ universal primers ส าหรับ
แบคทีเรีย  โดย primers ถูกติดสลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence dyes)  โดย forward primer คือ 
616V-FAM  ส่วน reverse primer คือ 907R-HEX (5’-CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT-3’) (ทั้งนี้ได้
ปรับปรุงจากแผนวิจัยเดิม ซึ่งเคยระบุว่ามีเพียง forward primer เท่านั้นที่ถูกติดสลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ 
โดยได้เพิ่มเติมให้ติดสลากทั้ง forward และ reverse primer เพื่อจะได้ผลการทดลองที่สามารถท าการ
วิเคราะห์เปรียบเทียบจากทั้งด้าน 5’- และ 3’ terminals) ส่วน PCR program คือ 95ºC,  3 นาที ตามด้วย 
30 cycles ของ  95ºC, 40 วินาที; 54ºC, 40 วินาทีและ 72ºC, 90 วินาที และสิ้นสุดด้วย  72ºC, 10 นาที  
โดย PCR product ซึ่งมีความยาวประมาณ 0.9 kb จะถูกตรวจสอบด้วย Agarose  gel electrophoresis 
(รูปที่ 4) และท าให้บริสุทธิ์ด้วยการตัดเจลไปสกัดด้วย QIAquick gel extraction kit (QIAgen)  ท าการวัด
ปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง spectrophotometer และมีการป้องกันการถูกแสงในทุกขั้นตอน   
               จากนั้นยีน 16S rRNA ที่ถูกติดสลากด้วยสารฟลูออเรสเซนต์บริเวณส่วนปลายจากขั้นตอน 
PCR จะถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (Restriction enzyme) ตัวอย่างเช่น MspI (C/CGG) และ AluI 
(AG/CT) ที่อุณหภูมิ 37ºC นาน 3 ชั่วโมง ด้วยเครื่อง PCR  จากนั้นชิ้นส่วนด้านปลายคือ Terminal-
restriction fragments (T-RFs; หน่วยเป็น bp) ใน DNA digests จะถูกตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง  DNA 
Sequencer Applied Biosystems 3130 และ T-RFLP profile ที่ได้จะถูกวิเคราะห์ด้วย Peak Scanner 
Software v.1.0 (ABI)  จากการใช้ GS1000-size standard ท าให้สามารถวิเคราะห์ T-RF ที่มีขนาด
หลากหลายความยาวไม่เกิน 1000 bp ซึ่งครอบคลุมความยาวทั้งหมดของ PCR product (ประมาณ 0.9 kb) 
โดยได้ผลออกมาในรูป T-RFLP profile ดังตัวอย่างในรูปที่ 5   พบว่าผลการวิเคราะห์ T-RFLP จากด้าน 5’- 
terminal แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของกลุ่มแบคทีเรียได้มากกว่าผลจากด้าน 3’-terminal  ซึ่งเกิดขึ้น
ได้ในกรณีที่บริเวณ 5’-terminal มีต าแหน่งตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะท่ีหลากหลายกว่า โดยกลุ่มประชากรที่
ถูกแสดงในรูปของพีคจะถูกระบุชื่อด้วยผลการทดลองจากขั้นตอน cloning and DNA sequencing  จึงได้
เลือก 5’-T-RFLP profiles ใช้ในการวิเคราะห์ขั้นต่อไป 
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รูปที่ 4  ผลการตรวจสอบคุณภาพของ PCR product ขนาดประมาณ 0.9 kb ด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis 
 
      หลังจากเทียบเคียงล าดับเบสของยีน 16S rRNA ที่ได้จากขั้นตอนการโคลนและการหาล าดับเบส
ข้างต้นกับยีนทั้งหมดใน database แล้วนั้น  ยีน 16S rRNA นี้จะถูกน ามาหาขนาดของ T-RF ด้วยการ
ตรวจหา (In Silico searching) ต าแหน่งของเบสที่จ าเพาะกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (recognition site) โดยใช้
โปรแกรม Finch TV (v.1.4.0)  จากนั้นขนาดของ T-RF ที่ตรวจหาได้นี้จะถูกน ามาเทียบเคียงกับขนาดของ 
T-RFs ที่ปรากฏใน T-RFLP profile โดยอาศัย Peak Scanner software v.1.0  การเทียบเคียงจะท าเพื่อ
การระบุกลุ่มแบคทีเรียในแต่ละ T-RF ซึ่งจะอยู่ในรูปของพีค (peak) ทั้งนี้โครงสร้างประชากรของแบคทีเรีย 
(bacterial community structure) จากแต่ละตัวอย่างจะเปรียบเสมือนลายพิมพ์ที่เป็นเอกลักษณ์เฉพาะที่
สามารถน ามาเปรียบเทียบความแตกต่างกันได้ ด้วยการอาศัยความแตกต่างของจ านวน T-RF, ขนาดของ 
T-RF (bp) และ ความสูงของ T-RF ในแต่ละ T-RFLP profiles   
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รูปที่ 5  แสดง T-RFLP profiles ของยีน 16S rRNA จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ MspI  และ 
AluI  พบว่าผลการวิเคราะห์ T-RFLP จากด้าน 5’- terminal แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายของกลุ่ม
แบคทีเรียได้มากกว่าผลจากด้าน 3’-terminal    

 
   ผลการศึกษาโครงสร้างประชากรด้วยวิธี Terminal-restriction fragment length polymorphism  
(T-RFLP) โดยใช้ restriction enzymes คือ MspI และ AluI พบว่า T-RFLP profiles ซึ่งแสดงในรูปที่ 6  มี
ความหลากหลายของกลุ่มประชากรแบคทีเรียและให้ผลสอดคล้องกับผลการศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรียด้วยวิธีการโคลนและหาล าดับเบส  โดยสามารถพบ T-RFs หรือพีคที่ครอบคลุมแบคทีเรียทั้ง 5 
กลุ่ม  และขนาดของ T-RF ของแบคทีเรียแต่ละกลุ่มได้ถูกแสดงในวงเล็บ (รูปที่ 6)  อีกทั้งเม่ือสังเกตโดย
คร่าวๆ แล้วยังพบว่าความสูงของแต่ละ T-RF มีความสอดคล้องกันกับจ านวนโคลนในแต่กลุ่มด้วย  โดย T-
RFLP profiles สนับสนุนผลการทดลองที่ว่า Ralstonia sp. เป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่น และมีประชากรกลุ่มย่อย
อีกมากกว่า 4 กลุ่ม ซึ่งบางกลุ่มไม่สามารถตรวจพบได้ด้วยวิธีการโคลนและหาล าดับเบส  เนื่องจากมีจ านวน
น้อยมากในตัวอย่าง   ในขั้นตอนต่อไป T-RFs ของแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงได้จะถูกระบุใน profiles และ
จากนั้น profiles ที่ได้จากแต่ละตัวอย่างจะถูกน ามาเปรียบเทียบกันให้ผลเป็นค่าทางสถิติ 
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รูปที่ 6  แสดงโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียจากดินบ่อเหมืองด้วย T-RFLP profiles ของยีน 16S rRNA 
จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ MspI และ AluI 
 
    ผลวิจัยในครั้งน้ีมีความน่าสนใจ เนื่องจากเป็นการรายงานครั้งแรกเกี่ยวกับกลุ่มประชากรของ
แบคทีเรียที่พบในเหมืองของไทย (ดินจากบ่อเหมือง) ที่ศึกษาด้วยวิธี T-RFLP  โดย Ralstonia sp. เป็น
แบคทีเรียในกลุ่ม Proteobacteria  ที่เคยถูกพบในดินและน้ าที่ถูกปนเปื้อนด้วยมลพิษ เช่น R. 
detusculanense และ Ralstonia sp. APF11 พบในน้ าที่ปนเปื้อนโลหะหนัก  ส่วน R. pickettii 12D พบใน 
Copper-contaminated sediment จากทะเลสาบใน Michigan   ส่วน Bacterium TG161 เป็นแบคทีเรียที่ยัง
ไม่ถูกระบุสายพันธุ์ที่ถูกแยกได้จาก freshwater sediment   ส าหรับ Sphingomonas sp. MN57.2a  จัดเป็น 
hexane-degrading microorganisms ที่แยกได้จาก waste gas biofilters   ส่วน Pseudomonas sp. Fa2  
เป็น Epiphytic microorganisms ถูกแยกได้ครั้งแรกจากต้นสตรอเบอรี่ และสุดท้ายคือ Streptomyces  
canus  เป็นแอคติโนมัยสีทสกุลที่พบได้ทั่วไป และมีบทบาทในการสร้างสารปฏิชีวนะให้กับวงการแพทย์    
จากผลเปอร์เซ็นความเหมือนของล าดับเบสพบว่ายีน 16S rRNA จากการศึกษานี้มีล าดับเบส (full length 
sequences) ที่มีความแตกต่างกับแบคทีเรียท่ีมีใน database จึงกล่าวได้ว่า นอกจากการมีความหลากหลาย
ของแบคทีเรียสูงแล้ว ยังมีโอกาสพบแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่หรือมีคุณลักษณะที่น่าสนใจที่สามารถน าไป
ศึกษาต่อไปในอนาคตได้ 
 
6.  การระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA 
   จากผลการทดลองพบไอโซเลตที่สามารถทนโลหะหนักได้สูงถึง 77 mM ZnSO4, 11 mM CdSO4, 
3 mM CuSO4 และ  4 mM HgCl2   โดยพบว่าไอโซเลตที่ทนแคดเมียมสูง (Cd2+) มีความใกล้ชิดกับ 
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Klebsiella และ Enterobacter ด้วยความเหมือนของยีน 16S rRNA ที่ 99% and 98% ตามล าดับ  
นอกจากนี้หลายไอโซเลตทนสังกะสีสูง (Zn2+) และส่วนใหญ่มีความใกล้ชิดกับ Ralstonia ด้วยความเหมือน
ของยีน 16S rRNA มากกว่า 98% 
 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
        จากการเก็บตัวอย่างทั้งจากภายนอกและภายในเหมือง พบว่าตัวอย่างส่วนใหญ่ที่เก็บจาก
ภายนอกเหมืองนั้นสามารถทนโลหะหนักได้ต่ ากว่า  จึงได้ท าการศึกษาเน้นหนักไปที่ตัวอย่างที่เก็บจาก
ภายในเหมือง ซึ่งมีตัวอย่างดินและน้ าจากเหมืองสังกะสีจ านวน 12 ตัวอย่าง (ตัวอย่างดิน 9 ตัวอย่างและ
ตัวอย่างน้ า 3 ตัวอย่าง) ที่มีความหลากหลายของแบคทีเรีย อีกทั้งคุณสมบัติทางกายภาพของตัวอย่างมี
ความแตกต่างกัน โดยตัวอย่างมีค่า pH เป็นกลางถึงด่าง ระหว่าง 7.5- 8.3  ซึ่งในการวิจัยสามารถคัดแยก
แบคทีเรียตามความแตกต่างทางลักษณะสัณฐานของโคโลนีได้จ านวนมากถึง 167 ไอโซเลต  จากการนับ
จ านวนแบคทีเรียทั้งบนอาหาร TSA ที่เติมและไม่เติม 0.5 mM ZnSO4  ซึ่งแสดงจ านวนแบคทีเรียไม่
แตกต่างกันนั้นพบว่าจ านวนแบคทีเรียในดินและน้ ามีความแตกต่างกันตั้งแต่หลักพันถึงหลักสิบล้าน  โดย
ดินบ่อเหมือง S2  มีจ านวนแบคทีเรียที่มีลักษณะหลากหลาย  จากการทดลองศึกษาความหลากหลายและ
โครงสร้างประชากรของแบคทีเรียในดินบ่อเหมือง S2 ด้วยวิธี culture- independent methods พบว่า มี
กลุ่มประชากรแบคทีเรียที่หลากหลาย (จากจ านวนพีคหรือ T-RF ของ T-RFLP profile) และสามารถระบุ
สมาชิกบางกลุ่มได้จากการวิเคราะห์ควบคู่กับล าดับเบสของยีน 16S rRNA จากโคลนจ านวน  54 โคลน  
โดยมีกลุ่มเด่นที่สุด คือ Ralstonia sp. ซึ่งมีทั้งหมด 46 โคลน คิดเป็น 85.2 % ของประชากรแบคทีเรีย
ทั้งหมดในตัวอย่าง  นอกจากนี้ยังพบ Pseudomonas, Sphingomonas, Bacterium TG161 และ 
Streptomyces   การศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่า Ralstonia เป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่นที่มีปริมาณมากในดินบ่อเหมือง
สังกะสีนี้และมีความทนต่อโลหะหนักซ่ึงอาจมีบทบาทในการบ าบัดทางชีวภาพ     
  แบคทีเรียแต่ละไอโซเลตถูกศึกษาความทนต่อโลหะหนักชนิดต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งแคดเมียม
และสังกะสี รวมทั้งปรอทและทองแดง     จากผลการทดลองพบไอโซเลตที่สามารถทนโลหะหนักได้สูงถึง  
77 mM ZnSO4, 11 mM CdSO4, 3 mM CuSO4 และ 4 mM HgCl2   ซึ่งจัดได้ว่าเป็นค่าที่สูงมากโดยเฉพาะ
ค่าความทนสังกะสี เม่ือเปรียบเทียบกับหลายผลงานวิจัยที่เคยมีรายงาน    นอกจากนี้ยังพบว่าไอโซเลตที่
ทนแคดเมียมสูง (Cd2+) มีความใกล้ชิดกับ Klebsiella และ Enterobacter ด้วยความเหมือนของยีน 16S 
rRNA ที่ 99% and 98% ตามล าดับ  และมีหลายไอโซเลตที่ทนสังกะสีสูง (Zn2+) และส่วนใหญ่มีความ
ใกล้ชิดกับ Ralstonia ด้วยความเหมือนของยีน 16S rRNA มากกว่า 98%   จึงกล่าวได้ว่าเชื้อแบคทีเรียที่คัด
แยกได้นี้เป็นประชากรกลุ่มเด่นทั้งในแง่จ านวนที่มากและการมีความทนโลหะหนักที่สูงในดินเหมืองสังกะสี   
จึงจัดเป็นข้อได้เปรียบในการน าแบคทีเรียเหล่านี้ไปประยุกต์ใช้หรือศึกษาต่อเนื่องในทุกๆด้าน ตัวอย่างเช่น 
การศึกษาสารพันธุกรรมหรือยีนของแบคทีเรีย  ปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์และโลหะ  การน าแบคทีเรียไป
บ าบัดโลหะหนักในอาหารเลี้ยงเชื้อหรือตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อม เป็นต้น 
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ข้อเสนอแนะส าหรับงานวิจัยในอนาคต 
 

  ในโอกาสอันใกล้ ควรมีการทดลองเพิ่มเติมจากแผนการทดลอง เพื่อให้ได้ผลการทดลองที่มีคุณภาพ
มากยิ่งขึ้น  โดยเชื้อที่คัดเลือกได้ซึ่งมีจ านวน 167 ไอโซเลตจะถูกสกัดดีเอ็นเอทุกไอโซเลต  จากนั้นน าไป
เพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ด้วยวิธี PCR  และท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ เช่น HhaI   เพื่อท าการจัด
กลุ่มด้วยการเปรียบเทียบ RFLP (restriction fragment length polymorphism) จากนั้นเลือกไอโซเลต
ตัวแทนของแต่ละกลุ่มเพื่อน าไปหาล าดับดีเอ็นเอ (sequencing) ต่อไป  โดยขั้นตอนเหล่านี้จะช่วยลด
งบประมาณและระยะเวลาในการศึกษา อีกทั้งผลการทดลองยังคงครอบคลุมจ านวนไอโซเลตซึ่งมีจ านวน
มากได้ 
  ในการประยุกต์ใช้จุลินทรีย์ทนโลหะหนักในอนาคตเพื่อเป็นการต่อยอดงานวิจัยในครั้งนี้จะมี
การศึกษาจะท าทั้งระดับยีน ระดับโปรตีน และระดับเซลล์  ในระดับเซลล์จะมีการทดสอบความสามารถใน
การก าจัดโลหะในอาหารและในตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อม เช่น น้ าทิ้งจากโรงงาน บ่อบ าบัด เป็นต้น  โดย
ตรวจวัดปริมาณโลหะที่หายไปจากตัวอย่างและที่มีอยู่ในเซลล์ของแบคทีเรีย นอกจากนี้ยังทดสอบ
ความสามารถของเชื้อในการผลิตสารต่างๆ เช่น การผลิตเอนไซม์ภายใต้สภาวะกดดันโดยโลหะหนัก   อีก
ทั้งมีการศึกษาระดับยีนและการแสดงออกของยีนที่เกิดการเปลี่ยนแปลงหรือมีบทบาทในสภาวะที่มีโลหะ
หนัก 
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Output จากโครงการวิจัยที่ได้รับทุนจาก สกว. 
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หน้า) หรือผลงานตามที่คาดไว้ในสัญญาโครงการ 
ก าลังตีพิมพ์ผลงานในวารสารวิชาการนานาชาติ 
 

2. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
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    และสารพันธุกรรมในสิ่งแวดล้อมวิกฤตอันเน่ืองจากมีโลหะหนัก 

    2) สายพันธุ์พืช/สัตว์/จุลินทรีย:์ แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้และสายพันธุ์ของแบคทีเรียทนโลหะหนัก 
              จากเหมืองสังกะสีของไทย 
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- การจ าแนกและทดสอบความทนต่อสารประกอบแคดเมียมของแบคทีเรียที่แยกได้ 
จากดินเหมืองและแหล่งน้ าใกล้เคียง ในอ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก 

- สายพันธุ์แบคทีเรียทนโลหะสูงจากดินและน้ า อ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก 
- การศึกษาแอคติโนมัยสีทที่คัดแยกจากดินปนเปื้อนโลหะหนัก 
- ความหลากหลายและความทนโลหะหนักของแบคทีเรียจากเหมืองสังกะสี 

            วิทยานิพนธ์     1        เรื่อง (ระบ)ุ 
- ความหลากหลายและความทนโลหะหนักของแบคทีเรียจากเหมืองสังกะสี 
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หนังสือ การจดสิทธิบัตร)   
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