
 
      

 

 
 

รายงานฉบบัสมบรูณโ์ครงการวิจยัประจ าปีงบประมาณ ๒๕๕๕ 

เรือ่ง 

 

ความหลากหลายทางชนิดและลกัษณะทางพนัธกุรรมของจลุชีพ      

ท่ีอาศยัอย ูร่ว่มกบัฟองน ้าทะเลพ้ืนท่ีปกปักษพ์นัธกุรรมพืชทางทะเล  

หม ูเ่กาะแสมสาร จงัหวดัชลบรุี 
(สนองพระราชด ารใินโครงการอนรุกัษพ์นัธกุรรมพืช 

อนัเน่ืองมาจากพระราชด าร ิสมเด็จพระเทพรตันราชสดุาฯ สยามบรมราชกมุารี) 
 

ภายใตแ้ผนงานวิจยั : ทรพัยากรชีวภาพทางทะเลในพ้ืนท่ีปกปักพนัธกุรรมพืชทางทะเล 

หม ู่เกาะแสมสาร จงัหวดัชลบรุ ี: องคค์วามร ูผ้นัส ูวิ่ถีไทยและการใชป้ระโยชนอ์ยา่งยัง่ยืน 

 

 

 

 

 

โดย 
ดร. ชติุวรรณ  เดชสกลุวฒันา 

ดร. สเุมตต ์ ปจุฉาการ 

 

คณะปฏิบติังานวิทยาการ อพ.สธ.- มหาวิทยาลยับรูพา 

 

 
ทนุอดุหนนุการวิจยัจากงบประมาณเงินรายได ้(เงินอดุหนนุจากรฐับาล)  
ส านกังานคณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ  งบประมาณแผน่ดินปี ๒๕๕๕ 

สถาบนัวิทยาศาสตรท์างทะเล, คณะวิทยาศาสตร ์  มหาวิทยาลยับรูพา 
 

สิงหาคม พ.ศ. ๒๕๕๘ 

 



 
 
หน่วยงานที่รับผิดชอบโครงการ 

สถาบนัวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลยับรูพา ต าบลแสนสขุ อ าเภอเมือง  
จงัหวดัชลบรีุ 20131 โทรฯ 038-391671~3 โทรสาร 038-391674 

 
หน่วยงานสนับสนุน 

1.โครงการอนรัุกษ์พนัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจากพระราชด าริ สมเดจ็พระเทพรัตนราชสดุาฯ    สยามบรม
ราชกมุารี สวนจิตรลดา พระราชวงัดสุิต กรุงเทพมหานคร 10303 
2 หนว่ยสงครามพิเศษทางเรือ กองเรือยทุธการ กองทพัเรือ 

 
ผู้รับผิดชอบโครงการวิจัย 

1. ดร. ชตุวิรรณ เดชสกลุวฒันา   หวัหน้าโครงการวิจยั 

2. ดร. สเุมตต์ ปจุฉาการ    ผู้ ร่วมวิจยั    
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
คณะกรรมการด าเนินงานโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเน่ืองมาจาก พระราชด าริ 

สมเดจ็พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 
 

โดยพระราชานุญาต 
สมเดจ็พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 

 
ประกาศที่ อพ.สธ.  78/ 2550 



 
 

สารบัญ 
 

                                                                                                                                                   หน้า 
สารบัญ.               ก 
     บทที่ 1 บทน า                        4 
                    ความส าคญัและท่ีมาของปัญหา                                                                                               
                   วตัถปุระสงค์ของแผนงานวิจยั          6 
 

บทที่ 2 วิธีด าเนินการวิจัย                7 
                   อุปกรณ์และสารเคมี 
                   ตอนที่ 1  การเก็บตัวอย่างฟองน า้ การคัดแยกแบคทีเรียและ การตรวจสอบฤทธ์ิในการ
ยับยัง้แบคทีเรีย               

1.1  การคดัแยกแบคทีเรียให้บริสทุธ์ิ                                                              8 
                 1.2  การตรวจสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้แบคทีเรีย     10 

                   ตอนที่ 2 การศกึษารูปแบบดีเอ็นเอจ าเพาะของแบคทีเรียท่ีอาศัยร่วมกับ 
  ฟองน า้ทะเล         11 

         2.1 การแยกเชือ้แบคทีเรียจากฟองน า้ทะเล          11 

                    2.2 การเตรียมดีเอ็นเอจากตวัอยา่งแบคทีเรียและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 11 
 
บทที่ 3  ผลการทดลองและวิจารณ์            13 

                 ตอนที่ 1  การคัดแยกแบคทีเรียและ การตรวจสอบฤทธ์ิในการยับยัง้แบคทีเรีย 
             1.1  การคดัแยกแบคทีเรียให้บริสทุธ์ิ                    13 

            1.2  การตรวจสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้แบคทีเรีย                                                            14 
           

      ตอนที่ 2 การศึกษารูปแบบดีเอ็นเอจ าเพาะของแบคทีเรียท่ีอาศัยร่วมกับฟองน า้ทะเล 21 
                     2.1  การเตรียมดีเอ็นเอจากตวัอยา่งแบคทีเรียและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR  21  

                    
 บทที่ 4  สรุปผลการทดลอง  และ ปัญหาอุปสรรค                    23 
 
 



       
      
 
การเผยแพร่ผลงานวิจัย          24 
 
 เอกสารอ้างอิง                    27 
 
ภาคผนวก           30 



แบบรายงานประจ าปีของโครงการวิจัย ปีงบประมาณ พ.ศ. 2555 

1. รายละเอียดเก่ียวกับโครงการวิจัย              
 
 ช่ือโครงการวิจัย   ลักษณะทางพันธุกรรมและความหลากหลายของจุลชีพท่ีอาศัยอยู่ร่วมกับ 

                        ฟองน า้ทะเล 

                              Molecular Genetics and Species Composition of Microorganisms in    

                              Marine Sponges 

(เพือ่สนองพระราชด าริในโครงการอนรุักษ์พนัธุกรรมพืชอนัเนือ่งมาจากพระราชด าริสมเด็จพระเทพ
รัตนราชสดุาฯ สยามบรมราชกมุารี ระยะ ๕ ปีที่ ๔ ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2555 ) 

ช่ือแผนงานวิจัย  ทรัพยากรชีวภาพทางทะเลกบัการอนรัุกษ์และการใช้ประโยชน์อยา่งยัง่ยืน กรณีศกึษา
หาดนางรอง เกาะจระเข้และกลุม่จวง อ าเภอสตัหีบ จงัหวดัชลบรีุ 

 

รายช่ือคณะผู้วิจยั พร้อมทัง้หนว่ยงานท่ีสงักดั หมายเลขโทรศพัท์ โทรสาร และ e-mail 

หวัหน้าโครงการวิจยัและผู้วิจยั: 

 ดร. ชตุวิรรณ เดชสกลุวฒันา   

 สถาบนัวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลยับรูพา  

169 ถนนลงหาดบางแสน ต. แสนสขุ อ. เมือง จ. ชลบรีุ  20131 

  โทร. 0 3839 1671~3      โทรสาร  0 3839 1674 

  E-mail: chutiwan@buu.ac.th,   chutiwan@bims.buu.ac.th  

 ผู้วิจยั:  ดร. สเุมตต์ ปจุฉาการ    

 สถาบนัวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลยับรูพา  

169 ถนนลงหาดบางแสน ต. แสนสขุ อ. เมือง จ. ชลบรีุ  20131 

  sumaitt@bims.buu.ac.th 

     ได้รับอนมุตัจิดัสรรงบประมาณ ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2555 จ านวนเงิน 435,800  บาท 

     เร่ิมท าการวิจยัเม่ือเดือน ตลุาคม 2554 (ตลุาคม พ.ศ. 2553 เร่ิมปีท่ี 1 ของโครงการฯ) 

 

mailto:chutiwan@buu.ac.th
mailto:chutiwan@bims.buu.ac.th
mailto:sumaitt@bims.buu.ac.th


 

 

2 

 

บทคัดย่อ 

 

การศึกษาในครั้งนี้ ท้าการศึกษาคัดแยกแบคทีเรีย จากฟองน้้าทะเล 16 ชนิด ที่เก็บจากพ้ืนที่ใน
โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด้าริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช
กุมารี บริเวณเกาะแรด อ้าเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พบว่ามีแบคทีเรียที่อาศัยอยู่กับฟองน้้าในปริมาณที่
แตกต่างกันคือ ครั้งที่ 1 ในเดือนมกราคม 2555 ฟองน้้าจ้านวน 11 ตัวอย่าง คัดแยกแบคทีเรียที่มีลักษณะ
โคโลนีได้  86  ไอโซเลต โดยมีปริมาณแบคทีเรียเจริญได้แตกต่างกัน คือฟองน้้าครกสีน้้าตาลเหลือง RAD55-
B-POR02 พบมีปริมาณต่้าสุดที่  1.1 x 105   ส่วนฟองน้้าเคลือบสีม่วง RAD55-A-POR02 Haliclona 
sp."purple" มีสูงสุดที่  6.1 x 106  โคโลนีต่อกรัม ครั้งที ่ 2 ในเดือนพฤษภาคม  เก็บตัวอย่างฟองน้้า ได้  5 
ตัวอย่าง คัดแยกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีได้  40  ไอโซเลต โดยมีปริมาณแบคทีเรียเจริญได้แตกต่างกัน 
คือ ฟองน้้าก้อนสีขาว RAD55-G-POR01 พบมีปริมาณต่้าสุดที่  1.1 x 105   โคโลนีต่อกรัม  ส่วนฟองน้้า
เคลือบบางสีแดง RAD55-F-POR02 มีปริมาณสูงสุด 4.88x106  โคโลนีต่อกรัม  ดังแสดงในตารางที่ 1 และ
แผ่นภาพที่ 1  และท้าการเก็บรักษาสายพันธุ์แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Zobell 0.3% agar  
เพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป 

เมื่อท้าการคัดเลือกไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เมื่อน้าแบคทีเรียที่คัดแยกจากฟองน้้าจ้านวน 78  
สายพันธุ์ มาท้าการตรวจสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ กับตัวแทนแบคทีเรียกรัมบวกได้แก่  
Staphylococcus aureus ATCC25923; Bacillus subtillus ATCC6633; และกรัมลบได้แก่ 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853; Vibrio anguilarum; Escherichia coli ATCC25922)  ด้วย
วิธี Disc Diffusion Agar Assay  พบว่า  แบคทีเรียที่คัดแยกจากฟองน้้าจ้านวน 10  สายพันธุ์  ได้แก่ 
R55B1-4, R55B2-9, R55F1-9, R55F1-10, R55F2-2, R55F3-2, R55F3-11, R55G1-3, R55G1-6or, 
R55G2-1BK, แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียท7ดสอบได้ดี คิดเป็นร้อยละ 12.8 ของแบคทีเรียที่
ทดสอบ  โดยในจ้านวนนี้มีแบคทีเรียทะเล 4 สายพันธุ์ ได้แก่ สายพันธุ์  R55B 1-4, R55B2-9, R55B2-
11Br, R55F1-9, R55G2-1BK, แสดงฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบได้ทั้ง 4 แสดงให้เห็นถึงศักยภาพ
ของแบคทีเรียที่อาศัยอยู่กับฟองน้้าที่จะเป็นแหล่งใหม่ของสารออกฤทธิ์ชีวภาพที่น่าสนใจที่จะท้าการวิจัย
ต่อไป ดังแสดงในตารางที่ 2 

 

 

การบ่งชี้แบคทีเรียที่อยู่ร่วมกับฟองน้้าทะเล ด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA และ 23S 
rRNA  

 จากการศึกษาในปีที่ผ่านมาจึงได้ท้าการคัดแยกแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ฟองน้้าที่น่าสนใจมา
ท้าการศึกษาการบ่งชี้แบคทีเรีย 4 ไอโซเลต ที่อยู่ร่วมกับฟองน้้าทะเล 4 ชนิด ได้แก่ RAD55-B-POR01, 
RAD55-B-POR02, RAD55-F-POR01, และ RAD55-G-POR02  ด้วยการสกัด DNA เพ่ือน้าไปศึกษาล้าดับนิ
วคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA และ 23S rRNA ต่อไปให้สามารถบ่งชี้ชนิดแบคทีเรียด้วยล้าดับนิวคลีโอ
ไทด์ในส่วนของยีน 16S rRNA ถึงยีน 23S rRNA  ด้วยไพรเมอร์ 16S-23S_F/R พบว่าได้ผลผลิต PCR ที่มี
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ขนาดแตกต่างกัน ภายหลังจากโคลนและอ่านล้าดับเบสพบว่ามีขนาด 884 - 1,409 คู่เบส  แล้วน้าไป
เทียบเคียงล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียที่อยู่ร่วมกับฟองน้้าทะเลกับฐานข้อมูล GeneBank ในส่วนของ
ยีน 16S rRNA จะสามารถบ่งชี้แบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลตได้ 
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บทน ำ 

 

ปัจจุบนัการศึกษาความหลากหลายของส่ิงมีชีวติท่ีมีความจ าเป็นตอ้งจดัจ าแนกหรือบ่งช้ีชนิดนั้น
มกัใชเ้ทคโนโลยดีา้นชีวโมเลกุลศึกษาขอ้มูลทางพนัธุกรรมร่วมกบัลกัษณะสัณฐานวทิยา เน่ืองจากขอ้มูล
พนัธุกรรมระดบัดีเอน็เอนั้นมีความเป็นเอกลกัษณ์จ าเพาะในส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด (Hewitt et al., 1989; 
Quick, 1993; Burton, 1996) และสามารถใชเ้ป็นขอ้มูลเชิงลึกประยกุตใ์ชร่้วมกบังานศึกษาดา้นอ่ืน ๆ 
นอกเหนือจากงานอนุกรมวธิาน ท าใหท้ราบปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งส่ิงมีชีวติท่ีอาศยัอยูร่่วมกนั ความสัมพนัธ์
ในสายววิฒันาการ รวมถึงกลไกและบทบาทท่ีส าคญัในการควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีส าคญัในแง่มุม
อ่ืนๆ 

ขอ้มูลทางพนัธุกรรมหรือรหสัทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดนั้นเป็นขอ้ความหรือล าดบั
เบสบนจีโนมของส่ิงมีชีวิตท่ีมีความจ าเพาะไม่มีผลเปล่ียนแปลงจากปัจจยัภายนอกเหมือนกบัลกัษณะ
สัณฐานวทิยา (ท่ีลกัษณะปรากฏภายนอกเกิดจากการควบคุมและการแสดงออกของยนีบนจีโนม) ใน
ส่ิงมีชีวติทัว่ไปจะแตกต่างกนัท่ีการเรียงล าดบัของเบสบนสายดีเอน็เอ (DNA sequences) ซ่ึงดีเอน็เอของ
ส่ิงมีชีวติประกอบดว้ยส่วนท่ีอยูบ่นโครโมโซม (chromosomal DNA หรือ nuclear DNA) และส่วนท่ีอยู่
นอกโครโมโซม (ในสัตวคื์อ mitochondrial DNA) ดว้ยเหตุท่ีล าดบัเบสของ mitochondrial DNA มีการ
เปล่ียนแปลงเร็วกวา่ล าดบัเบสท่ีอยูบ่นโครโมโซม ไม่เกิด recombination และมีการถ่ายทอดมาจากแม่
เท่านั้น ท าใหข้อ้มูลล าดบัเบสของ mitochondrial DNA เป็นท่ีนิยมน ามาใชศึ้กษาถึงความหลากหลายของ
ประชากรและใชจ้ดัจ าแนกชนิดของส่ิงมีชีวิตท่ีมีความใกลเ้คียงกนั ซ่ึงปัจจุบนัในโครงการจดัท าดีเอ็นเอ 

บาร์โคดของส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เช่น นก ปลา และโคพิปอด ก็ใชล้  าดบัเบสจากบริเวณดงักล่าวเช่นกนั 
(Bucklin et al., 2003; Hebert et al., 2004) แต่ทั้งน้ีการศึกษาดา้นพนัธุกรรมของฟองน ้ าทะเลและส่ิงมีชีวติ
ท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองน ้าทะเลนั้นในปัจจุบนัมีปรากฏไม่มากนกั พบเพียงรายงานการศึกษาอนุกรมวธิาน
ของฟองน ้าโดยใช ้lipid biomarkers (long chain fatty acids-LCFA, >C24; Thiel et al., 2002) และ insulin 
receptor-like tyrosin kinases (Skorokhod et al., 1999) และมีปรากฏบา้งท่ีใชล้  าดบัเบสจากบริเวณ 18S 
rRNA (Cavalier et al., 1996; Blanquer and Uriz, 2007) เป็นตน้ ในขณะท่ีปัจจุบนัเคร่ืองหมายพนัธุกรรม
ดงักล่าวไดถู้กน ามาใชอ้ยา่งแพร่หลายเพื่อช่วยในการจดัจ าแนกและบ่งช้ีในส่ิงมีชีวติจ าพวกแบคทีเรีย แพ
ลงคต์อนชนิดต่าง ๆ พืช และสัตวอี์กหลายชนิด เช่น นก ปลา หอย กุง้ ปู เม่นทะเล เพรียงหิน และโคพิ
ปอด เป็นตน้ โดยนิยมใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอจ าเพาะของ mitochondrial DNA ท่ีต  าแหน่งต่าง ๆ เช่น 
บริเวณ internal transcribed spacer (ITS) (Bouchon et al., 1994; Chow et al., 1993; Chu et al., 2001; 
Fernandez et al., 2001; Masuda et al., 1995; Imai et al., 2004) บริเวณ cytochrome c oxidase I (COI) 
(Hebert et al., 2004; Addis and Peterson, 2005; Nichols, 2005) หรืออาจใชล้ าดบัเบสทั้งหมดของ 
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mitochondrial DNA หรือจากล าดบัเบสของ 16S rRNA (Webb and Maas, 2002; Weinberg et al., 2003; 
Nohara et al., 2004) เป็นตน้ นอกจากน้ียงัมีการใชล้ าดบัเบสจาก 18S rRNA (nuclear DNA) ซ่ึงเป็นล าดบั
เบสท่ีมีการพฒันาเปล่ียนแปลงชา้กวา่บริเวณอ่ืนเพื่อศึกษาถึงความสัมพนัธ์ในสายววิฒันาการของ
ส่ิงมีชีวติและยนืยนัการจดัจ าแนกส่ิงมีชีวติในระดบัสกุล (genus) และครอบครัว (family) ใหมี้ความ
ถูกตอ้งและยนืยนัผลร่วมกบัการศึกษาดา้นสัณฐานวทิยาได ้เป็นตน้ 

ดงันั้นการจดัจ าแนกหรือระบุชนิด/สายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีอยูร่่วมกบัฟองน ้ าทะเลเพื่อน าไปใช้
ประโยชน์จึงมีความส าคญั          การบ่งช้ีชนิดดว้ยลกัษณะสัณฐานวิทยาในแบคทีเรียบางชนิดอาจไม่
สามารถบ่งช้ี เน่ืองจากลกัษณะสัณฐานวทิยาท่ีคลา้ยคลึงกนั ในปัจจุบนัจึงนิยมน าขอ้มูลทางพนัธุกรรมของ
แบคทีเรียมาช่วยในการจดัจ าแนกกลุ่ม/ชนิดให้ชดัเจนยิ่งข้ึน อีกทั้งมีโอกาสคน้พบแบคทีเรียชนิดใหม่ได ้
(Trevors and Van, 1989) ยีน 16S rRNA และ 23S rRNA มีล าดบัเบสอนุรักษ์จึงนิยมใชจ้  าแนกชนิดของ
แบคทีเรีย ดงัเช่นท่ีปรากฏในรายงานวิจยัแบคทีเรียสกดัไดจ้ากฟองน ้ าทะเล Rhopaloeides odorabile ซ่ึง
จดัแบคทีเรียไวใ้นดิวชิัน่ α - proteobacteria และ Actinobacteria นอกจากน้ียงัมีรายงานศึกษาแบคทีเรียใน
สกุล (genus) Vibrio ท่ีแยกไดม้าจากแหล่งธรรมชาติ เป็นตน้ (Webster et al., 2004)  ดงันั้นในงานวิจยัน้ี
คณะผูว้ิจยัจึงศึกษาล าดบัเบสของยีน 16S rRNA และ 23S rRNA เพื่อบ่งช้ีชนิดแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูร่่วมกบั
ฟองน ้าทะเลท่ีเก็บจากบริเวณหมู่เกาะแสมสาร จ. ชลบุรี ซ่ึงยงัไม่ปรากฏรายงาน 

งานอนุกรมวธิานการบ่งช้ีและจดัจ าแนกชนิดของฟองน ้าทะเลและส่ิงมีชีวติหลากชนิดท่ีอาศยัอยู่
ร่วมกบัฟองน ้าทะเลของไทยในปัจจุบนัเฉพาะขอ้มูลดา้นสัณฐานวทิยาภายนอกยงัคงมีความสับสนบ่งช้ีได้
ยาก และ/หรืออีกหลายชนิดท่ีไม่สามารถบ่งช้ีหรือจดัจ าแนกไดด้ว้ยวธีิการศึกษาจากลกัษณะสัณฐานวทิยา
แต่เพียงอยา่งเดียว ในโครงการวจิยัน้ีน าเทคนิคชีวโมเลกุลศึกษากบัฟองน ้าทะเลและส่ิงมีชีวติท่ีอาศยัอยู่
ร่วมกนักบัฟองน ้าทะเลโดยเฉพาะจุลชีพกลุ่มแบคทีเรียทะเล ซ่ึงขอ้มูลและเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมท่ี
จ าเพาะจากการศึกษาคร้ังน้ีจะเป็นฐานขอ้มูลสากลของฟองน ้าทะเลและส่ิงมีชีวติท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองน ้า
ทะเลของไทยต่อไปในอนาคต นอกจากน้ียงัเป็นแนวทางใหท้ราบถึงความสัมพนัธ์ในสายววิฒันาการของ
ส่ิงมีชีวติท่ีอาศยัอยูร่่วมกนัในน่านน ้าไทยน้ีอีกดว้ย  
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วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 

1. สนองพระราชด าริในโครงการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพ
รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 

2. เพื่อศึกษาความหลากหลายของจุลชีพ (แบคทีเรียทะเล) ท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองน ้าทะเลท่ีพบในบริเวณ
เกาะแสมสาร อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี 

3. เพื่อเป็นแนวทางในการบ่งช้ีและจ าแนกชนิดของฟองน ้ าทะเลและจุลชีพท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองน ้าของ
ไทยและจดัท าฐานขอ้มูลทางพนัธุกรรมของจุลชีพท่ีอาศยัอยูร่่วมกบัฟองน ้าทะเล  
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วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

วสัดุอปุกรณ์ 

1. เคร่ือง Thermo cycler  

2. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง microcentrifuge  

3. หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า  

4. ตูอ้บ (Memmert) 

5. เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Cool-Hotter Dry bath incubator) รุ่น MC-01N (Major science) 

6. เคร่ืองผสมสาร (vortex)  

7. ชุดแยกขนาดช้ินดีเอ็นเอภายใตก้ระแสไฟฟ้า รุ่น i-Mupid  

8. เคร่ืองก าเนิดแสงอลัตราไวโอเลต (UV transilluminator)  

9. เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (power supply)  

10. เคร่ืองชัง่ 2-4 ต าแหน่ง Sartonus) 

11. ไมโครเวฟ  

12. เคร่ืองป่ันเหวีย่งสูญญากาศ (speed vacuum concentrator) (Savant) 

13. ปิเปตอตัโนมติั (autopipette) ทิปและทิปไส้กรองส าหรับปิเปต ขนาด 2, 20, 200 และ 1,000 
ไมโครลิตร 

14. กลอ้งถ่ายรูปดิจิตอล (Canon) 

15. หลอด microcentrifuge ผนงับางทนความร้อนขนาด 0.2, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร 

16. อุปกรณ์ผา่ตดั 

17. บีกเกอร์ ขวดรูปกรวย (flask) และกระบอกตวงขนาดต่างๆ 

18. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

19. จานเพาะเช้ือ 

 

สำรเคม ี

1. Boric acid (APS Finechem) 
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2. EDTA disodium, dehydrate (C10H14N2O8Na2.2H2O) (Amresco) 

3. Ethanol [absolute] (VWRTMBDH Prolabo) 

4. Ethidium bromide (InvitrogenTM Life Technologies) 

5. NaOH (Univar) 

6. Nuclease free water (Promega)  

7. SeaKem® Gold Agarose (Cambrex Bio Science) 

8. Standard TE buffer (InvitrogenTM Life Technologies)  

9. Taq DNA Polymerase (Vivantis, Germany) 

10. 6x Loading dye (Fermentas) 

 

เคร่ืองแกว้และสารละลายทุกชนิดท่ีใชใ้นการทดลอง ท าใหส้ะอาดและปราศจากเอนไซม ์

นิวคลีเอสโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 

ไพรเมอร์ทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

แบคทีเรีย-บริเวณยนี 16S rRNA 

 Eubac27F 5’-GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3’ 

 Eubac1492R 5’-CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA-3’ 

ทั้งหมดสังเคราะห์โดยบริษทั First Base Laboratories SdnBhd (Malasia) 

 

ดีเอน็เอมำตรฐำน (standard DNA marker) 

 ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีใชคื้อ 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas) จ านวน 0.5 ไมโครกรัม/ช่อง 
หลงัจากท าอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส จะปรากฏแถบดีเอ็นเอ 14 แถบ แต่ละแถบมีขนาดดงัน้ี 3000, 
2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 และ 100 คู่เบส ตามล าดบั 
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ตอนที ่1 กำรเกบ็ตัวอย่ำงฟองน ำ้ กำรคัดแยกและตรวจหำฤทธ์ิของแบคทเีรียทีอ่ำศัยอยู่กบัฟองน ำ้ 

 

 ท าการเก็บตวัอยา่งฟองน ้าทะเลและตวัอยา่งน ้าในบริเวณท่ีฟองน ้าอาศยัอยู ่(โดยการด าน ้าแบบ
การใชเ้คร่ืองช่วยหายใจใตน้ ้า (SCUBA driving)) อยา่งนอ้ย 5-8 ตวัอยา่ง จากบริเวณเกาะแสมสาร อ าเภอ
สัตหีบ จงัหวดัชลบุรี พร้อมบนัทึกขอ้มูลของสถานท่ีท่ีเก็บตวัอยา่ง ความลึกของน ้า ส่ิงแวดลอ้มท่ีฟองน ้า
ยดึเกาะ และบนัทึกภาพใตน้ ้าไว ้ตวัอยา่งฟองน ้าจะถูกแช่แขง็ไวร้ะหวา่งน ามาศึกษาต่อในหอ้งปฏิบติัการ 
ตวัอยา่งฟองน ้าท่ีเก็บไดส่้วนหน่ึงจะน าไปสกดัแยกดีเอน็เอและเก็บรักษาไวใ้นเอทธานอล 99% เพื่อไวใ้ช้
งานต่อไป 

 

กำรตรวจหำฤทธ์ิในกำรยบัยั้งจุลนิทรีย์ที่ทดสอบ (Screening of antimicrobial activity 

            1.1 กำรเตรียม  Standard  test  strains ไดแ้ก่ 

    -  Staphylococcus  aureus  ATCC25923    

     -  Bacillus  subtilis  ATCC6633 

     -  Vibrio  . anguillarum  / Vibrio parahaemolyticus  หรือ 

- Pseudomonas aeruginosa ATCC    

- Escherichia  coli  ATCC25922     

      

            1.1.1. เล้ียงเช้ือสายพนัธ์ุมาตรฐาน  (Standard  test  strain)  ในอาหารวุน้  Tryptic Soy Agar 
medium หรือ Mueller Hinton medium บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชัว่โมง  ส่วนฟังไจ
ใช ้อาหารวุน้ Potato  Dextose  แทน 

     1.1.2  ท าการถ่ายเช้ือ  ลงในหลอดอาหารเหลว TSB   (heavy  inoculate)  บ่มเช้ือท่ี 

อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24  ชัว่โมง  ภายในการเขยา่ในแนวราบ  (100  รอบต่อนาที) 

              1.1.3 วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  (O.D.  ท่ี  600  nm)  ของเช้ือ 

Standard  test  strain  โดยจะใชท้  าการทดลองเม่ือมีค่า  O.D.  ประมาณ  0.5 – 1.0 

             1.1.4.  ดูดเช้ือปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  หยดลงใน Tryptic Soy Agar medium หรือ Mueller 
Hinton medium plate  แลว้เกล่ียเช้ือใหก้ระจายทัว่จานอาหารเล้ียงเช้ือ  ท าซ ้ า  3  จาน  (trplicates) 
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1.2  กำรตรวจสอบฤทธ์ิในกำรต่อต้ำนเช้ือแบคทเีรียทีก่ ำหนด  (Screening  of  Antimicrobial 
activity  assay) 

 

กำรเตรียมเช้ือแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้จำกฟองน ำ้  (test  strain) 

               1.2.1.  เล้ียงแบคทีเรียจากฟองน ้าแต่ละสายพนัธ์ุ  (test  strain)  บนอาหารวุน้  modified Zobell 
agar  slant  บ่มท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชัว่โมง   

                1.2.2  ท าการถ่ายเช้ือลงอาหารเหลว  modified Zobell  broth   (Heavy  inoculate)  ท่ีมีปริมาตร 
5 มิลลิลิตร หรือ 1-10  ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชัว่โมง  ภายใตก้ารเขยา่ในแนวราบ  
(100 รอบต่อนาที) 

              1.2.3 วดัค่าการดูดกลืนแสง  ท่ีความยาวคล่ืน  600  นาโนเมตร  (O.D.  ท่ี  600  nm)  และน าเช้ือ
ท่ีมีค่า  O.D.  ระหวา่ง  0.6 – 1.0  มาท าการทดสอบต่อไป 

              1.2.4.  น า  antibiotic  assay  disc  (AA  disc)  ท่ีปราศจากเช้ือ  ขนาด  13  มิลลิเมตร  วางบน  
petri dish  ท่ีปราศจากเช้ือ  จากนั้นดูดเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากฟองน ้ามา  0.1  มิลลิเมตร  มาหยดลงบน  
sterile AA disc  ทิ้งไวส้ักครู่  แลว้น าไปวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเช้ือ  standard  ท่ีเตรียมไวแ้ลว้น าไป
บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน 20 – 24 ชัว่โมง  และควบคุมการทดลองโดยใช ้ standard  
antibiotic  disc ท่ีมี  Oxytetracyclin  30  ไมโครกรัมและ  Streptomycin  10  ไมโครกรัม  ต่อ  disc  โดยท า
กาทดสอบซ ้ า  3  คร้ัง  (triplicates) 

 ส่วน 1-10  ลิตร  น าไปป่ันเหวีย่งแยกส่วนของเซลลแ์ละน ้าเล้ียง น าไปสกดัดว้ยสารละลาย ethyl 
acetate, chloroform: methanol, ethanol แลว้ท าการละเหยแหง้ เม่ือจะน าไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ จึง
ละลายดว้ย Dimethylsulfo oxide(DMSO) ความเขม้ขน้ตามท่ีตอ้งการ 

      1.2.5 ท าการวดัผลฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียโดยการวดัขนาดของบริเวณท่ียบัย ั้ง (inhibition 
zone) โดยสังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
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ตอนที ่2 กำรศึกษำรูปแบบดีเอน็เอจ ำเพำะของแบคทีเรียที่อำศัยร่วมกบัฟองน ำ้ทะเล 

 

2.1 กำรแยกเช้ือแบคทีเรียจำกฟองน ำ้ทะเล 

 น าฟองน ้าทะเลแตละชนิดมาลางดวยน ้าทะเลท่ีผานการฆาเช้ือ ตดัเน้ือเยื่อฟองน ้า ซบัน ้าออกจาก
ฟองน ้าดว้ยกระดาษซบั จากนั้นตดัฟองน ้าเป็นช้ินเล็กๆ น ้าหนกัรวมประมาณ 5 กรัม ใส่ลงในโกร่งแลว้
บดใหล้ะเอียดดวยแทงแกวคน จากนั้นเติมน ้าทะเลท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ลงไป 5 มิลลิลิตร (อตัราส่วน 1:1 ของ
น ้าหนกักบัปริมาตรของน ้าทะเล) ดูดสารละลายในหลอดมาเจือจางท่ีระดบัความเขมขน 10-2 และ10-3 
ตามล าดบั จากนั้นดูดตวัอยางแตละความเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ ORI 
medium แลวเกล่ียเช้ือบนผวิหนาอาหารใหกระจายจนทัว่ น าจานไปบมเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้งเปนเวลา  

1-2 วนั จากนั้นแยกโคโลนีแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะเบ้ืองตนท่ีแตกตางกนั เชน สี รูปราง และขนาดของ
โคโลนี ไปเข่ียลงจานอาหารใหม่ ท าการแยกซ ้ าตอไป (reisolate) จนไดเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกเปนโคโลนี
บริสุทธ์ิสวนหน่ึงน ามาท า PCR และเก็บรักษาในอาหารเก็บเช้ือแบคทีเรียลงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารก่ึง
แขง็ก่ึงเหลว (semi-solid) 

 

2.2 กำรเตรียมดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงแบคทีเรียและกำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR 

2.2.1. การสกดัดีเอน็เอและการเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

ตวัอยา่งแบคทีเรียจ านวน 19 ไอโซเลต (isolate)             แยกไดจ้ากฟองน ้าทะเล 8 ชนิด คือฟองน ้า 
Halichondria sp., Monanchora  unguiculata, Mycale grandis, Xestospongia testudinaria, 
Lamellodysidea herbacea,Oceanapia sagittaria,  Neopetrosia sp .และ Cliona sp. (จ  านวน 2, 5, 2, 2, 4, 
2, 1 และ 1 ไอโซเลต ตามล าดบั) เก็บจากบริเวณหมู่เกาะแสมสาร อ. สัตหีบ จ. ชลบุรี และเล้ียงไวใ้น
อาหารเหลว น ามาสกดัดีเอ็นเอโดยใชชุ้ดสกดัส าเร็จรูป GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis 
Technologies, Malaysia) ตามวธีิของบริษทัผูผ้ลิต แลว้ใชเ้ป็น 
ดีเอ็นเอตน้แบบส าหรับท าปฏิกิริยา PCR เพิ่มปริมาณในบริเวณยนี 16S-23S rRNA โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 16-
23S_F (5’TTGTACACACCGCCCGTC) และ 16-23S_R (5’CCTTTCCCTCACGGTACTG) (Lee et al., 
2002) ปฏิกิริยาท าในปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ท่ีประกอบดว้ย 2X master mix (10mM dNTPs, 25 mM 
MgCl2, 5U/l Taq DNA polymerase) จ  านวน 6 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอจ านวน 1 ไมโครลิตร 10 M Primer 
16-23S_F/R สายละ1 ไมโครลิตร และ nuclease free water จ านวน 1 ไมโครลิตร ปฏิกิริยา PCR ท า
จ านวน 35 รอบ โดยมีขั้นตอน pre denature 94°c, 3 นาที denature 94°c, 30 วนิาที annealing 55-60°c, 40 
วนิาที extension 72°c, 40 วนิาที และ final extension 72°c, 5 นาที จากนั้นวิเคราะห์ผลผลิต PCR ดว้ย
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วธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซีสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบกบั DNA มาตรฐาน 100 bp DNA 
ladder plus (Fermentas, USA) จ  านวน 250 นาโนกรัม ตรวจดูแถบดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง InGenius gel 
documentation system (Syngene, England) ภายหลงัยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์แลว้บนัทึกภาพ 

 

2.2.2. การโคลนช้ินส่วนดีเอน็เอและการหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA 

น าผลผลิต PCR ของแบคทีเรียท่ีแยกจากฟองน ้ าทะเลมาเช่ือมต่อกบัพลาสมิด (pGEMT- easy  Vector, 
Promega) และทรานฟอร์มเขา้สู่เซลล์เจา้บา้น (Escherichia coli JM109) คดัเลือกทรานฟอร์แมนท์โดย
สังเกตจากโคโลนีสีขาวหรือสีขาวอมฟ้า ตรวจสอบซ ้ าดว้ยเทคนิค PCR แลว้สกดั          พลาสมิดดีเอ็นเอ
เพื่อวิเคราะห์ล าดบัเบส (First BASE Laboratories SdnBhd, Malaysia) โดยอ่าน 2 ทิศทาง จากนั้นน าไป
เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ท่ี มี ก า ร บั น ทึ ก ไ ว้ ใ น ฐ า น ข้ อ มู ล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ดว้ยโปรแกรม Blast และเทียบเคียงขอ้มูลของตวัอยา่ง 

ร่วมกบั Aeropyrum pernix (รหสัหมายเลข AB078022) ดว้ยโปรแกรม Clustalx 

 

 

 

 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih/
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ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ 

 

ตอนที ่1  กำรคัดแยกแบคทเีรียและ กำรตรวจสอบฤทธ์ิในกำรยบัยั้งแบคทเีรีย 

           1.1  กำรคัดแยกแบคทีเรียให้บริสุทธ์ิ 

        จากการด าเนินการเก็บตวัอยา่งฟองน ้ าเพื่อคดัแยกแบคทีเรียจากฟองน ้ า จ  านวน 16 ตวัอยา่ง
ให้บริสุทธ์ ไดแ้บคทีเรีย 124 สายพนัธ์ุ และเก็บรักษาสายพนัธ์ุแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ modified 
Zobell 0.3% agar  

 

         กำรคัดแยกแบคทเีรียให้บริสุทธ์ิ 

เดือนมกราคม  จ านวน 11 ตวัอยา่ง คดัแยกแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะโคโลนีได ้ 86  ไอโซเลต โดยมี
ปริมาณแบคทีเรียเจริญไดแ้ตกต่างกนั คือฟองน ้าครกสีน ้าตาลเหลือง RAD55-B-POR02 พบมีปริมาณ
ต ่าสุดท่ี  1.1 x 105   ส่วนฟองน ้าเคลือบสีม่วง RAD55-A-POR02 Haliclona sp."purple" มีสูงสุดท่ี  6.1 x 
106  โคโลนีต่อกรัม 

เดือนพฤษภาคม  เก็บตวัอยา่งฟองน ้า ได ้ 5 ตวัอยา่ง คดัแยกแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะโคโลนีได ้ 40  
ไอโซเลต โดยมีปริมาณแบคทีเรียเจริญไดแ้ตกต่างกนั คือ ฟองน ้ากอ้นสีขาว RAD55-G-POR01 พบมี
ปริมาณต ่าสุดท่ี  1.1 x 105   โคโลนีต่อกรัม  ส่วนฟองน ้าเคลือบบางสีแดง RAD55-F-POR02 มีปริมาณ
สูงสุด 4.88x106  โคโลนีต่อกรัม  ดงัแสดงในตารางท่ี 1 และแผน่ภาพท่ี 1   

และท าการเก็บรักษาสายพนัธ์ุแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ modified Zobell 0.3% agar  เพื่อใชใ้น
การศึกษาต่อไป 
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ตำรำงที ่1  จ  านวนแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัฟองน ้าทะเลท่ีสามารถเจริญไดบ้นอาหารเล้ียงในหอ้งปฏิบติัการ 
รหัส ช่ือฟองน ำ้ ช่ือวทิยำศำสตร์ ปริมำณแบคทเีรีย 

CFU/g Genus Species 

1. RAD55-A-POR01 ฟองน ้าท่อพุม่สีแดง Oceanapia sagittaria  2.6x105 
2. RAD55-A-POR02 ฟองน ้าเคลือบสีม่วง Haliclona sp."purple" 1.6x106 
3. RAD55-B-POR01 ฟองน ้าครกสีม่วงอ่อน Xestospongia cf. bergquistia  1.98x105 
4. RAD55-B-POR02 ฟองน ้าครกสีน ้าตาลเหลือง Xestospongia testudinaria  1.1x105 
5. RAD55-B-POR03 ฟองน ้าเคลือบเขียวเหลือง Amorphinopsis excavans  1.0x106 
6. RAD55-B-POR04 ฟองน ้าหนงัสีด า Chondrilla sp."black" 7.5x105 
7. RAD55-B-POR05 ฟองน ้ายดืหยุน่สีด า Hyrtios erectus  7.58x105 
8. RAD55-B-POR06 ฟองน ้าตาข่ายสีฟ้า Dysidea sp. "blue" 4.1x106 
9. RAD55-C-POR01 ฟองน ้าครกสีม่วงอ่อน Xestospongia cf. bergquistia  4.37x105 
10.RAD55-C-POR02 ฟองน ้าพุม่หนามสีด า Echinodictyum conulosum  4.0x106 
11.RAD55-C-POR03 ฟองน ้าปล่องภูเขาไฟ Spheciospongia congenera  8.7x105 
12.RAD55-F-POR01 ฟองน ้าสีด าเมือกม่วง Iotrochota baculifera  1.4x105 
13.RAD55-F-POR02 ฟองน ้าเคลือบบางสีแดง Monanchora unguiculata  4.88x106 
14.RAD55-F-POR03 ฟองน ้าเคลือบสีม่วง Haliclona sp."purple" 3.46x105 
15.RAD55-G-POR01 ฟองน ้ากอ้นสีขาว Geodia sp."white" 1.0x105 
16.RAD55-G-POR02 ฟองน ้าเชือก Clathria reinwardti 7.4x105 
 

 

1.2  กำรตรวจสอบฤทธ์ิในกำรยบัยั้งแบคทเีรีย 
จากการน าแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากฟองน ้าจ  านวน 78  สายพนัธ์ุ มาท าการตรวจสอบฤทธ์ิใน

การยบัย ั้งการเจริญกบัตวัแทนแบคทีเรียกรัมบวกไดแ้ก่  Staphylococcus aureus ATCC25923; 

Bacillus subtillus ATCC6633; และกรัมลบไดแ้ก่ Pseudomonas aeruginosa ATCC27853; 

Vibrio anguilarum; Escherichia coli ATCC25922)  พบวา่  แบคทีเรียท่ีคดัแยกจากฟองน ้าจ  านวน 
10  สายพนัธ์ุ  ได้แก่ R55B1-4, R55B2-9, R55F1-9, R55F1-10, R55F2-2, R55F3-2, R55F3-
11, R55G1-3, R55G1-6or, R55G2-1BK, แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท7ดสอบไดดี้ คิด
เป็นร้อยละ 12.8 ของแบคทีเรียท่ีทดสอบ  โดยในจ านวนน้ีมีแบคทีเรียทะเล 4 สายพนัธ์ุ ได้แก่ สายพันธุ์  

R55B 1-4, R55B2-9, R55B2-11Br, R55F1-9, R55G2-1BK, แสดงฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย
ทดสอบไดท้ั้ง 4 ชนิด และเม่ือด าเนินการเพาะเล้ียงทดสอบซ ้ าเพื่อตรวจหาประสิทธิภาพเพื่อยนืยนัฤทธ์ิใน
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การยบัย ั้งการเจริญกบัตวัแทนแบคทีเรียดว้ยวธีิ Disc Diffusion Agar Assay  พบวา่มีแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่
กบัฟองน ้ายงัคงแสดงฤทธ์ิในการยบัย ั้ง ซ่ึงยงัมีประสิทธิภาพ ดงัแสดงในตารางท่ี 2 

 
ตำรำงที ่ 2  ผลยนืยนักำรยบัยั้งแบคทเีรียทีท่ดสอบ โดยแบคทเีรียทีอ่ำศัยอยู่กบัฟองน ำ้บำงชนิด  
(แสดงเป็นค่าเฉล่ียของบริเวณท่ียบัย ั้ง: SA= Staphylococcus aureus; BS= Bacillus subtillus; VA= 

Vibrio anguilarum; EC= Escherichia coli)  

 

 
ล ำดับ 

 
รหัสเช้ือ 

ผลของกำรยบัยั้ง(มลิลเิมตร) 
B. subtilis S. aureus V. alginolyticas E. coli 

1 R55B1-1or - - - - 
2 R55B1-4 20.0 20.0 19.0 17.0 
3 R55B1-5 - - - - 
4 R55B1-8 19.0 18.0 18.0 17.5 
5 R55B1-12 - 16.0 15.5 15.0 
6 R55B1-13 - - - - 
7 R55B1-16Y - - - - 
8 R55B1-19 22.0 - - - 
9 R55B1-20 - - - - 
10 R55B1-21 - - - - 
11 R55B2-1 - - - - 
12 R55B2-2 23.5 16.5 19.50 - 
13 R55B2-3Y - - - - 
14 R55B2-5DP 24.0 - - - 
15 R55B2-6 22.5 - - - 
16 R55B2-7Y - - - - 
17 R55B2-8or - - - - 
18 R55B2-9 16.0 22.5 17.5 18.0 
19 R55B2-10 - - - - 

   ผลของกำรยบัยั้ง(มลิลเิมตร) 



 

 

16 

ล ำดับ รหัสเช้ือ B. subtilis S.aureus V.alginolyticas E.coli 
20 R55B2-11Br 16.5 25.5 15.0 17.0 
21 R55B2-13 - - - - 
22 R55B2-14 - - - - 
23 R55B2-15 - - - - 
24 R55B2-16 - - - - 
25 R55B4-2 - - - - 
26 R55B4-5Y - - - - 
27 R55B4-7 - - - - 
28 R55B4-8 18.0 - - 16.5 
29 R55B5-1 - - - - 
30 R55B5-3 - - - - 
31 R55F1-2 - - - - 
32 R55F1-3 - - - - 
33 R55F1-4 - - - - 
34 R55F1-5Y - - - - 
35 R55F1-5 - - - - 
36 R55F1-6 - - - - 
37 R55F1-7 - - - - 
38 R55F1-8Br 18.5 - - - 
39 R55F1-9 18.5 16.5 16.0 18.5 
40 R55F1-10 16.5 - - - 
41 R55F1-11 - - - - 
42 R55F1-12 19.5 17.5 16.5 18.5 
43 R55F1-13Y - - - - 
44 R55F1-14 - - - - 
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ล ำดับ 

 
รหัสเช้ือ 

ผลของกำรยบัยั้ง(มลิลเิมตร) 

B. subtilis S.aureus V.alginolyticas E.coli 
45 R55F2-1 - - - - 
46 R55F2-2 17.5 - - - 
47 R55F3-1 - - - - 
48 R55F3-2 16.5 - - - 
49 R55F3-3 18.5 17.5 16.5 18.5 
50 R55F3-4Y - - - - 
51 R55F3-5Y - - - - 
52 R55F3-6or - - - - 
53 R55F3-7 - - - - 
54 R55F3-8or - - - - 
55 R55F3-9 - - - - 
56 R55F3-10 - - - - 
57 R55F3-11 17.0 15.5 - 16.5 
58 R55G1-1or - - - - 
59 R55G1-2 - - - - 
60 R55G1-3 16.5 15.5 - 16.0 
61 R55G1-4Y - - - - 
62 R55G1-5 - - - - 
63 R55G1-6or 15.5 15.0 - 15.5 
64 R55G1-7 - - - - 
65 R55G1-8 - - - - 
66 R55G1-9 - - - - 
67 R55G1-10or - - - - 
68 R55G1-11Y - - - - 
69 R55G2-1BK 19.5 19.5 18.5 20.0 
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ล ำดับ 

 
รหัสเช้ือ 

ผลของกำรยบัยั้ง(มลิลเิมตร) 

B. subtilis S.aureus V.alginolyticas E.coli 
70 R55G2-2 - - - - 
71 R55G2-3or - - - - 
72 R55G2-4Y - - - - 
73 R55G2-5 - - - - 
74 R55G2-6 - - - - 
75 R55G2-7 - - - - 
76 R55G2-8Y - - - - 
77 R55G2-9 - - - - 
78 R55G2-10Y - - - - 
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RAD55-B-POR02  ฟองน ้าครกสีน ้าตาลเหลือง 
(Xestospongia testudinaria (Lamarck, 1814) 

RAD55-A-POR02ฟองน ้าเคลือบสีม่วง 
(Haliclona sp."purple") 

RAD55-F-POR01  ฟองน ้าสีด าเมือกม่วง 
(Iotrochota  baculifera) 

RAD55-B-POR01  ฟองน ้าครกสีม่วงอ่อน 

(Xestospongia cf. bergquistia) 

แผ่นภำพที ่1  ตวัอยา่งฟองน ้ าท่ีมีแบคทีเรียท่ีสามารถน ามาคดัแยกและเจริญบนอาหารในหอ้งปฏิบติัการได ้

เดือนมกราคม  พบมีปริมาณแบคทีเรียเจริญไดแ้ตกต่างกนั คือฟองน ้าครกสีน ้าตาลเหลือง RAD55-B-POR02 
พบมีปริมาณต ่าสุดท่ี  1.1 x 105   ส่วนฟองน ้าเคลือบสีม่วง RAD55-A-POR02 Haliclona sp."purple" มีสูงสุด
ท่ี  6.1 x 106  โคโลนีต่อกรัม 
เดือนพฤษภาคม  พบมีปริมาณแบคทีเรียเจริญไดแ้ตกต่างกนั คือ ฟองน ้ากอ้นสีขาว RAD55-G-POR01 พบมี
ปริมาณต ่าสุดท่ี  1.1 x 105   โคโลนีต่อกรัม  ส่วนฟองน ้าเคลือบบางสีแดง RAD55-F-POR02 มีปริมาณสูงสุด 
4.88x106  โคโลนีต่อกรัม 
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ตัวอย่างโปสเตอร์นิทรรศการ 

แผ่นภำพที ่1 (ต่อ)  ตวัอยา่งฟองน ้าท่ีมีแบคทีเรียท่ีสามารถน ามาคดัแยกและเจริญบนอาหารในห้องปฏิบติัการได ้

เดือนมกราคม  พบมีปริมาณแบคทีเรียเจริญไดแ้ตกต่างกนั คือฟองน ้าครกสีน ้าตาลเหลือง RAD55-B-POR02 พบ
มีปริมาณต ่าสุดท่ี  1.1 x 105   ส่วนฟองน ้าเคลือบสีม่วง RAD55-A-POR02 Haliclona sp."purple" มีสูงสุดท่ี  6.1 x 
106  โคโลนีต่อกรัม  
เดือนพฤษภาคม  พบมีปริมาณแบคทีเรียเจริญไดแ้ตกต่างกนั คือ ฟองน ้ากอ้นสีขาว RAD55-G-POR01 พบมี
ปริมาณต ่าสุดท่ี  1.1 x 105   โคโลนีต่อกรัม  ส่วนฟองน ้าเคลือบบางสีแดง RAD55-F-POR02 มีปริมาณสูงสุด 
4.88x106  โคโลนีต่อกรัม 

RAD55-F-POR02  ฟองน ้าเคลือบบางสีแดง 
(Monanchora  unguiculata) 

RAD55-G-POR02  ฟองน ้าเชือก 

(Clathria reinwardti) 
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ตอนที ่2 กำรศึกษำรูปแบบดีเอน็เอจ ำเพำะของแบคทีเรียที่อำศัยร่วมกบัฟองน ำ้ทะเล 
กำรเตรียมดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงแบคทเีรียและกำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR 
     การสกดัสารพนัธุกรรม ด าเนินการสกดัสารพนัธุกรรมจากแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัฟองน ้าจ  านวน  4 
สายพนัธ์ุ ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบทั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ RAD55-B-POR01, RAD55-
B-POR02, RAD55-F-POR01, และ RAD55-G-POR02 ดงัตารางท่ี 3 ส าหรับการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์องแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูร่่วมฟองน ้าในภายหลงัจะน าไปเปรียบเทียบล าดบั นิวคลีโอไทดก์บั
ฐานขอ้มูล GenBank (accession No.) ส่วนอีก 6 สายพนัธ์ุนั้นสารพนัธุกรรมท่ีไดพ้บวา่ยงัไม่บริสุทธ์ิ 
จะตอ้งด าเนินการสกดัใหม่ 

      
ตำรำงที ่ 3 สายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีด าเนินการสกดัสารพนัธุกรรมไดแ้ละอยูใ่นระหวา่งด าเนินการวเิคราะห์
ล าดบันิวคลิโอไทด์ 
 

รหัส ช่ือฟองน ำ้ ช่ือวทิยำศำสตร์ DNA Extraact 

Genus Species 

1. RAD55-B-POR01 ฟองน ้าครกสีม่วงอ่อน Xestospongia cf. bergquistia  d 
2. RAD55-B-POR02 ฟองน ้าครกสีน ้าตาลเหลือง Xestospongia testudinaria  d 
3.RAD55-F-POR01 ฟองน ้าสีด าเมือกม่วง Iotrochota baculifera  d 
4.RAD55-G-POR02 ฟองน ้าเชือก Clathria reinwardti d 
 
 
กำรบ่งช้ีแบคทเีรียทีอ่ยู่ร่วมกับฟองน ำ้ทะเล ด้วยล ำดับนิวคลโีอไทด์บริเวณยนี 16S rRNA และ 23S rRNA  
 จากการศึกษาในปีท่ีผา่นมาจึงไดท้  าการคดัแยกแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูฟ่องน ้าท่ีน่าสนใจมา
ท าการศึกษาการบ่งช้ีแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต ท่ีอยูร่่วมกบัฟองน ้าทะเล 4 ชนิด ไดแ้ก่ RAD55-B-POR01, 
RAD55-B-POR02, RAD55-F-POR01, และ RAD55-G-POR02  ดว้ยการสกดั DNA เพื่อน าไปศึกษา
ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณยีน 16S rRNA และ 23S rRNA ต่อไปใหส้ามารถบ่งช้ีชนิดแบคทีเรียดว้ยล าดบันิ
วคลีโอไทดใ์นส่วนของยนี 16S rRNA ถึงยนี 23S rRNA  

ดว้ยไพรเมอร์ 16S-23S_F/R พบวา่ไดผ้ลผลิต PCR ท่ีมีขนาดแตกต่างกนั ภายหลงัจากโคลนและ
อ่านล าดบัเบสพบวา่มีขนาด 884 - 1,409 คู่เบส ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงาน การศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดใ์น
แบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringa, Xanthomonas  arboricola, Agrobacterium 
vitis, Erwinia  amylovora  ท่ีพบวา่ผลผลิต PCR ท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ 16-23S_F/R  น้ีมีขนาดไม่เท่ากนั คือ
ประมาณ 800-1,550 คู่เบส (Jeng et al., 2001)  แลว้น าไปเทียบเคียงล าดบันิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียท่ีอยู่
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ร่วมกบัฟองน ้าทะเลกบัฐานขอ้มูล GeneBank ในส่วนของยนี 16S rRNA จะสามารถบ่งช้ีแบคทีเรียทั้ง 19 
ไอโซเลตไดใ้นระดบัสกุลชดัเจนมากกวา่ยนี 23S rRNA แต่อยา่งไรก็ตามการบ่งช้ีแบคทีเรียบางคร้ังไม่
สามารถใชล้ าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของยนี 16S rRNA แต่เพียงอยา่งเดียว ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นถึงความ
หลากหลายของบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัฟองน ้าเช่นเดียวกบัผลการวจิยัของท่านอ่ืนๆ 

ประชาคมแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงไดท่ี้อาศยัอยูก่บัฟองน ้าส่ีชนิดจากทะเลจีนใตฟ้องน ้า-Stelletta 
tenuis, Halichondria rugosa, Dysidea avara และ Craniella australiensis ท่ีถูกเพาะเล้ียงเล้ียงผสมกนั ถูก
ตรวจสอบโดยเทคนิค ประชาคมของจุลินทรีย ์DNA-based DGGE fingerprinting และ การวเิคราะห์สาย
ววิฒันาการ 16S rDNA เช้ือแบคทีเรียท่ีหลากหลายเช่น alpha-, gamma-, Delta-Proteobacteria 
Bacteroidetes และ Firmicutesท่ีเล้ียง ซ่ึงมีบางส่วนท่ีไม่สามารถเล้ียงไดม้าก่อนหนา้น้ีสายพนัธ์ุใหม่ท่ีมี
ศกัยภาพความคลา้ยคลึงกนันอ้ยกวา่ 95% ไปเทียบกบัท่ีใกลเ้คียงท่ีสุดในกลุ่มของมนั และ กลุ่ม symbionts 
ของฟองน ้าท่ีเจริญเติบโตไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือท่ี มีการเพิ่มของสารสกดัจากฟองน ้า ตามท่ี 16S rDNA 
BLAST วเิคราะห์ส่วนใหญ่ของเช้ือแบคทีเรียท่ีถูกเพาะเล้ียงจากฟองน ้าเป็นคร้ังแรก แมจ้ะ phyla ท่ี
คลา้ยกนักบัของเช้ือแบคทีเรียท่ีไดรั้บการยอมรับก่อนหนา้น้ี การเลือกสารสกดัจากฟองน ้าชนิดของ
แบคทีเรียท่ีเล้ียงก็ช้ีใหเ้ห็น แมว้า่ผลของสารสกดัจากฟองน ้าในประชาคมแบคทีเรียในสารอาหารสูงไม่ได้
มีนยัส าคญั แมว้า่ กลุ่ม alphaและ gamma-Proteobacteria ปรากฏในรูปแบบท่ีโดดเด่นของประชาคม
แบคทีเรียท่ีโดดเด่นเพาะเล้ียงของฟองน ้า 4 ชนิด องคป์ระกอบของประชาคมแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงผสม
แตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บัอาหารและชนิดฟองน ้า ความหลากหลายของแบคทีเรียท่ียิง่ใหญ่พบวา่ในอาหาร C 
และ CS ส าหรับ Stelletta tenuis ในอาหาร  F และ FS ส าหรับ Halichondria rugosa และ Craniella 
australiensis,  S. tenuis พบวา่มีความหลากหลายมากท่ีสุดของแบคทีเรียเพาะเล้ียงไดแ้ก่ alpha-, gamma-, 
Delta-Proteobacteria, Bacteroidetes และ Firmicutes ตามดว้ยฟองน ้า Dysidea avara โดยไม่ตอ้ง Delta-
Proteobacteria rugosa Halichondria, ฟองน ้าท่ีมีเพียงอลัฟา, gamma-Proteobacteria และ Bacteroidetes 
และ australiensis ฟองน ้า C. มีเพียงอลัฟา, gamma-Proteobacteria และ Firmicutes จากการศึกษาคร้ังน้ี
โดยกลยทุธ์ของการเพาะเล้ียงผสมรวมเขา้กบัประชาคม DNA-based DGGE fingerprinting  และการ
วเิคราะห์สายววิฒันาการ ท่ีเจริญเติบโตของจุลินทรีย,์ ประชาคมแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงไดข้องฟองน ้า
อาจจะพิสูจน์ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ(Li., et al. 2007) 

จากเทคนิคทางโมเลคุลาร์ท่ีไม่ตอ้พึ่งการเพาะเล้ียงท่ี Li และ คณะ (2007) ใชใ้นการวจิยัโดยการ
ใชเ้ทียบกบั 16S, rDNA  clone library alongside RFLP และการวเิคราะห์สายววิฒันาการถูกน ามาใชใ้น
การตรวจสอบความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีเก่ียวขอ้งกบัฟองน ้า 3 ตวัอยา่งจากทะเลจีนใต,้ Stelletta 
tenui, Halichondria rugosa และ Dysidea avara  พบความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีตรวจอยา่งมาก ตาม
จ านวนจีโนม DNA-bases 16S rDNA clone library อุดมไปดว้ยโคลนท่ีแสดงออกต ่ากบัล าดบัท่ีดึงมาจาก
ฐานขอ้มูลพบวา่เป็น symbionts ท่ีอาศยัอยูก่บัฟองน ้าท่ีไม่สามารถเพาะเล้ียงได ้ การวเิคราะห์สาย
ววิฒันาการแสดงใหเ้ห็นวา่โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียจาก Stelletta tenui จะคลา้ยกบัของ 
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Halichondria rugosa ประกอบดว้ย gamma-Proteobacteria และ Firmicutes ในขณะท่ี alpha-
Proteobacteria, gamma-Protebacteria Bacteroidetes และ จุลชีพท่ีอาศยัอยูก่บัฟองน ้าท่ีไม่สามารถ
เพาะเล้ียงไดท่ี้พบในฟองน ้า  Dysidea avara ซ่ึงบ่งช้ีวา่ Dysidea avara  มีความหลากหลายแบคทีเรียเสูง
สุดในบรรดาฟองน ้าสมาคมฟองน ้าเหล่าน้ี ความจ าเพาะของจุลชีพต่อฟองน ้าช้ีให้เห็นความแตกต่างข้ึนอยู่
กบัความหลากหลายของแบคทีเรียในกลุ่มเหล่าน้ีฟองน ้าทั้งสามชนิด จากท่ีตั้งทางภูมิศาสตร์เดียวกนัและ
สามารถสังเกตเห็นความจ าเพาะของแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีเฉพาะต่อฟองน ้า 
 
 

สรุปผลกำรทดลอง 
 

1. ผลผลิต PCR โดยใชคู้่ไพรเมอร์ 16S-23S_F/R ของแบคทีเรียทั้ง 19 ไอโซเลต ท่ีอยูร่่วมกบัฟองน ้ าทะเล
มีขนาดแตกต่างกนั มีขนาด 884-1,409 คู่เบส 
2. ขอ้ความพนัธุกรรมในส่วนของยนี 16S rRNA สามารถใชบ้่งช้ีสกุลของแบคทีเรียท่ีอยูร่่วมกบัฟองน ้า
ทะเลไดดี้ ในขณะท่ีขอ้ความพนัธุกรรมในส่วนของยนี 
23S rRNA ช่วยยนืยนัการจ าแนกแบคทีเรียท่ีอยูร่่วมกบัฟองน ้าทะเลได ้แต่พบวา่ในบางสกุล เช่น 
Dokdonia sp. และ Mesorhizobium  sp. ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของยนี 23S rRNA ไม่สามารถบ่งช้ีได ้ 
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การเผยแพรผ่ลงานวิจยั 

 

 

การประชมุวิชาการและนิทรรศการ ครัง้ท่ี ๖ “ทรพัยากรไทย :  

น าส่ิงดีงามส ูต่าโลก”    

  

ณ เข่ือนศรนีครนิทร ์อ.ศรสีวสัด์ิ จ.กาญจนบรุ ี 

วนัท่ี ๒๐ – ๒๖ ธนัวาคม พ.ศ. ๒๕๕๖ 
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ตวัอย่างโปสเตอรน์ทิรรศการ 
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ตวัอย่างโปสเตอรเ์ผยแพร่ 
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ภำคผนวก 
กำรเตรียมสำรเคม ี

อำหำรเลีย้งเช้ือแบคทเีรียทีอ่ำศัยอยู่กบัฟองน ำ้ 
 
 2X PCR mastermix (Thermopol) 

10X Thermopol buffer  (2.0 mM MgSO4)    60 ไมโครลิตร  
10 mM dNTPmix (0.2 mM of each dNTP)    12 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (0.5 unit/20 µl)    3.0 ไมโครลิตร 
Q-solution       30 ไมโครลิตร 
Nuclease free water      195 ไมโครลิตร 

 
2X PCR mastermix (Vivantis) 

10X Taq buffer A      70 ไมโครลิตร  
10 mM dNTPmix (0.2 mM of each dNTP)    14 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (5 unit/µl)     4.0 ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2 (3 mM)      42 ไมโครลิตร 
Nuclease free water      220 ไมโครลิตร 

 
20X SB buffer 
 NaOH (MW=40 g/mol)      8 กรัม 
 Boric acid       45 กรัม 

ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร 
 


