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การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรียและการใชประโยชนในพ้ืนท่ีปกปก
พันธุกรรมพืชทางทะเล หมูเกาะแสมสาร อ.สัตหีบ จังหวัดชลบุรี  จึงเลือกศึกษาบริเวณ หาดเตย และหาด
เทียน เกาะจวง เกาะปลาหมึก แสมสาร โดยมีวัตถุประสงค   เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน
ประชาคมของแบคทีเรียทะเลท่ีอาศัยอยูรวมกับฟองนํ้าทะเลและนํ้าทะเล    ไดดําเนินการสํารวจและตัวอยาง
ฟองน้ํา แลวคัดแยกแบคทีเรียได 7๐ ไอโซเลต จากฟองนํ้า 9 ตัวอยาง และ จากน้ําทะเล 6 ตัวอยาง สามารถ
พบแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองน้ําแตละตัวอยางแตกตางกันโดยพบมีแบคทีเรียอาศัยอยูจํานวนมากท่ีสุดใน
ฟองน้ําทอน้ําตาล SS -B 04  จํานวน  2.51 x 106  โคโลนีตอกรัม และนอยที่สุดใน ฟองน้ําเมือกมวง SS -A 
02 จํานวน 4.04 x 103  โคโลนีตอกรัม ดังรายละเอียดในตารางที่ 1 

   สวนในนํ้าทะเลไดดําเนินการเก็บตัวอยางจาก 4 พ้ืนท่ีจากบริเวณชายฝง หาดเตย หาดเทียน เกาะ
จวงและ เกาะปลาหมึก หมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี  พบมีแบคทีเรียเจริญไดแตกตางกันดังนี้ 1.05 x 
103 , 1.85 x 102 2.65 x 102, และ 8.95 x 102    โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับดังรายละเอียดใน
ตารางที่ 2 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนแบคทีเรียแกรมลบและสมบัติทางชีวเคมีสามารถบงชี้
ใ น เ บื้ อ ง ต น ไ ด เ ป น ส กุ ล  Pseudomonas, Alteromonas, Pseudoalteromonas, Vibrio, 
Flavobacterium,  Acinetobacter, และกลุม ท่ีไมสามารถจําแนกชนิดได  และจากการจําแนกชนิด
แบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกจากน้ําและดินตะกอนในระดับชีวโมเลกุลพบวาเปนแบคทีเรียกรัมลบที่มีชนิด
แ ต ก ต า ง กั น ไ ด แ ก   Pseudomonas taiwanensis,  Pseudomonas pseudoalcaligenes แ ล ะ 
Pseudoalteromonas sp. 

 เมื่อไดแบคทีเรียบริสุทธ์ิแลว จะทําการเก็บรักษาเพื่อดําเนินการทําการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ โดย
วิธี Disc diffusion Agar Assay ตลอดจนการสรางสารชีวรงควัตถุ จากแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูรวมกับ
ฟองน้ําทะเลและน้ําทะเล เพื่อการนําไปใชประโยชน พบวามีแบคทีเรียจํานวน 9 ไอโซเลตท่ีแสดงฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียท่ีทดสอบ โดยแบคทีเรียสายพันธุ SS -A 2-2  SS -B 2-5  SS -C 2-3 แสดง
ฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ  B. subtilis ดีท่ีสุด  
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1. บทนํา 
 

งานวิจัยนี้ดําเนินงานเพื่อสนองพระราชดําริภายใต โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก
พระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี ในบริบท กิจกรรมที่ 2 กิจกรรมสํารวจ
เก็บรวบรวมพันธุกรรมพืช ของ กรอบการเรียนรูทรัพยากร โครงการวิจัยนี้กิจกรรมสํารวจเก็บรวบรวม
พันธุกรรมนําเทคโนโลยีชีววิทยาโมเลกุลมาประยุกตใชเพื่อชวยแกปญหาดานงานอนุกรมวิธานสําหรับการ
บงชี้ และจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียทะเลในประชาคมหลากชนิดท่ีอาศัยอยูกับฟองน้ําและในน้ําทะเล  
ซึ่งยังคงมีความสับสนโดยเฉพาะจุลชีพกลุมแบคทีเรียทะเล บงชี้ไดยาก และ/หรือที่ไมสามารถบงชี้หรือจัด
จําแนกไดดวยวิธีการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยาแตเพียงอยางเดียว เนื่องจากเคร่ืองหมายทาง
พันธุกรรม คือขอความหรือลําดับเบสบนจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่มีความจําเพาะไมมีผลเปลี่ยนแปลงจากปจจัย
ภายนอกเหมือนกับลักษณะสัณฐานวิทยา ที่ลักษณะปรากฏภายนอกเกิดจากการควบคุมและการ
แสดงออกของยีนบนจีโนม ในโครงการวิจัยน้ีจึงเร่ิมทดลองศึกษากับแบคทีเรียทะเลหลากชนิดท่ีอาศัยอยู
กับฟองนํ้าและในน้ําทะเล  เปนอันดับแรก ซึ่งมีปญหาในดานการจัดจําแนกในงานอนุกรมวิธาน ลักษณะ
ชีววิทยาและนิเวศวิทยาบางประการ ซึ่งขอมูลและเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมที่ไดจะเปนแนวทางใหทราบ
ถึงความสัมพันธในสายวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตท่ีอาศัยอยูรวมกันในแหลงอาศัยน้ีอีกดวย ก็จะรักษา
พันธกุรรมดั้งเดิมซึ่งจะทําการศึกษาและนํามาใชประโยชนตอไปเม่ือมีความพรอม การสํารวจ ทํารหัส
ประจํา เพื่อรวบรวมเปนฐานขอมูลในพ้ืนที่  
  จึงมีความจําเปนอยางยิ่งในการศึกษาการจําแนกสายพันธุโดยวิธีทางชีวโมเลกุล เพ่ือนําไปสูการ
พัฒนาพันธุ และเก็บเปนลายพิมพดีเอ็นเอของฟองน้ําและจุลชีพชนิดนั้น ๆ เคร่ืองหมายพันธุกรรมท่ีไดนี้จะ
เปนฐานขอมูลสากลของฟองนํ้าทะเลและสิ่งมีชีวิตท่ีอาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเลของไทยตอไปในอนาคต  

จากการศึกษาที่ผานมาทําใหขยายการดําเนินงานเพื่อสนองพระราชดําริ ในกรอบที่ 2 คือ กรอบ
การใชประโยชน โดยดําเนินงานสนับสนุน กิจกรรมท่ี 4 กิจกรรมอนุรักษและใชประโยชนพันธุกรรมพืช 
เปนกิจกรรมที่ดําเนินการศึกษาประเมินศักยภาพพันธุกรรมจุลินทรีย ท่ีสํารวจเก็บรวบรวมและเก็บรักษาไว  
โดยมีการศึกษาดําเนินการในหองปฏิบัติการมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรียที่เก็บรักษาและ
เพาะเลี้ยงได เชน ฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรีย และฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ ตลอดจนคัดแยกแบคทีเรียท่ีสรางรงค
วัตถุชีวภาพที่นาสนใจ เพื่อเปนแนวทางการพัฒนาการใชประโยชนของทรัพยากรในทองถิ่นในดานอ่ืนๆ 
นําไปสูการวางแผนพัฒนาพันธุพืชและทรัพยากรตาง ๆ ตอไปในอนาคต   
 มหาสมุทรของโลกกําลังประสบกับความเครียดเปนประวัติการณจากผลกระทบของมนุษยเชน
สารอาหารที่เพ่ิมขึ้นไหลบา การประมงที่มากเกิน และการเพิ่มการปลอยกาซเรือนกระจกที่เปนสาเหตุของ
การเปลี่ยนแปลงในมหาสมุทรทางเคมีและอุณหภูมิประชาคมทางวิทยาศาสตรตองการความรูและ
เครื่องมือท่ีจะคาดการณวาการเปลี่ยนแปลงเหลานี้จะมีผลวิกฤตตอระบบนิเวศของมหาสมุทร ในสังคมที่
เก่ียวโยงกับหนาท่ีที่สําคัญมาก ในเปาหมายระยะยาวของ MMI คือ ความสามารถที่จะเขาใจที่ครอบคลุม
ของกลุมจุลินทรียในทะเล รวมท้ังความหลากหลายทางพันธุกรรมองคประกอบของพวกเขาและหนาท่ี; 
บทบาทตอระบบนิเวศในมหาสมุทรและผลการสรางเสริมสุขภาพของมหาสมุทรตลอดผลผลิต 
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 แ บ ค ที เ รี ย มี บ ท บ า ท สํ า คั ญ ใน ก า ร เป ลี่ ย น แ ป ล ง ข อ ง ค า ร บ อ น ใ น ท ะ เล 
ระบบนิเวศและความสําคัญของเชื้อแบคทีเรีย heterotrophic ในทะเล การทํางานในระบบนิเวศไดรับการ
ยอมรับเปนอยางดี (Azam et al., 1983) พวกเขาเปนองคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศทางทะเล 
ความอุดมสมบูรณและชีวมวลมีสูง มีกระบวนการมากกวากึ่งหน่ึงของมวลรวมผลผลิตเบ้ืองตนและการมี
ปฏิสัมพันธกันอยางแพรหลาย กับสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ (Azam, 1998; Fuhrman, 2002) ปริมาณมวล
ชีวภาพ สามารถเทียบไดกับของแพลงกตอนพืชในเขต euphotic (Cho และ Azam, 1990; Mitchel et 
al, 1989;.. Simon et al, 1992) 
 แมจะมีความสําคัญดังกลาวแตในทะเลเร่ือง biogeochemistry มีความยากลําบากในการ
วิเคราะหและการจําแนกความแตกตางถิ่นที่อยูอาศัยในการจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยอาศัยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ในชุมชนท่ีซับซอน และความไมแนนอนในการเพาะเลี้ยงตามความแตกตางสายพันธุท่ี
ประกอบดวยชุมชนใหทําใหแบคทีเรียกลุม heterotrophic ตกอยูในปริศนา “black box” (Fuhrman 
และ Hagstrom, 2008) 
 ตอมาดวยเทคนิค denaturing gradient gel-electrophoressis ติดตามลายพิมพ DNA ชวยให
ประมาณการกลุมท่ีโดดเดนของ phylotype ใน ตัวอยางท่ีกําหนดได (Muyzer et al., 1993) ที่มีความ
หลากหลายมากของแบคทีเรีย assemblages เชนในดินนําเสนอหลาย ๆ วง (Muyzer และ Smalla, 
1998) ขยายโดยตรงและการวิเคราะหของ 16S rRNA ยีน ในน้ําทะเลยังไดรับรายงานมีแถบพันธุกรรม
มากถึง 20-35 แถบ(Schauer et al., 2000) 
      ในชวงฤดูฝน ฤดูรอน ของชายฝงประเทศไทยเปนภูมิภาคท่ีแปรปรวนตามฤดูกาล ใน
กระบวนการทางชีวภาพที่เดนชัด คือในชวงฤดูฝน ทะเลบริเวณใกลชายฝงที่อุดมไปดวยสารไนเตรทและ
ปริมาณมหาศาลของ drainages ท่ีดินในชวงระยะเวลามรสุมสูงสุด (กรกฎาคม-ตุลาคม) ปริมาณคลอโรฟล
เพิ่มผลผลิตที่มักจะนําไปสูการลดลงของ ออกซิเจนละลายนํ้าและ denitrification ซัลเฟตที่เพิ่มขึ้นมาก
เกินไป อุณหภูมิบรรยากาศ 35-39 oC (ระหวาง ฤดูรอน: กุมภาพันธ- เมษายน ฤดูฝน: กรกฎาคม-
ตุลาคม) และ 25 – 29 oC (ระหวาง 'ฤดูหนาว': ธันวาคม -มกราคม) ทะเลใกลชายฝง อุณหภูมิพ้ืนผิว
ยังคงอุน ขณะท่ีผลกระทบของเหตุการณเหลานี้ในชุมชน autotrophic ก็มีรายงานตลอด 

การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรียในบริเวณชายฝงทะเลไทยไมมีรายงานปรากฏ 
ดังน้ันการวิเคราะหดวยเทคนิค denaturing gradient gel-electrophoressis ติดตามลายพิมพ DNA 
ชวยใหประเมินความสําคัญตอการผันผวนองคประกอบของประชาคมแบคทีเรียได 
 จากการศึกษาของชุติวรรณและคณะ(2541) พบวาแบคทีเรียจากฟองน้ําทะเลของไทยมีฤทธิ์ใน
การตานจุลินทรียชนิดอ่ืนเชน นอกจากน้ียังรายงานวาฟองน้ําชนิดเดียวกันที่เก็บในประเทศไทยสถานท่ี
เดียวกันแตแตกตางชวงเวลา จะใหสารประกอบและแบคทีเรียที่แตกตางกัน ดังนั้นจึงควรท่ีจะสนับสนุน
การศึกษาวิจัยดานผลิตภัณฑธรรมชาติจากทะเลใหมากยิ่งขึ้น และชวยกันศึกษาวิจัยหลายๆหนวยงานเพ่ือ
เสริมสรางความเขมแข็งศักยภาพในการแขงขันของประเทศและสงเสริมใหประเทศไทยไดพึ่งพาตนเองใน
ดานอุตสาหกรรมยาอาหารเสริมและผลิตภัณฑเคมีไดมากข้ึนและเร็วยิ่งขึน้ทันตอการพัฒนาประเทศใน
อนาคตอันใกลนี้ 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

6.1 สนองพระราชดําริในโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเน่ืองมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพ
รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ในกิจกรรมที่ 2 กิจกรรมสํารวจเก็บรวบรวมพันธุกรรมพืช และกิจกรรม
ที่ 4 กิจกรรมอนุรักษและใชประโยชนพันธุกรรมพืช  

6.2 เพื่อศึกษาปริมาณแบคทีเรียทะเลในประชาคมและที่อาศัยอยูรวมกับฟองนํ้าและนํ้าทะเล จาก
บริเวณหมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี เพ่ือคัดแยกและจําแนกชนิดของแบคทีเรียของไทยท่ีมฤีทธิ์ทาง
ชีวภาพตางๆ 

6.3 เพื่อตรวจหาฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานแบคทีเรียจากแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับฟองนํ้าทะเล 
 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 

  
ดําเนินการศึกษาปริมาณแบคทีเรียทะเลในประชาคมในสิ่งแวดลอม คัดเลือกตัวอยางแบคทีเรียทะเล

ที่คัดแยกไดจากฟองนํ้าจากบริเวณพ้ืนท่ีปกปกษพันธุกรรมพืช ในพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 
หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี เพ่ือตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ เชน ฤทธ์ิตานแบคทีเรีย 
(anti-bacterial activity) และคัดแยกแบคทีเรียที่สรางสารชีวรงควัตถ ุของจุลชีพ(แบคทีเรียทะเล) 
ตลอดจนจําแนกชนิดและศึกษาทางพันธุกรรมของแบคทีเรียทะเล ซึ่งจะเปนแนวทางตอการดําเนิน
การศึกษาดานสารประกอบทางเคมสีําคัญท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพตางๆ ท่ีนาสนใจตอไป 
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เอกสารงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 
 Azam และคณะ (1983)ไดแสดงใหเห็นบทบาทสําคัญของ แบคทีเรียทะเลในการเปลี่ยนแปลง
ของคารบอนระบบนิเวศทางทะเลและโดยเฉพาะความสําคัญของเชื้อแบคทีเรีย heterotrophic ซึ่งเปน
องคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศทางทะเล ไดรับการยอมรับเปนอยางดวีา ใหความอุดมสมบูรณและ
ชีวมวลมีสูง มกีระบวนการมากกวากึ่งหนึ่งของมวลรวมผลผลิตเบื้องตนและการมีปฏิสัมพันธกันอยาง
แพรหลาย กับสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ (Azam, 1998; Fuhrman, 2002; 2008) ปริมาณมวลชีวภาพ สามารถ
เทียบไดกับของแพลงกตอนพืชในเขต euphotic (Cho และ Azam, 1990; Mitchel et al, 1989;.. 
Simon et al, 1992)  

เม่ือเร็วๆ นี้ Sigh และ Ramaiah (2011) ไดศึกษาประชาคมของแบคทีเรียในทะเลอาราเบียน
พบวา ผลวิเคราะหดวยวิธี DGGE ทําใหทราบถึงความผันผวนชั่วคราวของประชาคมแบคทีเรียในชวงกอน
มรสุม หลังมรสุม มรสุม ชี้ใหเห็นความสําคัญอยางยิ่งของแบคทีเรียกลุม gammaproteobacteria, 
bacteroidetes และ cyanobacteria ท่ีแปรปรวนไปกับพื้นที่ มีอิทธิพลโดยกระบวนการเกิดมรสุม 
ตลอดจนยังบงชี้อีกวาปริมาณ Chlorophyll a มีสวนสําคัญในการควบคุมองคประกอบในประชาคม
แบคทีเรีย(bacterial communities composition: BCC) จากระดับความลึกบนลงลาง ในขณะท่ี
ปริมาณไนเตรต น้ันควบคุมจากพ้ืนทองทะเลขึ้นมา และ BCC สามารถแปรปรวนไดสูงจากผลของ
ระยะทางในพื้นที่ภูมิศาสตรเล็กๆ  

จากการทดลองในระดับ mesocosm โดย Shafer และคณะ(2001) เพ่ือศึกษาอิทธิพลของ
สารอาหารกับกิจกรรมและความหลากหลายของแบคทีเรียโดยรวม จากบริเวณทะเลเมดิเตอรเรเนียน พบ
การการเปลี่ยนแปลงในความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียเดน ตรวจสอบโดยลายพิมพ DGGE ของ
ผลิตภัณฑที่ไดมาจากวิธี เขารหัสยีนส PCR 16S rRNA ซึ่งไดแสดงรูปแบบแถบ DGGE ที่เปลี่ยนแปลง
ประชากรของแบคทีเรียที่มีความคลายคลึงกับ ลําดับยีนส 16S rRNA ของสมาชิกในกลุม alpha-, 
gamma- and delta-Proteobacteria and of the Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides 
phylum (CFB) นอกจากนี้ ยังใกลเคียงกับของกลุม Ruegeria-like bacteria  โดยเฉพาะ กลุม CFB 
กลายเปนกลุมท่ีโดดเดนในระหวางที่มีการเพาะบม ซึ่งชี้แนะใหเห็นถึงความสําคัญของประชากรเหลานี้ท่ี
เปนผูสรางผลผลิตของแบคทีเรียและกิจกรรมหลังระยะการบริโภคในการทดลอง 

ตอมา Xing และ Ren (2006) ไดทดลองเปรียบเทียบใหเห็นวา วิธ DGGE น้ันสามารถใชอธิบาย
ถึงประชาคมจุลินทรียไดจากพ้ืนฐาน กรดอะมิโนบางสวน และติดตามแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไมไดและยีนส
เฉพาะได สามารถวิเคราะหความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงประชากรได 

 
แบคทีเรียทะเลนั้นนอกเหนือจากการมีบทบาทสําคัญในการเปนผูผลิตเบื้องตนในระบบนิเวศทาง

ทะเลแลว ปจจุบันนักวิทยาศาสตรทั่วโลกยังแสดงใหเห็นความสําคัญของแบคทีเรีย ที่จะเปนแหลงของ 
ผลผลิตทุติยภูมิ(secondary metabolites) ท่ีสรางขึ้นนั้นมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลาย เชน การตาน
จุลินทรีย การตานมะเร็ง การตานการอักเสบ ตลอดจนรงควัตถุชีวภาพที่สําคัญ(De Rosa et al.,2000; 
Faulkner 2000; Kim et al., 2008; Kim and Bhatnagar, 2011)    

สําหรับในประเทศไทยนั้นการศึกษาดานความหลากหลายของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูกับฟองนํ้าและ
สิ่งมีชีวิตในทะเลนั้นสวนใหญจะมุงเนนไปที่ฤทธ์ิทางชีวภาพ การศึกษาดานพันธุกรรมและความสัมพันธ
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ของจุลินทรีย มีนอย โดยเฉพาะประเทศไทย Dechsakulwatana และคณะ(2007) ไดรายงานถึงความ
หลากหลายของแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองนํ้าทะเลในพื้นที่อาวไทยที่มีความหลากหลายของฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีนาสนใจไดแก Pseudoalteromonas, Psedomonas, Vibrio  

จากผลการศึกษาวิจัยของชุติวรรณและคณะ(2541) Dechsakulwatana et al.(2007) และ
ขอมูลการวิจัยลาสุด พ.ศ. 2553-2554 (โดยการสนับสนุนการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัย
แหงชาติ) ไดคนพบสารสําคัญจากแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองน้ําหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการ
ยับยั้งจุลินทรียอ่ืน ฤทธิ์ในการตานเซลลมะเร็งไดหลายชนิด และยังมีศักยภาพในการสรางสารสี(รงควัตถุ
ชีวภาพ) เชน สาร Violacein(สีมวง) และ สาร Prodigiosin(สีแดง) ท่ีมีความคงตัวของสารรงควัตถุ (รูปที่ 
2) และจากผลการวิจัยของ Thawornwiriyanun., et al. (2009) ไดวิจัยพบแบคทีเรียทะเลที่อาศัอยูกับ
ฟองน้ําที่เก็บจากอาวไทย สายพันธุ Methylobacterium mesophilicum MAKB 08-4 สรางรงควัตถุ
ชีวภาพ Astaxanthin เปนตัวหลักใน Carotenoids ที่มีสีเหลืองสมที่นิยมใชเปนสีผสมอาหาร เปนสารท่ีมี
คุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ  

ตอมาในป ค.ศ. 2012 Thawornwiriyanun., et al. (2012)  ไดแสดงใหเห็นถึงศักยภาพที่
สําคัญของจุลินทรียทะเลที่เปนแหลงของสารสําคัญตัวยาและเวชสําอางทางทะเลโดยเฉพาะอยางยิ่งไดแก 
สารรงควัตถุแคโรทีนอยด กลุม ซีแซนทริน จากแบคทีเรียชนิดใหมทะเลของไทยที่มีพันธุกรรมใกลชิดกับ 
Sphingomonas phyllosphaerae และ Shingomonas (Blastomonas) nataloria   นอกจากนี้ 
Kim และ Bhatnagar (2011) ไดรายงานใหเห็นถึงศักยภาพที่สําคัญของทะเลที่เปนแหลงของสารสําคัญ
เวชสําอาง  เปปไตด กรดอะมิโน(MAAs) คอลลาเจน เอนไซม ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ antioxidant, 
antiwrinkle, antityrosinase และ antiacne โดยเฉพาะอยางยิ่งจุลินทรียทะเลที่จะเปนแหลงใหมของ
การคนหาและการผลิตเวชสําอางในปจจุบันและพัฒนาสูอุตสาหกรรมเวชสําอางในอนาคตตอไป  
นอกจากนี้ Rungprom และคณะ(2008) รายงานการศึกษาแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ํา Halisarca 
ectofibrosa ที่เก็บจากชายฝงจังหวัดชลบุรี ท่ีมีประสิทธิภาพในการสรางสารเปปไตดชนิดใหมของโลก 
เม่ือจําแนกถึงระดับอณูพันธุกรรม ของแบคทีเรียเปน Pseudoalteromonas sp  

ดังน้ันการศึกษาและวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรียในบริเวณชายฝงทะเลไทย
ไมมีรายงานปรากฏ ดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม DNA ชวยใหประเมนิความสําคัญตอการผันผวน
องคประกอบของประชาคมแบคทีเรียท่ีมีบทบาทสําคัญตอระบบนิเวศได ตลอดจนการคัดแยกแบคทีเรีย
ทะเลเพ่ือมาตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพและชีวรงควัตถุท่ีอาจนําไปพัฒนาใชประโยชนในทางเภสัชกรรมและ
เวชสําอางไดตอไปในอนาคต  
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2. การดําเนินการวิจัย 

 
2.1 ดําเนินการวิจัย 
 
ตอนที่ 1 การศึกษาปริมาณของแบคทีเรียในประชาคมส่ิงแวดลอมและท่ีอาศัยอยูกับฟองน้ําทะเล  
การเก็บตัวอยางนํ้าทะเล ฟองน้ํา การคัดแยก และการศึกษาการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
 
 1.1 การเก็บตัวอยาง 
 1.1.1 ทําการเก็บตัวอยางฟองน้ําทะเล (โดยการดําน้ําแบบการใชเครื่องชวยหายใจใตนํ้า 
(SCUBA diving)) อยางนอย 4-8 ตัวอยาง จากบริเวณเกาะจวง และเกาะปลาหมึก หมูเกาะแสมสาร 
อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานท่ีที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา ตัวอยางฟองนํ้า
ที่เก็บไดสวนหนึ่งจะนําไปสกัดแยกดีเอ็นเอและเก็บรักษาไวในเอทธานอล 99% เพื่อไวใชงานใน
หองปฏิบัติการ ตอไป 
 1.1.2 ทําการเกบ็ตัวอยางน้ําทะเล ใตผิวน้ํา 0.5 เมตร กลางน้ํา และพ้ืนทองน้ํา ในบริเวณ หมู
เกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานที่ที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา 
สิ่งแวดลอม 

 ตรวจวัดคาคุณภาพน้ําพารามิเตอรดวยเคร่ือง YSI  วัดคาอุณหภูมิของน้ําทะเลความเค็ม pH, 
ออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา 
      ตัวอยางน้ําทะเลจะถูกแบงเปน 2 สวน สวนแรกจะถูกนําไปดําเนินการศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรีย และสวนท่ีสองนําไปศึกษาการใชประโยชน โดยดําเนินการดังน้ี 
 

1.2 การตรวจปริมาณแบคทีเรียท่ีเพาะเลี้ยงได(Total Viable Bacteria) และการคัดแยก
แบคทีเรียทะเลใหบริสุทธ์ิ (Isolation and Purification) 
 ทําการเกลี่ยกระจายตัวอยางฟองน้ําและน้ําทะเล ที่ผานการเตรียมตัวอยาง ลงบนจานอาหารเลี้ยง
เช้ือ Modified Zobell Medium บมที่อุณหภูมิหอง(26 °C) เปนเวลา 3-5 วัน นํามาคัดเลือกโดยดูจาก
ลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกันของโคโลนีแบคทีเรีย แลวทําการคัดแยกใหบริสุทธ์ิ และเก็บรักษาสาย
พันธุไวเพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 

1.3 การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม  
ทําการสกัดดีเอ็นเอทํา 2 ซํ้า ทั้งสองตัวอยางน้ํา (~ 2 ลิตร) เปนกรองผานตลับ : Sterivex ที่ใส

เมมเบรน กรองขนาดรู 0.2 µm เพื่อทําการกรองเก็บเซลลจุลินทรียสําหรับการสกัดดีเอ็นเอภายหลัง เติม
ตลับเต็มดวย 1.8 ml buffer (50 mM Tris pH 8.3, 40 mM EDTA และซูโครส M 0.75)  ปดผนึกและ
แชแข็ง นํากลับไปยังหองปฏิบัติการและเก็บไวท่ี - 80 องศาเซลเซียสจน-กวาจะดําเนินการวิเคราะห การ
สกัดดีเอ็นเอ และการทําใหบริสุทธิ์ถูกพาตัวออกตามที่อธิบายโดย Ferrari และ Hollibaugh (1999) ใน
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ทุกท้ังหมด 72 extractions ถูกสรางขึ้นมา และดีเอ็นเอจากตัวอยางซ้ําถูก pooled ความสมบูรณของ
ทั้งหมด 36 ดีเอ็นเอสิ่งแวดลอมถูกตรวจสอบเมื่อ 0.7% agarose gel  

อยางไรก็ตามควรเพ่ิมการตรวจสอบใหไดหลายชนิดมากที่สุดเทาท่ีเปนไปได  ควรดําเนินการ
สําหรับแตละตัวอยางซ้ําเปนผลิตภัณฑ PCR ถูก pooled ออกและทดสอบซ้ําบน 2% agarose gel 

แบงตัวอยางนํ้าทะเล 25 มล. ถูกเก็บรักษากับฟอรมาลดีไฮดบัฟเฟอร ( ที่ 2% ความเขมขน
สุดทาย) และเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียสในท่ีมืดจนนําขึ้นสําหรับการวิเคราะห การสุมตัวอยางที่เก็บรักษาไว 
ตัวอยางน้ําทะเลยอมดวย 4'6'-diamidino-2- phenylindole (DAPI; 1 Jg ML-1, ความเขมขนสุดทาย) 
และกรองบนแผนเมมเบรนสีดําขนาด 0.2 µm (โพลีคารบอเนตเมมเบรน (Millipore,) U.S.A  นําแตละ
ตัวอยางไปนับใตกลองจุลทรรศน Epifluorescence โดยใช Olympus (BX 51, ญี่ปุน) นับขั้นต่ํา 10 
พื้นที่ แลวหาคาเฉลี่ย TBC 

 
การสกัดดีเอ็นเอ:  
สกัดดีเอ็นเอทํา 2 ซ้ํา ท้ังสองตัวอยางนํ้า (~ 2 ลิตร) เปนกรองผานตลับ : Sterivex ท่ีใสเมมเบรน 

กรองขนาดรู 0.2 µm เพ่ือทําการกรองเก็บเซลลจุลินทรียสําหรับการสกัดดีเอ็นเอภายหลัง เติมตลับเต็ม
ดวย 1.8 ml buffer (50 mM Tris pH 8.3, 40 mM EDTA และซูโครส M 0.75)  ปดผนึกและแชแข็ง 
นํากลับไปยังหองปฏิบัติการและเก็บไวท่ี - 80 องศาเซลเซียสจน-กวาจะดําเนินการวิเคราะห การสกัดดี
เอ็นเอ และการทําใหบริสุทธ์ิถูกพาตัวออกตามท่ีอธิบายโดย Ferrari และ Hollibaugh (1999) ในทุก
ทั้งหมด 72 extractions ถูกสรางข้ึนมา และดีเอ็นเอจากตัวอยางซ้ําถูก pooled ความสมบูรณของ
ทั้งหมด 36 ดีเอ็นเอสิ่งแวดลอมถูกตรวจสอบเมื่อ 0.7% agarose gel  

อยางไรก็ตามควรเพ่ิมการตรวจสอบใหไดหลายชนิดมากที่สุดเทาท่ีเปนไปได  ควรดําเนินการ
สําหรับแตละตัวอยางซ้ําเปนผลิตภัณฑ PCR ถูก pooled ออกและทดสอบซ้ําบน 2% agarose gel 

 
  
ตอนที่ 2 การศึกษาการใชประโยชน การตรวจหาฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐานที่ทดสอบ 
(Screening of anti-bacterial activity) 
 

2.1 นําตัวอยางน้ําทะเล 0.1 มล. เกล่ียกระจายบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย modified 
Zobell  อีกสวนน้ําทะเล 10 มล. กรองผานชุดกรอง ท่ีใสเมมเบรน กรองขนาดรู 0.2 µm เพื่อทําการ
กรองเก็บเซลลจุลินทรีย นําแผนท่ีกรองไปวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-5 วัน 
นําจานตัวอยางท่ีมีโคโลนีแบคทีเรียเจริญขึ้นนับจํานวนแบคทีเรีย บันทึกผล จากนั้นคัดแยกแบคทีเรียแบบ
สุมไปเพาะเลี้ยงใหบริสุทธ์ิ เก็บรักษาแตละสายพันธุท่ีแยกได เพื่อนําไปตรวจหาฤทธ์ิทางชีภาพตอไป 

2.2 เลี้ยงเชื้อสายพันธุมาตรฐาน  (Standard  test  strain)  ในอาหารวุน  Tryptic Soy Agar 
medium หรือ Mueller Hinton medium บมเชื้อที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง   

- การถายเชื้อ  ลงในหลอดอาหารเหลว TSB   (heavy  inoculate)  บมเชื้อท่ี 
อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24  ชั่วโมง  ภายในการเขยาในแนวราบ  (100  รอบตอนาที) 
         - วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  (O.D.  ที่  600  nm)  ของเชื้อ 
Standard  test  strain  โดยจะใชทําการทดลองเม่ือมีคา  O.D.  ประมาณ  0.5 – 1.0 
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         - ดูดเชื้อปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  หยดลงใน Tryptic Soy Agar medium หรือ Mueller Hinton 
medium plate  แลวเกลี่ยเชื้อใหกระจายท่ัวจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ทําซํ้า  2  จาน  (duplicates) 
การเตรียม  Standard  test  strains ไดแก 
     

แกรมบวก แกรมลบ 
-  Staphylococcus  aureus  ATCC25923 -  Vibrio  . anguillarum  / Vibrio 

parahaemolyticus 
-  Bacillus  subtilis  ATCC6633 - Pseudomonas aeruginosa ATCC 
 - Escherichia  coli  ATCC25922 

 
2.3 การตรวจสอบฤทธิ์ในการตอตานเชื้อแบคทีเรียที่กําหนด  (Screening  of  Antimicrobial 

activity  assay) 
    การตรวจหาฤทธ์ิในการยับยั้งจุลินทรียท่ีทดสอบ(target strains) และยืนยันผล (Screening 
of antimicrobial activity 

              2.3.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากฟองนํ้า  (test  strain) 
         - เลี้ยงแบคทีเรียจากฟองนํ้าแตละสายพันธุ  (test  strain)  บนอาหารวุน  modified Zobell 
agar  slant  บมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง   
         -  ทําการถายเชื้อลงอาหารเหลว  modified Zobell  broth   (Heavy  inoculate)  ท่ีมีปริมาตร 
5 มิลลิลิตร หรือ 1-10  ลิตร บมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง  ภายใตการเขยาใน
แนวราบ  (100 รอบตอนาที) 
         - วัดคาการดูดกลืนแสง  ที่ความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  (O.D.  ท่ี  600  nm)  และนําเชื้อที่
มีคา  O.D.  ระหวาง  0.6 – 1.0  มาทําการทดสอบตอไป 
 ทําการทดสอบโดยวิธี Disc Diffusion Assay วัดผลประสิทธิภาพการยับยั้งจากขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของบริเวณที่ยับยั้ง(inhibition zone)  โดยหยดเชื้อหรือสารลงบน antibiotic assay disc (AA 
disc) แลววางลงบนจานเพาะเชื้อมาตรฐาน โดยสังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
         -  นํา  antibiotic  assay  disc  (AA  disc)  ที่ปราศจากเชื้อ  ขนาด  13  มิลลิเมตร  วางบน  
petri dish  ที่ปราศจากเชื้อ  จากน้ันดูดเชื้อแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากฟองน้ํามา  0.1  มิลลิเมตร  มาหยดลง
บน  sterile AA disc  ท้ิงไวสักครู  แลวนําไปวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีเชื้อ  standard  ท่ีเตรียมไวแลว
นําไปบมไวท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน 20 – 24 ชั่วโมง  และควบคุมการทดลองโดยใช  
standard  antibiotic  disc ที่มี  Oxytetracyclin  30  ไมโครกรัมและ  Streptomycin  10  
ไมโครกรัม  ตอ  disc  โดยทํากาทดสอบซ้ํา  2  คร้ัง  (duplicates) 
 สวน 1-10  ลิตร  นําไปปนเหว่ียงแยกสวนของเซลลและน้ําเลี้ยง นําไปสกัดดวยสารละลาย ethyl 
acetate, chloroform: methanol, ethanol แลวทําการละเหยแหง เมื่อจะนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
จึงละลายดวย Dimethylsulfo oxide(DMSO) ความเขมขนตามท่ีตองการ 
 -  ทําการวัดผลฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียโดยการวัดขนาดของบริเวณที่ยับยั้ง (inhibition zone) 
โดยสังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
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 สําหรับแบคทีเรียท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียท่ีกําหนดจะนํามาทดสอบสารสกัดเบื้องตนเพื่อเปน
แนวทางในการพัฒนานําไปใชประโยชนในขั้นตอนตอไปในอนาคต 
 
การตรวจสอบข้ันยืนยันผลฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐาน 
 ทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทะเลที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐาน ใหไดปริมาณ 1-10  ลิตร  
นําไปปนเหว่ียงแยกสวนของเซลลและน้ําเลี้ยง นําไปดําเนินการสกัดสารอยางหยาบจากแบคทีเรียทะเลดวย
ตัวทําละลาย ethyl acetate, ตัวทําละลายผสม chloroform: methanol, หรือ ethanol แลวทําการลฃ
ระเหยแหงภายใตการลดความดัน (Vacuum Rotary Evaporator) เมื่อจะนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ จึง
ละลายดวย Dimethylsulfo oxide(DMSO) ความเขมขนตามที่ตองการ ทําการทดสอบและวัดผล
เชนเดียวกับในตอนที่ 2 
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2.2 ผลการวิจัย 
 

ตอนที่ 1 การศึกษาปริมาณของแบคทีเรียในประชาคมส่ิงแวดลอมและท่ีอาศัยอยูกับฟองน้ําทะเล  
การเก็บตัวอยางนํ้าทะเล ฟองน้ํา การคัดแยก ตรวจหาฤทธ์ิทางชีวภาพของแบคทีเรียทะเล และ
การศึกษาการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
 1.1 การเก็บตัวอยาง 
 ทําการเก็บตัวอยางฟองน้ําทะเลและตัวอยางน้ําทะเล (โดยการดําน้ําแบบการใชเคร่ืองชวยหายใจ
ใตน้ํา (SCUBA diving)) ได  7 ตัวอยาง จากบริเวณเกาะจวง และเกาะปลาหมึก และทําการเก็บตัวอยาง
น้ําทะเลจากบริเวณรองน้ําระหวาง เกาะลูกลมและเกาะแรด จํานวน 3 สถานี หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัต
หีบ จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานท่ีที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา ตัวอยางฟองนํ้าท่ีเก็บได
สวนหน่ึงจะนําไปสกัดแยกดีเอ็นเอและเก็บรักษาไวในเอทธานอล 99% เพ่ือไวใชในการศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมในหองปฏิบัติการตอไป 

1.2 การตรวจปริมาณแบคทีเรียท่ีเพาะเลี้ยงไดและการคัดแยกแบคทีเรียทะเลใหบริสุทธ์ิ 
จากพื้นท่ีในโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 

สยามบรมราชกุมารี ไดดําเนินการสํารวจและตัวอยางฟองน้ํา แลวคัดแยกแบคทีเรียได 57 ไอโซเลต จาก
ฟองน้ํา 9 ตัวอยาง และ จากน้ําทะเล 6 ตัวอยาง สามารถพบแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองนํ้าแตละตัวอยาง
แตกตางกันโดยพบมีแบคทีเรียอาศัยอยูจํานวนมากที่สุดในฟองนํ้าทอน้ําตาล SS 58-B 04  จํานวน  2.51 
x 106  โคโลนีตอกรัม และนอยที่สุดใน ฟองน้ําเมือกมวง SS 58-A 02 จํานวน 4.04 x 103  โคโลนีตอ
กรัม ดังรายละเอียดในตารางท่ี 1                                                                                                                             

ไดดําเนินการสํารวจและตัวอยางฟองน้ํา แลวคัดแยกแบคทีเรียได 77 ไอโซเลต จากฟองน้ํา 9 
ตัวอยาง และ จากน้ําทะเล 6 ตัวอยาง สามารถพบแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองนํ้าแตละตัวอยางแตกตางกัน
โดยพบมีแบคทีเรียอาศัยอยูจํานวนมากที่สุดในฟองน้ําทอนํ้าตาล SS 58-B 04  จํานวน  2.51 x 106  
โคโลนีตอกรัม และนอยที่สุดใน ฟองนํ้าเมือกมวง SS 58-A 02 จํานวน 4.04 x 103  โคโลนีตอกรัม ดัง
รายละเอียดในตารางท่ี 1 

สามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีแตกตางกันใหบริสุทธิไ์ดจากน้ําทะเลไดดําเนินการ
เก็บตัวอยางจาก 4 พ้ืนท่ีจากบริเวณชายฝง หาดเตย หาดเทียน เกาะจวงและ เกาะปลาหมึก หมูเกาะ
แสมสาร จังหวัดชลบุรี  พบมีแบคทีเรียเจริญไดแตกตางกันดังนี้ 1.05 x 103 , 1.85 x 102 2.65 x 
102, และ 8.95 x 102    โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับดังรายละเอียดในตารางท่ี 2 ที่แสดงถึงความ
หลากหลายและลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเลพื้นที่ปกปกพันธุกรรม
พืชทางทะเล หมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียทะเล ยังอยูใน
ระหวางการศึกษ และเก็บรักษาสายพันธุแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Zobell 0.3% agar ดัง
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 1, และตารางที่ 2 ตามลําดับ และตัวอยางฟองนํ้าและแบคทีเรียทะเลท่ี
เพาะเลี้ยงไดดังแผนภาพที่ 1   

เม่ือไดแบคทีเรียบริสุทธิ์แลว ทําการเก็บรักษาเพ่ือดําเนินการทําการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ เชน 
ฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐานที่ทดสอบ  
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ตารางที่ 1 จํานวนแบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจากฟองน้ําบริเวณ หาดเตย หาดเทียน เกาะจวง เกาะ
ปลาหมึกแสมสาร หมูเกาะแสมสาร อ.สัตหีบ จังหวัดชลบุรี 
 
 

รหัส ช่ือไทย 
จํานวนแบคทีเรียทะเล
ทั้งหมดท่ีพบ(CFU/g) 

SS 58-A 01 ฟองนํ้าสีนํ้าเงิน 3.28 x 105 

SS 58-A 02 ฟองนํ้าเมือกมวง 4.04 x 103 

SS 58-B 01 ฟองนํ้าครก 2.70 x 104 
SS 58-B 02 ฟองนํ้าสนํ้ีาตาลเหลือง 6.02 x 104 
SS N 58-B 01 ฟองนํ้าสีนํ้าเงินเทา 2.67 x 105 
SS N 58-B 02 ฟองนํ้าสีนํ้าเงิน 2.26 x 105 
SS 58-B 04 ฟองนํ้าทอสีน้ําตาล 2.51 x 106 
SS 58-C 01 ฟองนํ้าครก 2.60 x 105 
SS 58-C 02 ฟองนํ้าสดํีาเมือกมวง 7.40 x 104 

 
 
 

 
 
 
 
ตารางที่ ๒ จํานวนแบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าทะเลบริเวณ หาดเตย(TYW) หาดเทียน
(TNW)  เกาะแสมสาร(SSW) หมูเกาะแสมสาร อ.สัตหีบ จังหวัดชลบุรี  
 
 
 

 
ลําดับ 

รหัส จํานวนแบคทีเรียทะเลทั้งหมดท่ีพบ 
(CFU/mL) 

1. SSW 1 ๕.5 x 10๓   
๒. SSW ๒ 1.85 x 10๓ 
๓. SSW ๓ 2.65 x 102 
๔. SSW ๔ 8.95 x 102 
๕. TYW ๑ 1.๐8 x 10๓ 
๖. TYW ๒ ๒.5 x 10๒ 

๗. TNW ๑ ๕.8 x 10๒ 
๘. TNW ๒ ๒.5 x 10๓ 
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รูปท่ี 3 จํานวนแบคทีเรียเซลลเดี่ยว 5 สายพันธุ ที่เจริญเติบโตในรยะเวลาท่ีแตกตางกัน 
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รูปที่ ๑ แบคทีเรียทะเลท่ีสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยง
เชื้อและคัดแยกได 

รูปท่ี ๒ แบคทีเรียทะเลท่ีสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยง
เชื้อและคัดแยกได 
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ตารางที่  ๔  ผลการจําแนกชนิดแบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกจากน้ําและดินตะกอนในระดับชีวโมเลกุล 
 
สายพันธุ ชนิดแบคทีเรีย ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) 

Chan2-2 Pseudomonas taiwanensis GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA-(F) 
AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT-(R) 

SS W-C Pseudomonas pseudoalcaligenes 
CATAATAAAGGGCATCACCGT-(F) 

GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC-(R) 

SS W-R Pseudoalteromonas sp. ATCTGGGCGCGTTGGGATTTGAGCG-(F) 

CGCATGGTGATCGCTGTGCCGCTGC-(R) 

 
 
 
ตารางที่  ๕  ผลการยับยั้งแบคทีเรียท่ีทดสอบ โดยแบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกจากน้ําและดินตะกอน 
(แสดงเปนคาเฉลี่ยของบริเวณที่ยับยั้ง: SA= Staphylococcus aureus; BS= Bacillus subtillus; VA= 
Vibrio alginoliticus; EC= Escherichia coli)  
 

 
ลําดับ 

 
รหัสเชื้อ 

ผลของการยับยั้ง(มิลลิเมตร) 
B. subtilis S. aureus V. alginoliticus E. coli 

1 SW-SS -B 01-1 - - - - 
2 SW-SS -B 01-2 - - - - 
3 SW-SS -B 01-3 - - ๒๐.๐ ๑๘.๕ 
4 SW-SS B 01-4 17.0 - - - 
5 SW-SS N -B 01-1 - - - - 
6 SW-SS N -B 01-2 - - - - 
7 SW-SS N -B 01-3 - - - - 
8 SW-SS C -B 01-1 ๒๒.๐ ๑๘.๕ - - 
9 SW-SS C -B 01-2 - - - - 

10 SW-SS C -B 01-3 - ๑๗.๐ ๑๘.๕ - 
11 SW-SS C -B 01-4 - - - - 
12 SW-SS C -B 01-5 - - ๑๗.๐ ๑๘.๕ 
13 SW-SS P -B 01-1 - - - - 
14 SW-SS P 58-B 01-2 20.0 19.0 - - 
15 SW-SS P 58-B 01-3 - - - - 
16 SW-SS R 58-B 01-1 ๒๐.๐ ๑๘.๕ - - 
17 SW-SS R 58-B 01-2 - - ๑๗.๐ ๑๓.๕ 
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3. อภิปรายผลการวิจัย 
 

จากผลการทดลองในการตรวจฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียเบื้องตนของแบคทีเรียจากน้ํา
และดินตะกอนจากบริเวณชายฝงทะเล ๘ ตัวอยางซึ่งคัดแยกไดแบคทีเรีย 7๐ ไอโซเลต จากพื้นท่ีใน
โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช
กุมารี หมูเกาะแสมสาร จ. ชลบุรี พบวาแบคทีเรียทะเลที่คัดแยกและเพาะเลี้ยงได เม่ือสังเกตจากลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีและสี มีความหลากหลายแตกตางกัน ซึ่งมีความสอดคลองกับ การศึกษา
ของชุติวรรณและคณะ(2541)  ท่ีเก็บตัวอยางฟองน้ําได  68 ชนิด จากบริเวณทั้ง 4 แหง คือ เกาะครก  
จ. ชลบุรี, หมูเกาะสิมิลัน, หมู เกาะสุรินทร  จ. พังงา และหนาหาดแมรําพึง  จังหวัดระยอง  พบวา 
สามารถแยกแบคทีเรียท่ีมีลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีที่แตกตางกันในฟองน้ํา แตละชนิดไดรวม 468 
สายพันธุ แบคทีเรียท่ีไดสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบมากกวา 95 เปอรเซ็นต และแบคทีเรียแกรมบวก 
ประมาณ 5 เปอรเซ็นต  ซึ่งเม่ือทําการตรวจสอบฤทธ์ิในการตอตานเชื้อ Staphylococcus aureus 
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Vibrio anguillarum ORI และ Bacillus subtilis 
ATCC 6633 พบเชื้อที่มีความสามารถในการตอตานเชื้อ   ดังกลาว 20 สายพันธุ คิดเปน 4.3% แตไม
พบวามีแบคทีเรียทะเลสายพันธุใดแสดงฤทธิ์ในการตอตานฟงไจ Candida albicans และ Pennicillium 
crysogenum   นอกจากน้ียังสอดคลองกับงานวิจัยของ Ooky และ คณะ (2007) พบวาแบคทีเรียทะเล
ที่อาศัยอยูกับฟองนํ้า A. hydrophila และสายพันธุรหัส BSP43 ท่ีสามารถตานการเจริญของ S. aureus 
และ B. subtilis ซึ่งเปนเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่ไดใชในการทดลองนี้ไดเชนกัน  

จากการศึกษาของ Rungprom และคณะ(2008) เม่ือทําการสกัดสารจากแบคทีเรียที่แสดงฤทธิ์
ในเบื้องตนมาทําการมดสอบซํ้า โดยนําสารสกัดหยาบทั้งจากสวนของเซลล และสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
มีความสามารถละลายไดในชั้นของ ethyl acetate และละลายไดชั้นของนํ้า ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ 
ชุติวรรณและคณะ(2541)  ที่พบวา สวนของสารสกัดของเซลลในชั้นของน้ํา และสารสกัดของสวนของ
อาหารเลี้ยงเชื้อในชั้น ethyl acetate ของเชื้อสายพันธุ IMS 7-1, IMS 11-2, แสดงฤทธ์ิในการในการ
ตอตานเชื้อ S. aureus ATCC 25923 ไดดี สวนสายพันธุ IMS 24-1, IMS 25-2, และ IMS 34-1 มี
ฤทธิ์ในการตอตาน B. subtilis ATCC 6633 และV. anguillarum ไดดี ซึ่งเมื่อนําสารสกัดของสายพันธุ 
IMS 24-1, IMS 25-2, แ ล ะ  IMS 34-1 ม า ทํ า ก า ร แ ย ก แ ฟ ร ค ชั่ น ด ว ย  Silica Column 
Chromatography หรือ Thin Layer Chromatography และ HPLC จากนั้น จึงนําไปวิเคราะหดวย
เครื่อง GC-MS และ NMR Spectrometer (Varian 200 หรือ 500 MHz พบวาสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพ
คือ Cyclo- tyr- Val, Pentabromopseudiline และ Isatin ตามลําดับ 

งานวิจัยของ kennedy และคณะ (2009) พบแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองนํ้าสายพันธุ 
BC2, SM2, SM4, SM8, SM18 และ SM19 ที่สามารถตานการเจริญของ B. subtilis แตไมมีฤทธ์ิตาน 
E. coli ได ซึ่งเปนเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบที่ไดใชในการทดลองนี้ไดเชนกัน  

จากการจําแนกชนิดแบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกจากนํ้าและดินตะกอนในระดับชีวโมเลกุลพบวาเปน
แบ ค ที เรีย ก รัมล บ ท่ี มี ช นิ ดแต ก ต า งกั น ได แ ก   Pseudomonas taiwanensis, Pseudomonas 
pseudoalcaligenes และ Pseudoalteromonas sp. 
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4. สรุปผลการวิจัย  

 
 สรุปผลการวิจัย 

จากการคัดแยกแบคทีเรียทะเลนํ้าและดินตะกอนจากบริเวณชายฝงทะเล ๘ ตัวอยาง ซึ่งไดแบคทีเรีย 
7๐ ไอโซเลต จากบริเวณชายฝง หาดเตย หาดเทียน เกาะจวง หมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี ซึ่งอยูในพื้นที่
ในโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช
กุมารี พบมีแบคทีเรียเจริญไดแตกตางกันดังนี้ 1.05 x 103 , 1.85 x 102 2.65 x 102, และ 8.95 x 
102    โคโลนีตอมิลลิลิตร เม่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนแบคทีเรียแกรมลบและสมบัติทางชีวเคมี
สามารถบงชี้ถึงลักษณธทางพันธุกรรมที่มีความหลากหลายของแบคทีเรียในประชาคมในเบื้องตนไดเปนสกุล 
Pseudomonas, Alteromonas, Pseudoalteromonas, Vibrio, Flavobacterium,  Acinetobacter, 
และกลุมท่ีไมสามารถจําแนกชนิดได 
 เม่ือนําแบคทีเรียเหลาน้ีมาศึกษาฤทธิ์ของแบคทีเรียทะเลที่แยกไดจากฟองน้ํา ในการสรางสารมา
ตานการเจริญของแบคทีเรียที่ทดสอบทั้ง 4 ชนิด ไดแก Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,  
Vibrio alginoliticus และ Escherichia coliในระยะเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งจากจํานวนแบคทีเรียทะเล 57 
สายพันธุที่แยกได พบวามีฟองน้ํามี 9 ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ในการตานเช้ือแบคทีเรียที่ทดสอบ จากผลการ
ทดลองพบวาแบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจากฟองนํ้าท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบ สามารถตาน
การเจริญของ B.  subtilis ได มีแบคทีเรียทะเลจํานวน 8 สายพันธุ และสามารถตานการเจริญของ S. 
aureus ไดบางสวนมี 2 ไอโซเลต โดยสายพันธุ SS-A 2-2  SS-B 2-5  SS-C 2-3 ใหผลการตานมาก
ที่สุด สวนที่มีฤทธ์ิในการตาน S. aureus มีแบคทีเรียทะเลจํานวน 5 ไอโซเลต และสามารถตานการเจริญ
ของ S. aureus ไดบางสวนมี 16 ไอโซเลต โดยสายพันธุ SS -B 2-5   ใหผลการตานมากท่ีสุด และ
สามารถตานการเจริญของ V. alginoliticusได มีแบคทีเรียทะเลจํานวน 6 ไอโซเลต โดยสายพันธุ SS -C 
2-3 มีฤทธิ์ในการตานมากท่ีสุด สวนที่มีฤทธิ์ในการตาน E. coli ไมมีแบคทีเรียทะเลที่สามารถตานการ
เจริญของ E. coli  สรุปไดวา แบคทีเรียทะเลที่แยกไดจากฟองน้ําสามารถตานเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวก
(gram positive) ท่ีทดสอบ 2 ชนิดคือ B. subtilis และS. aureus สวนแบคที เรียแกรมลบ (gram 
negative) 2 ชนิดไดแก V. alginoliticus และ E. coli 
 จากการตรวจสอบฤทธ์ิการตานเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบทั้ง 4 ชนิด จากจํานวนแบคทีเรียทะเลที่
แยกจากฟองนํ้า 9 ไอโซเลต ท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบ ทําการทดลองตอโดยการ
เพาะเลี้ยงจํานวน 5 ไอโซเลต ไดแก SS -A 2-2,  SS -B 2-5,  SS -C 2-3,  SW-SS P -B 01-2 จากน้ัน
ทําการสกัดสารโดยแบงสวนของน้ําเลี้ยงและเซลลของแบคทีเรียทะเลที่แยกจากฟองน้ํา โดยสวนของน้ํา
เล้ียงนั้นสวนหนึ่งจะสกัดดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตด และอีกสวนหนึ่งผานคอลัมนโดยใชเมทานอลเปน
ตัวชะลาง สวนของตะกอนเซลลนั้นจะสกัดดวยเมทานอลและคลอโรฟอรม ท่ีระดับความเขมขน 
400,200 และ 100 µg โดยใช  DMSO เปน  negative control และใช ยาstreptomycin เป น 
positive controlจากผลการทดลองสรุปไดวา สารสกัดหยาบที่สกัดจากแบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจาก
ฟองน้ําสายพันธุ IMS1-4Y ท่ีสกัดดวยเอทิลอะซิเตดสามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilisและ S. aureus ได 
สวนสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเมทานอลคลอโรฟอรมสามารถยับยั้งเชื้อ V. alginoliticus ได แตยับยั้งเชื้อ 
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B. subtilis และ S. aureus ไดบางสวนเทาน้ัน สวนสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียทะเลสายพันธุ SS -A 2-
2  ท่ีสกัดดวยเอทิลอะซิเตด สามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilisและ S. aureus ได สวนสารสกัดหยาบที่สกัด
ดวยเมทานอลคลอโรฟอรมสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureusไดบางสวน สวนสารสกัดหยาบจากแบคทีเรีย
ทะเลสายพันธุ SS-C 2-3,  ที่สกัดดวยเอทิลอะซิเตดสามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis, S. aureus และ E. 
coliได สวนสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเมทานอลคลอโรฟอรมไมสามารถยับยั้งเชื้อชนิดใดไดเลย สวนสกัด
หยาบจากแบคทีเรียทะเลสายพันธุ SS -A 2-2  โดยสวนของน้ําเลี้ยงที่ผานคอลัมนสามารถยับยั้งเชื้อ     
B. subtilis, V. alginoliticus และ E. coli ได สวนนํ้าเลี้ยงที่สกัดดวยเอทิลอะซิเตด สามารถยับยั้งเชื้อ E. 
coli ไดแตยับยั้งเชื้อ B. subtilis ไดบางสวนเทาน้ัน สวนสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียทะเลสายพันธุ SS -C 
2-3 ที่สกัดดวยเอทิลอะซิเตดสามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis, S. aureus และ E. coli ได 

 สรุปไดวาสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเอทิลอะซิเตดสวนใหญ ซึ่งเปนสวนของน้ําเลี้ยง
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบไดดีกวาสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเมทานอลและคลอโรฟอรมซึ่งเปน
สวนของตะกอนเซลล แสดงวาแบคทีเรียทะเลไดสารบางอยางออกมาในนํ้าเลี้ยง ซึ่งพบนอยมากในตะกอน
เซลล จึงจัดไดวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพนี้เปนสารที่ถูกขับออกมาภายนอกเซลล และสารสกัดหยาบจาก
แบคทีเรียทะเลมีฤทธ์ิในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทะเลสามารถตานเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวก(gram 
positive) ที่ทดสอบ 2 ชนิดคือ B. subtilis และ S. aureus สวนแบคทีเรียแกรมลบ (gram negative) 
ยับยั้งไดเพียง V. alginoliticus และในการจําแนกชนิดแบคทีเรียทะเลที่คัดแยกจากน้ําและดินตะกอนใน
ระดับชีวโมเลกุลพบวาเปนแบคทีเรียกรัมลบท่ีมีชนิดแตกตางกันไดแก  Pseudomonas taiwanensis, 
Pseudomonas pseudoalcaligenes และ Pseudoalteromonas sp. 
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4. ขอเสนอแนะ 
 

 การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมและการใชประโยชนของประชาคมแบคทีเรียในพื้นท่ีปกปก
พันธุกรรมพืชทางทะเล ในประเทศไทยน้ันมีอยูนอยมาก ทําใหประเทศไทยขาดขอมูลพ้ืนฐานดานความ
หลากหลายทางชีวภาพโดยเฉพาะจากจุลินทรียทะเลซึ่งเปนประชาคมที่มีความสําคัญอยางยิ่งทั้งในบทบาท
ผูผลิตเบื้องตนและการเปนผูยอยสลาย ตลอดจนในปจจุบันนักวิทยาศาสตรทั่วโลกไดใหความสําคัญตอ
แบคทีเรียทะเลในบทบาทเปนแหลงของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  จึงควรที่จะสนับสนุนใหทําการวิจัยอยาง
ตอเนื่อง เปนการเพิ่มมูลคาใหกับทรัพยากรชีวภาพทางทะเลท่ีมีอยูของไทย  เพ่ือเปนนแวทางพัฒนา
ศักยภาพสูระดับอุตสาหกรรมไดตอไป 

 

 

 

5. ผลผลิต 
 

- จะถายทอดองคความรูผานการจัดนิทรรศการ การประชุมวิชาการและนิทรรศการ ครั้งที่ ๙ 
"ทรัพยากรไทย : " ณ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วิทยาเขตสระบุรี ในเดือน พฤศจิกายน พ.ศ. 
๒๕๖๐ 

- จะนําเสนอผลงานวิจัยการประชุมวิชาการและนิทรรศการในคร้ังตอไป 
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