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คำปรารภ  
 

ปัจจุบันมีการศึกษา คิดค้น และพัฒนาสารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เป็นผลผลิตจากจุลินทรีย์เพ่ือ
นำมาใช้ประโยชน์ในด้านการแพทย์ อุตสาหกรรมอาหาร สิ่งแวดล้อม พลังงาน และการเกษตรอย่างแพร่หลาย  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งการปลูกพืชในระบบเกษตรอินทรีย์ สารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากจุลินทรีย์จึงเป็น
ทางเลือกหนึ่งในการแก้ไขปัญหาสารพิษตกค้างในพืชผลการเกษตรที่มีความปลอดภัยและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม  
ทั้งยังเป็นการอนุรักษ์ เพ่ิมมูลค่า และใช้ประโยชน์จากความหลากหลายทางพันธุกรรมที่มีอยู่ภายในประเทศ       
อย่างคุ้มค่าและยั่งยืน สอดรับกับแนวทางการพัฒนาประเทศด้วยนโยบาย BCG เพ่ือให้สามารถนำนวัตกรรมที่ได้จาก
ความหลากหลายทางชีวภาพไปประยุกต์ใช้ในเชิงพาณิชย์ ก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อภาคการเกษตร สังคม และ
สิ่งแวดล้อม อันจะนำไปสู่การพัฒนาประเทศที่มีความยั่งยืนต่อไป 
  โครงการวิจัย การผลิตสารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากจุลินทรีย์เพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช             
มีเป้าหมายในการนำเทคโนโลยีชีวภาพขั้นสูงมาใช้ในการพัฒนากระบวนการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) และสาร  
เมลาโทนินจากจุลินทรีย์ เพ่ือลดขั้นตอนการผลิตและพัฒนาให้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น อาทิ
เช่น การทำให้เกิดการกลายพันธุ์ การโคลนยีน ตัดต่อยีนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสารชีวภาพนั้นๆ ส่งผลให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงในระดับโปรตีน ซึ่งเป็นวิธีการที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในวงการแพทย์ เพ่ื อการนำสาร
เหล่านี้ไปใช้ประโยชน์อย่างเต็มประสิทธิภาพในอนาคต โดยการพัฒนางานวิจัยเหล่านี้สามารถท่ีจะต่อยอดสู่การใช้
ประโยชน์ได้จริงทั้งในเชิงวิชาการ อีกท้ังยังเป็นแนวทางในการพัฒนาต่อยอดหรือขยายผลในเชิงพาณิชย์ได้ 
 คณะผู้วิจัยฯ คาดหวังเป็นอย่างยิ่งว่า โครงการวิจัยฯ นี้ จะให้ความรู้ และเป็นประโยชน์ต่อผู้อ่านทุกท่าน 
ให้สามารถนำความรู้ไปประยุกต์ใช้ให้เกิดผลสัมฤทธิ์ต่อไป 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงการวิจัย การผลิตสารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากจุลินทรีย์เพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  
ดำเนินงานภายใต้แผนงานวิจัย การวิจัยและพัฒนาการอนุรักษ์และใช้ประโยชน์จากความหลากหลายทางชีวภาพ                         
ของพืชและจุลินทรีย์ เพ่ือเพ่ิมมูลค่าและพัฒนานวัตกรรม แผนงานย่อย การพัฒนาประสิทธิภาพการผลิตเห็ดและ
จุลินทรีย์เพ่ือใช้ประโยชน์เชิงพาณิชย์ ดำเนินงานในปีงบประมาณ 2562 - 2564 โดยได้รับการสนับสนุนในการ
จัดสรรงบประมาณให้ดำเนินการวิจัยจากสำนักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว.)  

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณสำนักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว.) ที่จัดสรร
งบประมาณเพ่ือสนับสนุนโครงการวิจัยในครั้งนี้ สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ที่ให้ความ
อนุเคราะห์สถานที่ปฏิบัติงานวิจัย โครงการวิจัยนี้สำเร็จลุล่วงได้ด้วยความร่วมมือของคณะผู้วิจัยทุกท่าน การให้
คำแนะนำ กลั่นกรอง และช่วยเหลือแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ จากผู้อำนวยการแผนงานวิจัย นางขนิษฐา วงศ์วัฒนารัตน์ 
คณะผู้เชี่ยวชาญ คณะกรรมการที่ปรึกษาวิชาการ จึงขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูง 

ขอขอบคุณ ดร.กฤตยา เพชรผึ้ง สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ที่ให้คำแนะนำ
เกี่ยวกับคุณสมบัติและการวิเคราะห์ปริมาณสาร และ นายอนุสรณ์ เทียนศิริฤกษ์ กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา กองวิจัย
พัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร ในการวิเคราะห์ค่า EC ของดิน  

ขอขอบคุณคณะผู้วิจัยทุกท่าน นายคำแหง แก้งคำ และนางสาวดิณนภา แก้วแดง ผู้ช่วยวิจัย ที่ให้ความ
ร่วมมือและทำงานวิจัยอย่างมุ่งมั่น ส่งผลให้การดำเนินงานบรรลุวัตถุประสงค์ สนับสนุนให้งานวิจัยสามารถ
ถ่ายทอดองค์ความรู้สู่ผู้ใช้ประโยชน์ ตลอดจนรวบรวมและจัดทำรายงานผลการวิจัยเสร็จสิ้นเรียบร้อย ส่งผลให้
โครงการวิจัยประสบผลสำเร็จลุล่วงสมบูรณ์  

                          
                                   

                       
     

               ( นางสาวภรณี  สว่างศรี )                                                                            
                      หวัหน้าโครงการวิจัยฯ  
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ผู้วิจัย 
 

นางสาวภรณี สว่างศรี  สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  หัวหน้าโครงการ 
นางนัยเนตร เจริญสันติ ทานากะ สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  ผู้ร่วมวิจัย 
นางสาวอรุโณทัย ซาววา  สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  ผู้ร่วมวิจัย 
นางสุภาวดี  ง้อเหรียญ  สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  ผู้ร่วมวิจัย 
นางสาวศุภลักษ์  สัตยสมิทสถิต ศูนย์วิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุ์พืชพิษณุโลก ผู้ร่วมวิจัย 

กองวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุ์ 
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คำอธิบายสัญลักษณ์และคำย่อ 
 
 

E.Coli Escherichia coli 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactoside 
cDNA complementary deoxyribonucleic acid 
CDS coding sequence 
DMSO dimethylsulfoxide 
DNA deoxyribonucleic acid 
DW distrilled water 
LB Luria-Bertani  
MDA Malondialdehyde 
MS Murashige&Stoog 
PAGE poly-acrylamide gel electrophoresis 
PCR polymerase chain reaction 
PEG polyethylene glycol 
rpm revolution per minute 
SDS sodium lauryl sulfate 
Tween20 polyoxyethylene(20)Sorbitan Monolaurate 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



8 
 

บทนำ 

ความสำคัญและที่มาของโครงการวิจัย 
จุลินทรีย์เป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม ปัจจุบันจึงมีการศึกษา คิดค้น และพัฒนาสาร

ทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เป็นผลผลิตจากจุลินทรีย์เพ่ือนำมาใช้ประโยชน์ในด้านการแพทย์ อุตสาหกรรม
อาหาร สิ่งแวดล้อม พลังงาน และการเกษตรอย่างแพร่หลาย ในระบบการผลิตพืชมีความสัมพันธ์กับจุลินทรีย์
โดยตรง สารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพมีบทบาทสำคัญในระบบการทำการเกษตรกรรมในยุคใหม่ โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งการปลูกพืชในระบบเกษตรอินทรีย์ เนื่องจากปัญหาการตกค้างของสารเคมีในผลผลิตเกษตร จึงมีการนำ
สารชีวภาพจากจุลินทรีย์มาประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ทางการเกษตร  

สารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิดสามารถนำไปใช้ในการควบคุมและกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
พืชได้ กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (ALA) และ เมลาโทนิน เป็นสารที่ได้รับความสนใจจากนักวิจัยอย่างแพร่หลายใน
ปัจจุบัน เนื่องจากเป็นสารที่มีศักยภาพสูงในการใช้เป็นสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช โดยสาร ALA นั้น 
สามารถนำมาใช้ประโยชน์ด้านการเกษตรได้หลากหลาย อาทิ เป็นสารกระตุ้นการเจริญเติบโต เพ่ือทดแทนสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (Plant Growth Regulator, PGR) โดยสามารถชักนำให้เกิดแคลลัสและการสร้าง
รงควัตถุ นอกจากนี้หากใช้ในปริมาณความเข้มข้นสูงยังสามารถใช้ทดแทนสารกำจัดวัชพืชและสารกำจัดแมลงได้  
โดยไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์  ส่วนสารเมลาโทนิน สามารถเพ่ิมความต้านทานของพืชต่อความเครียดจาก
สิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่างๆ เช่น การขาดน้ำ ความร้อน ดินเค็ม เป็นต้น  จึงถือได้ว่าเป็นสารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืชชนิดหนึ่ง ซึ่งเป็นแนวทางในการนำมาประยุกต์ใช้ในภาคการเกษตรกรรมเพ่ือทุเลาปัญหา
ผลผลิตตกต่ำจากการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศในอนาคตได้ ซึ่งจะเป็นการพัฒนากระบวนการเพ่ิมผลผลิตทาง
การเกษตรแบบยั่งยืน เพ่ือลดต้นทุนการผลิตให้กับเกษตรกร ลดปัญหาการตกค้างของสารเคมีในผลผลิตเกษตร 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งเพ่ือการผลิตอาหารที่ปลอดภัย  สามารถสร้างความเชื่อมั่นให้กับผู้บริโภคและยังช่วย
ฟ้ืนฟ ูบำรุง รักษาสิ่งแวดล้อมให้คงอยู่ในสภาพที่สมดุลตลอดไป 
 โครงการวิจัยนี้ยังเป็นการผลักดันและต่อยอดงานวิจัยของหน่วยงานไปสู่การพัฒนาสารทางเลือกใหม่ 
ส่งเสริมการพัฒนาระบบการเกษตรแบบยั่งยืน ลดการใช้สารเคมี การผลิตสารชีวภาพซึ่งเป็นสารที่มีศักยภาพซึ่ง
สามารถส่งเสริมให้เป็นทางเลือกของเกษตรกรในการใช้สารชีวภาพที่มีความปลอดภัยสูง ทดแทนการใช้สารเคมี
เกษตรซึ่งเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตและสภาพแวดล้อม 

วัตถุประสงค์ 
 1) เพ่ือศึกษาและพัฒนาการผลิตสารชีวภาพ กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (ALA) และ สารเมลาโทนินโดยใช้

เทคโนโลยีชีวภาพ  
2) เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของสาร สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสาร ALA และเมลาโทนิน เพ่ือการนำไปใช้

ประโยชน์เป็นสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
3) เพ่ือศึกษาและทดสอบประสิทธิภาพของสาร ALA และเมลาโทนินในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

และเพ่ิมความต้านทานของพืชต่อความเครียดจากสภาวะดินเค็ม และการขาดน้ำ 
 
วิธีการวิจัย  
 โครงการวิจัย การผลิตสารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากจุลินทรีย์เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  
มุ่งเน้น การพัฒนากรรมวิธีการผลิตสารชีวภาพ กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (5-aminolevulinic acid; ALA) และการ
สังเคราะห์สารเมลาโทนินในพืชโดยอาศัยเทคนิคการโคลนยีน การสร้างรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเพ่ือการถ่ายฝากเข้าสู่
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ระบบเซลล์ยีสต์และแบคทีเรียเจ้าบ้าน (Escherichia coli) เพ่ือการพัฒนาและเพ่ิมประสิทธิภาพในกระบวนการ
ผลิตสารชีวภาพดังกล่าว โดยยังเป็นการผลักดันและต่อยอดงานวิจัยของหน่วยงานไปสู่การพัฒนาให้ถึงเกษตรกร
ผู้ใช้ประโยชน์ มีระยะเวลาดำเนินโครงการ 3 ปี (ปี 2562-2564) ประกอบด้วย 2 กิจกรรม 4 การทดลอง ดังนี้  
 กิจกรรมที ่1 การพัฒนาการผลิตสารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากจุลินทรีย์โดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ
เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ประกอบด้วย 2 การทดลอง ดังนี้ 
 การทดลองท่ี 1.1 การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก โดยรีคอมบิแนนท์ E. coli 
 การทดลองท่ี 1.2 การศึกษาประสิทธิภาพของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิคเพ่ือการประยุกต์ใช้ทางการเกษตร 
 กิจกรรมที่ 2 การผลิตและการใช้ประโยชน์ของสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม ประกอบด้วย 2 การทดลอง ดังนี้ 
 การทดลองท่ี 2.1 การผลิตสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์เพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของพืช  
 การทดลองที่ 2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินเพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชใน
สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม 
 กิจกรรมที่ 1 การพัฒนาการผลิตสารทุติยภูมิออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากจุลินทรีย์โดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ
เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ดำเนินในปี 2562-2564 ศึกษาและพัฒนาการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค 
(ALA) จากจุลินทรีย์โดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ การโคลนยีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการผลิตและการถ่ายฝากยีนใน
เซลล์แบคทีเรีย E. coli เพ่ือกระตุ้นการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน การพัฒนากรรมวิธีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค 
(ALA) ให้ได้ปริมาณมากและร่นระยะเวลาในการผลิตให้เร็วขึ้น การขยายการผลิตในระดับถังหมักเพ่ือลดต้นทุน 
การทดสอบประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ศึกษาการยับยั้งการเจริญของวัชพืช และการ
ควบคุมการเจริญของหนอนกระทู้ การพัฒนาผลิตภัณฑ์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิครูปแบบผงแห้ง ศึกษาวิธีการเก็บ
รักษา ตลอดจนความคงตัวของสาร เพ่ือให้สามารถนำไปขยายผลสู่การใช้ประโยชน์และสามารถต่อยอดการผลิตใน
ระดับ large scale ต่อไป  
 กิจกรรมที่ 2 การผลิตและการใช้ประโยชน์ของสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม ดำเนินในปี 2563-2564 ศึกษาการผลิตสารเมลาโทนิน โดยการพัฒนา
เซลล์แบคทีเรีย E. coli ให้สามารถผลิตสารเมลาโทนิน ด้วยการโคลนยีนที่ควบคุมการทำงานของเอนไซม์ 2 ชนิดที่
ทำหน้าที่สังเคราะห์เมลาโทนินจากพืชและสัตว์ ถ่ายฝากรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ และกระตุ้นให้เกิดการแสดงออก
ของโปรตีน ศึกษาปัจจัยในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่มีผลต่อการแสดงออกของโปรตีนและปริมาณของสาร  
เมลาโทนินที่ผลิตได้ การทดสอบประสิทธิภาพของสารโดยวิธีการทางเคมีวิเคราะห์ และ bioassay การเพ่ิมความ
ต้านทานของพืชต่อความเครียดจากสภาวะดินเค็ม และการขาดน้ำ  

อย่างไรก็ตาม ขอบเขตของการดำเนินงานวิจัยในโครงการฯ ยังครอบคลุมถึงการทดสอบประสิทธิภาพใน
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เพ่ือให้สามารถนำไปขยายผลสู่การใช้ประโยชน์และสามารถต่อยอดการผลิตใน
ระดับ large scale ต่อไป 
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บทคัดย่อ 

 กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (5-aminolevulinic acid; ALA) และเมลาโทนิน เป็นสารชีวภาพที่สามารถ
นำมาใช้ประโยชน์ในด้านการเกษตรเพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ทดแทนการใช้สารเคมี และเป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาสารชีวภาพกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกและ เมลาโทนินโดยใช้
เทคโนโลยีชีวภาพ การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากรีคอมบิแนนท์ E. coli เพ่ือใช้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช การสร้างรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอของยีน hem A ซึ่งเกี่ยวข้องกับการผลิตเอนไซม์ 5-aminolevulinic acid 
synthase (ALAS) โคลนได้จากเชื้อ Rhodobacter sp ซึ่งมีลำดับเบส 1,224 bp กระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน 
โดยเชื่อมต่อยีนเข้าสู่โปรตีนเวคเตอร์ pLATE52 เมื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์ แล้วแปรรหัสเป็นลำดับเปปไทด์ 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank พบว่า มีความคล้ายคลึงกับลำดับกรดอะมิโนของ 5-aminolevulinate 
synthase ของ R. sphaeroides โดยมี ล ำดั บของเปป ไทด์ เท่ ากั บ  407 อะมิ โน  แอซิ ด  (Accession No. 
WP_011337894.1 ที่ identity 100 เปอร์เซ็นต์) ทำการถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ 
BL21 (DE3) พบว่าสามารถชักนำการผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ ALAS ซึ่งมีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน ด้วย   
1 mM IPTG นาน 6 ชั่วโมง เมื่อเติมสารตั้งต้นของปฏิกิริยา 30 mM Glycine และ 10 mM Succinic Acid และ
เลี้ยงเซลล์ต่อจนครบ 12-16 ชั่วโมง สามารถผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก ได้ดีที่สุด สภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
กรด 5-อะมิโนลีวูลินิคได้ในปริมาณสูง คือ อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) เท่ากับ 
6-7 ตามลำดับ  
 การเพ่ิมศักยภาพการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิคจากรีคอมบิแนนท์ E. coli ในระบบถังหมักขนาด 50 ลิตร 
สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตได้ในปริมาณสูงถึง 615.928 uM การใช้ประโยชน์ด้านการเกษตร พบว่า การใช้ใน
ปริมาณความเข้มข้นต่ำกว่า 1 mM สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช การใช้กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค ความ
เข้มข้นสูงกว่า 2 mM มีผลต่อทำลายเซลล์เมมเบรนของวัชพืช และส่งผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้
ผัก อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ยังได้พัฒนาผลิตภัณฑ์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิคในรูปแบบผงแห้ง โดยใช้เทคนิคการทำแห้ง
แบบพ่นฝอย ซึ่งจะเป็นแนวทางในการพัฒนาศักยภาพการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค ในเชิงพาณิชย์ต่อไป 

การพัฒนาวิธีการผลิตและประยุกต์ใช้เมลาโทนินจากจุลินทรีย์เพ่ือเสริมสร้างความทนทานต่อความเครียด
ของพืช เป็นแนวทางในการช่วยลดความเสียหายของผลผลิตทางการเกษตร โดยในงานวิจัยนี้ได้ทำการสังเคราะห์ยีน
ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์เมลาโทนิน ได้แก่ Serotonin N-acetyltransferase (AANAT) และ caffeic acid    
O-methyltransferase (COMT) นำมาเชื่อมต่อใส่เวคเตอร์ pETDuet ฝากถ่ายสู่  E. coli และชักนำให้เกิดการ
แสดงออกของโปรตีนทั้ง 2 ตัวพร้อมกัน จากนั้นทำการทดสอบปัจจัยในการชักนำการแสดงออกโปรตีน พบว่าโปรตีน
จะแสดงออกได้ดี เมื่อใช้สารชักนำการแสดงออก (IPTG) ที่ความเข้มข้น 0.1 mM และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
และการสังเคราะห์เมลาโทนินโดยเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดจะให้ประสิทธิภาพดีที่สุด ที่ปริมาณสารตั้งต้น Serotonin 1 
mM เมื่อขยายปริมาณการเลี้ยง E. coli ในระดับถังหมักขนาดเล็กเพ่ือการผลิตเมลาโทนินโดยใช้ปัจจัยข้างต้น สกัด
และตรวจวิเคราะห์ปริมาณเมลาโทนินที่ผลิตได้ พบว่าในอาหารเลี้ยงมีปริมาณเมลาโทนินอยู่ที่ประมาณ 2.7 µg/mL  

การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินเพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในสภาพแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสม พบว่าสารเมลาโทนินที่ความเข้มข้น 50 และ 100 µM สามารถเพ่ิมอัตราการงอกของเมล็ดแตงใน
สภาพดินเค็มอย่างมีนัยสำคัญและสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของแตงร้านในสภาพดินเค็มได้ นอกจากนี้เมื่อ
ทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการเพ่ิมความทนแล้งของมะเขือเทศ พบว่าการให้สารเมลาโทนินที่ 50 µM 
สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศในสภาพแล้งจำลองอย่างมีนัยสำคัญ และพบว่าการให้สารเมลาโทนิน
ที่ความเข้มข้นเดียวกันโดยการฉีดพ่นทางใบและรดที่โคนต้น สามารถลดการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่นจากการ
ขาดน้ำของใบมะเขือเทศในสภาพโรงเรือนได้  
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Abstract 

 5-aminolevulinic acid (ALA) and melatonin are the biological substances that can use as 
efficient and environmentally friendly plant growth promoters in agriculture instead the use of 
harmful chemicals agents. The purpose of this research is therefore to develop the 
biotechnology technique for enhancing the production of 5-aminolevulinic acid and melatonin. 
In this study, the 5-aminolevulinic acid was produced from recombinant E. coli by the 
recombinant DNA technology. Th e  hemA gene from Rhodobacter sp. which directly encoding    
5-aminolevulinic acid synthase (ALAS) enzyme was also used in this experiment. Th e  full-length 
nucleotide sequences of the hemA gene obtained from PCR cloning technique was approximately 
1,224 bp. After overexpressed the hemA gene within the expression vector (pLATE52) and 
translated nucleotide sequence to peptide sequence, the GenBank protein-protein BLAST results 
of peptide from constructed recombinant ALAS showed almost 100% similarity with peptide 
sequences of R. sphaeroides hemA gene (407 amino acids; accession number WP_011337894.1). The 
recombinant DNA was then transformed into E. coli BL21 (DE3) and the results indicated that the 
molecular mass about 45 kDa of recombinant ALAS was observed after adding 1 mM IPTG for 6 
hours, followed by the adding of 30 mM glycine and 10 mM succinic acid, a substrate for ALA 
biosynthesis, after 12-16 hours of culture. The optimum temperature and pH required to reach 
maximum 5-aminolevulinic acid production were 30-37 °C and 6-7, respectively.  

In order to increase the 5-aminolevulinic acid production potential of engineered 
recombinant ALAS, the fermentation systems were conducted in 50 L bioreactors. The results 
indicated that the fermentation systems could increase the production of 5-aminolevulinic acid 
up to 615.928 uM, while the optimum concentrations for regulating plant growth or controlling 
weeds and cutworms were less than 1 mM or above 2 mM, respectively. Furthermore, the dried 
powder of 5-aminolevulinic acid was also developed in this research by using spray drying 
technique. This product prototype would be beneficial for the further commercial-scale 
production of 5-aminolevulinic acid. 

The research of microbial production of melatonin and application for plant growth 
promotion under abiotic stresses may be the one of the solutions to prevent crop lost. In this 
study, the ectopic overproduction of melatonin was established in Escherichia coli by 
combining the sheep Serotonin N-acetyltransferase gene (AANAT) and the rice caffeic acid       
O-methyltransferase gene (COMT) and co-expressing two enzymes. After the optimization of 
fermentation conditions, the two enzymes were found to express well at 37 ํC and at 0.1 mM of 
Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). While the melatonin production by these enzymes 
was at the highest efficiency when the precursor (Serotonin) concentration at 1 mM. Then, 
melatonin production by this system was performed in a 2-L fermenter followed by the 
extraction and detection. Finally, the highest Melatonin yield was found at 2.7 µg/mL. However, 
the further effort is needed to improve the production yield for agricultural application.  
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 On the other hand, the study of effect of melatonin on plant stress tolerant were 
carried out. Melatonin at 5 0  and 1 0 0  µM was found to significantly increase cucumber seed 
germination and also promote the seedling growth in salinity soil. While 5 0  µM of melatonin 
significantly promoted tomato seedlings growth in MS media with 5% polyethylene glycol (PEG). 
Likewise, 5 0  µM of melatonin by foliar spray and irrigation could decrease oxidative stress of 
tomato leaves caused by drought stress in greenhouse. 
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บทคัดย่อ  

 
 การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากรีคอมบิแนนท์ E. coli สามารถนำมาใช้ประโยชน์ด้านการเกษตรเพื่อ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช งานวิจัยนี้ได้ทำการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากรีคอมบิแนนท์ E. coli โดยใช้
เทคโนโลยีรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ ในการสังเคราะห์เอนไซม์ 5-aminolevulinic acid synthase (ALAS) จากยีน 
hem A ซึ่งโคลนได้จากเชื้อแบคทีเรีย Rhodobacter sp โดยมีลำดับนิวคลีโอไทด์ 1,224 คู่เบส กระตุ้นการ
แสดงออกของยีน hem A โดยเชื่อมต่อยีนเข้าสู่เวคเตอร์พาหะ pLATE52 เมื่อนำไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์ แล้ว
แปรรหัสเป็นลำดับเปปไทด์ เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank พบว่า มีความคล้ายคลึงกับลำดับกรดอะมิโนของ 
5-aminolevulinate synthase ของ R. sphaeroides โดยมีลำดับของเปปไทด์ เท่ ากับ  407 อะมิ โน  แอซิด 
(Accession No. WP_011337894.1 ที่ identity 100 เปอร์เซ็นต์) ทำการถ่ายฝาก พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่
เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) พบว่า สามารถชักนำการผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ ALAS ซึ่งมีขนาดประมาณ 
45 กิโลดาลตัน ด้วย 1 mM IPTG นาน 6 ชั่วโมง และเมื่อเติมสารตั้งต้นของปฏิกิริยา 30 mM Glycine และ 10 
mM Succinic Acid ทำการเลี้ยงเซลล์ต่อ 12-16 ชั่วโมง สามารถผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก ได้ดีที่สุด โดยมี
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิคได้ในปริมาณสูง คือ อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เท่ากับ 6-7 ตามลำดับ  
 การเพ่ิมศักยภาพการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิคจากรีคอมบิแนนท์ E. coli ในระบบถังหมักขนาด 50 ลิตร 
สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตได้ในปริมาณสูงถึง 615.928 uM การใช้ประโยชน์ด้านการเกษตร พบว่า การใช้ใน
ปริมาณความเข้มข้นต่ำกว่า 1 mM สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช การใช้กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค ความเข้มข้น
สูงกว่า 2 mM มีผลต่อทำลายเซลล์เมมเบรนของวัชพืช และส่งผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้ผัก 
อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ยังได้พัฒนาผลิตภัณฑ์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิคในรูปแบบผงแห้ง โดยใช้เทคนิคการทำแห้ง
แบบพ่นฝอย ซึ่งจะเป็นแนวทางในการพัฒนาศักยภาพการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค ในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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Abstracts 
 

 The production of 5-aminolevulinic acid (ALA) from recombinant E. coli can be used for 
agricultural purposes as a plant growth promoter. In this study, the 5-aminolevulinic acid was 
produced from recombinant E. coli by the recombinant DNA technology. Th e  hemA gene from 
Rhodobacter sp. which directly encoding 5-aminolevulinic acid synthase (ALAS) enzyme was also 
used in this experiment. The  full-length nucleotide sequences of the hemA gene obtained from 
PCR cloning technique was approximately 1,224 bp. After overexpressed the Hem A gene within 
the expression vector (pLATE52) and translated nucleotide sequence to peptide sequence, the 
GenBank protein-protein BLAST results of peptide from constructed recombinant ALAS showed 
almost 100% similarity with peptide sequences of R. sphaeroides hemA gene (407 amino acids; 
accession number WP_011337894.1). The recombinant DNA was then transformed into             
E. coli BL21 (DE3) and the results indicated that the molecular mass about 45 kDa of 
recombinant ALAS was observed after adding 1 mM IPTG for 6 hours, followed by the adding of 
30 mM glycine and 10 mM succinic acid, a substrate for ALA biosynthesis, after 12-16 hours of 
culture. The optimum temperature and pH required to reach maximum 5-aminolevulinic acid 
production were 30-37 °C and 6-7, respectively.  

In order to increase the 5-aminolevulinic acid production potential of engineered 
recombinant ALAS, the fermentation systems were conducted in 50 L bioreactors. The results 
indicated that the fermentation systems could increase the production of 5-aminolevulinic acid 
up to 615.928 uM, while the optimum concentrations for regulating plant growth or controlling 
weeds and cutworms were less than 1 mM or above 2 mM, respectively. Furthermore, the dried 
powder of 5-aminolevulinic acid was also developed in this research by using spray drying 
technique. This product prototype would be beneficial for the further commercial-scale 
production of 5-aminolevulinic acid. 
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บทนำ  

ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (5-aminolevulinic acid; ALA) เป็นสารชีวภาพที่กำลังได้รับความสนใจจาก
นักวิจัยในหลายประเทศทั่วโลก เนื่องจากเป็นกรดอะมิโนที่มี 5 คาร์บอน ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์เตตรา
ไพโรล เช่น คลอโรฟิลล์ ไฟโคบิริน ฮีม และวิตามินบี 12 ในสิ่งมีชีวิต และมีความสำคัญต่อการดำรงชีวิตของพืช 
สัตว์ สาหร่าย และแบคทีเรีย โดยสาร ALA สามารถนำมาใช้ประโยชน์ด้านการเกษตรได้หลากหลาย เช่น เป็นสาร
กระตุ้นการเจริญเติบโต (Growth stimulator) เพ่ือทดแทนการใช้สารกลุ่มฮอร์โมนพืช โดยสามารถชักนำให้เกิด
แคลลัสและการสร้างรงควัตถุ นอกจากนี้หากใช้ในปริมาณความเข้มข้นสูงยังมีคุณสมบัติเป็นสารกำจัดวัชพืช 
(Photodynamic herbicides) และสารกำจัดแมลง (Porphyric insecticides) ได้ โดยไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ 
ALA จึงเป็นสารชีวภาพทางเลือกเพ่ือเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรของเกษตรกรในระบบการผลิตเกษตรอินทรีย์ 
(Organic Agriculture) หรือเกษตรปลอดสารพิษ เป็นทางเลือกหนึ่งในการพัฒนากระบวนการเพ่ิมผลผลิตทาง
การเกษตรแบบยั่งยืน เพ่ือลดต้นทุนการผลิตให้กับเกษตรกร ลดปัญหาการใช้สารเคมีเกษตร โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
เพ่ือการผลิตอาหารที่ปลอดภัยให้สามารถสร้างความเชื่อม่ันให้กับผู้บริโภคและช่วยฟื้นฟู บำรุง รักษาสิ่งแวดล้อมให้
คงอยู่ในสภาพที่สมดุลตลอดไป    

 

 
        (Wu et al., 2019) 
กลไกและการประยุกต์ใช้ประโยชน์ของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิคทางด้านการแพทย์และการเกษตร 
 
กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค เป็นกรดอะมิโนที่มี 5 คาร์บอน ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์เตตราไพโรล เช่น 

คลอโรฟิลล์ ไฟโคบิริน ฮีม และวิตามินบี 12 ในสิ่งมีชีวิต และมีความสำคัญต่อการดำรงชีวิตของพืช สัตว์ สาหร่าย 
และแบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสามารถสร้าง ALA ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการสังเคราะห์พอร์ไฟริน 
เช่น คลอโรฟีลล์ ไฟโคบิลลิน ฮีม และวิตามินบี12 (Sasikala et al., 1994) ปัจจุบันกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค เป็น
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สารชีวภาพที่กำลังได้รับความสนใจจากนักวิจัยในหลายประเทศทั่วโลก เนื่องจากสามารถนำมาใช้ประโยชน์ด้าน
การเกษตรได้หลากหลาย เช่น เป็นสารกระตุ้นการเจริญเติบโต (Growth stimulator) เพ่ือทดแทนการใช้สารกลุ่ม
ฮอร์โมนพืช โดยสามารถชักนำให้เกิดแคลลัสและสร้างรงควัตถุ นอกจากนี้หากใช้ในปริมาณความเข้มข้นสูงยัง
สามารถใช้ทดแทนสารกำจัดวัชพืช และสารกำจัดแมลงได้ โดยไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ ในธรรมชาติมีแบคทีเรียที่
สังเคราะห์ ALA ได้หลายชนิด เช่น Clostridium thermoaceticum, Escherichia coli, Pseudomonas riboflavin, 
Rhodobacter sphaeroides, Rhodopseudomonas sp. เป็นต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งในแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 
Rhodobacter sp. สามารถผลิต ALA ได้ในปริมาณที่สูงกว่าแบคทีเรียในกลุ่มอ่ืนๆ แต่มีข้อจำกัดในด้านการ
เพาะเลี้ยงที่ยุ่งยากซับซ้อน  

 

 
การสังเคราะห์ทางชีวภาพของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก และ tetrapyrrole compounds ในวิถี C5 และ 

วิถ ีShemin (C4) (Sasaki et al., 2002) 
 
การประยุกต์ใช้ในด้านการเกษตร มีรายงานการศึกษาผลของ ALA ที่ความเข้มข้น 0.06-0.6 mM สามารถ

นำมาใช้แช่เมล็ด หรือฉีดพ่นทางรากและใบ โดยมีบทบาทส่งเสริมการเจริญของ พริก ถั่ว แตงกวา ผักโขม 
กระเทียม มันฝรั่ง ข้าว ข้าวโพด ข้าวบาร์เลย์ ข้าวสาลี หัวไชเท้า อินทผาลัม เนื้อเยื่ออินทผาลัมที่เพาะเลี้ยง และ
แปะก๊วย (Hotta et al., 1997) ALA ยังช่วยเพ่ิมการทำงานของเอนไซม์ไนเตรทรีดักเทส (Nishihara et al., 2003) 
เพ่ิมการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ในที่มีแสงและยับยั้งการปลดปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์ในที่มืด (Richter et al., 2010) 
ทั้งยังช่วยเพ่ิมอัตราการเกิดกระบวนการไนโตรเจน  แอสซิมิเลชั่น, ซัลเฟอร์ แอสซิมิเลชั่น (Maruyama, 2012) 
และเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม์ไนไตรท์ รีดักเทส ในพืช (Mishra and Srivastava, 1983) นอกจากนี้ยังมีรายงาน
การใช้ ALA เพ่ือให้พืชหลายชนิดสามารถทนความกดดันจากสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น สภาพดินเค็มจัดใน
การปลูกทานตะวัน และอินทผาลัม โดยจะไปส่งเสริมการเพ่ิมแรงดันออสโมซิส และยับยั้งการดูดซึม  Na+ เข้าสู่
ปลายราก (Akram and Ashraf, 2011 ; Youssef, 2008) ความสามารถทนต่ออากาศเย็นจัดของพริกแดง และถ่ัว
เหลือง (Korkmaz and Korkmaz, 2009 ; Balestrasse et al., 2010) ทนต่อสภาพดินที่ปนเปื้อนด้วยยาฆ่า
แมลง (Kumar et al., 1999) ในด้านการกำจัดวัชพืช (Herbicides) การใช้ ALA ที่ความเข้มข้นสูงๆ (2-5 mM) 
สามารถใช้เป็นสารกาจัดวัชพืชที่มีความปลอดภัยต่อมนุษย์ โดยกลไกการเข้าไปทำลายชั้นเมมเบรนของพืช ทำให้
ใบและลำต้นเหี่ยวเฉาเกิดการสูญเสียน้ำและตายในที่สุด  (Sasaki et al., 1987) การพ่นสาร ALA บนในวัชพืช
ภายใต้สภาวะไร้แสง สาร ALA เปลี่ยนรูปเป็น protochlorophyllide เมื่อมีแสงอาทิตย์ จะทำหน้าที่เป็นตัว 
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photosynthesizers (เปลี่ยนเป็น triplet oxygen ที่มีศักยภาพในการออกซิไดซ์ singlet oxygen) ออกซิเจนใน
รูป singlet oxygen จะออกซิไดซ์อย่างรุนแรง (superoxidizes) ต่อฟอสโฟลิปิดของผนังเซลล์ของใบพืช ผนัง
เซลล์ถูกทำลาย วัชพืชตาย สาร ALA สามารถกำจัดวัชพืชชนิดใบเลี้ยงคู่มากกว่าพืชใบเลี้ยงเดี่ยว Sasaki และคณะ 
(1990) ทำการทดสอบประสิทธิภาพในการกำจัด วัชพืช Trifolium repens ของน้ำหมักที่ ได้จากการเลี้ ยง 
Rhodobacter sphaeroides 4 วัน (มีสาร ALA 4 มิลลิโมล) โดยพ่น 10 มิลลิลิตรต่อ 150 ตารางเซนติเมตร พบว่า 
หลังจากพ่นในวันที่ 1,  2 และ 3 ให้ค่า herbicide activity (พ้ืนที่ของใบพืชที่ถูกทำลายต่อพ้ืนที่ของใบพืชที่ดีคูณ
ร้อย) 83, 90 และ 95% ตามลำดับ และเมื่อเติมสาร α,α –dipilidyl (5 มิลลิโมล) ซึ่งเป็นสารส่งเสริมการออก
ฤทธิ์ของสารกำจัดวัชพืช ลงในน้ำหมัก มีผลเพ่ิมประสิทธิภาพการกำจัดวัชพืชได้ถึงร้อยละ 100 (หลังการพ่น 1, 2 
และ 3 วัน) การค้นพบสารกำจัดแมลง (Insecticides) เกิดขึ้นเช่นเดียวกับการค้นพบสารกำจัดวัชพืช เนื่องจากทั้ง
พืช และเซลล์สัตว์ มีวิถีการสังเคราะห์สารเตตราไพโรลจากกรด 5 -อะมิโนลีวูลินิกไปเป็น protoporphyrin lX 
(Proto) เช่นเดียวกัน ดังนั้นจึงมีการพัฒนากระบวนการ photodynamic เพ่ือใช้ในการควบคุมแมลง ซึ่งได้มีการ
ทดลองในหนอนคืบกะหล่ำ Trichoplusia ni โดยพ่นสาร ALA ที่ความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ +2,2- dipyridyl 
(Dpy) 30 มิลลิโมลาร์ ทิ้งไว้ 1 คืนที่ไม่มีแสง อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เพื่อให้เกิดการสะสมของสารเตตราไพโรล 
โดยเฉพาะ protoporphyrin lX (Proto) เมื่อหนอนได้รับแสงเพียงไม่กี่ชั่วโมงพบว่าหนอนมีลักษณะเฉื่อยชา และ
อ่อนปวกเปียกเนื่องจากมีการสูญเสียน้ำในร่างกายและตายในที่สุด (Rebeiz et al., 1988) ดังนั้น ALA จึงเป็น
สารชีวภาพที่มีความปลอดภัยและมีศักยภาพสูงในกระบวนการผลิตทางการเกษตร (Wang et al., 2003) 

เทคโนโลยีชีวภาพสามารถเข้ามาช่วยในการพัฒนากรรมวิธีการผลิตสาร ALA ให้ง่ายและรวดเร็วยิ่งขึ้น 
โดยวิธีการโคลนยีนที่เกี่ยวข้องในการผลิตเอนไซม์ ALA synthase (ALAS) จากเชื้อแบคทีเรีย และให้มีการ over 
expression เพ่ือการผลิตรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ ซึ่งจะช่วยร่นระยะเวลาให้กระบวนการสังเคราะห์ ALA จาก 
succinyl CoA และ glycine ใน Shemin pathway (C4 pathway) เกิดได้เร็วยิ่งขึ้น (Jordan, 1991) ซึ่งผลผลิต
ที่ได้ คือ ALA ยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ ALAS ของเชื้อ Rhodobacter sphaeroides มี 2 ยีน คือ 
hemA และ hemT โดยมีรายงานการศึกษาการโคลนยีนและการแสดงออกของยีน hemA และ hemT เพ่ือการ
ผลิต ALA (Neidle and Kaplan, 1993)  

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1) เพ่ือศึกษาและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค จากรีคอมบิแนนท์ E. coli  
2) เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของสาร สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสาร ALA เพ่ือเป็นแนวทางในการใช้ประโยชน์ 

เป็นสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

ขอบเขตการวิจัย 
 ดำเนินการคัดเลือกได้จุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (ALA) โคลนยีนที่เกี่ยวข้อง
ในกระบวนการผลิตและการถ่ายฝากยีนในเซลล์แบคทีเรีย E. coli เพ่ือกระตุ้นการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนเพ่ือ
การพัฒนากรรมวิธีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค (ALA) ให้ได้ปริมาณมากและร่นระยะเวลาในการผลิตให้เร็วขึ้น 
ขยายการผลิตในระดับถังหมักเพ่ือลดต้นทุน การทดสอบประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ศึกษา
การยับยั้งการเจริญของวัชพืชและการควบคุมการเจริญของหนอนกระทู้ การพัฒนาผลิตภัณฑ์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิ
ครูปแบบผงแห้ง การเก็บรักษา ตลอดจนความคงตัวของสาร เพ่ือให้สามารถนำไปขยายผลสู่การใช้ประโยชน์และ
สามารถต่อยอดการผลิตในระดับ large scale ต่อไป 
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ระเบียบวิธีการวิจัย  
 

อุปกรณ์ 

1. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  (spectrophotometer) 
2. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (Thermal Cycle 9700) 
3. เครื่องวิเคราะห์ลำดับพันธุกรรม ABI Prism 310 Genetic Analyzer 
4. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิต่ำได้ (Refrigerated Centrifuge) 
5. อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  
6. ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (incubator shaker)  
7. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และ -80 องศาเซลเซียส 
8. ชุดถ่ายภาพเจล Gel Documentation 
9. อุปกรณ์ในการสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ โกร่ง หลอดใส่ตัวอย่างขนาดต่างๆ ไมโครปิเปต ขนาด P1,000 P200  

P20 และ P2 ไมโครลิตร 
10. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ  
11. สารเคมีที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  
12. สารเคมีที่ใช้ในการทำ Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
13. สารเคมีที่ใช้ในการโคลนยีน T&A Cloninng Kit ® (RBC Bioscience) 
14. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจากเจล QIAquick Gel Extraction Kit  (QIAGEN)  
15. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit  (Fermentas) 
16. เชื้อแบคทีเรียเซลล์เจ้าบ้าน (Competent Cells) Escherichia coli สายพันธุ์ BL21(DE3) 
17. Expression Vector : aLICator LIC Cloning and Expression system (Thermo Scientific) 
18. สารเคมีสำหรับใช้กับเครื่องวิเคราะห์ลำดับพันธุกรรม ABI Prism 310 
19. ไพรเมอร์สำหรับใช้ในปฏิกิริยา PCR ได้แก่  
 - ไพรเมอร์ยีน hem A (synthase) : Ex_HemA-F, Ex_HemA-R     
 - ไพรเมอร์ aLICator LIC Cloning and Expression system : LIC Forward, LIC Reverse     
21.  การวิเคราะห์ข้อมูลลำดับเบสด้วยโปรแกรมสำเร็จรูปและโปรแกรมบนเครือข่ายอินเทอร์เน็ต 
 - โปรแกรม BLAST จาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Blast/ 
 - โปรแกรม ClustalW Multiple Alignment จาก http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ 
 - โปรแกรม DNAStar software analysis (DNASTAR, Inc, USA) 

 - โปรแกรม CromasPro version 1.33 จาก http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html 
 - โปรแกรม NEBcutter2 จาก http://tools.neb.com/NEBcutter2/ 
 22. อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรต่างๆ ได้แก่ Nutrient agar (NA), Luria-Bertani (LB), LB-Ampicillin/IPTG/X-Gal  
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วิธีการทดลอง 

การทดลองท่ี 1.1 การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก โดยรีคอมบิแนนท์ E. coli (เริ่มต้นปี 2562 สิ้นสุดปี 2563) 

1. การสร้างรีคอมบิแนนท์ E. coli เพื่อการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก 
1.1 การสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย Rhodobacter sp. 
ทำการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย โดยการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์ของแบคทีเรียในอาหารเหลว  Luria-

Bertani (LB broth) (เตรียม 1 ลิตร : NaCl 10 กรัม, Tryptone 10 กรัม, Yeast extract 5 กรัม, ปรับปริมาตร
ให้ได้ 1 ลิตร ด้วย ddH2O) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว160 
รอบ/นาที นาน 16 ชั่วโมง นำมาปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนเซลล์แบคทีเรียใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 
10,000 รอบ/นาที เทส่วนใสทิ้ง เก็บส่วนที่เป็นตะกอนเซลล์แบคทีเรีย ล้างตะกอนเซลล์ด้วย TE Buffer 2 ครั้ง เติม 
SDS ความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เติม Proteinase K (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 8 
ไมโครลิตร ผสมเบาๆ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ผสมให้เข้ากันทุก 15 นาที  เติม 2 เท่า CTAB (บ่ม 65 
องศาเซลเซียสก่อนใช้) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ บ่ม 65 องศาเซลเซียสนาน 20 นาที ผสมทุก 5 นาที 
เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ ปั่นหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที 
นาน 10 นาที ที่  0 องศาเซลเซียส  ดูดน้ำใสใส่หลอดใหม่ (ประมาณ 700 ไมโครลิตร ) เติม 0.6 เท่า ของ 
isoproponol และ 0.1 volume ของ 3 M NaOAC ผสมเบาๆ เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ปั่น
เหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ทิ้งน้ำใส ล้างตะกอนด้วยเอทานอลร้อยละ 70 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
ผสมเบาๆ 5 นาที ปั่นเหวี่ยง 14,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที ทิ้งน้ำใส ระเหยแอลกอฮอล์ที่ตกค้างในหลอดที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ปั่นเหวี่ยงนาน 1 นาที เติม TE + RNase 15 ไมโครลิตร บ่มที่ 65 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ตรวจวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสง
ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ OD260/280 และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยแยกบน 1 เปอร์เซ็นต์ 
Agarose gel ใน 1XTBE buffer ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แช่แผ่นเจลในเอธิเดียมโบรไมด์ 
(ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) นาน 5 นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง Gel Documentation 
บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอ และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการศึกษาข้ันต่อไป 

1.2 การสังเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเอนไซม์ 5-aminolevulinic acid synthase (ALAS)   
ทำการสังเคราะห์ยีน hem A ซึ่งเก่ียวข้องกับการผลิตเอนไซม์ 5-aminolevulinic acid synthase  

(ALAS)  ในปฏิกิริยาการสังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิก โดยอาศัยปฏิกิริยา PCR ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ด้วยคู่
ไพรเมอร์ Ex_HemA-F และ Ex_HemA-R  

Ex_HemA-F 5’ GGT TGG GAA TTG CAA GAC TAC AAT CTG GCA CTC GAT ACC 3’ 
Ex_HemA-R 5’ GGA GAT GGG AAG TCA TTA GGC AAC GAC CTC GGC GCG ATT C 3’  
เตรียมส่วนผสมปฎิกิริยา PCR ต่อ 1 หลอด ดังนี้  

ดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพร์เมอร์ Ex_HemA-F (5 ไมโครโมล)    1  ไมโครลิตร 
ไพร์เมอร์  Ex_HemA-R (5 ไมโครโมล)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase)   0.15  ไมโครลิตร 
dH2O               11.25 ไมโครลิตร 
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รวมปฏิกิริยาทั้งหมด     20  ไมโครลิตร  
นำส่วนผสมทั้งหมด ผสมตามสัดส่วนข้างบนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นนำหลอดเข้าเครื่อง

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยมีอุณหภูมิ เวลา จำนวนรอบ ของการทำ PCR ดังนี้ 

    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จำนวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    60 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  2 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาท ี
      4 องศาเซลเซียส  infinity ()  
 ตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ loading dye 1 ไมโครลิตร โดยการแยกบน 1.5 
เปอร์เซ็นต์ Agarose gel electrophoresis และเตรียมดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุด QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN) โดยนำผลผลิต PCR ที่เหลือ มาแยกใน 1.2 เปอร์เซ็นต์ low melting gel ด้วยวิธี gel electrophoresis 
แล้วย้อมด้วย Gel Star (Cambrex) หลังจากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอขนาดที่ต้องการประมาณ 2 กิโลเบส บนเครื่อง 
Dark Reader Transilluminators ใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ชั่งน้ำหนักเจลที่ได้ เติม
สารละลาย QG Buffer ปริมาตร 3 เท่าของน้ำหนักเจล นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เขย่า
แรงๆ ทุก 15 นาที จนเจลละลายหมด (สีของสารละลายควรมีสี เหลือง ถ้ามีสีม่วงให้เติม 3M NaOAC 10 
ไมโครลิตร) เติม Isopropanol (แช่เย็น) ปริมาตร 1 เท่าของน้ำหนักเจล ผสมให้เข้ากัน จากนั้นย้ายสารละลาย
ทั้งหมดใส่ใน Binding Column บ่มทิ้งไว้ 5 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เท
น้ำใสส่วนล่างทิ้ง เติม PE Buffer 750 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ 5 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 1 นาที เทน้ำใสส่วนล่างทิ้ง ย้าย Binding Column วางลงบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เติม EB Buffer (บ่มที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส) 15 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ 15–30 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที นำตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพด้วย 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
Agarose gel electrophoresis จะได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 กิโลเบส และเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอ   ไว้ที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส  

1.3 การเชื่อมต่อชิ้นยีนเข้าสู่ protein expression vector และถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้าน 
 นำชิ้นส่วนของยีน hem A เชื่อมต่อเข้ากับเวคเตอร์พาหะ (aLICator LIC Cloning and Expression 

system) (ขนาดประมาณ 4,500 คู่เบส) ซึ่งมีตำแหน่งของ T7 promoter ทำหน้าที่ถอดรหัสพันธุกรรมและแปล
รหั ส ข อ งยี น ให้ เป็ น โป ร ตี น  ท ำก า ร เชื่ อ ม ต่ อ ชิ้ น ยี น เข้ า กั บ  Expression vector เ พ่ื อ ให้ เกิ ด ก า ร
สังเคราะหr์ecombinant protein โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาดังนี้  

ชิ้นดีเอ็นเอของยีน hem A (100 นาโนกรัม)  1  ไมโครลิตร 
5X LIC Buffer     2 ไมโครลิตร  
T4 DNA Polymerase, 1U/ul   1 ไมโครลิตร  
ddH2O      6 ไมโครลิตร 
ปฏิกิริยาทั้งหมด      10 ไมโครลิตร 

ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยง 3-5 วินาที นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และ
หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 0.5 M EDTA ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เติม LIC Vector (60 นาโนกรัม, 

จำนวน 40 รอบ 
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0.02 pmol DNA) ผสมปฏิกิริยาให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยง 3-5 วินาที นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชั่วโมง เตรียมถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์ E. coli ทันที  

  1.4 การถ่ายฝากยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) 
ทำการถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม (Ligation) จากข้อ 1.3 ที่ได้สู่เซลล์แบคทีเรียเพ่ือเพ่ิมปริมาณใน 

competent cell (E. coli สาย พั น ธุ์  BL21 (DE3)) โดยวิ ธี  heat shock และ เลี้ ย งบ น อาห ารแข็ ง  LB - 
Ampicillin/IPTG/X-Gal (อาหาร LB 1 ลิตร : NaCl 10 กรัม , Tryptone 10 กรัม , Yeast extract 5 กรัม , 
Bacto-Agar 15 กรัม และ ddH2O) ที่มีสารปฏิชีวนะ Ampicillin ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เทอาหาร
ลงจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 10 - 15 มิลลิลิตร หลังจากอาหารแข็งแล้วเติม 100 mM IPTG 100 ไมโครลิตร และ X-
Gal (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 20 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร แล้วเกลี่ยจนผิวหน้าอาหารแห้ง จากนั้นทำการถ่าย
ฝากยีนเข้าสู่เชื้อแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) โดยนำปฏิกิริยา ligation ที่เตรียมไว้ 5 ไมโครลิตร ใส่ลง
ในหลอดคอมพิเทนต์เซลล์ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และแช่บนน้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาที นำไป Heat - shock 
ที่อุณหภูมิ 42  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที นำไปแช่บนน้ำแข็งทันทีเป็นเวลา 15 นาที เติม S.O.C. 
medium 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและนำไปเขย่าที่ความเร็ว 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำตัวอย่างที่ ได้รับการถ่ายยีนเข้าสู่ เซลล์ แบคทีเรียแล้วไปเกลี่ยบนอาหาร LB - 
Ampicillin/IPTG/X-Gal ที่เตรียมไว้ข้างต้น นำบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 14-16 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีสี
ขาวของเซลล์แบคทีเรีย E. coli ที่มีชิ้น insert ของยีน hem A ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เติม Ampicillin ความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 220 รอบต่อนาที นาน 14 - 16 
ชั่วโมง เพ่ือนำไปใช้สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอในขั้นตอนต่อไป 

1.5 การตรวจสอบการปรากฏของยีน hem A ใน aLICator LIC Cloning and Expression system 
ทำการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมจากเซลล์รีคอมบิแนนท์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) เก็บตะกอน

เซลล์ที่ได้จากข้อ 1.4 โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เพ่ือนำมาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ
โดยใช้ชุดสกัด GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) ทำการละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension 
Solution 250 ไมโครลิตร เติม Lysis Solution 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง เติม 
Neutralization Solution 350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยกลับหลอดขึ้นลง 4 – 6 ครั้ง นำไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นย้ายสารละลายเซลล์ลงใน GeneJETTM spin column นำไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติม Wash Solution 500 ไมโครลิตร นำไปปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง (ทำซ้ำ 2 ครั้ง) ย้าย GeneJETTM spin column 
วางบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer 25 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้นาน 15 – 30 
นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที นำพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบคุณภาพ
ด้วย 1.5 เปอร์เซ็นต์ Agarose gel electrophoresis เก็บตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

ทำการตรวจสอบการปรากฏของยีนในเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับการถ่ายฝากพลาสมิดสายผสม โดยอาศัย
ปฏิ กิ ริยา PCR โดยใช้ ไพรเมอร์  LIC Forward 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ และ LIC Reverse 5’ 
GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’ เตรียมส่วนผสมปฎิกิริยา PCR ดังนี้  

พลาสมิดดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)   2  ไมโครลิตร 
10x PCR buffer      2  ไมโครลิตร 
4mM dNTP       2  ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2        0.6 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ LIC Forward (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
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ไพรเมอร์ LIC Reverse (5 ไมโครโมลาร์)    1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (0.5 ยูนิต/ไมโครลิตร, Immulase) 0.15  ไมโครลิตร 
ddH2O       11.25 ไมโครลิตร 
รวมปฏิกิริยาทั้งหมด     20  ไมโครลิตร  

นำส่วนผสมทั้งหมดผสมให้เข้ากัน จากนั้นนำหลอดเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal 
cycle โดยรอบของการทำปฏิกิริยา PCR มีดังนี ้
    95 องศาเซลเซียส  7 นาที   จำนวน 1 รอบ 
    94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  
    58 องศาเซลเซียส  30 วินาที   
    72 องศาเซลเซียส  3 นาที                         
    72 องศาเซลเซียส  5 นาท ี
    4 องศาเซลเซียส  infinity ()  

  ตรวจวิเคราะห์ผลผลิต PCR ที่ได้ด้วยวิธี Electrophoresis ใน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel 
นาน 30 นาที ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้า 250 โวลต์ นำไปย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide (ความเข้มข้น 
0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) จากนั้นนำไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation เทียบขนาดของ    
ดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (Fermentas) พร้อมบันทึกภาพ และเก็บตัวอย่างที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

1.6 การตรวจสอบความถูกต้องของยีน hem A โดยวิธีวิเคราะห์ลำดับนิวคลิโอไทด์ 
จากการตรวจพบการปรากฏของชิ้นยีน hem A (ขนาด 1,200 bp) ในพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม แล้ว

จึงนำมาตรวจวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ 
  - การทำปฏิกิริยา cycle sequencing 

เตรียมปฏิกิริยา cycle sequencing ในหลอด 0.2 มลิลิลิตร ดังนี้  
ผลผลิต PCR (ประมาณ 100 นาโนกรัม)    1  ไมโครลิตร  
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing V3.1   2  ไมโครลิตร 
Ready Reaction buffer     1 ไมโครลิตร 
Primer ไพร์เมอร์ M13-F (5 ไมโครโมล)   1.6  ไมโครลิตร 
dH2O       4.4 ไมโครลิตร  
รวมปริมาตร      10  ไมโครลิตร  

นำส่วนผสมทั้งหมด ผสมตามสัดส่วนข้างบนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำ
หลอดเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycle (Gene Amp 9700) โดยมีรอบการทำ PCR ดังนี้ 

  96 องศาเซลเซียส  1 นาที   จำนวน 1 รอบ  
  96 องศาเซลเซียส  10 วินาที  
  50 องศาเซลเซียส  5 วินาที  จำนวน 25 รอบ 
  60 องศาเซลเซียส  4 นาที  

4 องศาเซลเซียส   infinity ()  
- การล้างสีฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน 
นำปฏิกิริยา cycle sequencing จากข้างต้นมาล้างสีฟลูออเรสเซนต์ส่วนเกิน โดยนำปฏิกิริยา  

จำนวน 25 รอบ 
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ดังกล่าวใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม stock solution A (dH2O 16 ไมโครลิตร : 95 เปอร์เซ็นต์ Ethanol 64 
ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (ผสมโดยกลับหลอดขึ้นลงทุก 5 นาที) 
นำไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที เทน้ำใสทิ้ง ล้างตะกอนที่
ได้ด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ Ethanol 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 นาที นำไปหมุนเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทน้ำใสทิ้งปล่อยตะกอนให้แห้งในที่มืด 

- การเตรียมตัวอย่างเข้าเครื่อง ABI PRISM 310 DNA Sequencer 
ละลายตะกอนที่ได้ด้วย Hidi formamide จำนวน 10 ไมโครลิตร จากนั้นปั่นให้อยู่ที่ก้นหลอด 

ดูดสารละลายทั้งหมดใส่หลอด septa นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที แล้วย้ายลงบนน้ำแข็ง
ทันที ตัวอย่างที่ได้นี้ก็พร้อมที่จะเข้าเครื่อง ABI PRISM 310® DNA Sequencer เพ่ือวิเคราะห์ลำดับเบสต่อไป  

1.7 การศึกษาการแสดงออกในระดับโปรตีนของรีคอมบิแนนท์ E. coli  
 การกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน (fusion protein) ในเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ทำโดย
เตรียมเชื้อตั้งต้นของเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant plasmid ของยีน hem A นำมาเลี้ยง
เพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว LB-Ampicillin (ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นำไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง จากนั้นดูดเซลล์ตั้งต้น 3 
มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เขย่า
ด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที วัดความขุ่นของอาหาร จนกระทั่ง OD600 เท่ากับ 0.5 จากนั้นเปรียบเทียบการชักนำ
การแสดงออกของยีนด้วย isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) โดยปรับให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 
เท่ากับ 1 และ 3 mM IPTG เลี้ยงต่อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างเซลล์ทุก 1 ชั่วโมง จนครบ 6 ชั่วโมง นำตัวอย่าง
แต่ละช่วงเวลาไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 1 นาที เพื่อเก็บตะกอนเซลล์ แล้วนำมาละลาย
ด้วย 2x sample buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วนำไปมาต้มในน้ำเดือดนาน 5 นาที วิเคราะห์
ขนาดของ recombinant protein ด้วย 8 เปอร์เซ็นต์ SDS–PAGE ใน Tris-glycine buffer (0.025 M Tris pH 
8.3, 0.192 M Glycine, 0.1 เปอร์เซ็นต์ SDS) โดยให้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์คงที่ 120 โวลต์ เป็นเวลานาน 1 
ชั่วโมง จากนั้นย้อมสีแผ่นเจลด้วยสารละลาย PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas) และล้างสี
ส่วนเกินออกด้วยน้ำกลั่น  4-5 ครั้ง จนมองเห็นแถบโปรตีนชัดเจน บันทึกผลการการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ 
fusion protein ในแต่ละชั่วโมง  
 
2. การผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค 5-Aminolevulinic acid (ALA)  

2.1 การศึกษาชนิดของสารตั้งต้นที่มีผลต่อการชักนำการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค  
 เตรียมเชื้อตั้งต้นของเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant plasmid ของยีน hem A 
มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว LB-Ampicillin (ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบ/นาที เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง 
จากนั้นตรวจวัดความขุ่นของเซลล์แขวนลอย ปรับความค่าความขุ่นของเซลล์แขวนลอย  OD600 เท่ากับ ≤1.0 ใน
อาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 250 มิลลิลิตร จากนั้นชักนำการแสดงออกของยีนด้วย isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) โดยปรับให้มีความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 1 mM IPTG และบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบ/นาที และเลี้ยงต่อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง ทดสอบเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการชักนำการผลิตสาร ALA โดยการเติมสารตั้งต้น ได้แก่ ไกลซีน กรดซัคซินิค และกลูตาเมท ดังนี้ 
60 mM Glycine, 30mM Glycine + 10mM Succinic Acid, 10mM L-Glutamic Acid, 30mM L-Glutamic 
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Acid, 10mM Levulenic Acid และ 30mM Levulenic Acid ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 
180 รอบ/นาที และเลี้ยงเซลล์ต่อจนครบ 48 ชั่วโมง  

ตรวจวัดปริมาณสาร ALA ที่ผลิตได้จากการชักนำโดยใช้สารตั้งตั้นต่ละชนิด โดยการตรวจวัดปริมาณสาร 
ALA ดังนี้ ปั่นแยกตะกอนเซลล์ ดูดสารละลายส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองใหม่ เติมสารละลาย 
Sodium acetate buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (pH 4.6) และสารละลาย Acetone ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน นำไปต้มในน้ำเดือดนาน 15 นาที  และทำให้เย็นทันทีในอ่างน้ำแข็ง จากนั้นเติมสารละลาย 
Ehrlich’s reagent ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน วางไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 15 นาที ตรวจวิเคราะห์
ปริมาณ ALA ที่ผลิตได้ โดยนำสารละลายดังกล่าวไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 553 นาโนเมตร โดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร ALA ที่ความเข้มข้น 0-100 uM 

2.2 การศึกษาสภาวะปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA)  
2.2.1 ศึกษาสภาวะอุณหภูมิที่มีผลต่อการสังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิค 
เตรียมอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส นาน 20 นาที รอจนอาหารเย็น เติมเชื้อตั้งต้นของเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี 
recombinant plasmid DNA ของยีน hem A วัดความขุ่นของเซลล์แขวนลอย  ปรับค่าความขุ่นของเซลล์
แขวนลอย OD600 อยู่ในช่วง 0.7-1.0 ในอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 200 มิลลิลิตร จากนั้นกระตุ้นการ
แสดงออกของยีน hem A ด้วยสาร isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ปรับให้มีความเข้มข้น
สุดท้าย เท่ากับ 1 mM IPTG บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 160 รอบ/นาที เลี้ยงต่อจนครบ 6 ชั่วโมง 
แล้วจึงเติมสารตั้งต้นในการทำปฏิกิริยาด้วย 30mM Glycine และ 10 mM Succinic Acid ทำการทดสอบการ
ผลิตสาร ALA ที่อุณหภูมิ 30 37 และ 45 องศาเซลเซียส อุณหภูมิละ 3 ซ้ำ บ่มต่อจนครบ 24 ชั่วโมง แล้วจึงนำ
สารละลาย ALA ที่ผลิตได้ ไปตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร ALA ที่ผลิตได้ ด้วยเครื่อง spectrophotometer  

2.2.2 ศึกษาสภาวะความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารที่มีผลต่อการสังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิค  
เตรียมอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตรขวดละ 200 มิลลิลิตร แล้วจึงนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที รอจนอาหารเย็น เติมเชื้อตั้งต้นของเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 
(DE3) ที่มี recombinant plasmid DNAของยีน hem A วัดความขุ่นของเซลล์แขวนลอย ปรับค่าความขุ่นของ
เซลล์แขวนลอย OD600 อยู่ในช่วง 0.7-1.0 ในอาหารเหลว LB–Ampicillin ที่ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
เท่ากับ 5 6 และ 7 ฟลาส์กละ 200 มิลลิลิตร ทำ 4 ซ้ำ จากนั้นกระตุ้นการแสดงออกของยีน hem A ด้วยสาร 
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ปรับให้มีความเข้มข้นสุดท้าย  เท่ากับ 1 mM IPTG บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 160 รอบ/นาที เลี้ยงต่อจนครบ 6 ชั่วโมง แล้วจึงเติมสารตั้งต้นในการทำ
ปฏิกิริยาด้วย 30mM Glycine และ 10 mM Succinic Acid บ่มต่อจนครบ 24 ชั่วโมง แล้วจึงนำสารละลาย ALA 
ที่ผลิตได้ ไปตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร ALA ที่ผลิตได้ ด้วยเครื่อง spectrophotometer ต่อไป 

2.3 การศึกษากระบวนการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในระบบถังหมักขนาดเล็ก  
2.3.1 การทดสอบการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในระบบถังหมักขนาดเล็ก (BIOFLO 2000 

Fermenter)  
ทำการเตรียมเชื้อตั้งต้น (starter) ของเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant 

plasmid ของยีน hem A มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว LB-Ampicillin (ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ที่ผ่านการนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 
รอบ/นาที เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อตั้งต้น (starter) จากนั้นเตรียมอาหารเหลว LB–Ampicillin 
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ปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร ในโถแก้ว (chamber) สำหรับใช้ในการเลี้ยงเซลล์ ปิดระบบทั้งหมด แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที รอจนอาหารเย็น เติมเชื้อตั้งต้น (starter) ของเซลล์ E. coli สาย
พันธุ์ BL21 (DE3) ที่ม ีrecombinant plasmid ของยีน hem A วัดความขุ่นของเซลล์แขวนลอย ปรับค่าความขุ่น
ของเซลล์แขวนลอย OD600 อยู่ในช่วง 0.7-1.0 ในอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร จากนั้น
กระตุ้นการแสดงออกของยีน hem A ด้วยสาร isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) โดยปรับให้มี
ความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 1 mM IPTG ตั้งค่าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวนด้วยความเร็ว 130 
รอบ/นาที เลี้ยงต่อจนครบ 6 ชั่วโมง แล้วจึงทำการชักนำการผลิตสาร ALA โดยการเติมสารตั้งต้นปฏิกิริยาด้วย 
30mM Glycine และ 10 mM Succinic Acid และเลี้ยงเซลล์ต่อจนครบ 24 ชั่วโมง แล้วจึงนำสารละลาย ALA ที่
ผลิตได้ ไปกรองผ่าน filter membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือแยกเอาตะกอนเซลล์ และโปรตีนของเซลล์
แบคทีเรียออก โดยวิธีการกรองด้วยระบบสุญญากาศ ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร ALA ที่ผลิตได้ ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ดังนี้ ปั่นแยกตะกอนเซลล์ ดูดสารละลายส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง
ใหม่ เติมสารละลาย  Sodium acetate buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (pH 4.6) และสารละลาย Acetone 
ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปต้มในน้ำเดือดนาน 15 นาที และทำให้เย็นทันทีในอ่างน้ำแข็ง จากนั้น
เติมสารละลาย Ehrlich’s reagent ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน วางไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 15 นาที 
ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ ALA ที่ผลิตได้ โดยนำสารละลายดังกล่าวไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  553   
นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร ALA ที่ความเข้มข้น 0-100 uM  

2.3.2 การพัฒนากระบวนการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในระบบถังหมักขนาด 50 ลิตร  
เตรียมอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 2,000 มิลลิลิตร ในโถแก้ว (chamber) สำหรับใช้

ในการเลี้ยงเซลล์ ปิดระบบทั้งหมด แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที รอจนอาหาร
เย็น เติมเชื้อตั้งต้น (starter) ของเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant plasmid ของยีน hem A 
วัดความขุ่นของเซลล์แขวนลอย ปรับค่าความขุ่นของเซลล์แขวนลอย OD600 = 0.7-1.0 ในอาหารเหลว LB–Ampicillin 
ปริมาตร 20 ลิตร จากนั้นกระตุ้นการแสดงออกของยีน hem A ด้วยสาร isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
(IPTG) โดยปรับให้มีความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 1 mM IPTG และมีอัตราการกวนด้วยความเร็วประมาณ 130 
รอบ/นาที เลี้ยงต่อจนครบ 6 ชั่วโมง แล้วจึงทำการชักนำการผลิตสาร ALA โดยการเติมสารตั้งต้นปฏิกิริยาด้วย 
30mM Glycine และ 10 mM Succinic Acid และเลี้ยงเซลล์ต่อ จนครบ 24 ชั่วโมง แล้วจึงนำสารละลาย ALA 
ที่ผลิตได้ ไปกรองผ่าน filter membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือแยกเอาตะกอนเซลล์ และโปรตีนของเซลล์
แบคทีเรียออก โดยวิธีการกรองด้วยระบบสุญญากาศ ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร ALA ที่ผลิตได้ ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer  
 
สถานที่ทำการวิจัย ห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุล สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ระยะเวลาดำเนินงาน  ตุลาคม 2561 - กันยายน 2563 
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การทดลองที่ 1.2 การศึกษาประสิทธิภาพของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิคเพื่อการประยุกต์ใชท้างการเกษตร  

1. การศึกษาคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช 

การทดสอบคุณสมบัติของสาร ALA ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่มีผลในการกระตุ้นการเจริญเติบโตในพืช
ใบเลี้ยงเดี่ยว/ใบเลี้ยงคู่ 

 1.1 การผลิตสารละลายกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA)  
 เตรียมเชื้อตั้งต้นของเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant plasmid ของยีน hem A 
มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว LB-Ampicillin ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบ/นาที เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง จากนั้นตรวจวัดความขุ่นของเซลล์แขวนลอย ปรับ
ความค่าความขุ่นของเซลล์แขวนลอย OD600 เท่ากับ ≤1.0 ในอาหารเหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
ชักนำการแสดงออกของยีนด้วย isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) โดยปรับให้มีความเข้มข้น
สุดท้าย เท่ากับ 1 mM IPTG และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบ/นาที และเลี้ยง
ต่อเป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยเติมสารละลาย 30mM Glycine และ 10 mM Succinic Acid เพ่ือการชักนำการ
สังเคราะหส์าร ALA 

 1.2 การเตรียมสารละลายกรดอะมิโนลีวูลินิคให้มีความเข้มข้นสูง  
นำสารละลาย ALA ที่ผลิตได้จากข้อ 1.1 ไปทำให้มีความเข้มข้นขึ้น โดยอาศัยเทคนิค evaporation ด้วย

เครื่องระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) เตรียมโดยนำสารละลาย ALA ที่ผลิตได้ นำไปกรองผ่าน filter 
membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร และนำเข้าเครื่องระเหยสารแบบหมุน จนตัวอย่างมีปริมาตรลดลง และมีความ
เข้มข้นสูงขึ้น จากนั้นนำตัวอย่างไปตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร ALA ที่ได ้

1.3 การทดสอบคุณสมบัติของสาร ALA ที่มีผลในการกระตุ้นการเจริญเติบโตในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว/ใบเลี้ยงคู ่
ทำการฟอกฆ่าเชื้อที่ผิวนอกเมล็ดพืชที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ ข้าว สำหรับทดสอบสาร ALA ขั้นตอนแรกฟอก

เมล็ดพืชที่จะนำไปทดสอบด้วย Sodium hypochlorite แกว่งเบาๆเป็นเวลา 3 นาที จากนั้นฟอกฆ่าเชื้อด้วย
แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ แกว่งเบาๆเป็นเวลา 5 นาที และล้างในน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเป็นเวลา10 นาที นำเมล็ดวาง
บนกระดาษกรองเบอร์ 1 ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ ซับน้ำให้แห้ง  

การทดสอบคุณสมบัติของสาร ALA ในการกระตุ้นการเจริญของเมล็ดพันธุ์พืชทดสอบ ได้แก่ ข้าว ฟักทอง
ผักชีลาว พริกข้ีหนูสวน คะน้า และคึ่นช่าย โดยการนำเมล็ดพืชที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อ แช่ในสาร ALA ความเข้มข้น 
1 mM และ 10 mM เป็นเวลา 60 นาที เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (แช่น้ำกลั่น) โดยปิดภาชนะที่แช่ให้มิดชิด
หลีกเลี่ยงการโดนแสง จากนั้นนำเมล็ดพันธุ์พืชที่แช่ในสารละลาย ALA วางในขวดที่มีอาหารวุ้นที่นึ่งฆ่าเชื้อ นำไป
บ่มในที่ไม่มีแสงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วจึงค่อยเปิดให้ได้รับแสงนาน 7 วัน บันทึกผลการเจริญเติบโต  
 
2. การศึกษาคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการยับยั้งการเจริญของวัชพืช 
 การผลิตสาร ALA ในระบบถังหมัก โดยเตรียมเชื้อตั้งต้น (starter) ของเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 
(DE3) ที่มี recombinant plasmid DNA ของยีน hem A มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว LB-Ampicillin 
(ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 2,000 มิลลิลิตร ที่ผ่านการนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37  องศา
เซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบ/นาที เป็นเวลา 14-16 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็นเชื้อตั้งต้น จากนั้นเตรียมอาหาร
เหลว LB–Ampicillin ปริมาตร 2,000 มิลลิลิตร ในโถแก้ว (chamber) สำหรับใช้ในการเลี้ยงเซลล์ ปิดระบบ
ทั้งหมด แล้วนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที รอจนอาหารเย็น เติมเชื้อตั้งต้น  ของ
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เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant plasmid DNA วัดความขุ่นของเซลล์แขวนลอย ด้วย
เครื่อง spectrophotometer ปรับค่าความขุ่นของเซลล์แขวนลอย OD600 อยู่ในช่วง 0.7-1.0 ในอาหารเหลว           
LB–Ampicillin ปริมาตร 3 ,000 มิลลิลิตร จากนั้นทำการกระตุ้นการแสดงออกของยีน hem A ด้วยสาร 
isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) โดยปรับให้มีความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 1 mM IPTG นำไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตั้งค่าการกวนของใบพัดที่อัตราความเร็ว 130 รอบ/นาที เลี้ยงต่อจนครบ 6 
ชั่วโมง แล้วจึงทำการชักนำการผลิตสาร ALA โดยการเติมสารตั้งต้นปฏิกิริยา 30mM Glycine และ 10 mM 
Succinic Acid เลี้ยงเซลล์ต่อโดยมีการอัดอากาศที่แรงดัน 0.65 MPa เป็นระยะทุก 1 นาที และหยุดพัก 1.5 นาที 
นานจนครบ 24 ชั่วโมง แล้วจึงนำสารละลาย ALA ที่ผลิตได้ ไปกรองผ่าน filter membrane ขนาด 0.2 
ไมโครเมตร เพ่ือแยกเอาตะกอนเซลล์และโปรตีนของเซลล์แบคทีเรียออก โดยวิธีการกรองด้วยระบบสุญญากาศ  

ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร ALA ที่ผลิตได้ ด้วยเครื่อง spectrophotometer ดังนี้ ปั่นแยกตะกอนเซลล์ 
ดูดสารละลายส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองใหม่ เติมสารละลาย Sodium acetate buffer 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (pH 4.6) และสารละลาย Acetone ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน นำไปต้มในน้ำ
เดือดนาน 15 นาที และทำให้เย็นทันทีในอ่างน้ำแข็ง จากนั้นเติมสารละลาย Ehrlich’s reagent ปริมาตร 3.5 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน วางไว้ที่ อุณหภูมิห้องนาน 15 นาที ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ ALA ที่ผลิตได้ โดยนำ
สารละลายดังกล่าวไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 553 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
ของสาร ALA ที่ความเข้มข้น 0-100 uM 

 2.1 การทดสอบคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการยับยั้งการเจริญของวัชพืช 
 2.1.1 การทดสอบกลไกการเข้าทำลายชั้น membrane ของพืช  
- การทดสอบในสภาวะกล่องควบคุมความชื้น (moist chamber) เตรียมโดยใช้กล่องพลาสติกใส ตัดสำลี

เป็นชิ้น ชุบด้วยน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ นำมาหุ้มที่บริเวณก้านใบวัชพืช แบ่งพ้ืนที่ใบของวัชพืชเป็น 2 ส่วน ใช้     
ปิเปตหยดสารละลาย ALA (ที่ผลิตได้จากข้อ 1) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดบริเวณส่วนใดส่วนหนึ่งของใบใน
สภาวะไม่มีแสง ปิดฝากล่อง บ่มนานประมาณ 12-16 ชั่วโมง จากนั้นนำออกมาวางในสภาพที่มีแสง นาน 2-3 วัน 
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของ cell membrane เปรียบเทียบกับใบพืชที่หยดด้วยน้ำกลั่น    

-  การทดสอบในกระถาง เตรียมต้นวัชพืช (บาหยา) ปลูกลงกระถาง เลือกใบที่ใช้ทดสอบ ทำเครื่องหมาย 
แบ่งพ้ืนที่ใบของวัชพืชที่จะใช้ทดสอบเป็น 2 ส่วน ใช้ปิเปตหยดสารละลาย ALA (ท่ีผลิตได้จากข้อ 1) ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงบริเวณผิวใบส่วนใดส่วนหนึ่ง บ่มในสภาวะไม่มีแสงนานประมาณ 12 -16 ชั่วโมง จากนั้นนำ
กระถางออกมาวางในสภาพที่มีแสง นาน 7-14 วัน สังเกตการเปลี่ยนแปลงของใบ เปรียบเทียบกับใบพืชที่ไม่หยด
สารละลาย ALA 

2.2 การทดสอบชนิดของวัชพืชที่ตอบสนองต่อกลไกการเข้าทำลายของกรดอะมิโนลีวูลินิค  
เตรียมต้นวัชพืชเพ่ือนำมาใช้ทดสอบ ได้แก่ ลูกใต้ใบ น้ำนมราชสีห์ และหญ้ายาง ฉีดพ่นสาร ALA ที่ผลิตได้ 

จากข้อ 1 บ่มในสภาวะไม่มีแสง นานประมาณ 12-16 ชั่วโมง จากนั้นนำออกมาวางในสภาพที่มีแสง สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของใบและลำต้น  
 
3. การศึกษาคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการควบคุมการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้ 
 ทำการเลี้ยงหนอนกระทู้ผักวัย 1-2 ในกล่องพลาสติกใส กล่องละ 1 ตัว แล้วจึงงดให้อาหารนาน 24 ชั่วโมง 
จากนั้นจึงให้อาหารเทียมขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตร ที่มีสาร ALA เคลือบบริเวณผิวอาหาร โดยวางแผนการทดลอง
แบบ CRD มีกรรมวิธีการทดลอง 5 กรรมวิธี เปรียบเทียบปริมาณสาร ALA ในอาหาร ที่ระดับต่างๆ ได้แก่ 50 40 
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30 และ 20 ไมโครลิตร และเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไม่ให้สาร ALA) แต่ละกรรมวิธีมีจำนวน 18 ซ้ำๆละ 1 ตัว 
จากนั้นให้ตัวหนอนอยู่ในที่มืด ไม่มีแสงนาน 1 คืน จากนั้นให้หนอนได้รับแสงและให้อาหารเทียมตามปกติ 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไม่ให้สาร ALA) เมื่อหนอนกินอาหารจนหมด หลังจากนั้นวันต่อมาจึงให้อาหารเทียม
ปกต ิบันทึกผลการเจริญเติบโต วัดขนาดความยาวลำตัวทุก 3 วัน จนตัวหนอนตายหรือเข้าดักแด้  
 
4. การพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑ์ของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในรูปแบบผงแห้ง 

4.1 เตรียมรูปแบบผลิตภัณฑ์กรดอะมิโนลีวูลินิคใน (ALA) รูปแบบผงแห้ง โดยผลิต ALA จากเซลล์ E. coli 
สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่ได้รับการถ่ายฝาก พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
LB -Ampicillin (ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เมื่อกระตุ้นการทำงานของยีนด้วยสาร 1 mM IPTG 
แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง เติมสารตั้งต้น แล้วเลี้ยงเป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง นำ
สารละลาย ALA ที่ผลิตได้ไปกรองผ่าน filter membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร และผ่านกระบวนการ Freeze 
drying ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส และ Spray drying ตั้งค่าต่างๆของเครื่อง ดังนี้ Inlet temperature 140 
องศาเซลเซียส (Outlet temperature 80 องศาเซลเซียส) aspirator 100 % Pump 28% Nozzle cleaner 6 
จนตัวอย่างมีสภาพเป็นผงแห้ง นำไปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ aminolevulinic acid จากตัวอย่างผลิตภัณฑ์
ด้วยเครื่อง UHPLC ดังนี้ 
 - เตรียมตัวอย่างเพ่ือตรวจวิเคราะห์ โดยนำตัวอย่างผลิตภัณฑ ์0.1 g ละลายน้ำ 10 ml แล้วกรองผ่าน 
membrane filter ขนาดรูพรุน 0.2 um 
 - เตรียมสารละลายมาตรฐาน aminolevulinic acid ด้วย H2O ให้ได้ความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.3 mg/ml   
 - การทำอนุพันธ์ด้วย AccqTag reagent นำสารมาตรฐาน/ตัวอย่าง มาทำปฏิกิริยากับ AccqTag reagent 
(Waters, USA) แล้วบ่มที่ อุณหภูมิ 55 oซ แล้วกรองผ่าน membrane filter ขนาดรูพรุน 0.2 um แล้วนำไป
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง UHPLC 
 - วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ aminolevulinic acid ในผลิตภัณฑ์ตัวอย่าง ด้วยเครื่อง Ultra High 
Liquid Chromatograph (UHPLC) ผลิตภัณฑ์ของ Shimadzu รุ่น Nexera-2 LD-30AD เครื่องตรวจวัดชนิด 
Photo diode array รุ่น SPD-M20A ระบบฉีดสารอัตโนมัติรุ่น SIL-30AC โดยกำหนดสภาวะเครื่อง UHPLC 
สำหรับการวิเคราะห์สาร ดังนี้ 
 คอลัมน์:    GL Sciences InertSustainSwift C18 (150mm × 2.1mm × 1.9 um)  
 อุณหภูมิคอลัมน์:  38 องศาเซลเซียส 
 อัตราการไหล:   0.5 ml/min  
 ตัวพา:    H2O (ตัวพา A)  
    2% acetate buffer pH 5 (ตัวพา B)  
    Acetonitrile (ตัวพา C)  
    ด้วยระบบ gradient :     0.1–7.5 นาท ี83% (B) และ 17% (C) 
        12.0–12.5 นาท ี60% (A) และ 40% (C) 
        12.51–15 นาท ี100% (A)  
 เครื่องตรวจวัด:   Fluorescent detector: Ex 250 nm Em 395 nm 
 ปริมาตรการฉีด:   0.5 ul 
 เวลาที่ใช้:   15 นาที 
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4.2 ศึกษาความคงตัวของผลิตภัณฑ์ระหว่างการเก็บรักษา ที่สภาวะอุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส
โดยการนำออกมาตรวจวิเคราะห์ปริมาณ ALA ทุก 2 เดือน ด้วยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 553 
นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร ALA ที่ความเข้มข้น 0-100 uM คำนวนค่าร้อยละอัตราการ
ลดลงของปริมาณกรดอะมิโนลีวูลินิคใน (ALA) จากสูตร 

 
อัตราการลดลงร้อยละ = ปริมาณสารตั้งต้น – ปริมาณสารสุดท้าย X 100 

                      ปริมาณสารตั้งต้น 
 

 
สถานที่ทำการวิจัย ห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุล สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ระยะเวลาดำเนินงาน  ตุลาคม 2562 - กันยายน 2564 
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ผลการทดลอง 
 

การทดลองท่ี 1.1 การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก โดยรีคอมบิแนนท์ E. coli (เริ่มตน้ปี 2562 - สิ้นสุดปี 2563) 
1. การสร้างรีคอมบิแนนท์ E. coli เพื่อการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก 

การสังเคราะห์ยีน hem A ที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการผลิตเอนไซม์ ALA synthase จาก genomic DNA 
ของเชื้อ Rhodobacter sp. ด้วยวิธี PCR Amplification โดยนำไพรเมอร์ที่ออกแบบให้มีความจำเพาะกับยีน hem A 
มาทดสอบกับกรดนิวคลีอิกของเชื้อแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค PCR ได้ชิ้นส่วนของยีน hem A ที่มีขนาดประมาณ 1,200 
bp ดังภาพที่ 1.1-1 

  

 
ภาพที่ 1.1-1 แสดง genomic DNA ของเชื้อแบคทีเรีย Rhodobacter sp. (ก) และ ผลผลิต PCR ของยีน hem 
A ซึ่งมีขนาดประมาณ 1,200 bp (ข) 

 
จากนั้นทำการโคลนชิ้นยีน hem A และเชื่อมต่อเข้าสู่เวคเตอร์พาหะ Protein Expression Vector 

(aLICator LIC Cloning and Expression system) ซึ่งมีแผนที่แสดงตำแหน่งของยีน hem A ดังภาพที่ 1.1-2 
โดยออกแบบไพรเมอร์ที่มีตำแหน่งของปลาย 5’ ที่สามารถเชื่อมต่อกับส่วนของเวคเตอร์ ดังนี้ 

Ex_HemA-F 5’ GGT TGG GAA TTG CAA GAC TAC AAT CTG GCA CTC GAT ACC 3’ 
Ex_HemA-R 5’ GGA GAT GGG AAG TCA TTA GGC AAC GAC CTC GGC GCG ATT C 3’  

แล้วจึงถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A เข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) เพ่ือการผลิตรี
คอมบิแนนท์โปรตีน ได้พลาสมิดดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 5.7 กิโลเบส และถ่ายชิ้นส่วนของยีนเข้าสู่เซลล์ E. coli 
(DH5α) คัดเลือกโคลนที่มีชิ้นยีน และเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์ในอาหารเหลว LB ที่มีสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 
ug/ml เพ่ือทำการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอได้ ดังภาพที่ 1.1-3 ตรวจสอบการปรากฎของชิ้นยีนด้วยเทคนิค PCR 
พบว่าเมื่อนำผลผลิต PCR มาแยกบน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis ย้อมเจลด้วยสารละลาย 
ethidium bromide (ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้นนำไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV 
Transiluminators เปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับดี เอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker 
(Fermentas) สามารถตรวจพบชิ้นยีนที่มีขนาดประมาณ 1,200 bp ดังภาพที่ 1.1-4 และเมื่อวิเคราะห์ลำดับนิวคลิ
โอไทด์ของยีน hem A ที่โคลนได้ ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับลำดับนิวคลีโอไทด์ ส่วน
ข อ ง  5-aminolevulic acid synthase isozyme (hemA) gene ข อ ง เ ชื้ อ  Rhodobacter sphaeroides 
(Accession no. L07490.1) ที่ identity 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีขนาด 1,224 bp ดังภาพที่ 1.1-5 และเมื่อแปรรหัส

ข  ข  ก  

 M     1      2      3      4        5      6      7      8     9        M    1     2     3     4        

1 kb 

2 kb 

~ 1,200 bp 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/L07490.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=22A3WCHH013
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เป็นลำดับของกรดอะมิโน พบว่า มีความคล้ายคลึงกับ 5-aminolevulinate synthase ของ R. sphaeroides 
(Accession no. WP_011337894.1 ที่ identity 100 เปอร์เซ็นต์ ดังภาพที่ 1.1-6 
 

 

 
ภาพที่ 1.1-2 แผนที่ตำแหน่งของยีน hem A ที่สอดแทรกอยู่ภายใน Expression Vector (aLICator LIC Cloning and 
Expression system) 

 

 
ภาพที่ 1.1-3 แสดงพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของ expression vector ที่มียีน hem A Lane M; DNA Marker 1 kb, 
Lane 1-2; พลาสมิดดเีอ็นเอสายผสมที่มียีน hem A ซึ่งได้รับการถ่ายฝากเข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) 
 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.1-4  การตรวจสอบการปรากฏของยีน hem A ในพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม โดยใช้เทคนิค PCR  Lane 
M; DNA Marker 1 kb, Lane 1-5; ผลผลิต PCR จากไพรเมอร์ยีน Ex_HemA-F, Ex_HemA-R, Lane 6-10; 
ผลผลิต PCR จากไพรเมอร์เวคเตอร์ (LIC Forward, LIC Reverse 

 

    M     1     2     3     4     5     6     7     8     9     10                        

 
primer vector LIC-F, R  primer Ex_HemA-F, R 

 M      1       2 

hem A gene 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011337894.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=227VYVUK013
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Rhodobacter sphaeroides 5-aminolevulic acid synthase isozyme (hemA) gene, complete 

cds, and ORFA  

Sequence ID: L07490.1Length: 3681Number of Matches: 1 

Range 1: 1947 to 3170GenBankGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2261 bits(1224) 0.0 1224/1224(100%) 0/1224(0%) Plus/Plus 

Query  1     ATGGACTACAATCTGGCACTCGATACCGCTCTGAACCGGCTCCATACCGAGGGCCGGTAC  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1947  ATGGACTACAATCTGGCACTCGATACCGCTCTGAACCGGCTCCATACCGAGGGCCGGTAC  2006 

 

Query  61    CGGACCTTCATCGACATCGAGCGGCGCAAGGGTGCCTTCCCGAAAGCCATGTGGCGCAAG  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2007  CGGACCTTCATCGACATCGAGCGGCGCAAGGGTGCCTTCCCGAAAGCCATGTGGCGCAAG  2066 

 

Query  121   CCCGACGGGAGCGAGAAGGAAATCACCGTCTGGTGCGGCAACGACTATCTCGGCATGGGC  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2067  CCCGACGGGAGCGAGAAGGAAATCACCGTCTGGTGCGGCAACGACTATCTCGGCATGGGC  2126 

 

Query  181   CAGCATCCGGTGGTGCTGGGGGCCATGCACGAGGCGCTGGATTCGACCGGCGCCGGGTCG  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2127  CAGCATCCGGTGGTGCTGGGGGCCATGCACGAGGCGCTGGATTCGACCGGCGCCGGGTCG  2186 

 

Query  241   GGCGGCACGCGCAACATCTCGGGCACCACGCTCTATCACAAGCGCCTCGAGGCCGAGCTC  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2187  GGCGGCACGCGCAACATCTCGGGCACCACGCTCTATCACAAGCGCCTCGAGGCCGAGCTC  2246 

 

Query  301   GCCGACCTGCACGGCAAGGAAGCGGCGCTGGTCTTCTCGTCGGCCTATATCGCCAACGAC  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2247  GCCGACCTGCACGGCAAGGAAGCGGCGCTGGTCTTCTCGTCGGCCTATATCGCCAACGAC  2306 

 

Query  361   GCGACCCTCTCGACGCTGCCGCAGCTGATCCCGGGCCTCGTCATCGTCTCGGACAAGTTG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2307  GCGACCCTCTCGACGCTGCCGCAGCTGATCCCGGGCCTCGTCATCGTCTCGGACAAGTTG  2366 

 

Query  421   AACCACGCTTCGATGATCGAGGGCATCCGCCGCTCGGGCACCGAGAAGCACATCTTCAAG  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2367  AACCACGCTTCGATGATCGAGGGCATCCGCCGCTCGGGCACCGAGAAGCACATCTTCAAG  2426 

 

Query  481   CACAATGACCTCGACGACCTGCGCCGGATCCTGACCTCGATCGGCAAGGACCGTCCGATC  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2427  CACAATGACCTCGACGACCTGCGCCGGATCCTGACCTCGATCGGCAAGGACCGTCCGATC  2486 

 

Query  541   CTCGTGGCCTTCGAATCCGTCTATTCGATGGATGGCGACTTCGGCCGCATCGAGGAGATC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2487  CTCGTGGCCTTCGAATCCGTCTATTCGATGGATGGCGACTTCGGCCGCATCGAGGAGATC  2546 

 

Query  601   TGCGACATCGCCGACGAGTTCGGCGCGCTGAAATACATCGACGAGGTCCATGCCGTCGGC  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2547  TGCGACATCGCCGACGAGTTCGGCGCGCTGAAATACATCGACGAGGTCCATGCCGTCGGC  2606 

 

Query  661   ATGTACGGCCCCCGCGGCGGCGGCGTGGCCGAGCGGGACGGGCTGATGGACCGGATCGAC  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2607  ATGTACGGCCCCCGCGGCGGCGGCGTGGCCGAGCGGGACGGGCTGATGGACCGGATCGAC  2666 

 

Query  721   ATCATCAACGGGACGCTGGGCAAGGCCTATGGCGTGTTCGGCGGCTATATCGCGGCCTCG  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2667  ATCATCAACGGGACGCTGGGCAAGGCCTATGGCGTGTTCGGCGGCTATATCGCGGCCTCG  2726 

 

Query  781   TCAAAGATGTGCGACGCGGTGCGCTCCTACGCGCCGGGCTTCATCTTCTCGACCTCGCTG  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2727  TCAAAGATGTGCGACGCGGTGCGCTCCTACGCGCCGGGCTTCATCTTCTCGACCTCGCTG  2786 

 

Query  841   CCGCCCGTCGTGGCGGCCGGTGCGGCGGCCTCGGTGCGCCACCTCAAGGGCGATGTGGAG  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2787  CCGCCCGTCGTGGCGGCCGGTGCGGCGGCCTCGGTGCGCCACCTCAAGGGCGATGTGGAG  2846 

 
ภาพที่ 1.1-5 ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายคลึงกับส่วนของ                     
5-aminolevulic acid synthase isozyme (hemA) gene ของเชื้อ Rhodobacter sphaeroides (Accession 
no. L07490.1) ที ่identity 100 เปอร์เซ็นต ์
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/L07490.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=22A3WCHH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/L07490.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=22A3WCHH013&from=1947&to=3170
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L07490.1?report=graph&rid=22A3WCHH013%5bL07490.1%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5d&v=1886:3231&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/L07490.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=22A3WCHH013
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Query  901   CTGCGCGAGAAGCACCAGACCCAGGCCCGCATCCTGAAGATGCGCCTCAAGGGGCTCGGC  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2847  CTGCGCGAGAAGCACCAGACCCAGGCCCGCATCCTGAAGATGCGCCTCAAGGGGCTCGGC  2906 

 

Query  961   CTGCCGATCATCGACCACGGCTCGCACATCGTGCCGGTCCATGTGGGCGACCCCGTGCAC  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2907  CTGCCGATCATCGACCACGGCTCGCACATCGTGCCGGTCCATGTGGGCGACCCCGTGCAC  2966 

 

Query  1021  TGCAAGATGATCTCGGACATGCTGCTCGAGCATTTCGGCATCTATGTCCAGCCGATCAAC  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2967  TGCAAGATGATCTCGGACATGCTGCTCGAGCATTTCGGCATCTATGTCCAGCCGATCAAC  3026 

 

Query  1081  TTCCCGACCGTGCCGCGCGGGACCGAGCGGCTGCGCTTCACCCCGTCGCCCGTGCATGAT  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3027  TTCCCGACCGTGCCGCGCGGGACCGAGCGGCTGCGCTTCACCCCGTCGCCCGTGCATGAT  3086 

 

Query  1141  TCCGGCATGATCGATCACCTCGTGAAGGCCATGGACGTGCTCTGGCAGCACTGTGCGCTG  1200 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3087  TCCGGCATGATCGATCACCTCGTGAAGGCCATGGACGTGCTCTGGCAGCACTGTGCGCTG  3146 

 

Query  1201  AATCGCGCCGAGGTCGTTGCCTGA  1224 

             |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  3147  AATCGCGCCGAGGTCGTTGCCTGA  3170 

 
ภาพที่ 1.1-5 (ต่อ) ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ
ส่วนของ 5-aminolevulic acid synthase isozyme (hemA) gene ของเชื้อ  Rhodobacter sphaeroides 
(Accession no. L07490.1) ที ่identity 100 เปอร์เซ็นต์ 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/L07490.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=22A3WCHH013
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5-aminolevulinate synthase [Rhodobacter sphaeroides]  

Sequence ID: WP_011337894.1Length: 407Number of Matches: 1 

Related Information 

Gene-associated gene details 

Identical Proteins-Identical proteins to WP_011337894.1 

Range 1: 1 to 407GenPeptGraphics Next Match Previous Match  

Alignment statistics for match #1 

Score Expect Identities Positives Gaps 

805 bits(2078) 0.0 407/407(100%) 407/407(100%) 0/407(0%) 

Query  1    MDYNLALDTALNRLHTEGRYRTFIDIERRKGAFPKAMWRKPDGSEKEITVWCGNDYLGMG  60 

            MDYNLALDTALNRLHTEGRYRTFIDIERRKGAFPKAMWRKPDGSEKEITVWCGNDYLGMG 

Sbjct  1    MDYNLALDTALNRLHTEGRYRTFIDIERRKGAFPKAMWRKPDGSEKEITVWCGNDYLGMG  60 

 

Query  61   QHPVVLGAMHEALDSTGAGSGGTRNISGTTLYHKRLEAELADLHGKEAALVFSSAYIAND  120 

            QHPVVLGAMHEALDSTGAGSGGTRNISGTTLYHKRLEAELADLHGKEAALVFSSAYIAND 

Sbjct  61   QHPVVLGAMHEALDSTGAGSGGTRNISGTTLYHKRLEAELADLHGKEAALVFSSAYIAND  120 

 

Query  121  ATLSTLPQLIPGLVIVSDKLNHASMIEGIRRSGTEKHIFKHNDLDDLRRILTSIGKDRPI  180 

            ATLSTLPQLIPGLVIVSDKLNHASMIEGIRRSGTEKHIFKHNDLDDLRRILTSIGKDRPI 

Sbjct  121  ATLSTLPQLIPGLVIVSDKLNHASMIEGIRRSGTEKHIFKHNDLDDLRRILTSIGKDRPI  180 

 

Query  181  LVAFESVYSMDGDFGRIEEICDIADEFGALKYIDEVHAVGMYGPRGGGVAERDGLMDRID  240 

            LVAFESVYSMDGDFGRIEEICDIADEFGALKYIDEVHAVGMYGPRGGGVAERDGLMDRID 

Sbjct  181  LVAFESVYSMDGDFGRIEEICDIADEFGALKYIDEVHAVGMYGPRGGGVAERDGLMDRID  240 

 

Query  241  IINGTLGKAYGVFGGYIAASSKMCDAVRSYAPGFIFSTSLPPvvaagaaasvRHLKGDVE  300 

            IINGTLGKAYGVFGGYIAASSKMCDAVRSYAPGFIFSTSLPPVVAAGAAASVRHLKGDVE 

Sbjct  241  IINGTLGKAYGVFGGYIAASSKMCDAVRSYAPGFIFSTSLPPVVAAGAAASVRHLKGDVE  300 

 

Query  301  LREKHQTQARILKMRLKGLGLPIIDHGSHIVPVHVGDPVHCKMISDMLLEHFGIYVQPIN  360 

            LREKHQTQARILKMRLKGLGLPIIDHGSHIVPVHVGDPVHCKMISDMLLEHFGIYVQPIN 

Sbjct  301  LREKHQTQARILKMRLKGLGLPIIDHGSHIVPVHVGDPVHCKMISDMLLEHFGIYVQPIN  360 

 

Query  361  FPTVPRGTERLRFTPSPVHDSGMIDHLVKAMDVLWQHCALNRAEVVA  407 

            FPTVPRGTERLRFTPSPVHDSGMIDHLVKAMDVLWQHCALNRAEVVA 

Sbjct  361  FPTVPRGTERLRFTPSPVHDSGMIDHLVKAMDVLWQHCALNRAEVVA  407 

 
ภาพที่ 1.1-6 การเปรียบเทียบลำดับของอะมิโนแอซิดของยีน hemA ที่ได้จากการโคลนเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีน 
NCBI ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับ 5-aminolevulinate synthase ของ Rhodobacter sphaeroides (Accession 
No. WP_011337894.1) ที ่identity 100 เปอร์เซ็นต ์
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011337894.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=227VYVUK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?RID=227VYVUK013&log$=genealign&blast_rank=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipg/WP_011337894.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011337894.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=227VYVUK013&from=1&to=407
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?RID=227VYVUK013&id=WP_011337894.1&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments%7CRefseq%20Alignments%7CGnomon%20Alignments%7CUnnamed,shown:false%5d&v=0:427&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011337894.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=227VYVUK013
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การศึกษาการแสดงออกในระดับโปรตีนของรีคอมบิแนนท์ E. coli  
 การถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน  hem A เข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) เพ่ือ

การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน เปรียบเทียบการชักนำการแสดงออกของยีนด้วยสาร IPTG ที่ความเข้มข้น 1 mM 
และ 3 mM เป็นเวลานาน 6 ชั่วโมง เก็บเซลล์ทุก 1 ชั่วโมง เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี SDS-
PAGE พบการแสดงออกของโปรตีนสูงสุดในชั่วโมงที่ 6 โดยรีคอมบิแนนท์เอนไซม์  ALA synthase ที่ได้มีขนาด
ประมาณ 45 กิโลดาลตัน ดังภาพที่ 1.1-7  

 
 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 1.1-7 การแสดงออกของโปรตีน fusion protein (ลูกศรชี้) ที่ได้รับการชักนำการแสดงออกของยีน hem 
A โดย 3mM IPTG (ก) และ 1 mM IPTG (ข) Lane M; protein marker Lane 1-8; recombinant E. coli BL21 
(DE3) ที่ได้รับการกระตุ้นนาน 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ชั่วโมง ตามลำดับ 

 
 

2. การผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค 5-Aminolevulinic acid (ALA)  
2.1 การศึกษาชนิดของสารตั้งต้นที่มีผลต่อการชักนำการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค  

 การทดสอบการชักนำการผลิตสาร ALA จากการชักนำการทำงานของยีน hem A ด้วย 1 mM IPTG ทำ
ให้มีกิจกรรมของเอนไซม์ ALA synthase โดยใช้เซลล์ตั้งต้น OD600 = 0.5 เมื่อเวลาผ่านไปนาน 6 ชั่วโมง เติมสาร
ตั้งต้นชนิดต่างๆ ได้แก่ 60mM Glycine, 30mM Glycine +10mM Succinic Acid, 10 mM L-Glutamic Acid, 
10 mM Levulenic Acid, 30 mM Levulenic Acid ทำการชักนำการผลิตสาร ALA โดยการบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบ/นาที และเลี้ยงเซลล์ต่อจนครบ 24 ชั่วโมง ทำการตรวจวัดปริมาณ
สาร ALA ที่ผลิตได้ โดยการทำปฏิกิริยากับสารละลาย Ehrlich’s reagent เมื่อนำสารละลายดังกล่าวไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 553 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร  ALA ที่ความเข้มข้น 0-100 
uM พบว่า 30mM Glycine + 10 mM Succinic Acid สามารถจากการชักนำการผลิตสาร ALA ได้ดีที่สุด โดยวัด
ปริมาณสาร ALA ได้เท่ากับ 249.970 uM รองลงมา ได้แก่ การเติมสาร 60mM Glycine, 30 mM Levulenic 
Acid, 10 mM L-Glutamic Acid และ 10 mM Levulenic Acid โดยวัดปริมาณสาร ALA ได้ 204.937, 75.519, 
47.996 และ 46.016 uM ตามลำดับ ดังตารางที่ 1.1-1 ภาพที่ 1.1-8  
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ตารางที่ 1.1-1 แสดงผลการเปรียบเทียบปริมาณการสังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ที่ผลิตไดโ้ดยสารตั้งต้นชนิด
ต่างๆภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง   
 

สารตั้งต้น ปริมาณสาร ALA (uM) 
60 mM Glycine  204.937 
30 mM Glycine + 10 mM Succinic Acid 249.970 
10 mM L-Glutamic Acid  47.996 
10 mM Levulenic Acid  46.016 
30 mM Levulenic Acid          75.519 
ชุดควบคุม (ไม่ใส่สารตั้งต้น) 44.994 

 
 

 
 
ภาพที่  1.1-8 การผลิตสาร aminolevulinic acid (ALA) จาก recombinant E. coli ที่ ได้ เลี้ยงในอาหาร LB + 
ampicillin 100 mg/L +1mM IPTG และเติมสารตั้งต้นแต่ละชนิด ดังนี้ 30mM Glycine + 10 mM Succinic Acid 
(a), 60mM Glycine (b), 30 mM Levulenic Acid (c), 10 mM L-Glutamic Acid (d), 10 mM Levulenic Acid 
(e), LB+ ampicillin 100 mg/L +1mM IPTG (f), และ LB+ ampicillin 100 mg/L (g) 

 
 
2.2 การศึกษาสภาวะปัจจัยท่ีมีผลต่อการสังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิค  

2.2.1 การศึกษาผลของสภาวะอุณหภูมิที่มีผลต่อการสังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิค 
จากการศึกษาอุณหภูมิที่ มีผลต่อการผลิตสาร ALA ของ recombinant E. coli โดยการ

เปรียบเทียบอุณหภูมิ 3 ช่วง ได้แก่ 30 37 และ 45 องศาเซลเซียส พบว่า อุณหภูมิที่มีผลให้สามารถผลิตสาร ALA 
ได้ในปริมาณสูงที่สุด คือ 30 รองลงมาคือ 37 และ 45 องศาเซลเซียส โดยให้ค่าเฉลี่ยการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิ
โนลีวูลินิค เท่ากับ 354.254 351.288 และ 217.175 uM ตามลำดับ ดังตารางที่ 1.1-2 
   2.2.2 การศึกษาผลของสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารที่มีผลต่อการสังเคราะห์
กรดอะมิโนลีวูลินิค 

จากการศึกษาผลค่าความเป็นกรด -ด่าง (pH) ของอาหารที่มีผลต่อการผลิตสาร ALA ของ 
recombinant E. coli โดยการเปรียบเทียบระดับความเป็นกรด-ด่าง ของอาหาร LB ในช่วง 5 6 และ 7 พบว่า  
ค่าความเป็นกรด-ด่าง ของอาหาร LB มีผลต่อปริมาณการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค โดยพบว่า ที่ระดับความเป็นกรด-

a       b       c      d      e       f       g 

control recombinant E. coli  
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ด่าง ของอาหาร LB เท่ากับ 7 จะให้ค่าเฉลี่ยปริมาณกรดอะมิโนลีวูลินิค สูงที่สุด เท่ากับ 364.29 uM รองลงมา คือ 
pH 6 และ 5 โดยให้ค่าการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนลีวูลินิค เท่ากับ 331.34 และ 231.85 uM ตามลำดับ ดัง
ตารางที่ 1.1-2 

 
ตารางท่ี 1.1-2 แสดงผลของสภาวะอุณหภูมิและความเป้นกรด-ด่าง (pH) ที่มีผลต่อการสังเคราะห์กรดอะมิโน   
ลีวูลินิค (ALA)  
          สภาวะปัจจัย 

ปริมาณสาร ALA (uM) 

อุณหภูมิ (๐C) pH 
30 37 45 5 6 7 

รีคอมบิแนนท์ E. coli 354.254  351.288 217.175 231.85 331.34 364.29 
 

2.3 การศึกษากระบวนการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิคในระบบถังหมักขนาดเล็ก 
2.3.1 การทดสอบการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในระบบถังหมัก (BIOFLO 2000 Fermenter) 
จากการทดสอบการขยายขนาดการผลิตสาร ALA โดยการนำเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) 

ที่ได้รับการถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A มาทำการเพาะเลี้ยงในระบบถังหมัก (BIOFLO 2000 
Fermenter) ดังภาพที่ 1.1-9 โดยใช้อาหารเหลว LB -Ampicillin (ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
ปริมาตร 3,000 มิลลิลิตร เมื่อกระตุ้นการทำงานของยีนด้วยสาร 1 mM IPTG และมีการอัดอากาศเป็นระยะ นาน 
6 ชั่วโมง จึงทำการชักนำการผลิตสาร ALA ด้วยสารตั้งต้นปฏิกิริยา 30mM Glycine และ 10 mM Succinic 
Acid นำไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์ในสภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีอัตราการกวนด้วยความเร็ว 130 
รอบ/นาที  จนครบเวลานาน 12-16 ชั่วโมง แล้วจึงนำสารละลาย ALA ที่ผลิตได้  นำไปกรองผ่าน filter 
membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ดังภาพที่ 1.1-10 เมื่อนำไปวิเคราะห์ปริมาณสาร ALA พบว่า การผลิตใน
ระบบถังหมักขนาดเล็กข้างต้น สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตสาร ALA ได้ในปริมาณที่มากขึ้นเท่ากับ 489.073 µM 
ซึ่งจะเป็นแนวทางในพัฒนาและศึกษาสภาวะปัจจัยที่เหมาะสมในการผลิตสาร ALA ต่อไป 

 

 
ภาพที่ 1.1-9 การผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในระบบถังหมักขนาดเล็ก (BIOFLO 2000 Fermenter) 
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ภาพที่ 1.1-10 การแยกตะกอนเซลล์และโปรตีนของเซลล์แบคทีเรียออกโดยวิธีการกรองด้วยระบบสุญญากาศผ่าน 
filter membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร  

 
2.3.2 การทดสอบการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิคในระบบถังหมักขนาด 50 ลิตร  

  การพัฒนากระบวนการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) จากการทดสอบเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์ E. 
coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่มี recombinant plasmid ของยีน hem A ในอาหารเหลว LB -Ampicillin (ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ลิตร ในระบบถังหมักขนาด 50 ลิตร ดังภาพที่ 1.1-11 และกระตุ้น
การแสดงออกของยีน hem A ด้วยสาร  1 mM IPTG และมีอัตราการกวนด้วยความเร็วประมาณ 80 รอบ/นาที 
เมื่อครบ 6 ชั่วโมง จึงทำการเติมสารตั้งต้นปฏิกิริยาการผลิตสาร ALA โดยการเติมสาร 30mM Glycine และ 10 
mM Succinic Acid และเลี้ยงเซลล์ต่อจนครบ 24 ชั่วโมง แล้วจึงนำสารละลาย ALA ที่ผลิตได้ ไปกรองผ่าน filter 
membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือแยกเอาตะกอนเซลล์ และโปรตีนของเซลล์แบคทีเรียออก โดยวิธีการ
กรองด้วยระบบสุญญากาศ เมื่อตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร ALA ด้วยเครื่อง spectrophotometer พบว่า สามารถ
ผลิต ALA ได้ในปริมาณสูงถึง 615.928 uM  อย่างไรก็ตามเพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาและเพ่ือให้สารที่ผลิตได้มีความ
เข้มข้นมากยิ่งขึ้น งานวิจัยนี้จึงได้เตรียมกรดอะมิโนลีวูลินิคให้อยู่ในรูปแบบผงแห้ง โดยใช้เทคนิคการทำแห้งแบบ
เยือกแข็ง (Freeze drying) และ spray dry ดังภาพที่ 1.1-12 และ 1.1-13         
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ภาพที่ 1.1-11 การผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในระบบถังหมักขนาด 50 ลิตร 
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การทดลองที่ 1.2 การศึกษาประสิทธิภาพของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิคเพื่อการประยุกต์ใชท้างการเกษตร  
                     (เริ่มต้นปี 2563 สิ้นสุดปี 2564) 

1. การศึกษาคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช 

 - การทดสอบคุณสมบัติของสาร ALA ที่ความเข้มข้นต่างๆในการกระตุ้นการเจริญเติบโตในพืชใบ
เลี้ยงเดี่ยว/ใบเลี้ยงคู่ 
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของสาร ALA (สารมาตรฐาน) ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช เพ่ือ
ทดสอบหาปริมาณสารที่มีผลต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ ข้าว ฟักทอง ผักชีลาว พริกขี้หนูสวน 
คะน้า และคึ่นฉ่าย พบว่า ที่ความเข้มข้นของสารละลาย 1 mM ALA สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของรากและ
ลำต้น ของพืช ได้แก่ ข้าว คะนาต้น พริกขี้หนูสวน และผักชีลาว ได้ดีที่สุด เมื่อเทียบกับที่ความเข้มข้นของสาร 
10mM ALA และชุดความคุม (น้ำกลั่น) ส่วนที่ความเข้มข้นสารละลาย 10 mM ALA สามารถกระตุ้นการงอกและ
เจริญเติบโตของฟักทองได้ดีที่สุด เมื่อเทียบกับ 1 mM ALA และชุดความคุม (น้ำกลั่น) ส่วนในคึ่นฉ่าย พบว่า สาร 
ALA ไม่มีผลต่อการงอกและการเจริญเติบโต (ภาพที่ 1.2-1) 
 การผลิตสารละลายกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) จากการนำเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่ได้รับการ
ถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB -Ampicillin (ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เมื่อกระตุ้นการทำงานของยีนด้วยสาร 1 mM IPTG แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง และนำสารละลาย ALA ที่ผลิตได้ไปกรองผ่าน filter membrane ขนาด 0.2 
ไมโครเมตร แล้วนำสารที่ได้ไปทำให้มีความเข้มข้นสูงขึ้น ด้วยเครื่องระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 
(ภาพท่ี 1.2-2) โดยได้สาร ALA ที่มีความเข้มข้น 4,177.82 uM  
 เมื่อนำสารละลายกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ที่ผลิตได้ข้างต้น มาปรับความเข้มข้นของสารเท่ากับ 1mM ALA 
เพ่ือนำมาทดสอบการกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ ข้าว คะน้าต้น และแตงกวา พบว่า กรดอะมิโนลีวูลินิค 
(ALA) มีผลในการกระตุ้นการเจริญเติบโต โดยช่วยเพ่ิมจำนวน ความยาวราก และความสูงต้น ของเมล็ดกวางตุ้ง และ
แตงกวา ในคะน้ามีผลในการเพ่มจำนวนราก และในเมล็ดข้าวมีผลในการเพ่ิมความยาวราก เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
(แช่น้ำกลั่น) (ตารางที่ 1.2-1, ภาพที่ 1.2-3) 
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  ข้าว หลังการทดสอบ 7 วัน 

 

              ชุดควบคุม(น้ำกลั่น)                 1 mM ALA                      10 mM ALA 
 
คะน้า หลังการทดสอบ 7 วัน 

 

             ชุดควบคุม(น้ำกลั่น)                 1 mM ALA                      10 mM ALA 
 

  พริกขี้หนูสวน หลังการทดสอบ 16 วัน 

 
             ชุดควบคุม(น้ำกลั่น)                 1 mM ALA                      10 mM ALA 
ภาพที่ 1.2-1 การเปรียบเทียบความเข้มข้นต่างๆของสาร ALA ที่มีผลในการกระตุ้นการเจริญเติบโตในพืชทดสอบ 
(ข้าว คะน้าต้น พริกข้ีหนูสวน ผักชีลาว และฟักทอง)  
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ผักชีลาว หลังการทดสอบ 11 วัน 

 

             ชุดควบคุม(น้ำกลั่น)                 1 mM ALA                      10 mM ALA 
 
  ฟักทอง หลังการทดสอบ 11 วัน 

 

             ชุดควบคุม(น้ำกลั่น)                 1 mM ALA                      10 mM ALA 
 
คึ่นช่าย หลังการทดสอบ 16 วัน 

 

             ชุดควบคุม(น้ำกลั่น)                 1 mM ALA                      10 mM ALA 
 
ภาพที่ 1.2-1 (ต่อ) การเปรียบเทียบความเข้มข้นต่างๆของสาร ALA ที่มีผลในการกระตุ้นการเจริญเติบโตในพืชทดสอบ 
(ข้าว คะน้าต้น พริกข้ีหนูสวน ผักชีลาว ฟักทอง และคึ่นช่าย)  
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ภาพที่ 1.2-2 การเตรียมสารละลายกรดอะมิโนลีวูลินิคให้มีความเข้มข้นสูง ด้วยเครื่องระเหยสารแบบหมุน (Rotary 
evaporator) 
 
ตารางที่ 1.2-1 ค่าเฉลี่ยของจำนวนราก ความยาวราก และความสูงต้น ของพืชทดสอบ (ข้าว กวางตุ้ง คะน้า และ
แตงกวา) ที่ได้รับสารสารละลายกรดอะมิโนลีวูลินิค     
 

พืชทดสอบ/กรรมวิธี 
ค่าเฉลี่ย  

จำนวนราก ความยาวราก (ซม.) ความสูงต้น (ซม.) 
เมล็ดข้าว 
ALA  7.22 5.54 4.14 
ชุดควบคุม (น้ำกลั่น) 7.44 3.24 3.63 

เมล็ดกวางตุ้ง 
ALA  6.93 8.14 4.25 
ชุดควบคุม (น้ำกลั่น)  5.64 7.07 2.97 

เมล็ดคะน้า 
ALA  5.86 4.74 3.36 
ชุดควบคุม (น้ำกลั่น) 4.85 5.25 3.60 

เมล็ดแตงกวา 
ALA  22.40 14.03 4.92 
ชุดควบคุม (น้ำกลั่น) 14.05 10.48 4.41 
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ภาพที่ 1.2-3 กราฟแสดงผลของสารสารละลายกรดอะมิโนลีวูลินิคที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของพืชทดสอบ   
(ข้าว กวางตุ้ง คะน้า และแตงกวา)  

2. การศึกษาคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการยับยั้งการเจริญของวัชพืช 
จากการทดสอบการขยายขนาดการผลิตสาร ALA โดยการนำเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่ได้รับ

การถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A มาทำการเพาะเลี้ยงในระบบถังหมัก โดยใช้อาหารเหลว LB -
Ampicillin (ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 2,000 มิลลิลิตร เมื่อกระตุ้นการทำงานของยีนด้วย
สาร 1 mM IPTG และมีการอัดอากาศเป็นระยะ นาน 6 ชั่วโมง จึงทำการชักนำการผลิตสาร ALA ด้วยสารตั้งต้น
ปฏิกิริยา 30mM Glycine และ 10 mM Succinic Acid นำไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์ในสภาวะอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยมีอัตราการกวนด้วยความเร็ว 130 รอบ/นาที จนครบเวลานาน 24 ชั่วโมง (ตั้งแต่เติมสาร IPTG) แล้ว
จึงนำสารละลาย ALA ที่ผลิตได้ไปกรองผ่าน filter membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เมื่อนำไปวิเคราะห์
ปริมาณสาร ALA พบว่า การผลิตในระบบถังหมักขนาดเล็กข้างต้น สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตสาร ALA ได้ใน
ปริมาณที่มากข้ึนเท่ากับ 521.16 µM ซึ่งจะใช้ในการศึกษาข้ันตอนต่อไป 
 2.1 การทดสอบคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการยับยั้งการเจริญของวัชพืช 

- การทดสอบกลไกการทำลายชั้น membrane ของพืช  
จากผลการทดสอบกลไกการทำลายของชั้น membrane ของพืช ทั้งในสภาวะกล่องควบคุมความชื้น 

(moist chamber) และ การทดสอบในกระถาง พบว่า เมื่อหยดกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ลงบนบริเวณส่วนของใบใน
สภาวะไม่มีแสง นาน 12-16 ชั่วโมง จากนั้นเมื่อนำออกมาวางในสภาพที่มีแสง นาน 2 -3 วัน สังเกตพบการ
เปลี่ยนแปลงของ cell membrane เกิดรอยไหม้ที่ใบมีรอยแผลสีน้ำตาล (ภาพที่ 1.2-5) เนื้อใบมีสีซีด ใบเหี่ยวเฉา
เกิดการสูญเสียน้ำและตายในที่สุด (Sasaki et al., 1987) ซึ่งเกิดจากสาร ALA เปลี่ยนรูปเป็น protochlorophyllide 
เมื่อมีแสงอาทิตย์ จะทำหน้าที่เป็นตัว photosynthesizers (เปลี่ยนเป็น triplet oxygen ที่มีศักยภาพในการ
ออกซิไดซ์ singlet oxygen) ออกซิเจนในรูป singlet oxygen จะออกซิไดซ์อย่างรุนแรง (superoxidizes) ต่อ
ฟอสโฟลิปิดของผนังเซลล์ของใบพืช ผนังเซลล์ถูกทำลาย วัชพืชตาย (ภาพที่ 1.2-6) 
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ภาพที่ 1.2-5 ลักษณะการทำลายชั้น membrane ในใบวัชพืชที่หยดกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) เมื่อทดสอบใน
สภาวะกล่องควบคุมความชื้น (moist chamber) และบ่มในสภาพที่มีแสง นาน 2-3 วัน 

 
 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 1.2-6 ลักษณะการทำลายชั้น membrane ในใบวัชพืชโดยกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) (ลูกศร) เมื่อทดสอบ
ในวัชพืช (บาหยา) ที่ปลูกในกระถาง หลังการหยดสาร ALA บ่มในที่มืด 1 คืน หลังจากนั้นนำออกมาให้ได้รับแสงปกติ 
นาน 7-14 วัน 
 

2.2 การทดสอบชนิดของวัชพืชที่ตอบสนองต่อกลไกการเข้าทำลายของกรดอะมิโนลีวูลินิค  
ผลการทดสอบนำวัชพืชบาหยา ลูกใต้ใบ น้ำนมราชสีห์ และหญ้ายาง ฉีดพ่นสารละลาย ALA ที่ผลิตได้ บ่มใน

สภาวะไม่มีแสง นานประมาณ 12-16 ชั่วโมง เมื่อนำออกมาวางในสภาพที่มีแสง 7-14 วัน พบว่า สามารถสังเกต
การเปลี่ยนแปลงในส่วนของใบและลำต้น เกิดรอยไหม้ มีรอยแผลสีน้ำตาล ใบแห้ง ใบเหี่ยวเฉาเกิดการสูญเสียน้ำ ใบ
แห้งตาย และร่วงในที่สุด (ภาพที่ 1.2-7) 

 
 
 
 

Control (ddH2O) ALA 
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ภาพที่ 1.2-7 การทดสอบชนิดของวัชพืชที่ตอบสนองต่อกลไกการเข้าทำลายของกรดอะมิโนลีวูลินิค ได้แก่ ลุกใต้
ใบ (ก) น้ำนมราชสีห์ (ข) และ หญ้ายาง (ค) 

 

ลูกใต้ใบ 

น ้ำนมรำชสีห์ 

หญ้ำยำง 

ก่อนพ่น 
ALA 

หลังพ่น ALA 

ก่อนพ่น 
ALA 

หลังพ่น ALA 

ก่อนพ่น 
ALA 

หลังพ่น ALA 

ค 

ข 

ก 
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3. การศึกษาคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการควบคุมการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้ 
 การทดสอบคุณสมบัติของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในการควบคุมการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้ผักวัย 
1-2 โดยงดให้อาหารนาน 24 ชั่วโมง ก่อนแล้วจึงให้อาหารเทียมที่มีสาร ALA เคลือบบริเวณผิวอาหาร วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD กำหนดกรรมวิธีการทดลอง 5 กรรมวิธี (ปริมาตรสาร ALA 50 40 30 และ 20 ไมโครลิตร) 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไม่ให้สาร ALA) แต่ละกรรมวิธีมีจำนวน 18 ซ้ำๆละ 1 ตัว จากนั้นให้ตัวหนอนอยู่ในที่
มืด ไม่มีแสงนาน 1 คืน จากนั้นให้ได้รับแสงและให้อาหารเทียมตามปกติ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไม่ให้สาร 
ALA) พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน หนอนกระทู้ที่ได้รับสาร ALA มีอัตราการเจริญเติบโตที่ลดลงเมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม (ไม่ให้สาร ALA) ซึ่งคำนวนจาก ร้อยละของอัตราการเจริญของหนอนเมื่อได้รับสาร = [ความยาวลำตัว
(หลัง) – ความยาวลำตัว(ก่อน)]/ ความยาวลำตัว(หลัง) x 100                                                         
 จากผลการทดสอบ หนอนที่ได้รับกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ทุกกรรมวิธีจะมีลักษณะอาการเฉื่อย ชา และ
อ่อนปวกเปียก กินอาหารได้ช้า (ภาพที่ 1.2-8)  โดยพบว่า กรรมวิธี T1 มีค่าร้อยละของอัตราการเจริญเติบโตของ
หนอนกระทู้ผักหลังจากได้รับ ALA นาน 7 วัน น้อยที่สุดเท่ากับ 67.16 และ T2 T4 และ T3 มีค่า 72.86 73.04 
และ 73.82 ตามลำดับ โดยมีค่าความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์  
(ตารางท่ี 1.2-2)   
 
 

                                
 

ภาพที่ 1.2-8 ลักษณะหนอนกระทู้ผักท่ีได้รับกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) มีอาการเฉื่อย ชา และอ่อนปวกเปียก  
   กินอาหารได้ช้า  
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ตารางที ่1.2-2 แสดงผลค่าเฉลี่ยร้อยละของอัตราการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้ผักหลังจากได้รับ ALA นาน 7 วัน 
 

กรรมวิธี 
ค่าเฉลี่ยร้อยละของอัตราการเจริญเติบโต

ของหนอนกระทู้ผัก 
T1 (ALA 50 ul) 67.16 b1/ 
T2 (ALA 40 ul) 72.86 b 
T3 (ALA 30 ul) 73.82 b 
T4 (ALA 20 ul) 73.04 b 
ชุดควบคุม (ไม่ให้สาร ALA) 137.31 a 
F-test ** 
cv 39.82 

 **  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
  1/  :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s   
                Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

 
4. การพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑ์ของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในรูปแบบผงแห้ง 
 การเตรียมสารละลายกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) โดยนำสารละลาย ALA ที่ผลิตได้ไปทำให้มีความเข้มข้นขึ้น 
โดยอาศัยเทคนิคการทำแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze drying) และ Spray drying เพ่ือนำตัวอย่างสารละลายอยู่ใน
สภาพผงแห้ง (ภาพที่ 1.2-9, 1.2-10) โดยสามารถคงสภาพ และยืดอายุการเก็บรักษาได้ง่ายขึ้น จากการผลิตสาร 
ALA จากการนำเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) ที่ได้รับการถ่ายฝาก พลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีน hem A 
มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว LB -Ampicillin (ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เมื่อกระตุ้นการทำงานของ
ยีนด้วยสาร 1 mM IPTG แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง และนำสารละลาย 
ALA ที่ผลิตได้จากข้อ 1 นำไปกรองผ่าน filter membrane ขนาด 0.2 ไมโครเมตร และนำเข้าเครื่อง Freeze 
drying และ Spray drying จนตัวอย่างมีสภาพเป็นผงแห้ง เก็บรักษาผลิตภัณฑ์กรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ที่สภาวะ
อุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือทดสอบความคงตัวของสาร ALA ในรูปแบบรูปแบบผลิตภัณฑ์แห้ง 
Freeze dry และ Spray dry 
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ภาพที่ 1.2-9 ผลิตภัณฑ์กรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ที่ผ่านการทำให้อยู่ในสภาพผงแห้ง โดยใช้เทคนิคการทำแห้ง   
แบบเยือกแข็ง (Freeze drying) 

 

 

 

 
ภาพที่ 1.2-10 ผลิตภัณฑก์รดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ที่ผ่านการทำให้อยู่ในสภาพผงแห้ง โดยใช้เทคนิค spray drying 
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 การเก็บรักษาผลิตภัณฑ์กรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ที่สภาวะอุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือ
ทดสอบความคงตัวของสาร ALA ในรูปแบบรูปแบบผลิตภัณฑ์แห้ง Freeze dry และ Spray dry เมื่อเก็บรักษา
เป็นระยะเวลานาน 10 เดือน ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส พบว่า รูปแบบผลิตภัณฑ์ผงแห้ง Spray dry มีความคง
ตัวที่ดีกว่า Freeze dry โดยมีค่าร้อยละของอัตราการลดลงของปริมาณกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) เท่ากับ 18.19 
และ 20.45 ตามลำดับ การเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไม่สามารถเก็บรูปแบบผลิตภัณฑ์ผงแห้ง Freeze dry ได้ 
เนื่องจากจะเกิดความชื้นภายในส่งผลให้ผลิตภัณฑ์มีลักษณะที่เปลี่ยนแปลงไปจากผงแห้งกลายเป็นเกร็ดเปียกน้ำ 
ส่วนผลิตภัณฑ์ผงแห้ง Spray dry ยังสามารถมีอายุการเก็บรักษาได้ แต่มีค่าร้อยละของอัตราการลดลงของปริมาณ
กรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) สูงสุดเท่ากับ 22.59 (ตารางที ่1.2-3, ภาพที่ 1.2-11) 
 

ตารางท่ี 1.2-3 การเก็บรักษาและความคงตัวของกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในรูปแบบผลิตภัณฑ์ผงแห้ง (Spray Dry 
และ Freeze Dry) 

ระยะเวลา 
การเก็บรักษา  

ปริมาณ ALA (uM)  
รูปแบบผงแห้ง (Spray Dry)  

ปริมาณ ALA (uM)  
รูปแบบผงแห้ง (Freeze Dry)  

 (เดือน) Temp. -20 °C Temp. 4°C Temp. -20°C 
0 2,286.36  2,286.36 2,240.68 
2 1,990.10 1,947.31 2,025.03 
4 1,987.78 1,832.97 1,982.37 
6 1,980.10 1,780.44 1,839.69 
8 1,882.74 1,776.27 1,789.69 
10 1,870.44 1,769.90 1,782.46 

อัตราการลดลงของ
ปริมาณสาร ALA (%) 

18.19  22.59 20.45 

 

 

ภาพที่ 1.2-11 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในรูปแบบผลิตภัณฑ์ผงแห้ง    
(Spray Dry และ Freeze Dry) และระยะเวลาการเก็บรักษาที่ 0-10 เดือน  
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 อย่างไรก็ตามเมื่อนำตัวอย่างผลิตภัณฑ์ผงแห้ง Spray dry ไปวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดอะมิโนลีวูลินิค 
(ALA) ในผลิตภัณฑ์ผงแห้ง ด้วยเครื่อง UHPLC พบว่า สามารถตรวจพบโครมาโตแกรมของ aminolevulinic acid จาก
ผลิตภัณฑ์ และสามารถตรวจพบปริมาณกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ได้เท่ากับ 5.93 mg/g sample เมื่อวิเคราะห์
และเปรียบเทียบกับตัวอย่างสารมาตรฐาน (ภาพที่ 1.2-12)                
 

 

 

                           
ภาพที ่1.2-12 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน aminolevulinic acid และผลิตภัณฑ์ตัวอย่าง จากการวิเคราะห์ 
                  ด้วยเครื่อง UHPLC 
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อภิปรายผล  
 

การพัฒนาการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (ALA) จากรีคอมบิแนนท์ E. coli ในขั้นตอนการผลิตรีคอม
บิแนนท์โปรตีน พบการแสดงออกของโปรตีนสูงสุดในชั่วโมงที่ 6 โดยการกระตุ้นการทำงานของยีน hem A เพ่ือ
ผลิตเอนไซม์ ALA synthase ด้วยสาร IPTG ที่ความเข้มข้น 1 mM และ 3 mM ซึ่งจากการทดลองพบว่า 1 mM 
IPTG สามารถกระตุ้นการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้ในปริมาณสูงกว่าการใช้ 3 mM IPTG ซึ่งจะช่วยในการลด
ต้นทุนการผลิตได้ดี เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE ตรวจพบแถบโปรตีนที่มีการกระตุ้น 
ขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน อย่างไรก็ตาม Warnick and Burnham (1971) รายงานเอนไซม์ ALAS ของเชื้อ 
Rhodobacter sphaeroides มีขนาดเท่ากับ 57 กิโลดาลตัน และมียีนที่ควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ ALAS 
ดังกล่าว จำนวน 2 ยีน คือ hemA และ hemT (Neidle and Kaplan, 1993)  

ในกระบวนการสังเคราะห์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก เมื่อทำการกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์ ALA 
synthase และเติมสารตั้งต้น 30 mM Glycine + 10 mM Succinic Acid และเลี้ยงเซลล์ต่อจนครบ 24 ชั่วโมง 
พบว่า สามารถชักนำการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก ได้ดีที่สุด เมื่อเทียบกับการเติมสาร 60mM Glycine, 30 mM 
Levulenic Acid, 10 mM L-Glutamic Acid และ 10 mM Levulenic Acid อย่างไรก็ตามสภาวะปัจจัยของ
อุณหภูมิก็มีผลต่อการสังเคราะห์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก พบว่า recombinant E. coli สามารถผลิตกรด 5-อะมิโน
ลีวูลินิกได้ดีที่สุด ในช่วงอุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารที่
เหมาะสม คือ pH 6-7 โดยสัมพันธ์กับปริมาณการสังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิคได้ในปริมาณสูง 

การศึกษาคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของวัชพืช ซึ่งพบว่า กรดอะมิโนลีวูลินิคมีคุณสมบัติในการทำให้ 
cell membrane บริเวณผิวใบเกิดรอยไหม้มีรอยแผลสีน้ำตาล หรือเนื้อใบมีสีซีด ใบเหี่ยวเฉาเกิดการสูญเสียน้ำ
และตายในที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Sasaki และคณะ (1987) ซึ่งได้อธิบายว่าเกิดจากสาร ALA เปลี่ยน
รูปเป็น protochlorophyllide เมื่อมีแสงอาทิตย์จะทำหน้าที่เป็นตัว photosynthesizers (เปลี่ยนเป็น triplet 
oxygen ที่มีศักยภาพในการออกซิไดซ์ singlet oxygen) ออกซิเจนในรูป singlet oxygen จะออกซิไดซ์อย่าง
รุนแรง (superoxidizes) ต่อฟอสโฟลิปิดของผนังเซลล์ของใบพืช และผนังเซลล์นั้นจะถูกทำลาย วัชพืชตายในที่สุด 
ส่วนผลต่อการควบคุมการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้ พบว่า หลังการให้สาร ALA นาน 7 วัน มีผลให้การ
เจริญเติบโตของตัวหนอนลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ให้สาร ALA ซึ่ง Rebeiz et al. (1988) รายงานว่า ใน
เซลล์พืชและเซลล์สัตว์ มีวิถีการสังเคราะห์สารเตตราไพโรลจากกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไปเป็น protoporphyrin lX 
(Proto) เช่นเดียวกัน โดยได้ทดลองในหนอนใยผัก Trichoplusia ni เมื่อให้สาร ALA ที่ความเข้มข้น 40 มิลลิโม
ลาร์+2,2- dipyridyl (Dpy) 30 มิลลิโมลาร์ ทิ้งไว้ 1 คืนที่ไม่มีแสง เพ่ือให้เกิดการสะสมของสารเตตราไพโรล 
โดยเฉพาะ protoporphyrin lX (Proto) เมื่อหนอนได้รับแสงเพียงไม่กี่ชั่วโมง หนอนจะมีลักษณะเฉื่อย ชา และ
อ่อนปวกเปียกเนื่องจากมีการสูญเสียน้ำในร่างกาย  
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สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ  
 
การสังเคราะห์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากรีคอมบิแนนท์ E. coli โดยการสร้างรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอซึ่งมียีน 

hem A ที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการผลิตเอนไซม์ 5-aminolevulinic acid synthase (ALAS) ซึ่งสังเคราะห์ได้
จาก genomic DNA ของเชื้อ Rhodobacter sp. แล้วเชื่อมต่อเข้าสู่เวคเตอร์พาหะ Protein Expression Vector 
ซึ่งมีตำแหน่งจดจำที่มีความจำเพาะกับยีน แล้วถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ 
BL21 (DE3) เพ่ือใช้ในขั้นตอนการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนซึ่งมีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน  

การพัฒนากระบวนการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในระบบถังหมัก (BIOFLO 2000 Fermenter) 
และถังหมักขนาด 50 ลิตร โดยการชักนำการแสดงออกของยีน hem A จากรีคอมบิแนนท์ E. coli ด้วย 1 mM 
IPTG เพ่ือกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์ ALA synthase นาน 6 ชั่วโมง แล้วจึงเติมสารตั้งต้นของปฏิกิริยาการ
สังเคราะห์กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก คือ 30 mM Glycine + 10 mM Succinic Acid และเลี้ยงเซลล์ต่อจนครบ 24 
ชั่วโมง พบว่า สามารถชักนำการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกได้ดีที่สุด นอกจากนี้ยังพบว่าสภาวะอุณหภูมิ 30-37 
องศาเซลเซียส และสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารที่เหมาะสมที่สุด คือ pH 6-7 มีผลต่อการ
สังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิค สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตสาร ALA ได้ในปริมาณสูงถึง 615.928 uM  

การศึกษาการใช้ประโยชน์ของกรดอะมิโนลีวูลินิคด้านการเกษตร พบว่า การใช้ในปริมาณความเข้มข้นต่ำกว่า 
1 mM สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช การใช้กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค ความเข้มข้นสูงกว่า 2 mM มีผลต่อ
ทำลายเซลล์เมมเบรนของวัชพืช (บาหยา ลูกใต้ใบ น้ำนมราชสีห์ และหญ้ายาง) เมื่อทดสอบโดยการหยดกรดอะมิโน
ลีวูลินิค ลงบนบริเวณส่วนของใบในสภาวะไม่มีแสง นาน 12-16 ชั่วโมง จากนั้นเมื่อนำออกมาวางในสภาพที่มีแสง นาน 
2-3 วัน สังเกตพบการเปลี่ยนแปลงของ cell membrane เกิดรอยไหม้ที่ใบมีรอยแผลสีน้ำตาล เนื้อใบมีสีซีด ใบ
เหี่ยวเฉาเกิดการสูญเสียน้ำและตายในที่สุด ส่วนผลต่อการควบคุมการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้ พบว่า หลังการ
ให้สาร ALA นาน 7 วัน มีผลให้อัตราการเจริญเติบโตของตัวหนอนลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ให้สาร ALA 
โดยพบว่าหนอนจะมีลักษณะเฉื่อย ชา กินอาหารได้น้อยลง และอ่อนปวกเปียกเนื่องจากมีการสูญเสียน้ำในร่างกาย  
 อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ได้พัฒนากรดอะมิโนลีวูลินิค (ALA) ในรูปแบบผลิตภัณฑ์ผงแห้ง เพ่ือให้สารที่ผลิต
ได้มีความเข้มข้นมากยิ่งขึ้น และง่ายต่อการเก็บรักษา โดยอาศัยเทคนิคการทำแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze drying) 
และ Spray drying สามารถพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์รูปแบบผงแห้ง โดยมีความคงตัว สามารถเก็บรักษาในสภาวะ
อุณหภูมิ -20 และ 4 องศาเซลเซียส ได้นาน 10 เดือน โดยมีอัตราการลดลงของปริมาณสาร ALA ประมาณ 20 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจะเป็นแนวทางในการพัฒนาการผลิตสาร ALA และขยายผลในเชิงพาณิชย์เพ่ือการประยุกต์ใช้ในด้าน
การเกษตรและอ่ืนๆต่อไป   
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กิจกรรมที่ 2 
 

การผลิตและการใช้ประโยชน์ของสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช   
ในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม 

Melatonin production by microorganism and application for plant growth promotion 
under abiotic stresses 

 
นัยเนตร เจริญสันติ ทานากะ        ภรณี สว่างศรี           อรุโณทัย ซาววา  

     Naiyanate Jaroensanti Tanaka     Paranee Sawangsri      Aroonothai Sawwa 
 

คำสำคัญ 
เมลาโทนิน จุลินทรีย์ รีคอมบิแนนท ์สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช การต้านทานความเครียด 

Melatonin, microorganism, recombinant, plant growth regulator, stress tolerant 
 

บทคัดย่อ 
ในปัจจุบัน เนื่องจากสภาพภูมิอากาศโลกที่แปรปรวน ทำให้เกิดสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมกับการ

เจริญ เติบ โตของพืชและสร้างความเสียหายทางด้านการเกษตรบ่อยครั้ ง เมลาโทนิน  (N-acetyl-5-
methoxytryptamine) ถูกค้นพบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ทั้งในสัตว์ จุลินทรีย์และในพืช มีรายงานว่าการให้สารเม
ลาโทนินจากภายนอกต่อพืช สามารถเพ่ิมความต้านทานของพืชต่อความเครียดจากสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม
ต่างๆ เช่น การขาดน้ำ ความร้อน ดินเค็ม การพัฒนาวิธีการผลิตและประยุกต์ใช้เมลาโทนินจากจุลินทรีย์เพ่ือ
เสริมสร้างความทนทานต่อความเครียดของพืช เป็นแนวทางในการช่วยลดความเสียหายของผลผลิตทาง
การเกษตร โดยในกิจกรรมที่ 2 การผลิตเมลาโทนินจากจุลินทรีย์ ได้ทำการสังเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์เมลาโทนิน ได้แก่ Serotonin N-acetyltransferase (AANAT) และ caffeic acid O- methyltransferase 
(COMT) นำมาเชื่อมต่อใส่เวกเตอร์ pETDuet ฝากถ่ายสู่ E. coli และชักนำให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนทั้ง 2 
ตัวพร้อมกัน จากนั้นทำการทดสอบปัจจัยในการชักนำการแสดงออกโปรตีน พบว่าโปรตีนจะแสดงออกได้ดี เมื่อใช้
สารชักนำการแสดงออก (IPTG) ที่ความเข้มข้น 0.1 mM และอุณหภูมิ 37 ํC และการสังเคราะห์เมลาโทนินโดย
เอนไซม์ทั้ง 2 ตัวจะให้ประสิทธิภาพดีที่สุด ที่ปริมาณสารตั้งต้น Serotonin 1 mM เมื่อขยายปริมาณการเลี้ยง   
E. coli ในระดับถังหมักขนาดเล็กเพ่ือการผลิตเมลาโทนินโดยใช้ปัจจัยข้างต้น สกัดและตรวจวิเคราะห์ปริมาณ   
เมลาโทนินที่ผลิตได้ พบว่าในอาหารเลี้ยงมีปริมาณเมลาโทนินอยู่ที่ประมาณ 2.7 µg/mL ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับ
รายงานในต่างประเทศที่ใช้ E. coli ดัดแปลงพันธุกรรมจากแกะและพืช พบว่าในการทดลองนี้สามารถผลิตเมลา
โทนินได้สูงกว่า แต่ยังต้องอาศัยการศึกษาวิจัยต่อไปเพ่ือผลิตสารในปริมาณที่สูงขึ้นให้เพียงพอกับการนำมาใช้
ประโยชน์ทางการเกษตร 

ในส่วนการทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินเพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในสภาพแวดล้อม
ที่ไม่เหมาะ พบว่าสารเมลาโทนินที่ความเข้มข้น 50 และ 100 µM สามารถเพ่ิมอัตราการงอกของเมล็ดแตงใน
สภาพดินเค็มอย่างมีนัยสำคัญและสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของแตงร้านในสภาพดินเค็มได้ นอกจากนี้ เมื่อ
ทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการเพ่ิมความทนแล้งของมะเขือเทศ พบว่าการให้สารเมลาโทนินที่ 50 
µM สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศในสภาพแล้งจำลองอย่างมีนัยสำคัญ และพบว่าการให้สาร    
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เมลาโทนินที่ความเข้มข้นเดียวกันโดยการฉีดพ่นทางใบและรดที่โคนต้น สามารถลดการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่น
จากการขาดน้ำของใบมะเขือเทศในสภาพโรงเรือนได้  

 
Abstracts 

 
Nowadays environmental stresses due to the climate change limit plant growth and 

usually link to agriculture damage. Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) has been 
discovered as endogenous molecule inherent from diverse animals, microbes and plants. 
Exogenous melatonin was reported to promote plant tolerant to the environmental stresses 
such as drought, heat, salinity stress. The research of microbial production of melatonin and 
application for plant growth promotion under abiotic stresses may be the one of the solutions 
to prevent crop lost. In this study, the ectopic overproduction of melatonin was established in 
Escherichia coli by combining the sheep Serotonin N-acetyltransferase gene (AANAT) and the 
rice caffeic acid O- methyltransferase gene (COMT) and co-expressing two enzymes. After the 
optimization of fermentation conditions, the two enzymes were found to express well at 37 ํC 
and at 0.1 mM of Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). While the melatonin production 
by these enzymes was at the highest efficiency when the precursor (Serotonin) concentration 
at 1 mM. Then, melatonin production by this system was performed in a 2-L fermenter 
followed by the extraction and detection. Finally, the highest Melatonin yield was found at 2.7 
µg/mL. This level was higher than the previous report which performed the same heterologous 
expression system. However, the further effort is needed to improve the production yield for 
agricultural application.  

 On the other hand, the study of effect of melatonin on plant stress tolerant were 
carried out. Melatonin at 5 0  and 1 0 0  µM was found to significantly increase cucumber seed 
germination and also promote the seedling growth in salinity soil. While 5 0  µM of melatonin 
significantly promoted tomato seedlings growth in MS media with 5% polyethylene glycol (PEG). 
Likewise, 5 0  µM of melatonin by foliar spray and irrigation could decrease oxidative stress of 
tomato leaves caused by drought stress in greenhouse. 
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บทนำ  
 

ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth regulators; PGRs) คือสารเคมีใดๆ ที่พืชผลิตขึ้นเอง 

และรวมถึงสารที่สังเคราะห์ขึ้นทางวิทยาศาสตร์ ซึ่งมีผลในการควบคุมการเจริญเติบโตของพืช  โดยในส่วนของ
สารเคมีที่พืชผลิตขึ้นใช้เองนั้นจะถูกเรียกว่า ไฟโตฮอร์โมน (Phytohormone) ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน ได้มีการ
นำเอาสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชมาใช้ในการเกษตรกรรมอย่างแพร่หลาย ทั้งในลักษณะของสารเร่งการ
ออกดอก สารฆ่าวัชพืช สารเร่งการสุกของผลไม้ เป็นต้น สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชที่มีการนำมาใช้อย่าง
แพร่หลายในเชิงเกษตรกรรมในปัจจุบัน ได้แก่ สารสังเคราะห์ในกลุ่มออกซิน จิบเบอเรลลิน ไซโตไคนิน เอทิลีนและ
สารปลดปล่อยเอทีลิน สารยับยั้งหรือชะลอการเจริญเติบโตของพืช สารสังเคราะห์เหล่านี้บางตัวออกฤทธิ์ใน
ลักษณะที่เป็นอโกนิสต์หรือทำงานคล้ายกับไฟโตฮอร์โมน และบางตัวทำงานเป็นแอนตาโกนิสต์หรือเข้าไปยับยั้ง
การสังเคราะห์ การส่งสัญญาณหรือการเคลื่อนย้ายไฟโตฮอร์โมนหนึ่งชนิดหรืออาจจะมากกว่าในพืช อย่างไรก็ดี 
การผลิตหรือสังเคราะห์สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชนั้น ต้องอาศัยองค์ความรู้ด้านโครงสร้างและ
กระบวนการทำงานของไฟโตฮอร์โมนที่ได้มีการศึกษาค้นคว้า นอกจากประโยชน์ทางการเกษตรแล้ว สาร
สังเคราะห์ทางเคมีที่ออกฤทธิ์เหมือนหรือยับยั้งฮอร์โมนนั้นแตกต่างกับการใช้ไฟโตฮอร์โมนโดยตรง ซึ่งการใช้สาร
สังเคราะห์ทางเคมีต้องมีการศึกษาวิเคราะห์ถึงผลข้างเคียงในการใช้ประกอบไปด้วย  

เมลาโทนิน (N-acetyl-5-methoxytryptamine) เป็นสาร indoleamine ซึ่งมีกรดอะมิโน tryptophan 
เป็นสารตั้งต้นในกระบวนการสังเคราะห์ เมลาโทนินเป็นฮอร์โมนในมนุษย์ ทำหน้าที่ควบคุมระบบนาฬิกาใน
ร่างกาย (Brainard et al., 2001) นอกจากนี้ เมลาโทนินยังถูกค้นพบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ทั้งในสัตว์ จุลินทรีย์
และในพืช ในหลายปีที่ผ่านมา ได้มีรายงานเกี่ยวกับหน้าที่ของเมลาโทนินในพืช (Arnao et al.,2014) พบว่าเมลา
โทนินสามารถควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เร่งการงอกของเมล็ด (Zhang et al.,2013) นอกจากนี้ ได้มีรายงาน
เกี่ยวกับการให้สารเมลาโทนินจากภายนอกต่อพืช สามารถเพ่ิมความต้านทานของพืชต่อความเครียดจาก
สิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่างๆ เช่น การขาดน้ำ ความร้อน ดินเค็ม เป็นต้น (Wang et al.,2013; Weeda et 
al.,2014) เมลาโทนินจึงถือได้ว่าเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชชนิดหนึ่ง ซึ่งอาจนำมาใช้ในการเกษตร
กรรมเพ่ือทุเลาปัญหาผลผลิตตกต่ำจากการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศในอนาคตได้  

การค้นพบเมลาโทนินในพืชได้ถูกรายงานเป็นครั้งแรกในปี 1995 โดยDubbelsและคณะ ซึ่งทำการ
วิเคราะห์ปริมาณเมลาโทนินในมะเขือเทศ กล้วย แตงกวา บีทรูทและยาสูบ Dubbelsและคณะยังพบว่าต้นยาสูบ
พันธุ์ที่สามารถต้านทานความเสียหายจากออกซิเดชั่นได้ดีที่สุดนั้นมีปริมาณเมลาโทนินมากกว่าพันธุ์อ่ืนๆ ซึ่ง
สอดคล้องกับหน้าที่ของเมลาโทนินในการดักจับอนุมูลอิสระที่มีรายงานในสัตว์  (Dubbels et al.,1995) ในปี
เดียวกันนี้ Hattoriและคณะก็ได้รายงานการค้นพบเมลาโทนินในพืชอีกหลายชนิด (Hattori et al.,1995)  

ในคนและสัตว์ เมลาโทนินมีหน้าที่ควบคุมนาฬิกาในร่างกาย ปริมาณเมลาโทนินในกระแสเลือดจะมี มาก
ที่สุดในช่วงกลางคืน และต่ำที่สุดในช่วงกลางวัน (Reiter, 1991) ในพืช นักวิจัยหลายกลุ่มได้ศึกษาความสัมพันธ์
ระหว่างเมลาโทนินกับนาฬิกาชีวิตของพิช แต่ไม่พบว่าเมลาโทนินในพืชมีปริมาณสูงขึ้นในช่วงกลางคืน ในทาง
กลับกัน ปริมาณเมลาโทนินจะเพ่ิมขึ้นในพืชที่ได้รับแสงอาทิตย์ เปรียบเทียบกับพืชที่ปลูกในที่ร่ม (Tan et 
al.,2007) การวิจัยในลูกแอปเปิ้ลและลูกเชอรี่ ปริมาณเมลาโทนินในผลมีสูงที่สุด ในช่วงที่ผลมีการขยายขนาดเซลล์
อย่างรวดเร็วไปพร้อมๆกับการหายใจของเซลล์ที่เพ่ิมขึ้น ซึ่งเป็นระยะที่เกิดอนุมูลอิสระในเซลล์มากท่ีสุด (Zhao et 
al.,2013; Lei et al.,2013) นักวิจัยสองกลุ่มนี้ชี้ให้เห็นว่า เมลาโทนินมีหน้าที่สำคัญในการต่อต้านอนุมูลอิสระใน
เชอรรี่และแอปเปิ้ล 
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เมื่อพืชได้รับความเครียดจากสิ่งแวดล้อมท้ังความเครียดจากสิ่งมีชีวิต (biotic stress)เช่น แมลง แบคทีเรีย 
และความเครียดจากสิ่งไม่มีชีวิต(abiotic stress) เช่น ความแล้ง ความเค็ม อุณหภูมิ เป็นต้น พืชจะมีการ
ตอบสนองต่อความเครียดเหล่านี้ด้วยการสร้างอนุมูลอิสระของออกซิเจน  reactive oxygen species (ROS) ซึ่ง
เป็นพิษต่อแบคทีเรียและกระตุ้นการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานในพืช ทั้งนี้  อนุมูลอิสระเหล่านี้
ก็สามารถสร้างความเสียหายต่อเซลล์พืชด้วยเช่นกัน ดังนั้น เมื่อได้รับความเครียด พืชจึงมีกลไกกระตุ้นการสร้างเม
ลาโทนินและกระตุ้นการแสดงออกของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการต่อต้านอนุมูลอิสระ เพ่ือป้องกันความเสียหาย
ของเซลล์จากอนุมูลอิสระ เมลาโทนินสามารถทำปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระและ เปลี่ยนเป็นอนุภาคที่ไม่ก่อให้เกิด
อันตรายต่อเซลล์ นอกจากนี้ เมลาโทนินยังสามารถยับยั้งการทำงานของยีนที่เกี่ยวข้องกับความชราและยีนที่
เกี่ยวข้องกับการผลิตอนุมูลอิสระในสภาพขาดน้ำ มีผลช่วยรักษาระบบการสังเคราะห์แสงของต้นพืชและยับยั้งการ
สลายตัวของเม็ดคลอโรฟิลล์ จึงช่วยให้พืชสามารถทนแล้งได้มากข้ึน (Reiter et al.,2015) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(Reiter et al.,2015) 
กลไกการทำงานของเมลาโทนินภายในพืชเพ่ือต้านทานความเครียดจากสิ่งแวดล้อม 

 
สำหรับกระบวนการสังเคราะห์เมลาโทนินในสิ่งมีชีวิตนั้น ได้รับการศึกษามายาวนานในสัตว์มีกระดูกสัน

หลัง กรดอะมิโน tryptophan เป็นสารตั้งต้นในการบวนการสังเคราะห์เมลาโทนินทั้งในสัตว์และพืช ทั้งนี้ จาก
การศึกษากระบวนการสังเคราะห์เมลาโทนินในข้าว (Park et al.,2012) พบว่าในพืชกระบวนการสังเคราะห์เมลา
โทนินผ่านทาง tryptamine pathway เป็นหลัก ซึ่งต่างจากในสัตว์ที่มีกระบวนการสังเคราะห์ผ่านทาง 5-
Hydroxytryptophan pathway เป็นหลัก  
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(Hardeland et al., 2015)  

กระบวนการสังเคราะห์เมลาโทนินในพืชและสัตว์ 
 

จากงานวิจัยในมะเขือเทศ การโคลนยีนของเอนไซม์ N-acetyltransferase (SNAT) จากสาหร่ายสีเขียว
Chlamydomonas reinhardtii และเพ่ิมการแสดงออกในมะเขือเทศ สามารถช่วยเพ่ิมปริมาณเมลาโทนินใน
มะเขือเทศได้ (Okazaki et al.,2009) และจากงานวิจัยในหลากหลายชนิดพืชพบว่า เอนไซม์  SNAT และ 
Acetylserotonin O- methyltransferase (ASMT) อาจเป็นขั้นกำหนดอัตราของการสังเคราะห์ เมลาโทนิน
(Hardeland et al.,2015) นอกจากนี้ ในปี 2557 มีรายงานว่าเอนไซม์ caffeic acid O- methyltransferase 
(COMT) มีส่วนเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์เมลาโทนินจากเซโลโทนินจากการศึกษาใน Arabidopsis thaliana 
(Byeon et al.,2014c) แต่จากผลการวิเคราะห์ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์เหล่านี้ (Back et al.,2016) 
สรุปได้ว่าในสภาพแวดล้อมปกติ เอนไซม์ SNATและ ASMT ทำหน้าที่หลักในกระบวนการสังเคราะห์เมลาโทนิน 
ในปี 2559 ได้มีรายงานการผลิตเมลาโทนินโดยการถ่ายฝากยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์เมลาโทนินเข้าสู่ยีสต์ 
เพ่ือให้ยีสต์ผลิตเมลาโทนินจากน้ำตาลกลูโคส แสดงให้เห็นถึงโอกาสในการใช้จุลินทรีย์เพ่ือการผลิตสารเมลาโทนิน 
(Germann et al.,2016)  

แม้ว่างานวิจัยเกี่ยวกับเมลาโทนินในพืชได้ชี้ให้เห็นว่าสารนี้มีประสิทธิภาพต่อพืชในหลายด้าน แต่การนำ
สารเมลาโทนินมาใช้ทางเกษตรกรรมยังมีไม่มาก ในปัจจุบัน เมลาโทนินนั้นสามารถผลิตได้จากการสังเคราะห์ทาง
เคมี และการสกัดจากพืชที่มีเมลาโทนินในปริมาณมาก เช่น เมล็ดมัสตาร์ด (Manchester et al.,2000) เป็นต้น 
ในประเทศอเมริกาได้มีการจำหน่ายเมลาโทนินในรูปแบบอาหารเสริมหรือเวชภัณฑ์ช่วยแก้ไขปัญหาด้านการนอน 
แต่ยังมีราคาสูงและยังไม่มีรายงานการนำไปใช้ในแปลงเกษตรกรรม ดังนั้น หากสามารถพัฒนาวิธีการผลิตสารเมลา
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โทนินในปริมาณมากและไม่ยุ่งยากโดยใช้เทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพได้ จะทำให้การใช้ประโยชน์ของสารแผ่ไปใน
วงกว้างขึ้น และจะเป็นแนวทางเพ่ิมปริมาณของผลผลิตทางเกษตรกรรมได้  การผลิตสารเมลาโทนินโดยใช้ 
Escherichia Coli (E.Coli) ดัดแปลงยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์เมลาโทนินโดยใช้เทคนิคทางพันธุวิศกรรม 
เป็นวิธีการผลิตสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชโดยไม่ใช้การสังเคราะห์ทางเคมี และถ้าประสบความสำเร็จก็จะ
เป็นการผลิตที่จะใช้ต้นทุนต่ำ สามารถต่อยอดนำสารเมลาโทนินที่ได้จากจุลินทรีย์ มาทำเป็นผลิตภัณฑ์ที่ใช้ใน
การเกษตร เพ่ือแก้ปัญหาผลผลิตตกต่ำจากสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่อไปได้ โดยกิจกรรมงานวิจัยนี้              
มีวัตถุประสงค์ ดังนี้ 

 1) เพื่อศึกษาและพัฒนาการผลิตสารเมลาโทนินโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ  
 2) เพื่อศึกษาคุณสมบัตแิละปัจจัยที่เหมาะสมในการผลิตสารเมลาโทนินด้วยจุลินทรีย์  
 3) เพ่ือศึกษาและทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและเพ่ิมความ

ต้านทานของพืชต่อความเครียดจากสภาวะดินเค็มและการขาดน้ำ 
 
ขอบเขตการวิจัย  

การผลิตสารเมลาโทนินโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ ทำการศึกษาข้อมูลของยีนที่ เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์
เมลาโทนินในพืช ดำเนินการพัฒนาเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) ให้สามารถผลิตสารเมลาโทนิน 
ด้วยการโคลนยีนของเอนไซม์ 2 ชนิดที่ทำหน้าที่สังเคราะห์เมลาโทนินจากพืชและสัตว์ โคลนยีนใส่ในเวกเตอร์ที่ต่อ
กับโปรโมเตอร์ เพ่ิมการแสดงออกของยีนเพ่ือการถ่ายฝากใน E. coli ถ่ายฝากยีนและศึกษาปัจจัยในการเลี้ยงที่มี
ผลต่อการแสดงออกของเอนไซม์ ศึกษาปริมาณของสารเมลาโทนินที่ผลิตได้ด้วยวิธีการทางเคมีวิเคราะห์ รวมทั้ง
ศึกษาประสิทธิภาพของเมลาโทนินที่ผลิตได้จาก E. coli ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของแตงร้านและต้นอ่อน
มะเขือเทศภายใต้สภาวะเครียดด้วยวิธีการทาง bioassay  
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ระเบียบวิธีการวิจัย   
 

อุปกรณ์ 
1. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  (spectrophotometer) 
2. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (Thermal Cycle 9700) 
3. เครื่องวิเคราะห์ลำดับพันธุกรรม ABI Prism 310 Genetic Analyzer 
4. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิต่ำได้ (Refrigerated Centrifuge) 
5. อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  
6. ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (incubator shaker)  
7. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และ -80 องศาเซลเซียส 
8. ชุดถ่ายภาพเจล Gel Documentation 
9. อุปกรณ์ในการสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ โกร่ง หลอดใส่ตัวอย่างขนาดต่างๆ ไมโครปิเปต ขนาด P1,000 

P200 P20 และ P2 ไมโครลิตร 
10. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ  
11. สารเคมีที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  
12. สารเคมีที่ใช้ในการทำ Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
13. เชื้อแบคทีเรียเซลล์เจ้าบ้าน (Competent Cells) Escherichia coli  

 
วิธีการทดลอง 
การทดลองที่ 2.1 การผลิตสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์เพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของพืช   

ศึกษาและพัฒนาวิธีการผลิตสารเมลาโทนินโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ ด้วยการศึกษาข้อมูลของยีนที่ เกี่ยวข้อง
กับการสังเคราะห์เมลาโทนินในพืชและสัตว์ โคลนยีนของเอนไซม์ 2 ชนิด ใส่ในเวกเตอร์ที่ต่อกับโปรโมเตอร์และ
เพ่ิมการแสดงออกของยีนเพ่ือการถ่ายฝากใน E. coli ถ่ายฝากยีนและศึกษาปัจจัยในการเลี้ยงที่มีผลต่อการ
แสดงออกของเอนไซม์ วิเคราะห์ปริมาณของสารเมลาโทนินที่ผลิตได้ 

- สถานที่ทำการวิจัย  ห้องปฏิบัติการด้านชีวโมเลกุลและห้องปฏิบัติการด้านจุลินทรีย์ สำนักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ 

- ระยะเวลาดำเนินการ ตุลาคม 2562 – ธันวาคม 2564  
- สิ่งที่ใช้ในการทดลอง   

ชุดการดัดแปลงพันธุกรรม, เวกเตอร์สำหรับ E. coli ที่ใช้ในการแสดงออกของโปรตีนวัสดุอุปกรณ์และ
สารเคมีที่จำเป็นในงานโมเลกุลชีววิทยา, สารเมลาโทนินบริสุทธิ์เพ่ือใช้เป็นตัวอย่างควบคุมในการวิเคราะห์ , 
สารตั้ งต้น  Serotonin, วัสดุ อุปกรณ์ ในการเลี้ ย ง E. coli, ถังหมั กขนาดเล็ ก  (Fermentor), Rotary 
evaporator, อุปกรณ์กรองสาร, สารเคมีในการสกัดสารอินทรีย์ 
- วิธีดำเนินการ 

1. การโคลนและสังเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเมลาโทนินจากพืชและสัตว ์
 (การโคลนยีนที่เก่ียวข้องกับการผลิตเมลาโทนินจากพืช) 
   ศึกษาข้อมูลของยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเมลาโทนินในข้าว  ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือทำการโคลนยีน 
OsSNAT และยีน OsCOMT  
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เตรียมตัวอย่างพืชและสกัดอาร์เอ็นเอ นำใบข้าวมาสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัด GeneJET RNA 
Purification Kit (Thermo scientific) นำอาร์เอ็นเอที่ได้มาทำปฏิกิริยา Reverse transcript เพ่ือสร้าง cDNA 
โดยใช้ PrimeScript RT reagent Kit (Takara Bio) 

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจาก cDNA โดยใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีน OsSNAT และ OsCOMT นำผลผลิตพีซี
อาร์ที่เพ่ิมปริมาณได้มาทำการตรวจสอบลำดับเบสด้วยการทำ DNA sequencing  
(การสังเคราะห์ยีน AANAT ของแกะ)  

หาข้อมูลลำดับเบสของยีนจากฐานข้อมูล The European Nucleotide Archive (ENA) ทำการปรับ     
นิวคลีโอไทด์ให้เป็น codon ที่เหมาะสมกับการผลิตโปรตีนใน E. coli และสั่งสังเคราะห์ยีนในลักษณะที่แทรกเข้า
อยู่ในเวกเตอร์ pETDuet-1 

2. การตรวจสอบชิ้นส่วนยีน OsCOMT และยีน AANAT ในเวกเตอร์ pETDuet-1 และทดสอบการแสดงออก
ของเอนไซม์ 
  นำเวกเตอร์ pETDuet-1 ที่มีชิ้นส่วนของยีน OsCOMT และยีน AANAT ถ่ายเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ 
DH5α คัดเลือกโคโรนีที่ขึ้นได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียา Ampicilin นำโคโรนีที่ได้มาทำ Colony PCR โดยใช้    
ไพรเมอร์ 2 คู่บนเวกเตอร์ที่อยู่ในตำแหน่งคร่อมของบริเวณชิ้นส่วนยีนทั้งสองชิ้น คัดเลือกโคโรนีที่มีชิ้นส่วนยีนไป
ทำการเลี้ยงในอาหารเหลวเพ่ือสกัดพลาสมิด สกัดพลาสมิดและนำพลาสมิดที่ได้ไปอ่านลำดับเบสเพ่ือตรวจสอบ
ความถูกต้องของยีนทั้งสองตัวบนเวกเตอร์ด้วยการทำ DNA sequencing 

 ทดสอบการแสดงออกของเอนไซม์ AANAT และ OsCOMT แบบหยาบด้วยวิธี SDS-PAGE โดยการนำ
เวกเตอร์ pETDuet-1 ที่มีชิ้นส่วนของยีน OsCOMT และยีน AANAT ถ่ายเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ BL21 คัดเลือก 
โคโลนีที่ขึ้นได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียา Ampicillin ชักนำการแสดงออกของโปรตีนด้วยการเติม 100mM IPTG 
ปริมาณ 1 mL ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน โดยทำการสกัดโปรตีนก่อนแยกด้วยวิธี SDS-PAGE  

3. การศึกษาปัจจัยท่ีเหมาะสมในการเลี้ยง E. coli เพื่อการผลิตเมลาโทนิน 
3.1 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการชักนำการแสดงออกของเอนไซม์ AANAT และ OsCOMT 

นำ E. coli ที่ทดสอบการแสดงออกแล้ว มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี Ampicillin ชักนำการแสดงออกของ
โปรตีนด้วยการเติม 100mM IPTG นำน้ำเลี้ยงไปเลี้ยงต่อในตู้เขย่าที่อุณหภูมิ 30 ํC, 37 ํC และ 40 ํC ตู้ละ 4 
หลอด เป็นเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนั้น ทำการปรับความเข้มข้นของน้ำเลี้ยงแต่ละหลอดให้มีค่า OD600 เท่ากัน
ด้วยน้ำกลั่น เปรียบเทียบการแสดงออกของเอนไซม์ โดยทำการสกัดโปรตีนก่อนแยกด้วยวิธี SDS-PAGE  

3.2 การศึกษาปริมาณ IPTG ที่เหมาะสมต่อการชักนำการแสดงออกของเอนไซม์ AANAT และ OsCOMT 
นำ E. coli ที่ทดสอบการแสดงออกแล้ว มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มี Ampicillin ชักนำการแสดงออกของโปรตีน
ด้วยการเติมสาร IPTG ให้มีความเข้มข้น 0.1 mM, 1 mM และ 3 mM ตามลำดับ นำน้ำเลี้ยงไปเลี้ยงต่อในตู้เขย่า
ที่อุณหภูมิ 37 ํC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนั้น ทำการปรับความเข้มข้นของน้ำเลี้ยงแต่ละหลอดให้มีค่า OD600 
เท่ากันด้วยน้ำกลั่น เปรียบเทียบการแสดงออกของเอนไซม์ โดยทำการสกัดโปรตีนก่อนแยกด้วยวิธี SDS-PAGE 

3.3 การศึกษาปริมาณสารตั้งต้น Serotonin ที่เหมาะสมต่อการผลิตสารเมลาโทนิน 
นำ E. coli ที่ทดสอบการแสดงออกแล้วจากวิธีการข้อ 4) มาเลี้ยงในอาหารเหลว 2 mLที่มี Ampicillin 

เลี้ยงในอุณหภูมิ 37 ํC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง ชักนำการแสดงออกของโปรตีนด้วยการเติมสาร IPTG ลงในน้ำเลี้ยงแต่
ละหลอด ให้มีความเข้มข้น 0.1 mM และเติมสารตั้งต้น Serotonin ในปริมาณ 1, 3, 5 mM ทำซ้ำ 3 ซ้ำ  
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นำน้ำเลี้ยงไปเลี้ยงต่อในตู้เขย่าที่ปิดไม่ให้แสงลอดเข้า ที่อุณหภูมิ  37 ํC  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แยกน้ำเลี้ยง
ออกมาและกรองด้วย Filter ขนาดรูพรุน 0.2 μM ตรวจสอบปริมาณเมลาโทนินที่ผลิตได้จากน้ำเลี้ยง E. coli ใน
กรรมวิธีข้างต้น ด้วยเครื่อง UHPLC 

3.4 การขยายปริมาณการเลี้ยง E. coli เพื่อการผลิตเมลาโทนินในระดับถังหมักขนาดเล็ก 
นำ E. coli ที่ทดสอบการแสดงออกแล้วมาเลี้ยงในอาหารเหลว 30 mLที่มี Ampicillin เลี้ยงในอุณหภูมิ 

37 Cํ เป็นเวลา 16 ชั่วโมง นำน้ำเลี้ยง 20 mL มาเลี้ยงต่อในอาหารเหลว LB 2,000 mLที่มี Ampicillin ที่อุณหภูมิ 
37 ํC จนได้น้ำเลี้ยงที่มีค่า OD600 อยู่ระหว่าง 0.6 - 0.8  ชักนำการแสดงออกของโปรตีนด้วยการเติมสาร IPTG 
ลงในน้ำเลี้ยงให้มีความเข้มข้น 0.1 mM และเติมสารตั้งต้น Serotonin 1 mM จากนั้น นำน้ำเลี้ยงใส่ Fermentor 
(New Brunswick BioFlo 2000) และประกอบเข้าตัวเครื่อง ตั้งค่าการหมุนของใบพัดอยู่ที่  120 rpm และ
อุณหภูมิ 37ºC  เลี้ยง E. coli ใน Fermentor เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แยกน้ำเลี้ยงออกมา และกรองด้วย Filter 
ขนาดรูพรุน 0.2 μM แบ่งน้ำเลี้ยง 5 mL ที่ผ่านการกรองแล้ว นำไปวิเคราะห์ปริมาณสารเมลาโทนินด้วย UHPLC  

 นำน้ำเลี้ยงที่ผ่านการกรองแล้ว มาสกัดสารเมลาโทนินแบบหยาบ โดยใช้ Ethyl acetate : น้ำเลี้ยงใน
อัตราส่วน 1 : 2  และสกัดซ้ำ 2-3 ครั้ง นำสารสกัดที่อยู่ ใน Ethyl acetate ทำระเหยด้วยเครื่อง Rotary 
evaporator 

 ละลายตะกอนสารสกัดด้วย Methanol แบ่งสารละลาย 5 mL เพ่ือนำไปวิเคราะห์ปริมาณเมลาโทนิน
ด้วย UHPLC และเก็บสารสกัดที่เหลือในขวดสีชา เพื่อใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพต่อไป 

- การบันทึกข้อมูล 
บันทึกผลและเก็บข้อมูลวิจัย ได้แก่ อุณหภูมิในการเลี้ยง E. coli ที่เหมาะสมในการแสดงออกของยีน 

ปริมาณของสารตั้งต้นที่เหมาะสมในกับการสังเคราะห์เมลาโทนินใน E. coli ปริมาณการแสดงออกของโปรตีน และ
ปริมาณเมลาโทนินในน้ำเลี้ยง 

 
การทดลองที่ 2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในสภาพแวดล้อม  
 ศึกษาประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์และสารเมลาโทนินที่ผลิตได้จาก E. coli ในการส่งเสริมการ
งอกและการเจริญเติบโตของแตงร้านในดินเค็ม ศึกษาประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของต้นอ่อนมะเขือเทศภายใต้สภาวะเครียดแบบจำลอง และประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศระยะออกดอก ภายใต้สภาวะขาดน้ำในระดับโรงเรือน 

- สถานที่ทำการวิจัย  ห้องปฏิบัติการด้านจุลินทรีย์ ห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และโรงเรือน 
สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

- ระยะเวลาดำเนินการ ตุลาคม 2563 – ธันวาคม 2564  
- สิ่งที่ใช้ในการทดลอง   

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีที่จำเป็นในงานโมเลกุลชีววิทยา, สารเมลาโทนินบริสุทธิ์เพื่อใช้เป็นตัวอย่าง
ควบคุมในพืช, วัสดุอุปกรณ์ในการเลี้ยง E. coli, วสัดุเพาะปลูก, ต้นกล้ามะเขือเทศ, เมล็ดแตงร้าน, ตู้
ปลอดเชื้อ, ตู้ควบคุมอุณหภูมิ, เครื่องวัดการดูดกลืนแสง 

- วิธีดำเนินการ 
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1. การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการเพิม่อัตราการงอกของเมล็ดแตงภายใต้สภาพดินเค็ม 
1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ในการเพิ่มอัตราการงอกของเมล็ดแตงภายใต้

สภาพดินเค็ม 
ชุบเมล็ดแตงร้านด้วยสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ ก่อนนำไปปลูกในถาดพลาสติกที่ใส่ดินที่มีสารละลายเกลือ 

NaCl ความเข้มข้น 200 mM หรือค่า EC อยู่ที่ประมาณ 2.4 mS/cm เปรียบเทียบอัตราการงอกของเมล็ด (%) ที่
ได้รับการชุบสารละลายเมลาโทนินที่ความเข้มข้น 50, 100, 150 μM และไม่ได้รับการชุบสารละลายเมลาโทนิน
ก่อนการปลูก ทำซ้ำ 5 ซ้ำ วางถาดเพาะไว้ในที่มืดที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 30 ํC เพ่ือเพาะเมล็ด นับจำนวนเมล็ดที่มีราก
สีขาวงอกออกมา ต่อเมล็ดที่ไม่งอก ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นระยะเวลา 3 วัน และวิเคราะห์อัตราการงอกของเมล็ด 

1.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินแบบหยาบจากน้ำเลี้ยง E. coli ในการเพิ่มอัตราการ
งอกของเมล็ดแตงภายใต้สภาพดินเค็ม 

ชุบเมล็ดแตงร้านด้วยสารละลายเมลาโทนินที่สกัดจากน้ำเลี้ยง E. coli จากการทดลองที่ 2.1 ก่อนนำไป
ปลูกในถาดพลาสติกที่ใส่ดินที่มีสารละลายเกลือ NaCl ความเข้มข้น 200 mM หรือค่า EC อยู่ที่ประมาณ 2.4 
mS/cm เปรียบเทียบอัตราการงอกของเมล็ด (%) ที่ได้รับการชุบด้วยสารละลายเมลาโทนินที่ความเข้มข้น 50 และ 
100 μM และไม่ได้รับการชุบสารละลายเมลาโทนินก่อนการปลูก ทำซ้ำ 5 ซ้ำ  

วางถาดเพาะไว้ในที่มืดที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 30 ํC เพ่ือเพาะเมล็ด นับจำนวนเมล็ดที่มีรากสีขาวงอกออกมา 
ต่อเมล็ดที่ไม่งอก ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นระยะเวลา 3 วัน และวิเคราะห์อัตราการงอกของเมล็ด จากนั้น เพาะเมล็ด
ในตู้ควบคุมอุณหภูมิโดยให้แสงต่อเป็นเวลาอีก 7 วัน และวัดความยาวของลำต้นอ่อนเพ่ือวิเคราะห์การเจริญเติบโต
ของเมล็ดแตงร้าน 
 
2. การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ในการเพิ่มความทนแล้งของมะเขือเทศ 

2.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์/สารเมลาโทนินแบบหยาบจากน้ำเลี้ยง E. coli ใน
การเพิ่มความทนแล้งของมะเขือเทศในสภาพขวดปลอดเชื้อระดับห้องปฏิบัติการ 

เตรียมอาหารเหลวสูตร MS ใส่ในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ขวดละ 50 mL ทำความสะอาดผิวเมล็ดมะเขือ
เทศด้วย 70% EtOH และ 20% โซเดียมไฮโปคลอไรท์ ล้างน้ำให้สะอาด เพาะเมล็ดมะเขือเทศในอาหารเหลวสูตร 
MS เป็นเวลา 14 วัน ย้ายต้นอ่อนมะเขือเทศลงในอาหารเหลวสูตร MS ที่มีส่วนประกอบของ PEG8000 5% และ
สารเมลาโทนิน 50, 100, 150 µM ทำซ้ำ 5 ซ้ำ บันทึกอัตราความยาวของลำต้นเหนือใบเลี้ยงคู่ เมื่อมะเขือเทศมี
อายุ 45 วัน 

2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ ในการเพิ่มความทนแล้งของมะเขือเทศในสภาพ
โรงเรือน 

นำต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์เชอรี่ อายุ 30 วัน ย้ายลงปลูกในกระถางขนาด 12 นิ้วที่ใส่ดินดำผสมขุย
มะพร้าว วางกระถางในโรงเรือนหลังคาทึบ และรดน้ำต้นมะเขือเทศจนหน้าดินชุ่มทุกๆ 3 วัน เมื่อย้ายกล้าลงปลูก
ในกระถางได้ 30 วัน เริ่มการลดปริมาณน้ำในดิน โดยใช้วิธีการของ Cherono และคณะ (2020) ที่ปรับปรุง
เล็กน้อย คัดเลือกต้นมะเขือเทศที่มีความสูงและจำนวนกิ่งใกล้เคียงกัน (ประมาณ 11 -13 กิ่ง) แบ่งกระถางเป็น 5 
กลุ่มตามกรรมวิธีการทดลอง วางแผนการทดลองแบบ CRD  โดยมีกรรมวิธีการทดลอง 5 กรรมวิธี 6 ซ้ำ ดังนี้ 

กรรมวิธีที ่1 ลดปริมาณน้ำ + พ่นสารละลายเมลาโทนินที่ความเข้มข้น 50 μM  (M50) 
กรรมวิธีที่ 2 ลดปริมาณน้ำ + พ่นสารละลายเมลาโทนินที่ความเข้มข้น 100 μM (M100) 
กรรมวิธีที่ 3 ลดปริมาณน้ำ + พ่นสารละลายเมลาโทนินที่ความเข้มข้น 150 μM (M150) 
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กรรมวิธีที่ 4 ลดปริมาณน้ำ + พ่นด้วยน้ำกลั่น (C) 
กรรมวิธีที่ 5 ให้น้ำตามปกติ (WW) 
หลังจากลดปริมาณน้ำได้ 7 วัน เริ่มทำการให้สารเมลาโทนินบริสุทธิ์ โดยใช้สารละลายเมลาโทนินที่ความ

เข้มข้นตามข้างต้น ฉีดพ่นที่ใบ 20 mL และรดที่โคนต้นมะเขือเทศ 30 mL ทำการให้สารเมลาโทนินทุกๆ 3 วัน 
เป็นเวลา 1 เดือน เก็บตัวอย่างใบมะเขือเทศ และเก็บผลมะเขือเทศของแต่ละกรรมวิธี วิเคราะห์และเปรียบเทียบ
การเจริญเติบโต 
 

2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินแบบหยาบจากน้ำเลี้ยง E. coli ในการเพิ่มความทนแล้ง
ของมะเขือเทศในสภาพโรงเรือน 

นำต้นกล้ามะเขือเทศพันธุ์ราชินี อายุ 30 วัน ย้ายลงปลูกในกระถางขนาด 12 นิ้วที่ใส่ดินดำผสมขุย
มะพร้าว วางกระถางในโรงเรือนหลังคาทึบ และรดน้ำต้นมะเขือเทศจนหน้าดินชุ่มทุกๆ 3 วัน เมื่อย้ายกล้าลงปลูก
ในกระถางได้ 30 วัน เริ่มการลดปริมาณน้ำในดิน โดยใช้วิธีการของ Cherono และคณะ (2020) ที่ปรับปรุง
เล็กน้อย คัดเลือกต้นมะเขือเทศที่มีความสูงและจำนวนกิ่งใกล้เคียงกัน (ประมาณ 11-13 กิ่ง)  แบ่งกระถางเป็น 4 
กลุ่มตามกรรมวิธีการทดลอง วางแผนการทดลองแบบ CRD  โดยมีกรรมวิธีการทดลอง 4 กรรมวิธี 6 ซ้ำ ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 ลดปริมาณน้ำ + พ่นสารละลายเมลาโทนินแบบหยาบที่ความเข้มข้น 50 μM  (E50) 
กรรมวิธีที่ 2 ลดปริมาณน้ำ + พ่นสารละลายเมลาโทนินบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 100 μM (M100) 
กรรมวิธีที่ 3 ลดปริมาณน้ำ + พ่นด้วยน้ำกลั่น (C) 
กรรมวิธีที่ 4 ให้น้ำตามปกต ิ(WW) 
หลังจากลดปริมาณน้ำได้ 7 วัน เริ่มทำการให้สารเมลาโทนิน โดยใช้สารละลายเมลาโทนินที่ความเข้มข้น

ตามข้างต้น ฉีดพ่นที่ใบ 50 mL และรดที่โคนต้นมะเขือเทศ 50 mL ทำการให้สารเมลาโทนินทุกๆ 7 วัน เป็นเวลา 
1 เดือน เก็บตัวอย่างใบมะเขือเทศของแต่ละกรรมวิธี วิเคราะห์ปริมาณสาร MDA ตามวิธีของ Cherono และคณะ 
(2020) ที่ปรับปรุงเล็กน้อย เพ่ือเปรียบเทียบสภาวะเครียดของมะเขือเทศ ดังนี้ 

วิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร MDA จากใบมะเขือเทศสด 
ชั่งน้ำหนักใบพืช (g) และนำมาบดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว จากนั้นเติมสารละลาย trichloroacetic 

acid (TCA) ความเข้มข้น 0.1% ปริมาตร 1 mL นำไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 12,000 rpm 
เป็นเวลา 20 นาที ดูดส่วนน้ำใสปริมาตร 550 µL ลงในหลอดใหม่ จากนั้นเติม thiobarbituric acid (TBA) ความ
เข้มข้น 0.5% ในสารละลาย TCA ความเข้มข้น 20% หลอดละ 550µL ปิดฝาหลอดให้สนิท นำไปต้มที่อุณหภูมิ 
95°C เป็นเวลา 25 นาที รอให้เย็นลง หลังจากนั้น นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 7500 rpm เป็นเวลา 5 นาที ดูดสารละลาย
ปริมาตร 1 mL มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 และ 600 nm ปริมาณ MDA คำนวณได้จากสูตร
ต่อไปนี้  

ปริมาณ MDA (µmol/g FW) = [(A532-A600) x 1 x 1,000]/(155 x น้ำหนักใบ) 

- การบันทึกข้อมูล 
บันทึกผลอัตราการงอกของเมล็ดแตงร้านภายใต้สภาพดินเค็ม ความยาวของลำต้นมะเขือเทศที่เลี้ยงใน

สภาพปลอดเชื้อ ขนาดผลมะเขือเทศ และปริมาณสาร MDA ของใบมะเขือเทศที่เลี้ยงสภาพโรงเรือนในช่วงติดดอก 
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ผลการวิจัย  

การทดลองที่ 2.1 การผลิตสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์เพื่อควบคุมการเจริญเติบโตของพืช   
1. การโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเมลาโทนินจากพืช 

 1.1 การออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีน และโคลนชิ้นส่วนของยีน OsSNAT และ OsCOMT จากข้าว 
   จากฐานข้อมูล mRNA ใน NCBI สามารถออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะกับยีน  สำหรับเพ่ิมปริมาณ

ชิ้นส่วนยีน ด้วยวิธี PCR ได้ดังต่อไปนี้ 
 SNAT1_UTR-F : ACCTTCCCCGACCTTATCTG 
 SNAT1_UTR-R : CGTGGTGCAGACAACAAGAT 
 OsCOMT_F : ATGGGTTCTACAGCCGCC 
 OsCOMT_R : CTACTTTGTGAACTCGATGG  
 นำไพรเมอร์ที่สังเคราะห์ได้ มาใช้เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของยีนจาก cDNA ของข้าว ด้วยเอนไซม์ GoTaq 
(Promega) ได้ผลผลิต PCR ของยีน OsSNAT และยีน OsCOMT   ดังภาพที่ 2.1-1  
       OsSNAT     OsCOMT   

ภาพที่ 2.1-1 ภาพ Electrophoresis ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน OsSNAT และยีน OsCOMT 

 นำผลผลิต PCR มาแยกบน 1 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis ย้อมเจลด้วยสารละลาย 
ethidium bromide จากนั้นนำไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transiluminators เปรียบเทียบขนาดของ
แถบดีเอ็นเอกับ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (GOLDBIO) สามารถตรวจพบชิ้นยีน OsSNAT ที่
มีขนาดประมาณ 1,000 bp และ OsCOMT ที่มขีนาดประมาณมากกว่า 1,000 bp 

 

1000 bp → 

 → 

 

1000 bp → 
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1.2 การตรวจสอบความถูกต้องของยีน OsSNAT ที่ควบคุมการผลิตเอนไซม์ SNAT โดยวิธีวิเคราะห์
ลำดับนิวคลิโอไทด์ 
 ผลจากการโคลนยีน OsSNAT ที่ควบคุมการผลิตเอนไซม์ SNAT ที่เปลี่ยนสาร Serotonin เป็นสาร N-
acetylserotonin ในข้าว และการตรวจสอบการปรากฏของยีน OsSNAT ด้วยเทคนิค PCR พบว่าเมื่อนำผลผลิต 
PCR มาแยกบน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis ย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide 
จากนั้นนำไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transiluminators เปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับ ดีเอ็น
เอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder marker (GOLDBIO) สามารถตรวจพบชิ้นยีนที่มีขนาดประมาณ 1,073 bp 
จากนั้นนำพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมที่ได้ไปวิเคราะห์ดำดับนิวคลิโอไทด์และลำดับของกรดอะมิโนเพ่ือนำไป
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน NCBI พบว่า มีความคล้ายคลึงกับลำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนของยีน serotonin N-
acetyltransferase (SNAT1) ของ Oryza sativa Japonica (Accession No. XM_015782401) ที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
ดังภาพที่ 2.1-2  

ภาพที่ 2.1-2 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน OsSNAT ที่วิเคราะห์ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล NCBI 
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2. การสังเคราะห์ยีน AANAT ของแกะ  
 จากการค้นหาข้อมูลลำดับเบสของยีนจากฐานข้อมูล ENA พบลำดับเบสของยีน AANAT ในส่วน CDS 
(Accession No. AAC48690.1)  
>ENA|AAC48690|AAC48690.1 Ovis aries (sheep) arylalkylamine N-acetyltransferase: Location: 1.624 
ATGTCCACGCCGAGCGTCCACTGCCTGAAACCCTCGCCTTTGCACCTGCCCTCTGGGATCCCAG

GGTCCCCAGGCCGCCAGCGGCGCCACACGCTCCCTGCCAACGAGTTCCGCTGCCTCACCCCAGA

GGACGCTGCCGGCGTGTTTGAGATTGAGCGAGAGGCCTTCATCTCTGTCTCCGGCAACTGCCCC

CTGAATCTGGACGAGGTCCAGCACTTCCTGACCCTGTGTCCCGAGCTGTCCCTGGGCTGGTTCG

TGGAGGGCCGCCTCGTGGCCTTCATCATCGGCTCCCTGTGGGATGAGGAGAGACTTACTCAGGA

GTCGCTGGCACTGCACAGGCCCAGGGGCCACAGCGCCCACCTGCACGCGCTGGCCGTGCACCGC

AGCTTCCGGCAGCAAGGCAAGGGCTCCGTCCTGCTCTGGCGCTACCTGCACCACGTGGGCGCCC

AGCCAGCCGTGCGCCGGGCGGTGCTCATGTGCGAGGACGCGCTGGTGCCCTTTTACCAGAGGTT

TGGCTTCCATCCCGCGGGCCCATGTGCCATCGTCGTGGGCTCACTGACCTTCACGGAGATGCAC

TGCTCCCTGCGGGGCCACGCCGCCCTGCGCCGGAACAGTGACCGCTGA 

นำมาปรับนิวคลีโอไทด์ข้างต้นให้เป็น codon ที่เหมาะสมกับการผลิตโปรตีนใน E. coli และปรับเปลี่ยนลำดับ
เบสที่เป็นจุดตัดด้วย restriction enzyme ด้านในบริเวณยีน ได้ลำดับเบสที่นำไปสังเคราะห์ต่อได้ ดังนี้ 
ATGAGCACCCCGAGCGTTCACTGCCTGAAGCCGAGCCCGCTGCACCTGCCGAGCGGTATCCCGG

GCAGCCCGGGTCGTCAGCGTCGTCACACCCTGCCGGCGAACGAGTTCCGTTGCCTGACCCCGGA

GGATGCGGCGGGCGTGTTCGAGATCGAACGTGAGGCGTTTATTAGCGTTAGCGGTAACTGCCCG

CTGAACCTGGATGAAGTGCAGCACTTTCTGACCCTGTGCCCGGAACTGAGCCTGGGCTGGTTCG

TGGAGGGTCGTCTGGTTGCGTTTATCATTGGCAGCCTGTGGGACGAGGAACGTCTGACCCAGGA

GAGCCTGGCGCTGCACCGTCCGCGTGGTCACAGCGCGCACCTGCACGCGCTGGCGGTTCACCGT

AGCTTCCGTCAGCAGGGTAAAGGCAGCGTGCTGCTGTGGCGTTACCTGCACCATGTTGGTGCGC

AGCCGGCGGTGCGTCGTGCGGTTCTGATGTGCGAAGACGCGCTGGTGCCGTTCTATCAACGTTT

TGGTTTTCATCCGGCGGGTCCGTGCGCGATTGTGGTTGGCAGCCTGACCTTTACCGAGATGCAT

TGCAGCCTGCGTGGTCATGCGGCGCTGCGTCGTAACAGCGATCGTTAA 

 
3. การตรวจสอบชิ้นส่วนยีน OsCOMT และยีน AANAT ในเวคเตอร์ pETDuet-1 

 - จากการค้นหาข้อมูลลำดับเบสของยีนจากฐานข้อมูล NCBI พบลำดับเบสของยีน OsCOMT ในส่วน 
CDS (Accession No. AK064768.1) ดังนี้ 
ATGGGTTCTACAGCCGCCGACATGGCCGCGGCGGCCGACGAGGAGGCGTGCATGTACGCGCTGC

AGCTGGCGTCGTCGTCGATCCTGCCGATGACGCTCAAGAACGCCATCGAGCTGGGCCTGCTCGA

GACGCTGCAGTCCGCCGCCGTCGCCGGAGGAGGGGGGAAGGCGGCGCTGCTGACGCCGGCGGAG

GTGGCCGACAAGCTGCCGTCCAAGGCGAACCCGGCGGCGGCCGACATGGTGGACCGCATGCTCC

GCCTGCTCGCCTCCTACAACGTCGTCAGGTGCGAGATGGAGGAGGGCGCCGACGGCAAGCTCTC

CCGCCGCTACGCCGCCGCGCCGGTGTGCAAGTGGCTGACGCCCAACGAGGACGGCGTCTCCATG

GCCGCCCTCGCCCTCATGAACCAGGACAAGGTCCTCATGGAGAGCTGGTACTACCTTAAGGACG

CAGTCCTGGACGGCGGCATCCCGTTCAACAAGGCGTACGGGATGACGGCGTTCGAGTACCACGG

CACGGACGCCCGCTTCAACCGCGTCTTCAACGAGGGCATGAAGAACCACTCCGTCATCATCACC

AAGAAGCTGCTCGACCTCTACACCGGCTTCGACGCCGCCTCCACCGTCGTCGACGTCGGCGGCG

GCGTGGGCGCCACTGTGGCCGCCGTCGTCTCCCGCCACCCGCACATCCGGGGGATCAACTACGA

CCTCCCCCACGTCATCTCCGAGGCGCCGCCGTTCCCCGGGGTGGAGCACGTCGGCGGCGACATG

TTCGCCTCCGTGCCCCGCGGCGGCGACGCCATCCTGATGAAGTGGATCCTCCACGACTGGAGCG

ACGAGCACTGCGCGCGGCTGCTCAAGAACTGCTACGACGCGCTGCCGGAGCACGGGAAGGTGGT

GGTGGTGGAGTGCGTGCTGCCGGAGAGCTCCGACGCGACGGCGAGGGAGCAGGGGGTGTTCCAC
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GTCGACATGATCATGCTCGCCCACAACCCCGGCGGCAAGGAGAGGTACGAGAGGGAGTTCAGGG

AGCTCGCCCGCGCCGCCGGATTCACCGGCTTCAAGGCCACCTACATCTACGCCAACGCCTGGGC

CATCGAGTTCACAAAGTAG 

 จากนั้น ทำการสั่งสังเคราะห์ลำดับเบสของยีน OsCOMT ของข้าว โดยปรับนิวคลีโอไทด์ข้างต้นให้เป็น 
codon ที่เหมาะสมกับการผลิตโปรตีนใน E.Coli และปรับเปลี่ยนลำดับเบสที่เป็นจุดตัดด้วย restriction enzyme 
ด้านในบริเวณยีน จะได้ลำดับเบสที่นำไปสังเคราะห์ต่อได้ ดังนี้ 
ATGGGTAGCACCGCGGCGGATATGGCGGCGGCGGCGGATGAGGAAGCGTGCATGTACGCGCTGC

AGCTGGCGAGCAGCAGCATCCTGCCGATGACCCTGAAGAACGCGATTGAGCTGGGCCTGCTGGA

AACCCTGCAAAGCGCGGCGGTTGCGGGTGGCGGTGGCAAAGCGGCGCTGCTGACCCCGGCGGAA

GTGGCGGACAAGCTGCCGAGCAAGGCGAACCCGGCGGCGGCGGACATGGTTGATCGTATGCTGC

GTCTGCTGGCGAGCTACAACGTGGTTCGTTGCGAAATGGAGGAAGGCGCGGATGGCAAGCTGAG

CCGTCGTTATGCGGCGGCGCCGGTTTGCAAATGGCTGACCCCGAACGAGGATGGTGTGAGCATG

GCGGCGCTGGCGCTGATGAACCAGGATAAGGTTCTGATGGAAAGCTGGTACTATCTGAAAGACG

CGGTGCTGGATGGTGGCATCCCGTTCAACAAGGCGTACGGCATGACCGCGTTTGAGTACCACGG

CACCGACGCGCGTTTCAACCGTGTTTTTAACGAGGGTATGAAAAACCACAGCGTGATCATTACC

AAGAAACTGCTGGACCTGTACACCGGCTTCGATGCGGCGAGCACCGTGGTTGACGTGGGTGGCG

GTGTTGGTGCGACCGTGGCGGCGGTGGTTAGCCGTCACCCGCACATCCGTGGCATTAACTATGA

TCTGCCGCACGTTATTAGCGAGGCTCCGCCGTTCCCGGGTGTGGAACACGTTGGCGGTGACATG

TTTGCGAGCGTGCCGCGTGGCGGTGATGCGATCCTGATGAAGTGGATTCTGCACGACTGGAGCG

ATGAGCACTGCGCGCGTCTGCTGAAGAACTGCTACGATGCGCTGCCGGAACACGGTAAAGTGGT

TGTGGTTGAGTGCGTTCTGCCGGAAAGCAGCGATGCGACCGCGCGTGAGCAAGGCGTGTTCCAC

GTTGATATGATCATGCTGGCGCACAACCCGGGCGGTAAAGAGCGTTATGAGCGTGAATTTCGTG

AACTGGCGCGTGCGGCGGGTTTCACCGGTTTTAAGGCGACCTACATCTATGCGAACGCGTGGGC

GATTGAATTTACCAAATAA 

  
 - นำชิ้นส่วนของยีน AANAT และยีน OsCOMT ที่ได้รับการสังเคราะห์เชื่อมต่อเข้าสู่เวคเตอร์ pETDuet-1 
(ภาพที่  2.1-3) โดยยีน AANAT เชื่อมต่อเข้าบริเวณ MCS1 และยีน OsCOMT เชื่อมต่อเข้าบริเวณ MCS2 
ตามลำดับ  
 

 
ภาพที่ 2.1-3 แผนที่เวคเตอร์ pETDuet-1 
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 เมื่อนำเวคเตอร์ pETDuet-1ที่มีชิ้นส่วนของยีน AANAT และยีน OsCOMT ถ่ายฝากเข้าสู่ E. coli และ
คัดเลือกโคโรนีด้วยการทำ Colony PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ดังต่อไปนี้  
ลำดับไพรเมอร์ที่ใช้ในการคัดเลือกโคโรนี  
  (1) Duet-Upstream : ATG CGT CCG GCG TAG AGG ATC 

(2) Duet-Down1 : GAT TAT GCG GCC GTG TAC AA 
(3) Duet-Up2 : TTG TAC ACG GCC GCA TAA TC 
(4) T7-terminator :  TGC TAG TTA TTG CTC AGC GG 

 พบว่าได้โคโลนีที่มีชิ้นส่วนของยีน AANAT แสดงในภาพที่ 2.1-4 

ภาพที่ 2.1-4  ภาพ Electrophoresis ของ Colony PCR และโคโลนีที่มชีิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน AANAT  
            
 
 จากการนำโคโลนีเบอร์ 11 ที่มีชิ้นส่วนของยีน AANAT ไปเลี้ยงในอาหารเหลวและสกัดเอาพลาสมิดออก
มาเพ่ือตรวจสอบชิ้นส่วนของยีนอีกครั้ง พบว่า โคโลนีเบอร์ 11 มีชิ้นส่วนของทั้งยีน AANAT และยีน OsCOMT    
ดังในภาพที่ 2.1-5  
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← AANAT 

 → 

 

← OsCOMT 

 → 

 

 1000 bp → 

 → 

 

 1500 bp → 

 → 

 

 
ภาพที่ 2.1-5  ภาพ Electrophoresis ของโคโลนีเบอร์ 11 ที่มชีิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน AANAT และยีน OsCOMT 

4. การทดสอบการแสดงออกของเอนไซม์ AANAT และ OsCOMT แบบหยาบ 
 นำโคโลนีเบอร์ 11 ที่มีเวคเตอร์ pETDuet-1 ซึ่งมีชิ้นส่วนของยีน AANAT และยีน OsCOMT มาเลี้ยงใน

อาหารเหลว LB ปริมาณ 2 mLที่อุณหภูมิ 37 ํC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนั้น นำน้ำเลี้ยง 1 mL มาเลี้ยงต่อใน
อาหารเหลว LB 100 mLที่มี Ampicillin ที่อุณหภูมิ 37 ํC เป็นเวลา 5 ชั่วโมง จนได้น้ำเลี้ยงที่มีค่า OD600 อยู่
ระหว่าง 0.4 - 0.8  จากนั้นทำการชักนำการแสดงออกของโปรตีนด้วยการเติม 100 mM IPTG ปริมาณ 1 mL 
และเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 ํC เป็นเวลา 3 ชั่วโมง นำน้ำเลี้ยงที่ได้มาปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกส่วนของเหลวและตะกอน นำ
ตะกอน (เซลล์ E. coli )ที่ได้ไปตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE ได้ผลดังภาพที่ 2.1-6 ทั้งนี้ 
จากฐานข้อมูล NCBI โปรตีน AANAT มีขนาดประมาณ 23 kDa และโปรตีน OsCOMT มีขนาดประมาณ 39 kDa 

ภาพที่ 2.1-6 ภาพแสดงแถบโปรตีนที่แยกด้วยวิธี SDS-PAGE ของโคโรนีเบอร์ 11 ที่มีชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน 
AANAT และยีน OsCOMT 

 จากผลในภาพที่ 1-5 เมื่อทำการชักนำการแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG (IPTG(+)) พบว่ามีแถบโปรตีนที่
มีปริมาณเพ่ิมขึ้นอยู่ที่ขนาดประมาณ 40 kDa ซึ่งคาดว่าเป็นโปรตีน OsCOMT และพบแถบโปรตีนที่มีขนาดต่ำกว่า 

← AANAT 

 → 

 

 IPTG 
(-)   (+) 

 Marker 

40 kDa 

25 kDa 

OsCOMT→ 

AANAT→ 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



72 
 

25 kDa ซึ่งคาดว่าเป็นโปรตีน AANAT โดยในขั้นต่อไป จะทำการแยกโปรตีนจาก  E. coli ในส่วน soluble 
protein เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซม์ที่ถูกต้อง  

เมื่อเลี้ยง E. coli ที่มีพลาสมิดซึ่งมีชิ้นส่วนของทั้งสองยีน ทำการชักนำการแสดงออกของโปรตีน AANAT 
และ OsCOMT ด้วย IPTG ตามวิธีข้างต้น จากนั้น เลี้ยง E. coli อุณหภูมิ 30 ํC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนั้น
ทำให้เซลล์ E. coli แตกและนำน้ำเลี้ยงมาวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE โดยแยกโปรตีน
ส่วนตะกอนเซลล์ (precipitation) และส่วนน้ำใสที่เป็นสารละลายจากเซลล์ที่แตกตัว (supernatant) พบแถบ
โปรตีนซึ่งคาดว่าเป็นเอนไซม์ AANAT (<25 kDa) ทั้งใน supernatant และ precipitation และพบแถบโปรตีน 
OsCOMT (~40 kDa) มีปริมาณเพ่ิมข้ึนจากการชักนำด้วย IPTG ในส่วน supernatant อย่างเดียวดังในภาพที่ 2.1-7 

ภาพที่ 2.1-7 ภาพแสดงแถบโปรตีนที่แยกโปรตีนส่วนตะกอนเซลล์ (precipitation) และส่วนน้ำใส(supernatant) 
ออกจากกันและวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธี SDS-PAGE 

จากผลการทดลองนี้แสดงว่า เอนไซม์ OsCOMT ที่ชักนำได้นั้นมีการแสดงออกที่ถูกต้องและอยู่ในลักษณะ 
soluble protein ที่คาดว่าสามารถทำงานได้ ส่วนเอนไซม์ AANAT นั้น จำเป็นต้องทำการPurification เพ่ือ
วิเคราะห์ความถูกต้องของโปรตีนต่อไป 

 
5. การศึกษาปัจจัยท่ีเหมาะสมในการเลี้ยง E. coli เพื่อการผลิตเมลาโทนิน 

เมื่อเลี้ยง E. coli จากข้อ 4. ที่มีพลาสมิดซึ่งมีชิ้นส่วนของยีน AANAT และยีน OsCOMT ตามวิธีการข้อ 4. 
และแบ่งน้ำเลี้ยงออกให้เท่าๆ กัน หลอดละ 50 mL จำนวน 12 หลอด ทำการชักนำการแสดงออกของโปรตีน 
AANAT และ OsCOMT ด้วยการเติม IPTG 9 หลอดและไม่เติม IPTG 3 หลอด นำน้ำเลี้ยงไปเลี้ยงต่อในตู้บ่มที่
อุณหภูมิ 30 ํC, 37 ํC และ 40 ํC ตู้ละ 4 หลอด เป็นเวลา 16 ชั่วโมงเพ่ือทำการทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ
ชักนำโปรตีน ผลการทดสอบพบว่า การแสดงออกของเอนไซม์ AANAT ไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละอุณหภูมิ  
ส่วนเอนไซม์ OsCOMT ที่อุณหภูมิ 37 ํC และ 40 ํC มีปริมาณการแสดงออกมากกว่าที่อุณหภูมิ 30 ํC (กรอบสีแดง
ในภาพที่ 2.1-8) แต่ไม่พบความแตกต่างระหว่างที่อุณหภูมิ 37 Cํ และ 40 Cํ   
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ภาพที ่2.1-8 ภาพแสดงแถบโปรตีนของ E.Coli ที่ได้ชักนำให้แสดงโปรตีนในอุณหภูมิที่แตกต่างกัน 
 
เมื่อชักนำการแสดงออกของโปรตีนด้วยการเติมสาร IPTG ทีค่วามเข้มข้น 3 ระดับ 0.1 mM, 1 mM และ 3 

mM ลงในน้ำเลี้ยงแต่ละหลอดและชักนำการแสดงออกของโปรตีนที่อุณหภูมิ 37 ํC พบว่า ความเข้มข้นของ IPTG 
ไม่มีความสัมพันธ์กับปริมาณการแสดงออกของโปรตีน OsCOMT และ AANAT  (ภาพท่ี 2.1-9) 

 

ภาพที ่2.1-9 ภาพแสดงแถบโปรตีนของ E.Coli ทีช่ักนำการแสดงออกด้วยความเข้มข้นของ IPTG ที่ แตกต่างกัน 
 
จากผลการทดลองข้างต้น ปัจจัยที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของเอนไซม์  OsCOMT และ AANAT  คือ 

การให้สาร IPTG ที่ความเข้มข้น 0.1 mM เพ่ือชักนำการแสดงออกของเอนไซม์และการเลี้ยง E. coli ที่อุณหภูมิ  
37 Cํ เพ่ือให้ได้ปริมาณเอนไซม์สำหรับการผลิตเมลาโทนิน 

เมื่อได้ข้อมูลอุณหภูมิและความเข้มข้นของ IPTG ที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของเอนไซม์เพ่ือการผลิตเมลา
โทนิน จึงเลี้ยง E. coli ที่มีพลาสมิดซึ่งมีชิ้นส่วนของยีน AANAT และยีน OsCOMT ตามวิธีการข้อ 4. จากนั้น เติม 
IPTG และสารตั้งต้น Serotonin ที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน และเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 ํC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้ 
E. coli ผลิตเมลาโทนิน จากนั้น นำน้ำเลี้ยงมาปั่นเหวี่ยงและแยกตะกอนออก นำน้ำเลี้ยงที่ได้มากรองผ่าน 
membrane filter ขนาดรูพรุน 0.2 µm และนำไปวิเคราะห์ความเข้มข้นของเมลาโทนินด้วยเครื่อง UHPLC 
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พบว่า เมื่อให้สารตั้งต้น Serotonin ที่ 1 mM (0.213 mg/mL) จะได้สารเมลาโทนิน 0.278 µg/ml และ เมื่อให้
สารตั้งต้น Serotonin ที่ 3 mM (0.638 mg/mL) จะได้สารเมลาโทนิน 0.329 µg/ml โดยผลการวิเคราะห์
ปริมาณเมลาโทนิน จะได้รูปกราฟโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน melatonin ดังภาพที่ 2.1-10 และได้รูปกราฟ
โครมาโตแกรมของตัวอย่างน้ำเลี้ยง ดังภาพที่ 2.1-11 ตามลำดับ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1-10 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน melatonin 

 

 

 ภาพที่ 2.1-11 โครมาโตแกรมของตัวอย่างน้ำเลี้ยง E. coli 
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  นอกจากนี้ การศึกษาปัจจัยความเข้มข้นของสารตั้งต้น Serotonin ที่ส่งผลต่อปริมาณการสังเคราะห์เมลาโทนิน 
ของ E. coli พบว่า อัตราส่วนปริมาณเมลาโทนินที่สังเคราะห์ได้ต่อปริมาณสารตั้งต้น มีแนวโน้มลดลงตามความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น Serotonin ที่เพ่ิมขึ้น (ภาพที่ 2.1-12) ดังนั้น จากผลการทดลอง เมื่อให้ปริมาณสารตั้งต้น 
Serotonin 1 mM เอนไซม์ที่แสดงออกใน E. coli จะสามารถสังเคราะห์เมลาโทนินได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงที่สุด  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1-12 ผลของปริมาณสารตั้งต้นต่อการสังเคราะห์เมลาโทนินใน E. coli 

 

เมื่อขยายปริมาณการเลี้ยง E. coli ในระดับถังหมักขนาดเล็กเพ่ือการผลิตเมลาโทนินโดยใช้ปัจจัยข้างต้น และ
นำน้ำเลี้ยงมาสกัดด้วย Ethyl acetate เพ่ือลดปริมาณน้ำตาลและเพ่ิมความเข้มข้นของสาร (ภาพที่ 2.1-13) ผล
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณเมลาโทนินที่ผลิตได้ ตามตารางที่ 1 โดยการเลี้ยงE. coli ในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร 
และสกัดด้วย Ethyl acetate พบปริมาณเมลาโทนินสูงที่สุดอยู่ที่ประมาณ 2.7 µg/mL   กร
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ภาพที่ 2.1-13 การขยายปริมาณการเลี้ยง E. coli เพื่อการผลิตเมลาโทนินในระดับถังหมักขนาดเล็ก 

 

 

ตารางท่ี 2.1-1 ปริมาณเมลาโทนิน ที่วิเคราะห์ได้จากน้ำเล้ียง E. coli ในรูปแบบต่างๆ 
 

Sample Total concentration (ug/mL) 
100 mL culture_Freeze dry 1.21 
100 mL culture_Extraction 1.70 
500 mL fresh culture 0.53 
500 mL culture_Extraction 2.72 
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การทดลองที่ 2.2  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชใน
สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม 
1.   การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการเพิ่มอัตราการงอกของเมล็ดแตงภายใต้สภาพดินเค็ม 
1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ในการเพ่ิมอัตราการงอกของเมล็ดแตงภายใต้สภาพดินเค็ม 
 เมื่อเพาะเมล็ดแตงร้านที่ชุบสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ในดินที่มีสารละลายเกลือ NaCl 
200 mM พบว่า ที่ระยะการเพาะ 24 ชั่วโมง ไม่มีความแตกต่างระหว่างเมล็ดที่ได้รับสารเมลาโทนินและไม่ได้รับ
สารเมลาโทนิน แต่ที่ระยะเพาะ 72 ชั่วโมง พบว่าเมล็ดที่ได้รับสารเมลาโทนิน 100 และ 150 μM มีอัตราการงอก
เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ และอัตราการงอกของเมล็ดแตงร้านภายใต้สภาพดินเค็มอยู่ที่ระดับเดียวกับเมล็ดแตงร้าน
ที่ปลูกในสภาพดินปกติ (ภาพที่ 2.2-1, ภาพที่ 2.2-2) จากผลการทดลอง แสดงให้เห็นว่าสารเมลาโทนินมี
ประสิทธิภาพช่วยเพิ่มอัตราการงอกของเมล็ดแตงร้านในสภาพดินเค็มได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 2.2-1 กราฟแสดงอัตราการงอกของเมล็ดแตงร้านที่ชุบเมลาโทนินที่ความเข้มข้นต่างๆ ก่อนเพาะ
เมล็ดภายใต้สภาพดินเค็ม ( * : student t-test  p<0.05) 
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 ภาพที่ 2.2-2 แสดงสภาพการเจริญเติบโตของเมล็ดแตงร้านที่ได้รับและไม่ได้รับเมลาโทนินที่ความเข้มข้น
ต่างๆ ภายใต้สภาพดินเค็ม 

1.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินแบบหยาบจากน้ำเลี้ยง E. coli ในการเพิ่มอัตราการงอกของเมล็ด
แตงภายใต้สภาพดินเค็ม 

 เมื่อเพาะเมล็ดแตงร้านที่ชุบสารเมลาโทนินแบบหยาบที่ความเข้มข้นต่างๆ ในดินที่มีสารละลายเกลือ 
NaCl 200 mM พบว่า ที่ระยะการเพาะ 24 ชั่วโมง พบว่าเมล็ดที่ได้รับสารเมลาโทนินแบบหยาบ 50 μM [E-50] 
และ 100 μM [E-100] รวมทั้งเมล็ดที่ได้รับสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ 50 μM [M-50] และ 100 μM  [M-100] มี
อัตราการงอกเพ่ิมขึ้น แต่ที่ระยะเพาะ 72 ชั่วโมง พบว่าไม่มีความแตกต่างระหว่างเมล็ดที่ได้รับสารเมลาโทนินและ
ไม่ได้รับสารเมลาโทนิน (ภาพที่ 2.2-3) 

 

ภาพที่ 2.2-3 กราฟแสดงอัตราการงอกของเมล็ดแตงร้านที่ชุบเมลาโทนินแบบหยาบและบริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น
ต่างๆ ก่อนเพาะเมล็ดภายใต้สภาพดินเค็ม 

 

Cont. Melatonin 
50 µM 

Melatonin 
100 µM 

Melatonin 
150 µM 

No NaCl NaCl 200 mM 
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 เมื่อเพาะเมล็ดแตงร้านในสภาพดินเค็มต่อไปที่อุณหภูมิ 30ºC อีก 14 วัน พบว่าต้นอ่อนแตงร้านที่ได้รับเม
ลาโทนินทุกกรรมวิธีมีความยาวของลำต้นอ่อนมากกว่าแตงร้านที่ไม่ได้รับเมลาโทนิน (ภาพที่ 2.2-4)  แสดงให้เห็น
ว่าเมลาโทนินแบบหยาบที่ผลิตได้จาก E. coli มีแนวโน้มเพ่ิมความต้านทานเค็มและส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้น
อ่อนแตงร้านได ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2-4 กราฟและภาพแสดงสภาพการเจริญเติบโตของเมล็ดแตงร้านที่ได้รับเมลาโทนินแบบหยาบและ
บริสุทธิ์ที่ความเข้มข้นต่างๆ ภายใต้สภาพดินเค็ม 

 

2.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการเพิ่มความทนแล้งของมะเขือเทศ 

2.1   การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการเพ่ิมความทนแล้งของมะเขือเทศในสภาพขวดปลอด
เชื้อระดับห้องปฏิบัติการ 
- การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ในการเพิ่มความทนแล้งของมะเขือเทศในสภาพขวดปลอด
เชื้อในระดับห้องปฏิบัติการ 

เมื่อเปรียบเทียบกับต้นอ่อนที่เลี้ยงด้วยอาหาร MS ปกติ [No PEG] พบว่าต้นอ่อนมะเขือเทศที่เลี้ยงใน
อาหาร MS ที่มีส่วนประกอบของ Polyethylene glycol (PEG) 5% [Cont., Melatonin50, 100 และ 150 µM] 
มีการชะลอการเจริญเติบโต ลำต้นสั้นลง ใบเหี่ยวเฉา (ภาพที่ 2.2-5) เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของต้นอ่อน
มะเขือเทศที่ได้รับและไม่ได้รับสารเมลาโทนิน พบว่า ต้นอ่อนมะเขือเทศที่ได้รับสารเมลาโทนิน [Melatonin50, 
100 และ 150 µM] มีความยาวของลำต้นบริเวณเหนือใบเลี้ยงคู่มากกว่าต้นมะเขือเทศที่ไม่ได้รับสารเมลานิน 
[Cont.] (ภาพที่ 2-6) และมีการเจริญเติบโตที่ดีกว่า นอกจากนี้ ในทุกกรรมวิธีที่เลี้ยงต้นอ่อนมะเขือเทศในอาหาร  
MS ซึ่งมีส่วนประกอบของ PEG ต้นอ่อนมะเขือเทศที่ได้รับสารเมลาโทนิน 100 µM มีการเจริญเติบโตและมีลำต้น
ยาวมากที่สุด  แสดงให้ เห็นว่า สารเมลาโทนินมีแนวโน้มช่วยเพ่ิมความทนแล้งของมะเขือเทศในระดับ
ห้องปฏิบัติการได ้
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ภาพที่ 2.2-5 ภาพแสดงต้นอ่อนมะเขือเทศที่ได้รับและไม่ได้รับสารเมลาโทนิน ภายใต้สภาพแล้งแบบจำลองด้วย
การเติม Polyethylene glycol (PEG) ในสภาพขวดปลอดเชื้อ 
 

 
ภาพที่ 2.2-6 กราฟแสดงอัตราการเจริญเติบโตของต้นอ่อนมะเขือเทศภายใต้สภาพแล้งแบบจำลองด้วยการเติม 
Polyethylene glycol (PEG) ในสภาพขวดปลอดเชื้อ 

- การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินแบบหยาบที่ผลิตได้จาก E. coli ในการเพ่ิมความทนแล้งของมะเขือ
เทศในสภาพขวดปลอดเชื้อในระดับห้องปฏิบัติการ 
  เช่นเดียวกับผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ
ต้นอ่อนมะเขือเทศที่ได้รับและไม่ได้รับสารเมลาโทนินแบบหยาบที่เลี้ยงในอาหาร MS ที่มีส่วนประกอบของ PEG 
5% พบว่าต้นอ่อนมะเขือเทศที่ได้รับสารเมลาโทนินแบบหยาบ [Melatonin (E-50)] มีการเจริญเติบโตของราก
และมีความยาวของลำต้นบริเวณเหนือใบเลี้ยงคู่มากกว่าต้นมะเขือเทศที่ไม่ได้รับสารเมลาโทนิน [Control]  (ภาพท่ี 
2.2-7 และภาพที่ 2.2-8) แสดงให้เห็นว่า สารเมลาโทนินที่ได้จากการสังเคราะห์โดย E. coli มีประสิทธิภาพ
ใกล้เคียงกับสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ ทั้งนี้ จากในภาพที่ 2.2-7 กรรมวิธีที่ใช้สารเมลาโทนินแบบหยาบนั้นอาหาร MS 
มีสีเหลืองกว่ากรรมวิธีอ่ืนอย่างชัดเจน เนื่องจากมีองค์ประกอบของอาหาร LB ตกค้างอยู่ เช่น น้ำตาล เป็นต้น  
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ภาพที่ 2.2-7 ภาพแสดงต้นอ่อนมะเขือเทศที่ได้รับและไม่ได้รับสารเมลาโทนิน ภายใต้สภาพแล้งแบบจำลองด้วย
การเติม Polyethylene glycol (PEG) ในสภาพขวดปลอดเชื้อ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.2-8 กราฟแสดงอัตราการเจริญเติบโตของต้นอ่อนมะเขือเทศได้รับและไม่ได้รับสารเมลาโทนิน ภายใต้
สภาพแล้งแบบจำลองด้วยการเติม Polyethylene glycol (PEG) 
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2.2  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินในการเพ่ิมความทนแล้งของมะเขือเทศช่วงติดดอกใน
สภาพโรงเรือน 
- การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินบริสุทธิ์ในการเพิ่มความทนแล้งของมะเขือเทศช่วงติดดอกในสภาพ
โรงเรือน 

หลังจากลดปริมาณการให้น้ำต้นมะเขือเทศพันธุ์เชอรี่ต่อเนื่องกันเป็นเวลา 10 วัน จะสามารถสังเกตเห็น
ความเหี่ยวของใบมะเขือเทศในกรรมวิธี C, M50, M100 และ M150 เมื่อเปรียบเทียบกับต้นมะเขือเทศในกรรมวิธี
ที่ให้น้ำตามปกติ (WW) ตามภาพที่ 2.2-9 และเมื่อสังเกตเห็นความเหี่ยวของใบได้ได้ชัดเจนยิ่งขึ้นเมื่อวันที่ 18 ของ
การลดปริมาณการให้น้ำ ตามภาพที่ 2.2-10 และ 2.2-11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.2-9 ภาพแสดงลักษณะใบและลำต้นของมะเขือเทศ หลังจากเริ่มลดปริมาณน้ำ 10 วัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2-10 ภาพแสดงลักษณะใบและลำต้นของมะเขือเทศ หลังจากเริ่มลดปริมาณน้ำ 18 วัน 
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ภาพที่ 2.2-11 กราฟแสดงค่าเฉลี่ยความเหี่ยวของใบมะเขือเทศในแต่ละกรรมวิธี โดยให้คะแนนจากอัตราส่วนการม้วนงอ
ของใบ (0 = ใบม้วนงอ 100%, 5 = ใบม้วนงอ 50%,  10 = ใบม้วนงอ 0%) 

 เมื่อเก็บผลและเปรียบเทียบขนาดผลมะเขือเทศของแต่ละกรรมวิธี พบว่า ผลมะเขือเทศของกรรมวิธีที่ลดปริมาณ
การให้น้ำ (C, M50, M100 และ M150) จะมีขนาดเล็กกว่ากรรมวิธีให้น้ำปกติ (WW) (ภาพที่ 2.2-12) โดยกรรมวิธี
ทั้งหมดที่ให้สารเมลาโทนิน (M50, M100 และ M150) มีขนาดผลมะเขือเทศขนาดใหญ่กว่ากรรมวิธีควบคุม (C) 
โดยการให้เมลาโทนินที่ความเข้มข้น 50 µM สามารถเพ่ิมขนาดผลมะเขือเทศได้มากท่ีสุด รวมทั้งมีแนวโน้มในการ
ลดการสุกของผลก่อนแก่จัด โดยสังเกตได้จากการเปลี่ยนสีของผลมะเขือเทศจะช้ากว่ากรรมวิธีควบคุม (C)  

 

ภาพที ่2.2-12 ภาพแสดงตัวอย่างผลมะเขือเทศจากกรรมวิธีที่ให้และไม่ให้เมลาโทนิน (ซ้าย) และกราฟแสดง
ขนาดผลมะเขือเทศ (ขวา) ในสภาพแล้ง 
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2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินแบบหยาบในการเพ่ิมความทนแล้งของมะเขือเทศช่วงติด
ดอกในสภาพโรงเรือน 

หลังจากลดปริมาณการให้น้ำต้นมะเขือเทศพันธุ์ราชินีต่อเนื่องกันเป็นเวลา 8 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับต้น
มะเขือเทศในกรรมวิธีที่ให้น้ำตามปกติ [WW] ใบของมะเขือเทศในกรรมวิธีลดปริมาณการให้น้ำ [C, E50, E50 และ 
M100] จะเริ่มเหี่ยวลง ตามภาพที่ 2.2-13 และเมื่อสังเกตเห็นความเหี่ยวของใบได้ได้ชัดเจนเมื่อวันที่ 28 ของการ
ลดปริมาณการให้น้ำ ตามภาพที่ 2.2-13 และ 2.2-14  
  

 
ภาพที่ 2.2-13 ภาพแสดงลักษณะใบและลำต้นของมะเขือเทศ หลังจากเริ่มลดปริมาณน้ำ 8, 18 และ 28 วัน 
กระถางนับจากทางซ้ายมือ กรรมวิธี WW, C, E50, M-50 และ M-100  
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ภาพที่ 2.2-14 กราฟแสดงค่าเฉลี่ยความเหี่ยวของใบมะเขือเทศในแต่ละกรรมวิธี โดยให้คะแนนจากอัตราส่วน 
การม้วนงอของใบ (0 = ใบม้วนงอ 100%, 5 = ใบม้วนงอ 50%, 10 = ใบม้วนงอ 0%) 
 

เมื่อเก็บใบมะเขือเทศของแต่ละกรรมวิธี ณ วันที่ 28 หลังจากเริ่มลดปริมาณการให้น้ำ มาวิเคราะห์ปริมาณ 
Malondialdehyde (MDA) ซ่ึงเป็นสารที่บ่งชี้ถึงภาวะเครียดออกซิเดชั่นในเซลล์พืช พบว่าตัวอย่างในกรรมวิธีลด
ปริมาณน้ำทั้งหมด [C, E50, M50 และ M100] มีปริมาณ MDA มากกว่ากรรมวิธีให้น้ำปกติ [WW] และเมื่อ
เปรียบเทียบระหว่างกรรมวิธีที่ให้และไม่ให้เมลาโทนินพบว่ากรรมวิธีที่ให้เมลาโทนินแบบหยาบ [E50] มีปริมาณ 
MDA น้อยกว่ากรรมวิธีควบคุม [C] อย่างมีนัยสำคัญ (ภาพที่ 2.2-15) แต่ไม่พบความแตกต่างของปริมาณ MDA 
ระหว่างกรรมวิธีควบคุมกับกรรมวิธีที่ให้เมลาโทนินบริสุทธิ์ จากผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า เมลาโทนินแบบ
หยาบที่ผลิตได้จาก E. coli มีประสิทธิภาพในการลดภาวะเครียดออกซิเดชั่นที่เกิดจากการขาดน้ำในใบมะเขือเทศ
ได้ และมีแนวโน้มเพ่ิมความต้านทานแล้งของมะเขือเทศในระดับโรงเรือนเช่นเดียวกับในห้องปฏิบัติการ 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 2.2-15  ภาพแสดงตัวอย่างใบมะเขือเทศที่นำมาวิเคราะห์ปริมาณ MDA และกราฟแสดงค่าเฉลี่ยปริมาณ 
MDA ของใบมะเขือเทศในแต่ละกรรมวิธี ( * : student t-test  p<0.05) 
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อภิปรายผล  
 
ในการผลิตสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์โดยใชเทคโนโลยีชีวภาพ ได้ทำการโคลนและสังเคราะห์ยีนที่

เกี่ยวข้องกับการผลิตเมลาโทนิน ได้แก่ AANAT และ OsCOMT นำมาเชื่อมต่อเวกเตอร์ pETDuet-1 ฝากถ่ายสู่  
E. coli และชักนำให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนทั้ง 2 ตัวพร้อมกัน จากนั้น ทำการทดสอบปัจจัยในการชักนำ
การแสดงออกโปรตีน พบว่าโปรตีนจะแสดงออกได้ดี เมื่อใช้สารชักนำการแสดงออก (IPTG) ที่ความเข้มข้น 0.1 
mM อุณหภูมิ 37 ํC และการสังเคราะห์เมลาโทนินโดยเอนไซม์ทั้ง 2 ตัวจะให้ประสิทธิภาพดีที่สุด ที่ปริมาณสารตั้ง
ต้นเซโรโทนิน 1 mM จากนั้นทดลองเลี้ยง E. coli โดยใช้ปัจจัยข้างต้นและขยายปริมาณการเลี้ยงในระดับถังหมัก
ขนาดเล็กและทำการสกัดน้ำเลี้ยงเพ่ือขจัดน้ำตาลและเพ่ิมความเข้มข้นของสาร ทำให้ได้สารเมลาโทนินแบบหยาบ
ในรูปแบบของแข็งและของเหลว โดยสามารถผลิตเมลาโทนินได้สูงสุดอยู่ที่ประมาณ 2.7 µg/mL หากเปรียบเทียบ
กับรายงานในต่างประเทศ (Byeon and Back, 2016) ที่ใช้ E. coli ดัดแปลงพันธุกรรมจากสัตว์และพืช ซึ่งผลิตได้
อยู่ที่ 1.5 µg/mL พบว่าในการทดลองนี้สามารถผลิตเมลาโทนินได้มากกว่า แต่อย่างไรก็ดี ในปี 2021 มีรายงาน
การพัฒนา E.coli  ดัดแปลงพันธุกรรมที่สามารถผลิตเมลาโทนินได้มากถึง 0.65 g/L โดยใช้การโคลนยีนที่สามารถ
สังเคราะห์สารที่อยู่ ในกระบวนการสังเคราะห์ เมลาโทนินจากแบคที เรีย Streptomyces albulus และ 
Xanthomonas campestris ซึ่งเป็นการลบล้างข้อจำกัดของเอนไซม์สังเคราะห์เมลาโทนินที่พบในพืชและสัตว์  
(Zhang et al., 2021) ดังนั้นการใช้ข้อมูลยีนจากแบคทีเรียและการออกแบบกระบวนการสังเคราะห์เมลาโทนิน  
เพ่ือผลิตสารในปริมาณท่ีสูงขึ้นกว่านี้ ยังต้องอาศัยการศึกษาวิจัยต่อไป 

จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนินทั้งแบบบริสุทธิ์และสารเมลาโทนินแบบหยาบที่ผลิต
ได้เองในการเพ่ิมความต้านทานความเครียด 2 ประเภท คือ ความเค็ม และความแล้ง แสดงให้เห็นว่า สารเมลา
โทนินสามารถเพ่ิมอัตราการงอกและการเจริญเติบโตของแตงร้านในสภาพดินเค็ม รวมถึงสามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของมะเขือเทศท้ังระยะต้นอ่อน และระยะออกดอกในสภาพแล้งโดยการลดปริมาณภาวะออกซิเดชั่นใน
เซลล์พืชได้ ผลที่ได้จากการทดลองนี้ สอดคล้องกับรายงานเกี่ยวกับกลไกการทำงานและประสิทธิภาพของสารเมลา
โทนินในต่างประเทศ (Nawaz et al., 2021) ที่พบว่าเมลาโทนินมีส่วนช่วยในการซ่อมแซม Mitochondria ใน
เซลล์พืชที่ได้รับความเครียด ส่งเสริมการทำงานของเอนไซม์ Anti-oxidant ที่ช่วยยับยั้งทำลายเซลล์พืชโดยสาร
อนุมูลอิสระต่างๆ (Reactive oxygen species; ROS) และช่วยรักษาอัตราการสังเคราะห์แสงของพืชที่ได้รับ
ความเครียด อย่างไรก็ดี ชนิดของพืชและชนิดของความเครียดเป็นปัจจัยที่สำคัญต่อประสิทธิภาพของเมลาโทนิน 
ดังเช่นจากการทดลองนี้ที่พบว่า ในแตงร้าน เมลาโทนินที่ความเข้มข้น 50 และ 100 µM สามารถเพ่ิมอัตราการ
งอกของเมล็ดในสภาพดินเค็มได้ดี ส่วนในมะเขือเทศ เมลาโทนินที่ความเข้มข้น 50 มีแนวโน้มที่จะส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของต้นมะเขือเทศในสภาพแล้งได้ดีที่สุด ดังนั้น ในการศึกษาการใช้เมลาโทนินเพ่ือส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชต้องคำนึงถึงชนิดของความเครียดและชนิดของพืชเป้าหมายด้วย  
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สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ  
 
จากการดำเนินงานวิจัยได้จุลินทรีย์ (E. coli) ดัดแปลงพันธุกรรมที่สามารถผลิตสารเมลาโทนิน จากการ

โคลนและสังเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์เมลาโทนิน ได้ข้อมูลอุณหภูมิ ความเข้มข้นของสารชักนำและ
สารตั้งต้นที่เหมาะสมในการผลิตเมลาโทนินด้วย  E. coli รวมทั้งได้สารเมลาโทนินแบบหยาบในรูปของแข็ง 
นอกจากนี้ จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนิน ได้ข้อมูลความเข้มข้นและวิธีการให้สารเมลาโทนิน
เพ่ือเพ่ิมความต้านทานดินเค็มของเมล็ดแตงร้านและความต้านทานแล้งของมะเขือเทศ ในการนำไปใช้ประโยชน์ 
องค์ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยเกี่ยวกับประสิทธิภาพเมลาโทนินในการเพ่ิมความต้านทานต่อความเครียดในมะเขือ
เทศและแตงร้าน สามารถนำไปต่อยอดโดยการนำไปปรับใช้สารเมลาโทนินกับพืชอ่ืนๆ ได้ อีกทั้งเทคโนโลยีการ
ผลิตสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์ระดับถังหมักขนาดเล็ก และกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ต้นแบบ สามารถต่อยอด
ใช้ในการผลิตสารชีวภาพอ่ืนๆจากจุลินทรีย์ได้เช่นเดียวกัน  

จากผลการดำเนินงานวิจัย ชิ้นส่วนยีน AANAT และยีน OsCOMT ที่อยู่ในเวกเตอร์ pETDuet-1 เมื่อ
นำมาทดสอบการแสดงออกใน E. coli  ได้โปรตีนที่สามารถสังเคราะห์เมลาโทนินจากสารเริ่มต้นเซโรโทนิน  ตาม
สมมติฐานเบื้องต้นของการทดลอง แสดงให้เห็นว่าขั้นตอนการโคลนและถ่ายฝากยีนทั้งสองตัวนี้ รวมถึงการกระตุ้น
การแสดงออกใน E. coli  ประสบความสำเร็จในขั้นหนึ่ง แต่เมื่อนำ E. coli ที่ได้รับการถ่ายฝากยีนซึ่งอยู่ใน
เวกเตอร์ pETDuet-1 มาศึกษาปัจจัยภายนอกเพ่ือใช้ในการผลิตสารเมลาโทนิน พบว่าปัจจัยเหล่านี้ไม่มีผลต่อการ
แสดงออกของโปรตีน AANAT และปริมาณโปรตีน AANAT อยู่ในระดับต่ำกว่าที่คาดหมาย ซึ่งอาจเป็นปัจจัยที่
ส่งผลให้ปริมาณเมลาโทนินที่ได้จากการสังเคราะห์ของเอนไซม์ AANAT และ OsCOMT ยังอยู่ในระดับต่ำ
เช่นเดียวกัน  ในอนาคตหากสามารถเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน AANAT และ OsCOMT หรือมีข้อมูลเอนไซม์ที่
สามารถสังเคราะห์เมลาโทนินในประสิทธิภาพที่สูงกว่า จะทำให้สามารถผลิตเมลาโทนินใน E. coli ได้ในปริมาณ
มากขึ้นและเพียงพอต่อการนำไปใช้ทางการเกษตรต่อไป นอกจากนี้ จากการทดลองพบว่าสารเมลาโทนินมีความ
อ่อนไหวต่อแสงและไม่คงรูปในสภาพสารละลายน้ำ ดังนั้น จำเป็นต้องศึกษาวิธีการเก็บรักษา และรูปแบบ
ผลิตภัณฑ์สารเมลาโทนินเพื่อการนำไปใช้ประโยชน์ทางการเกษตรต่อไปในอนาคต  

จากการดำเนินงานวิจัยของกิจกรรมที่ 2 ผลผลิตที่ได้คือจุลินทรีย์ (E. coli) ดัดแปลงพันธุกรรมที่สามารถ
ผลิตสารเมลาโทนิน จากการโคลนและสังเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์เมลาโทนิน ได้ข้อมูลอุณหภู มิ 
ความเข้มข้นของสารชักนำและสารตั้งต้นที่เหมาะสมในการผลิตเมลาโทนินด้วย  E. coli รวมทั้งได้สารเมลาโทนิน
แบบหยาบในรูปของแข็ง นอกจากนี้จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนิน ได้ข้อมูลความเข้มข้นและ
วิธีการให้สารเมลาโทนินเพ่ือเพ่ิมความต้านทานดินเค็มของเมล็ดแตงร้านและความต้านทานแล้งของมะเขือเทศ ใน
การนำไปใช้ประโยชน์ องค์ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยเกี่ยวกับประสิทธิภาพเมลาโทนินในการเพ่ิมความต้านทานต่อ
ความเครียดในมะเขือเทศและแตงร้าน สามารถนำไปต่อยอดโดยการนำไปปรับใช้สารเมลาโทนินกับพืชอ่ืนๆ ได้ อีก
ทั้งเทคโนโลยีการผลิตสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์ระดับถังหมักขนาดเล็ก และกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ต้นแบบ 
สามารถต่อยอดใช้ในการผลิตสารชีวภาพอ่ืนๆจากจุลินทรีย์ได้เช่นเดียวกัน  
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 
บทสรุป 
 การพัฒนาการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (ALA) ได้ต้นแบบเทคโนโลยีในการผลิตจากรีคอมบิแนนท์       
E. coli สามารถผลิตได้รีคอมบิแนนท์โปรตีนซึ่งมีขนาดประมาณ 45 กิโลดาลตัน และสามารถนำรีคอมบิแนนท์    
E. coli ดังกล่าวไปสังเคราะห์กรดอะมิโนลีวูลินิคได้ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง ตลอดกระบวนการผลิต โดยการใช้
ชนิดของสารตั้งต้นปฏิกิริยาการสังเคราะห์คือ 30 mM Glycine และ 10 mM Succinic Acid ทำให้สามารถเพ่ิม
ศักยภาพการผลิตกรดอะมิโนลีวูลินิคจากรีคอมบิแนนท์ E. coli ใน lab scale และระบบถังหมักขนาด 50 ลิตร 
สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตได้ในปริมาณสูง แนวทางการใช้ประโยชน์ด้านการเกษตร การใช้ในปริมาณความ
เข้มข้นต่ำกว่า 1 mM สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช การใช้กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค ความเข้มข้นสูงกว่า 2 
mM มีผลต่อทำลายเซลล์เมมเบรนของวัชพืช (บาหยา ลูกใต้ใบ น้ำนมราชสีห์ และหญ้ายาง) มีผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของ cell membrane ทำให้เกิดรอยไหม้ที่ใบมีรอยแผลสีน้ำตาล เนื้อใบมีสีซีด ใบเหี่ยวเฉาเกิดการ
สูญเสียน้ำและตายในที่สุด และส่งผลต่อการควบคุมการเจริญเติบโตของหนอนกระทู้  

การผลิตสารเมลาโทนิน ได้ต้นแบบเทคโนโลยีการผลิตสารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์ (E. coli) ดัดแปลง
พันธุกรรมและได้ข้อมูลปัจจัยที่เหมาะสมในการผลิตได้แก่ อุณหภูมิ ความเข้มข้นของสารชักนำและสารตั้งต้นใน
การผลิตเมลาโทนินด้วย E. coli นอกจากนี้การทดสอบประสิทธิภาพของสารเมลาโทนิน ได้ข้อมูลความเข้มข้นที่
เหมาะสมและกระบวนการให้สารเมลาโทนินเพ่ือเพ่ิมความต้านทานดินเค็มของเมล็ดแตงร้านและความต้านทาน
แล้งของมะเขือเทศ  

โครงการวิจัยนี้ได้พัฒนาผลิตภัณฑ์ 2 ต้นแบบ คือ 1) กรด 5-อะมิโนลีวูลินิค รูปแบบผงแห้ง โดยเทคนิค
การทำแห้งแบบพ่นฝอย และ 2) สารเมลาโทนินจากจุลินทรีย์แบบหยาบ ซึ่งจะเป็นแนวทางในการพัฒนาศักยภาพ
การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิคและสารเมลาโทนินในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
 
ข้อเสนอแนะ 

องค์ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยเกี่ยวกับประสิทธิภาพของสารชีวภาพทั้ง 2 ชนิดนี้ สามารถนำไปขยายผล 
และปรับใช้กับพืชทดสอบชนิดอ่ืนๆ เพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตและต้านทานความเครียดจากสภาพแวดล้อมได้  
 การพัฒนาการผลิตสารชีวภาพกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค และสารเมลาโทนิน สามารถต่อยอดการวิจัยโดย
เลือกใช้สารตั้งต้นชนิดอ่ืนที่มีความเหมาะสม หาได้ง่าย และราคาถูก เพ่ือช่วยในการลดต้นทุนด้านการผลิตได้ใน
อนาคต  

เทคโนโลยีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิค และสารเมลาโทนิน จากจุลินทรีย์ดัดแปลงพันธุกรรมในระดับ 
ถังหมักขนาดเล็ก และรูปแบบการผลิตผลิตภัณฑ์ต้นแบบ สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการผลิตสารชีวภาพ
ชนิดอื่นๆ ได้ และเป็นแนวทางในการขยายผลการผลิตในระดับอุตสาหกรรมเชิงพาณิชย์ต่อไป   
 หากโครงการวิจัยนี้  ได้รับการสนับสนุนให้สามารถพัฒนาต่อยอดเพ่ือการขยายการผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมหรือเชิงพาณิชย์ ก็จะมีผลกระทบในวงกว้างทั้งในทางการแพทย์  และโดยเฉพาะอย่างยิ่งในด้าน
การเกษตร สามารถใช้ประโยชน์เป็นสารชีวภาพทางเลือกใหม่ในการเป็นสารเสริมช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
พืช และสารกำจัดวัชพืชซึ่งมีความปลอดภัยสูง ช่วยส่งเสริมนโยบายลดการใช้สารเคมี สร้างความยั่งยืนในระบบ
นิเวศน์การเกษตร ลดปัญหาสารพิษตกค้างในผลิตผลทางการเกษตร ตลอดจนสร้างความเชื่อมั่นให้กับผู้บริโภค
ต่อไป 
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