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บทคัดย่อ 
เมตาจีโนมิกส์เป็นเทคนิคใช้ค้นหายีนจากจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมท่ีมีประสิทธิภาพ โดยอาศัยเทคนิคการ

โคลนยีนที่ต้องการเข้าสู่ดีเอ็นเอพาหะ จากนั้นนําเข้าสู่เซลล์ผู้ให้อาศัยเพ่ือสร้างโคลนไลบรารีแล้วจึงคัดกรองยีนท่ี
ต้องการด้วยกระบวนการต่าง ๆ โดยอาศัยการแสดงออกของยีน (functional-based screening) ซ่ึงแสดงลักษณะเฉพาะ
อันเกิดจากผลิตภัณฑ์ท่ียีนสร้างขึ้น และอาศัยข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีต้องการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 
(sequencing-based screening) เทคนิคเมตาจีโนมิกส์สามารถนํามาค้นหายีนของเอนไซม์ใหม่ ท้ังจากจุลินทรีย์ใน
สิ่งแวดล้อมปกติ ตัวอย่างยีนท่ีพบ เช่น ยีน pAMY ของเอนไซม์อะไมเลสจากจุลินทรีย์ในดิน เป็นต้น อย่างไรก็ตาม
เอนไซม์ส่วนใหญ่ท่ีได้รับการค้นพบจากแหล่งธรรมชาติท่ีมีอุณหภูมิไม่สูงจึงไม่มีความเสถียรเมื่อถูกนําไปใช้ในสภาวะ
อุณหภูมิสูง ดังนั้นเทคนิค metagenomics นํามาประยุกต์ใช้ค้นหาเอนไซม์ทนร้อนจากจุลินทรีย์ทนร้อนและชอบร้อน 
ท่ีอาศัยในสภาพแวดล้อมที่มีอุณหภูมิสูง เช่น บ่อน้ําพุร้อน โดยพบยีนของเอนไซม์ทนร้อนจากนํ้าพุร้อนชนิดใหม่ 
ได้แก่ ยีน Env Npu193A ของเอนไซม์ neopullulanase-like enzyme ยีน PLP ของเอนไซม์ patatin-like phospholipase 
และยีน Est1 ของเอนไซม์ esterase ซ่ึงกิจกรรมสูงและสามารถคงตัวที่อุณหภูมิสูงได้ 
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Abstract 
Metagenomics is the high-throughput approach for gene discovery from environmental 

microorganism. The clone library was constructed by direct extraction of genomic DNA from 
environmental microorganisms, cloning into DNA vector and transforming into host cell. The 
desired genes were examined by using functional-based screening, which is a direct detection of 
specific phenotypes, and sequences-based screening. The novel enzymes are reported by using 
metagenomics approach such as amylase (pAMY gene) from soil library. However the most 
enzymes from moderate temperature environment are unstable under high temperature 
condition. Thus metagenomics approach was applied to find the gene coding thermostable and 
therophilic enzymes from high temperature environment such as hot spring. Many novel genes 
were found from organisms in hot springs, for example, Env Npu193A, PLP and Est1 genes coding 
neopullulanase-like enzyme, patatin-like phospholipase and esterase. These enzymes had high 
activity and stability under high temperature condition.  
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บทนํา 
เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทางเคมีท่ีเกิดขึ้นในสิ่งมีชีวิต แต่เนื่องจากเอนไซม์ท่ัวไปไม่สามารถทํางานได้ใน

สภาวะอุณหภูมิสูง จึงมีการค้นหาเอนไซม์ชนิดใหม่ โดยเฉพาะอย่างย่ิงเอนไซม์ทนร้อน (thermostable enzyme) 
จากจุลินทรีย์ท่ีอาศัยในสภาพแวดล้อมที่มีอุณหภูมิสูงอย่างเช่น บ่อน้ําพุร้อน ซ่ึงสามารถปรับตัวให้เจริญได้ท่ีอุณหภูมิ
สูงมากกว่า 60 องศาเซลเซียส [1] แต่อย่างไรก็ตามมากกว่าร้อยละ 99 ของจุลินทรีย์ชอบร้อนจากธรรมชาติ ไม่
สามารถเพาะเลี้ยงได้โดยเทคนิคในห้องปฏิบัติการ (uncultured Microbial) [2] นักวิทยาศาสตร์จึงพัฒนาเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลเพ่ือค้นหาเอนไซม์ชอบรอ้นโดยตรงจากตัวอย่างในธรรมชาติ เทคนิคเมตาจีโนมิกส์ (metagenomics) 
ถูกนํามาใช้ เพื่อค้นหายีนที่ต้องการจากจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม โดยการโคลนชิ้นส่วน DNA ของจุลินทรีย์ เข้าสู่
ดีเอ็นเอเวคเตอร์ (DNA vector) เพ่ือสร้างโคลนไลบรารี (clone library) จากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของยีนหรือ
สารประกอบทางชีวภาพเพื่อค้นหายีนท่ีต้องการ [3] 

เมตาจีโนมิกส์ (metagenomics) 
เมตาจีโนมิกส์คือการศึกษาดีเอ็นเอจากจีโนม (genomic DNA; gDNA) ท้ังหมดที่สกัดได้จากตัวอย่าง

จุลินทรีย์ในธรรมชาติ ส่วนใหญ่จุลินทรีย์เหล่านี้เพาะเลี้ยงไม่ได้ [4] เมตาจีโนมิกส์มีรายงานครั้งแรกในงานตีพิมพ์ของ 
Handelsman ปี ค.ศ 1998  [5] โดยการสร้างโคลนไลบรารีจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดโดยตรงจากสิ่งแวดล้อม แล้วตัด
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แบบสุ่มด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ (restriction enzyme) จากนั้นโคลนชิ้นดีเอ็นเอท้ังหมดเข้าสู่ดีเอ็นเอเวกเตอร์ 
(DNA vector) แล้วนําเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านเพื่อสร้างโคลนไลบรารีขนาดใหญ่ และคัดเลือกหาชิ้นยีนท่ีต้องการจาก
ไลบรารี [6] รายละเอียดขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 

1. การเตรียมตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อม และการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 
จีโนมิกดีเอ็นเอจากจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมสามารถเตรียมได้จาก 2 วิธี คือ สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง

โดยตรงไม่ผ่านการเพาะเลี้ยง (direct extraction) [3] และนําจุลินทรีย์มาเลี้ยงในอาหารเล้ียงเชื้อ (enrichment) 
ก่อนแล้วสกัดดีเอ็นเอซ่ึงเป็นวิธีแบบอ้อม (indirect extraction) แต่ข้อมูลท่ีได้ไม่ครอบคลุมจุลินทรีย์ท้ังหมดใน
ตัวอย่าง โดยเฉพาะเชื้อที่ไม่ชอบอาหารและสภาวะที่ใช้เลี้ยง ส่วนการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอทําได้หลายวิธีท้ังแบบ
ดั้งเดิม (conventional method) และชุดสกัดสําเร็จรูป (kits) โดยการสกัดดีเอ็นเอต้องคํานึงถึงชนิดของจุลินทรีย์ท่ี
มีอยู่ในตัวอย่าง เนื่องจากจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีองค์ประกอบของโครงสร้างผนังเซลล์ท่ีแตกต่างกัน ต้องใช้วิธีการและ
สารเคมีสําหรับทําลายผนังเซลล์ของจุลินทรีย์เหล่านั้นแตกต่างกันด้วย ขั้นตอนการสกัดจีโนมมิคมี 3 ขั้นตอนที่
สําคัญ คือ การทําให้เซลล์แตก (cell lysis) ส่วนใหญ่ใช้สารดีเทอร์เจนต์ (detergent) และเอนไซม์ช่วยในการ
ทําลายผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ การกําจัดโปรตีน (protein elimination) ด้วยฟีนอลและคลอโรฟอร์ม และการ
ตกตะกอนดีเอ็นเอ (DNA precipitation) ด้วยเอทานอล [3]  

2. การคัดเลือกเวคเตอร์ดีเอ็นเอ 
เวคเตอร์ดีเอ็นเอท่ีเหมาะกับชิ้นยีนและชนิดของเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ช่วยเพิ่มโอกาสประสบความสําเร็จ

ในการค้นหายีน พิจารณาจากขนาดของยีนท่ีต้องการศึกษา จํานวนเวคเตอร์ดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้น ชนิดของเซลล์เจ้าบ้าน 
และวิธีการตรวจสอบผล โดยเวคเตอร์ดีเอ็นเอที่นิยมใช้ เช่น พลาสมิด (plasmid) คอสมิด (cosmid) ฟอสมิด 
(fosmid) และโครโมโซมแบคทีเรียสังเคราะห์ (bacterial artificial chromosomes; BAC) เป็นต้น พลาสมิดเป็น
เวคเตอร์เหมาะสําหรับชิ้นดีเอ็นเอขนาดเล็กไม่เกิน 15 kb [7] ส่วนชิ้นยีนขนาดใหญ่ขนาด 35-45 kb [7] นิยมใช้
คอสมิด และโครโมโซมแบคทีเรียสังเคราะห์ใช้สําหรับชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 200 kb เช่น P1-derived artificial 
chromosome (PAC)  yeast artificial chromosomes (YAC) [8]  และ mammalian artificial chromosomes 
(MAC) [9] 

3. การคัดเลือกสายพันธ์ุเซลล์เจ้าบ้าน (host cell)  
เซลล์แต่ละชนิดมีประสิทธิภาพของการเพ่ิมจํานวนของคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ การแสดงออกของยีน การคงตัว

ของพลาสมิดในเซลล์เจ้าบ้าน และการคัดเลือกลักษณะยีนเป้าหมายที่แตกต่างกัน ปัจจุบันเซลล์เจ้าบ้านท่ีนิยมใช้ คือ 
E. coli มีหลายสายพันธุ์ เช่น DH5α JM109 TOP10 และ BL21 เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีจุลินทรีย์อ่ืนๆ เช่น 
Streptomyces และ Pseudomonas [10-11] หลังจากทําการนํารีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านได้แล้ว 
เซลล์เจ้าบ้านแต่ละเซลล์จะมีชิ้นดีเอ็นเอที่ใส่เข้าไปแตกต่างกนั เรียกว่า โคลนไลบรารี  

4. การคัดเลือกโคลนที่ต้องการจากเมตาจีโนมิกส์ไลบรารี  
การคัดเลือกโคลนท่ีต้องการจากโคลนไลบรารีมีอยู่ 4 วิธี ได้แก่ อาศัยการทํางานของโปรตีนที่แสดงออก

จากยีนนั้นๆ (functional-based screening) อาศัยการหาลําดับเบสจากยีนนั้นๆ โดยตรง (sequencing-based 
screening) การกระตุ้นการแสดงออกของยีนที่ต้องการด้วยซับสเตรทจําเพาะ (substrate-induced gene expression 
screening; SIGEX) และการวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบที่เกิดจากยีนที่ต้องการ (compound configuration 
screening)  

4.1 Functional-based screening  
การตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของแต่ละโคลนจากไลบรารี เพื่อค้นหายีนท่ีต้องการเมื่อ

โคลนได้รับยีน ทําให้สามารถตรวจสอบกิจกรรมของยีนท่ีต้องการทําได้ 2 แบบ คือ ตรวจสอบความสามารถในการ
สร้างเอนไซม์ท่ีย่อยสลายสารตั้งต้นแต่ละประเภท เช่น อะไมเลส (amylase) [12] เอสเทอเรส (esterase) [13] 
และเซลลูเลส (cellulase) [14] เป็นต้น และตรวจสอบความสามารถในการสรา้งสารอาหารจําเป็นให้กับเซลล์เจ้า
บ้านที่แตกต่างไปจากเดิม เช่น การค้นหายีนสร้างเอนไซม์ไลซีนราซีเมส (lysine racemase; lyr) จากจุลินทรีย์ใน
ดินโดยใช้เซลล์เจ้าบ้าน คือ E. coli สายพันธุ์ BCRC 51734 ซ่ึงสามารถเจริญได้ในอาหารท่ีเติม D-lysine [15]  

4.2 Substrate-induced gene expression screening (SIGEX)  
ในปี ค.ศ. 2005 Uchiyama [16] ได้นําเสนอวิธีคัดเลือกใหม่ขึ้นโดยอาศัยหลักการแสดงออกที่จําเพาะของ

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเมตาบอลิซึมของสารตั้งต้นหรือยีนของเอนไซม์กับสารต้ังต้นท่ีจําเพาะโดยการทํางานร่วมกัน
ระหว่างโพรโมเตอร์ (promoter) และยีนรายงานผล (reporter gene) ซ่ึงถูกใส่ไว้บนเวคเตอร์ เช่น operon-trap 
vector (p18GFP) ประกอบด้วย Lac promoter และยีน gfp สร้างโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescence 
protein) มีตําแหน่งใส่ชิ้นดีเอ็นเอ (cloning site) อยู่ระหว่างโพรโมเตอร์ และยีน gfp สามารถแยกโคลนท่ีเป็น 
self-ligation โดยการกระตุ้นด้วย IPTG โคลนชนิดนี้จะไม่มีชิ้น inserted DNA ทําให้ Lac promoter ถูกกระตุ้น
ด้วย IPTG ได้ แต่โคลนท่ีมียีนท่ีต้องการต้องกระตุ้นด้วยซับสเตรทของยีนนั้นและเมื่อยีนแสดงออกทําให้ยีน gfp ซ่ึง
อยู่ในตําแหน่งถัดไป (downstream) สร้างโปรตีนเรืองแสงสีเขียวขึ้น สามารถแยกโคลนนั้น เพ่ือเพาะเลี้ยงเพิ่ม
จํานวนและศึกษาคุณสมบัติต่อไป 

4.3 Sequencing-based screening  
อาศัยลําดับเบสท่ีเป็นส่วนอนุรักษ์ (conserved sequence) ของยีนท่ีต้องการค้นหา ใช้เป็นต้นแบบเพ่ือ

สร้างโพรบ (probe) สําหรับติดตามด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization) หรือออกแบบไพรเมอร์ (primer) 
สําหรับการเพิ่มปรมิาณยีนโดยวิธี PCR จากโคลนในไลบรารี [3] หลังจากติดตามหายีนท่ีต้องการได้แล้ว ศึกษาลําดับ
ของเบสทั้งยีน (full length) ปัจจุบันการหาลําดับเบสถูกพัฒนาวิธีการอย่างต่อเนื่อง เพื่อให้สามารถหาลําดับเบส
ของยีนได้อย่างถูกต้องแม่นยํา และรวดเร็ว ตั้งแต่การหาลําดับเบสของยีนแบบวิธีของ Sanger biochemistry จนถึง
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แบบสุ่มด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ (restriction enzyme) จากนั้นโคลนชิ้นดีเอ็นเอท้ังหมดเข้าสู่ดีเอ็นเอเวกเตอร์ 
(DNA vector) แล้วนําเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านเพื่อสร้างโคลนไลบรารีขนาดใหญ่ และคัดเลือกหาชิ้นยีนท่ีต้องการจาก
ไลบรารี [6] รายละเอียดขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 

1. การเตรียมตัวอย่างจากสิ่งแวดล้อม และการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 
จีโนมิกดีเอ็นเอจากจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมสามารถเตรียมได้จาก 2 วิธี คือ สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง

โดยตรงไม่ผ่านการเพาะเลี้ยง (direct extraction) [3] และนําจุลินทรีย์มาเลี้ยงในอาหารเล้ียงเชื้อ (enrichment) 
ก่อนแล้วสกัดดีเอ็นเอซ่ึงเป็นวิธีแบบอ้อม (indirect extraction) แต่ข้อมูลท่ีได้ไม่ครอบคลุมจุลินทรีย์ท้ังหมดใน
ตัวอย่าง โดยเฉพาะเชื้อท่ีไม่ชอบอาหารและสภาวะที่ใช้เลี้ยง ส่วนการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอทําได้หลายวิธีท้ังแบบ
ดั้งเดิม (conventional method) และชุดสกัดสําเร็จรูป (kits) โดยการสกัดดีเอ็นเอต้องคํานึงถึงชนิดของจุลินทรีย์ท่ี
มีอยู่ในตัวอย่าง เน่ืองจากจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีองค์ประกอบของโครงสร้างผนังเซลล์ท่ีแตกต่างกัน ต้องใช้วิธีการและ
สารเคมีสําหรับทําลายผนังเซลล์ของจุลินทรีย์เหล่านั้นแตกต่างกันด้วย ขั้นตอนการสกัดจีโนมมิคมี 3 ขั้นตอนที่
สําคัญ คือ การทําให้เซลล์แตก (cell lysis) ส่วนใหญ่ใช้สารดีเทอร์เจนต์ (detergent) และเอนไซม์ช่วยในการ
ทําลายผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ การกําจัดโปรตีน (protein elimination) ด้วยฟีนอลและคลอโรฟอร์ม และการ
ตกตะกอนดีเอ็นเอ (DNA precipitation) ด้วยเอทานอล [3]  

2. การคัดเลือกเวคเตอร์ดีเอ็นเอ 
เวคเตอร์ดีเอ็นเอท่ีเหมาะกับชิ้นยีนและชนิดของเซลล์เจ้าบ้าน (host cell) ช่วยเพิ่มโอกาสประสบความสําเร็จ

ในการค้นหายีน พิจารณาจากขนาดของยีนท่ีต้องการศึกษา จํานวนเวคเตอร์ดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้น ชนิดของเซลล์เจ้าบ้าน 
และวิธีการตรวจสอบผล โดยเวคเตอร์ดีเอ็นเอที่นิยมใช้ เช่น พลาสมิด (plasmid) คอสมิด (cosmid) ฟอสมิด 
(fosmid) และโครโมโซมแบคทีเรียสังเคราะห์ (bacterial artificial chromosomes; BAC) เป็นต้น พลาสมิดเป็น
เวคเตอร์เหมาะสําหรับชิ้นดีเอ็นเอขนาดเล็กไม่เกิน 15 kb [7] ส่วนชิ้นยีนขนาดใหญ่ขนาด 35-45 kb [7] นิยมใช้
คอสมิด และโครโมโซมแบคทีเรียสังเคราะห์ใช้สําหรับชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 200 kb เช่น P1-derived artificial 
chromosome (PAC)  yeast artificial chromosomes (YAC) [8]  และ mammalian artificial chromosomes 
(MAC) [9] 

3. การคัดเลือกสายพันธ์ุเซลล์เจ้าบ้าน (host cell)  
เซลล์แต่ละชนิดมีประสิทธิภาพของการเพ่ิมจํานวนของคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ การแสดงออกของยีน การคงตัว

ของพลาสมิดในเซลล์เจ้าบ้าน และการคัดเลือกลักษณะยีนเป้าหมายที่แตกต่างกัน ปัจจุบันเซลล์เจ้าบ้านท่ีนิยมใช้ คือ 
E. coli มีหลายสายพันธุ์ เช่น DH5α JM109 TOP10 และ BL21 เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีจุลินทรีย์อ่ืนๆ เช่น 
Streptomyces และ Pseudomonas [10-11] หลังจากทําการนํารีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านได้แล้ว 
เซลล์เจ้าบ้านแต่ละเซลล์จะมีชิ้นดีเอ็นเอที่ใส่เข้าไปแตกต่างกนั เรียกว่า โคลนไลบรารี  

4. การคัดเลือกโคลนที่ต้องการจากเมตาจีโนมิกส์ไลบรารี  
การคัดเลือกโคลนท่ีต้องการจากโคลนไลบรารีมีอยู่ 4 วิธี ได้แก่ อาศัยการทํางานของโปรตีนท่ีแสดงออก

จากยีนนั้นๆ (functional-based screening) อาศัยการหาลําดับเบสจากยีนนั้นๆ โดยตรง (sequencing-based 
screening) การกระตุ้นการแสดงออกของยีนที่ต้องการด้วยซับสเตรทจําเพาะ (substrate-induced gene expression 
screening; SIGEX) และการวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบที่เกิดจากยีนที่ต้องการ (compound configuration 
screening)  

4.1 Functional-based screening  
การตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีของแต่ละโคลนจากไลบรารี เพื่อค้นหายีนท่ีต้องการเมื่อ

โคลนได้รับยีน ทําให้สามารถตรวจสอบกิจกรรมของยีนท่ีต้องการทําได้ 2 แบบ คือ ตรวจสอบความสามารถในการ
สร้างเอนไซม์ท่ีย่อยสลายสารตั้งต้นแต่ละประเภท เช่น อะไมเลส (amylase) [12] เอสเทอเรส (esterase) [13] 
และเซลลูเลส (cellulase) [14] เป็นต้น และตรวจสอบความสามารถในการสรา้งสารอาหารจําเป็นให้กับเซลล์เจ้า
บ้านที่แตกต่างไปจากเดิม เช่น การค้นหายีนสร้างเอนไซม์ไลซีนราซีเมส (lysine racemase; lyr) จากจุลินทรีย์ใน
ดินโดยใช้เซลล์เจ้าบ้าน คือ E. coli สายพันธุ์ BCRC 51734 ซ่ึงสามารถเจริญได้ในอาหารท่ีเติม D-lysine [15]  

4.2 Substrate-induced gene expression screening (SIGEX)  
ในปี ค.ศ. 2005 Uchiyama [16] ได้นําเสนอวิธีคัดเลือกใหม่ขึ้นโดยอาศัยหลักการแสดงออกที่จําเพาะของ

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเมตาบอลิซึมของสารตั้งต้นหรือยีนของเอนไซม์กับสารต้ังต้นท่ีจําเพาะโดยการทํางานร่วมกัน
ระหว่างโพรโมเตอร์ (promoter) และยีนรายงานผล (reporter gene) ซ่ึงถูกใส่ไว้บนเวคเตอร์ เช่น operon-trap 
vector (p18GFP) ประกอบด้วย Lac promoter และยีน gfp สร้างโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescence 
protein) มีตําแหน่งใส่ชิ้นดีเอ็นเอ (cloning site) อยู่ระหว่างโพรโมเตอร์ และยีน gfp สามารถแยกโคลนท่ีเป็น 
self-ligation โดยการกระตุ้นด้วย IPTG โคลนชนิดนี้จะไม่มีชิ้น inserted DNA ทําให้ Lac promoter ถูกกระตุ้น
ด้วย IPTG ได้ แต่โคลนท่ีมียีนท่ีต้องการต้องกระตุ้นด้วยซับสเตรทของยีนนั้นและเมื่อยีนแสดงออกทําให้ยีน gfp ซ่ึง
อยู่ในตําแหน่งถัดไป (downstream) สร้างโปรตีนเรืองแสงสีเขียวขึ้น สามารถแยกโคลนนั้น เพ่ือเพาะเลี้ยงเพิ่ม
จํานวนและศึกษาคุณสมบัติต่อไป 

4.3 Sequencing-based screening  
อาศัยลําดับเบสท่ีเป็นส่วนอนุรักษ์ (conserved sequence) ของยีนท่ีต้องการค้นหา ใช้เป็นต้นแบบเพ่ือ

สร้างโพรบ (probe) สําหรับติดตามด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization) หรือออกแบบไพรเมอร์ (primer) 
สําหรับการเพิ่มปรมิาณยีนโดยวิธี PCR จากโคลนในไลบรารี [3] หลังจากติดตามหายีนท่ีต้องการได้แล้ว ศึกษาลําดับ
ของเบสทั้งยีน (full length) ปัจจุบันการหาลําดับเบสถูกพัฒนาวิธีการอย่างต่อเนื่อง เพื่อให้สามารถหาลําดับเบส
ของยีนได้อย่างถูกต้องแม่นยํา และรวดเร็ว ตั้งแต่การหาลําดับเบสของยีนแบบวิธีของ Sanger biochemistry จนถึง
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วิธี Next-generation sequencing การหาลําดับเบสของยีนด้วยวิธี Pyrosequencing ด้วยเครื่องมือจําเพาะได้แก่ 
454 sequencer Illumina genome analyzer และ Solexna technology ในปัจจุบัน 

4.4 Compound configuration screening  
การวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบชนิดใหม่ท่ีเกิดจากการแสดงออกของยีนท่ีต้องการจากโคลนไลบรารี 

ด้วยวิธีโครมาโทกราฟี (chromatography) อย่างเช่น HPLC-ESIMS นําข้อมูลไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล จากนั้น
จึงศึกษารายละเอียดของยีนท่ีสร้างสารประกอบดังกล่าว วิธีนี้สามารถค้นพบสารประกอบใหม่จากจุลินทรีย์ใน
ธรรมชาติ   
การค้นพบเอนไซม์โดยเทคนิคเมตาจีโนมิกส์ 

รายงานการค้นพบยีนด้วยเทคนิคเมตาจีโนมิกส์ ตัวอย่างเช่น Sharma และคณะ [17] ใช้เทคนิคเมตาจีโนมิกส์ 
ค้นหายีนจากดินบริเวณภูเขาหิมาลัยในประเทศอินเดียคัดเลือกยีนท่ีผลิตเอนไซม์อะไมเลส จากทั้งหมด 90,700 โคลน 
ตรวจพบยีน pAMY ของเอนไซม์อะไมเลสท่ีมีขนาด 909 คู่เบส สร้างโปรตีนขนาด 38 kDa ซ่ึงมีกิจกรรมของ
เอนไซม์อะไมเลส เจริญบนอาหารที่เติม แป้ง อะไมโลส ไกลโคเจน และมอลโทส พบกิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด 
2.46 U/mg ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และเมื่อนําลําดับเบสของยีน pAMY พบความคล้ายคลึงมากกว่าร้อยละ 80 
กับยีนของแบคทีเรียท่ีไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้จากดิน (uncultured soil bacterium) 
เอนไซม์ทนร้อนจากจุลินทรีย์ในบ่อน้ําพุร้อน 
 1. ความหลากหลายของจุลินทรีย์จากแหล่งน้ําพุร้อน 

จุลินทรีย์ท่ีเจริญได้บริเวณนํ้าพุร้อนซ่ึงมีอุณหภูมิสูงกว่า 45 องศาเซลเซียส คือ จุลินทรีย์กลุ่มท่ีชอบอุณหภูมิสูง 
(thermophiles) และจุลินทรีย์กลุ่มทนความร้อนสูง (hyper-thermophiles) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยู่ท่ี 
50 องศาเซลเซียสขึ้นไป พบว่าจีโนมของจุลินทรีย์เหล่านี้มีปริมาณเบส G และเบส C สูง หรือสร้างโปรตีนเหมือนฮิสโตน 
(histone-like proteins) ได้มากขึ้นโดยพบในอาร์เคีย [18] นับตั้งแต่รายงานการค้นพบเอนไซม์จาก Thermus aquaticus 
บริเวณนํ้าพุร้อนในปี ค.ศ. 1976 เป็นต้นมา 10 ปีหลังจากน้ันจึงได้มีการคิดค้นเทคนิค PCR (polymerase chain 
reaction) ทําให้การศึกษาทางชีวโมเลกุลก้าวหน้าอย่างรวดเร็ว ปัจจุบันมูลค่าของเอนไซม์ Taq DNA polymerase 
สูงกว่า 100 ล้านดอลลาร์ต่อปี และจากการค้นพบจุลินทรีย์ชอบร้อนใหม่ ๆ นําไปสู่การประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
มากขึ้น (ตารางท่ี 1) ในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ในบ่อน้ําพุร้อนที่มีอุณหภูมิสูง
กว่า 45 องศาเซลเซียส เช่น [19] จากการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียและอาเคียในนํ้าพุร้อนบริเวณภาค
กลางของประเทศไทย มีอุณหภูมิ 50-57 องศาเซลเซียส และมีปริมาณซัลไฟด์สูง ศึกษาจุลินทรีย์ในตะกอนดินจาก
น้ําพุร้อนโดยใช้ข้อมูลยีน 16S rRNA และเทคนิค RFLP (restriction fragment length polymorphism) พบ
โคลนจากไลบรารีท้ังหมด 200 โคลน จําแนกความแตกต่างได้ 36 รูปแบบ และเป็นแบคทีเรีย 11 กลุ่มหลัก หนึ่งใน
สี่ ของ ท้ั งหมด  (ร้ อยละ  23)  คื อ  Acidobacteria ส่ วนที่ เหลื อ  ถู กระบุ ว่ า เป็ น  Bacteriodetes Nitrospirae 

Proteobacteria Deinococcus-Thermus Planctomycetes Verrucomicrobia Actinobacteria Chloroflexi และ
Cyanobacteria นอกจากนี้ยังพบกลุ่มอาเคีย เช่น Crenarahaeota และ Euryarachaeota และรายงาน
การศึกษาโครงสร้างชุมชนของจุลินทรีย์ชอบร้อนในตะกอนดินและน้ําจากบ่อน้ําพุร้อนในเขตภาคใต้ของประเทศไทย 
[20] ด้วยเทคนิค 16S rDNA-PCR และ denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) พบว่าตะกอนดิน
และน้ําจากน้ําพุร้อนในเขตภาคใต้ของประเทศไทยจํานวน 8 แหล่ง ท่ีมีอุณหภูมิอยู่ในช่วงระหว่าง 53-75 องศา
เซลเซียส และมีพีเอช ระหว่าง 6.5-8.3 กลุ่มประชากรแบคทีเรียท่ีพบเป็นจํานวนมากในตะกอนดินและน้ําจากบ่อ
น้ําพุร้อนประกอบด้วย Clostridium Bacillus และ Pseudomonas อาเคียประกอบด้วย Thermoprotei 
Methanothermobacter เห็นได้ว่าในบ่อน้ําพุร้อนมีความหลากหลายของจุลินทรีย์ทนร้อนหลายชนิด เช่น 
Bacillus sp. [21, 23, 25] ท่ีมีความสามารถผลิตเอนไซม์ทนร้อนได้ 
 

ตารางที่ 1 เอนไซม์ทนร้อนท่ีได้จากจุลินทรีย์ท่ีอาศัยในสภาพแวดล้อมที่มีอุณหภูมิสูง 
แหล่งของจุลินทรีย์ จุลินทรีย์ เอนไซม์ อ้างอิง 

น้ําพุร้อน Bacillus sp. WN.11 α-Amylase [21] 

ปล่องภูเขาไฟใต้ทะเลลึก Staphilothermus marinus α-Amylase [22] 

น้ําพุร้อน Bacillus thermoleovocans 
ID-1 

Lipase [23] 

ปล่องภูเขาไฟใต้ทะเลลึก Pyrococcus abyssi Alkaline 
phosphatase 

[24] 

ปุ๋ยหมัก Bacillus sp. Inulinase [25] 
 

2. การคัดเลือกเอนไซม์ทนร้อนจากบ่อน้ําพุร้อนโดยเทคนิคเมตาจีโนมิกต์ 
ในประเทศไทยได้นําเทคนิคนี้สําหรับค้นหายีนของเอนไซม์ทนร้อนจากน้ําพุร้อนหลายชนิด เช่น ยีน Env Npu193A 

ของเอนไซม์ neopullulanase-like จากตะกอนดินบ่อน้ําพุร้อนบ่อคลึง จังหวัดราชบุรี [26] โดยใช้เทคนิคการสร้าง
เมตาจีโนมิกต์ไลบรารี โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอ ของจุลินทรีย์ท้ังหมด แล้วตัดด้วยเอนไซม์ EcoRV จากนั้นเชื่อมต่อ
ชิ้นส่วนทั้งหมดกับ genome-walker adaptor เพ่ือเป็นตําแหน่งจับของไพรเมอร์ สําหรับเพ่ิมปริมาณของชิ้นส่วน
ดังกล่าวด้วยวิธี nested PCR ด้วยไพรเมอร์ 2 คู่ คือไพรเมอร์สําหรับ adaptor และไพรเมอร์จําเพาะสําหรับ
ยีน Env Npu193A จากนั้นเชื่อมผลผลิต PCR เข้าสู่พลาสมิด pTZ57R/T เคลื่อนย้ายเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ 
DH5α ตรวจสอบโคลนท่ีต้องการโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนกับฐานข้อมูล ตรวจสอบกิจกรรมของ
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วิธี Next-generation sequencing การหาลําดับเบสของยีนด้วยวิธี Pyrosequencing ด้วยเครื่องมือจําเพาะได้แก่ 
454 sequencer Illumina genome analyzer และ Solexna technology ในปัจจุบัน 

4.4 Compound configuration screening  
การวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบชนิดใหม่ท่ีเกิดจากการแสดงออกของยีนท่ีต้องการจากโคลนไลบรารี 

ด้วยวิธีโครมาโทกราฟี (chromatography) อย่างเช่น HPLC-ESIMS นําข้อมูลไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล จากนั้น
จึงศึกษารายละเอียดของยีนท่ีสร้างสารประกอบดังกล่าว วิธีนี้สามารถค้นพบสารประกอบใหม่จากจุลินทรีย์ใน
ธรรมชาติ   
การค้นพบเอนไซม์โดยเทคนิคเมตาจีโนมิกส์ 

รายงานการค้นพบยีนด้วยเทคนิคเมตาจีโนมิกส์ ตัวอย่างเช่น Sharma และคณะ [17] ใช้เทคนิคเมตาจีโนมิกส์ 
ค้นหายีนจากดินบริเวณภูเขาหิมาลัยในประเทศอินเดียคัดเลือกยีนท่ีผลิตเอนไซม์อะไมเลส จากทั้งหมด 90,700 โคลน 
ตรวจพบยีน pAMY ของเอนไซม์อะไมเลสท่ีมีขนาด 909 คู่เบส สร้างโปรตีนขนาด 38 kDa ซ่ึงมีกิจกรรมของ
เอนไซม์อะไมเลส เจริญบนอาหารที่เติม แป้ง อะไมโลส ไกลโคเจน และมอลโทส พบกิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด 
2.46 U/mg ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และเมื่อนําลําดับเบสของยีน pAMY พบความคล้ายคลึงมากกว่าร้อยละ 80 
กับยีนของแบคทีเรียท่ีไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้จากดิน (uncultured soil bacterium) 
เอนไซม์ทนร้อนจากจุลินทรีย์ในบ่อน้ําพุร้อน 
 1. ความหลากหลายของจุลินทรีย์จากแหล่งน้ําพุร้อน 

จุลินทรีย์ท่ีเจริญได้บริเวณนํ้าพุร้อนซ่ึงมีอุณหภูมิสูงกว่า 45 องศาเซลเซียส คือ จุลินทรีย์กลุ่มท่ีชอบอุณหภูมิสูง 
(thermophiles) และจุลินทรีย์กลุ่มทนความร้อนสูง (hyper-thermophiles) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยู่ท่ี 
50 องศาเซลเซียสขึ้นไป พบว่าจีโนมของจุลินทรีย์เหล่าน้ีมีปริมาณเบส G และเบส C สูง หรือสร้างโปรตีนเหมือนฮิสโตน 
(histone-like proteins) ได้มากขึ้นโดยพบในอาร์เคีย [18] นับตั้งแต่รายงานการค้นพบเอนไซม์จาก Thermus aquaticus 
บริเวณนํ้าพุร้อนในปี ค.ศ. 1976 เป็นต้นมา 10 ปีหลังจากน้ันจึงได้มีการคิดค้นเทคนิค PCR (polymerase chain 
reaction) ทําให้การศึกษาทางชีวโมเลกุลก้าวหน้าอย่างรวดเร็ว ปัจจุบันมูลค่าของเอนไซม์ Taq DNA polymerase 
สูงกว่า 100 ล้านดอลลาร์ต่อปี และจากการค้นพบจุลินทรีย์ชอบร้อนใหม่ ๆ นําไปสู่การประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
มากขึ้น (ตารางท่ี 1) ในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ในบ่อน้ําพุร้อนท่ีมีอุณหภูมิสูง
กว่า 45 องศาเซลเซียส เช่น [19] จากการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียและอาเคียในนํ้าพุร้อนบริเวณภาค
กลางของประเทศไทย มีอุณหภูมิ 50-57 องศาเซลเซียส และมีปริมาณซัลไฟด์สูง ศึกษาจุลินทรีย์ในตะกอนดินจาก
น้ําพุร้อนโดยใช้ข้อมูลยีน 16S rRNA และเทคนิค RFLP (restriction fragment length polymorphism) พบ
โคลนจากไลบรารีท้ังหมด 200 โคลน จําแนกความแตกต่างได้ 36 รูปแบบ และเป็นแบคทีเรีย 11 กลุ่มหลัก หนึ่งใน
สี่ ของ ท้ั งหมด  (ร้ อยละ  23)  คื อ  Acidobacteria ส่ วนที่ เหลื อ  ถู กระบุ ว่ า เป็ น  Bacteriodetes Nitrospirae 

Proteobacteria Deinococcus-Thermus Planctomycetes Verrucomicrobia Actinobacteria Chloroflexi และ
Cyanobacteria นอกจากนี้ยังพบกลุ่มอาเคีย เช่น Crenarahaeota และ Euryarachaeota และรายงาน
การศึกษาโครงสร้างชุมชนของจุลินทรีย์ชอบร้อนในตะกอนดินและน้ําจากบ่อน้ําพุร้อนในเขตภาคใต้ของประเทศไทย 
[20] ด้วยเทคนิค 16S rDNA-PCR และ denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) พบว่าตะกอนดิน
และน้ําจากน้ําพุร้อนในเขตภาคใต้ของประเทศไทยจํานวน 8 แหล่ง ท่ีมีอุณหภูมิอยู่ในช่วงระหว่าง 53-75 องศา
เซลเซียส และมีพีเอช ระหว่าง 6.5-8.3 กลุ่มประชากรแบคทีเรียท่ีพบเป็นจํานวนมากในตะกอนดินและน้ําจากบ่อ
น้ําพุร้อนประกอบด้วย Clostridium Bacillus และ Pseudomonas อาเคียประกอบด้วย Thermoprotei 
Methanothermobacter เห็นได้ว่าในบ่อน้ําพุร้อนมีความหลากหลายของจุลินทรีย์ทนร้อนหลายชนิด เช่น 
Bacillus sp. [21, 23, 25] ท่ีมีความสามารถผลิตเอนไซม์ทนร้อนได้ 
 

ตารางที่ 1 เอนไซม์ทนร้อนท่ีได้จากจุลินทรีย์ท่ีอาศัยในสภาพแวดล้อมท่ีมีอุณหภูมิสูง 
แหล่งของจุลินทรีย์ จุลินทรีย์ เอนไซม์ อ้างอิง 

น้ําพุร้อน Bacillus sp. WN.11 α-Amylase [21] 

ปล่องภูเขาไฟใต้ทะเลลึก Staphilothermus marinus α-Amylase [22] 

น้ําพุร้อน Bacillus thermoleovocans 
ID-1 

Lipase [23] 

ปล่องภูเขาไฟใต้ทะเลลึก Pyrococcus abyssi Alkaline 
phosphatase 

[24] 

ปุ๋ยหมัก Bacillus sp. Inulinase [25] 
 

2. การคัดเลือกเอนไซม์ทนร้อนจากบ่อน้ําพุร้อนโดยเทคนิคเมตาจีโนมิกต์ 
ในประเทศไทยได้นําเทคนิคนี้สําหรับค้นหายีนของเอนไซม์ทนร้อนจากน้ําพุร้อนหลายชนิด เช่น ยีน Env Npu193A 

ของเอนไซม์ neopullulanase-like จากตะกอนดินบ่อน้ําพุร้อนบ่อคลึง จังหวัดราชบุรี [26] โดยใช้เทคนิคการสร้าง
เมตาจีโนมิกต์ไลบรารี โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอ ของจุลินทรีย์ท้ังหมด แล้วตัดด้วยเอนไซม์ EcoRV จากนั้นเชื่อมต่อ
ชิ้นส่วนท้ังหมดกับ genome-walker adaptor เพ่ือเป็นตําแหน่งจับของไพรเมอร์ สําหรับเพิ่มปริมาณของชิ้นส่วน
ดังกล่าวด้วยวิธี nested PCR ด้วยไพรเมอร์ 2 คู่ คือไพรเมอร์สําหรับ adaptor และไพรเมอร์จําเพาะสําหรับ
ยีน Env Npu193A จากนั้นเชื่อมผลผลิต PCR เข้าสู่พลาสมิด pTZ57R/T เคล่ือนย้ายเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ 
DH5α ตรวจสอบโคลนท่ีต้องการโดยการเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนกับฐานข้อมูล ตรวจสอบกิจกรรมของ
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เอนไซม์ สร้างเอนไซม์ neopullulanase-like ในยีสต์สายพันธุ์ Pichia pasatoris เปลี่ยนสับเปลี่ยนยีน Env Npu193A 
เข้าสู่พลาสมิด pPICZαA พบว่าเอนไซม์มีกิจกรรมสูงสุดท่ี 60 องศาเซลเซียส เท่ากับ 23.24±1.7 U/mg  

นอกจากนี้ยังมีรายงานการค้นยีน PLP และ Est1 ชนิดใหม่จากตะกอนดินบ่อน้ําพุร้อนแจ้ซ้อน ในจังหวัด
ลําปาง [27] มีอุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส โดยการสร้างเมตาจีโนมิกส์ไลบรารีจากจีโนมิกดีเอ็นเอของจุลินทรีย์
ทั้งหมดที่ถูดตัดด้วยเอนไซม์ Sau3AI คัดแยกชิ้นที่มีขนาดตั้งแต่ 1-10 Kb เชื่อมต่อกับพลาสมิด pZErO-2 และ
ย้ายเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ TOP10 ด้วยวิธี electroporation คัดเลือกโคลนท่ีมียีน PLP และ Est1 ซ่ึงมีกิจกรรม
ของเอนไซม์ patatin-like phospholipase และ esterase ตามลําดับ สามารถย่อยซับสเตรทบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
เกิดเป็นวงใส กิจกรรมของเอนไซม์อยู่ในช่วงอุณหภูมิท่ี 50-70 องศาเซลเซียส และมีความเสถียรสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส มากกว่า 120 นาที ซ่ึงมีศักยภาพสามารถนําไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมได้หลากหลาย (ตารางท่ี 2) 

 

ตารางที่ 2 การใช้ประโยชน์จากเอนไซม์ทนร้อนในระดับอุตสาหกรรม 
เอนไซม์ อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 
การเปล่ียนแปลงทางชีวภาพ การประยุกต์ใช้ 

α-Amylasea 90-100 Starch dextrose syrups ย่อยแป้ง ผลิตเบียร์ อบขนม ผงซักฟอก 
α-Amylaseb 50-60 Starch dextrose syrups ผลิตมอลโตส 
Pullulanase 50-60 Starch dextrose syrups ผลิต glucose syrups 
Xylanase 45-65 Craft pulpxylan+lignin อุตสาหกรรมกระดาษ 
Cellulase 45-55, 95a Celluloseglucose ย่อยเซลลูโลส ผงซักฟอก 
Protease 65-85 Proteinamino acids and 

peptides 
อุตสาหกรรมฟอกหนัง ผลิตเบียร์  

Lipase 30-70 Fat removal, hydrolysis  
interesterification, alcholysis, 
aminolysis 

ผงซักฟอก เครื่องสําอาง  
อุตสาหกรรมฟอกหนังสัตว์ ยา นม 

DNA 
polymerase 

90-95 DNA amplification พันธุวิศวกรรม/PCR 

a Amylase จากแบคทีเรีย b Amylase จากเชื้อรา. 
ที่มา: Haki and Rakshit [28]  

 
 
 

สรุป 
 เทคนิคเมตาจีโนมิกส์สามารถใช้ค้นหายีนจากจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมโดยไม่จําเป็นต้องเพาะเล้ียงเชื้อ ทําให้
สามารถค้นพบยีนท่ีผลิตเอนไซม์ชนิดใหม่ได้มากขึ้น และเป็นเอนไซม์ทนร้อนซ่ึงสามารถทํางานได้ท่ีอุณหภูมิสูง เป็น
ท่ีต้องการของกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก จุลินทรีย์ท่ีอาศัยในสภาพแวดล้อมท่ีมีอุณหภูมิสูง 
เช่น บ่อน้ําพุร้อนซ่ึงมีความหลากหลาย ดังนั้นการใช้วิธีเมตาจีโนมิกส์ เพ่ือค้นหายีนสําหรับเอนไซม์ทนร้อนชนิดใหม่    
จึงมีศักยภาพในการค้นพบโดยสร้างไลบรารีโคลนจากตัวอย่างดีเอ็นเอของจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมโดยไม่จําเป็นต้อง
เพาะเลี้ยงเชื้อขึ้นมาก่อน แล้วทําการตัดและเชื่อมต่อดีเอ็นเอดังกล่าวเข้าสู่เวกเตอร์ [6] จากนั้นค้นหายีนท่ีต้องการ
จากไลบรารีโคลน โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม์จากยีนนั้น ๆ หรือใช้วิธีเปรียบเทียบข้อมูลลําดับเบสของยีนกับ
ฐานข้อมูล ซ่ึงมีรายงานการค้นพบยีนของเอนไซม์ทนร้อนจากน้ําพุร้อนชนิดใหม่ เช่น ยีน Env Npu193A สําหรับเอนไซม์ 
neopullulanase-like ยีน PLP สําหรับเอนไซม์ patatin-like phospholipase และยีน Est1 สําหรับเอนไซม์ 
esterase มีกิจกรรมของเอนไซม์และมีความคงตัวท่ีอุณหภูมิสูง สามารถนําไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมได้  
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เอนไซม์ สร้างเอนไซม์ neopullulanase-like ในยีสต์สายพันธุ์ Pichia pasatoris เปล่ียนสับเปลี่ยนยีน Env Npu193A 
เข้าสู่พลาสมิด pPICZαA พบว่าเอนไซม์มีกิจกรรมสูงสุดท่ี 60 องศาเซลเซียส เท่ากับ 23.24±1.7 U/mg  

นอกจากนี้ยังมีรายงานการค้นยีน PLP และ Est1 ชนิดใหม่จากตะกอนดินบ่อน้ําพุร้อนแจ้ซ้อน ในจังหวัด
ลําปาง [27] มีอุณหภูมิสูงถึง 70 องศาเซลเซียส โดยการสร้างเมตาจีโนมิกส์ไลบรารีจากจีโนมิกดีเอ็นเอของจุลินทรีย์
ทั้งหมดที่ถูดตัดด้วยเอนไซม์ Sau3AI คัดแยกชิ้นที่มีขนาดตั้งแต่ 1-10 Kb เชื่อมต่อกับพลาสมิด pZErO-2 และ
ย้ายเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ TOP10 ด้วยวิธี electroporation คัดเลือกโคลนท่ีมียีน PLP และ Est1 ซ่ึงมีกิจกรรม
ของเอนไซม์ patatin-like phospholipase และ esterase ตามลําดับ สามารถย่อยซับสเตรทบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
เกิดเป็นวงใส กิจกรรมของเอนไซม์อยู่ในช่วงอุณหภูมิท่ี 50-70 องศาเซลเซียส และมีความเสถียรสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส มากกว่า 120 นาที ซ่ึงมีศักยภาพสามารถนําไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมได้หลากหลาย (ตารางที่ 2) 

 

ตารางที่ 2 การใช้ประโยชน์จากเอนไซม์ทนร้อนในระดับอุตสาหกรรม 
เอนไซม์ อุณหภูมิ  

(องศาเซลเซียส) 
การเปล่ียนแปลงทางชีวภาพ การประยุกต์ใช้ 

α-Amylasea 90-100 Starch dextrose syrups ย่อยแป้ง ผลิตเบียร์ อบขนม ผงซักฟอก 
α-Amylaseb 50-60 Starch dextrose syrups ผลิตมอลโตส 
Pullulanase 50-60 Starch dextrose syrups ผลิต glucose syrups 
Xylanase 45-65 Craft pulpxylan+lignin อุตสาหกรรมกระดาษ 
Cellulase 45-55, 95a Celluloseglucose ย่อยเซลลูโลส ผงซักฟอก 
Protease 65-85 Proteinamino acids and 

peptides 
อุตสาหกรรมฟอกหนัง ผลิตเบียร์  

Lipase 30-70 Fat removal, hydrolysis  
interesterification, alcholysis, 
aminolysis 

ผงซักฟอก เครื่องสําอาง  
อุตสาหกรรมฟอกหนังสัตว์ ยา นม 

DNA 
polymerase 

90-95 DNA amplification พันธุวิศวกรรม/PCR 

a Amylase จากแบคทีเรีย b Amylase จากเชื้อรา. 
ที่มา: Haki and Rakshit [28]  

 
 
 

สรุป 
 เทคนิคเมตาจีโนมิกส์สามารถใช้ค้นหายีนจากจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมโดยไม่จําเป็นต้องเพาะเล้ียงเชื้อ ทําให้
สามารถค้นพบยีนท่ีผลิตเอนไซม์ชนิดใหม่ได้มากขึ้น และเป็นเอนไซม์ทนร้อนซ่ึงสามารถทํางานได้ท่ีอุณหภูมิสูง เป็น
ท่ีต้องการของกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก จุลินทรีย์ท่ีอาศัยในสภาพแวดล้อมท่ีมีอุณหภูมิสูง 
เช่น บ่อนํ้าพุร้อนซ่ึงมีความหลากหลาย ดังนั้นการใช้วิธีเมตาจีโนมิกส์ เพ่ือค้นหายีนสําหรับเอนไซม์ทนร้อนชนิดใหม่    
จึงมีศักยภาพในการค้นพบโดยสร้างไลบรารีโคลนจากตัวอย่างดีเอ็นเอของจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมโดยไม่จําเป็นต้อง
เพาะเล้ียงเชื้อขึ้นมาก่อน แล้วทําการตัดและเชื่อมต่อดีเอ็นเอดังกล่าวเข้าสู่เวกเตอร์ [6] จากนั้นค้นหายีนท่ีต้องการ
จากไลบรารีโคลน โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม์จากยีนนั้น ๆ หรือใช้วิธีเปรียบเทียบข้อมูลลําดับเบสของยีนกับ
ฐานข้อมูล ซ่ึงมีรายงานการค้นพบยีนของเอนไซม์ทนร้อนจากน้ําพุร้อนชนิดใหม่ เช่น ยีน Env Npu193A สําหรับเอนไซม์ 
neopullulanase-like ยีน PLP สําหรับเอนไซม์ patatin-like phospholipase และยีน Est1 สําหรับเอนไซม์ 
esterase มีกิจกรรมของเอนไซม์และมีความคงตัวท่ีอุณหภูมิสูง สามารถนําไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมได้  
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