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บทคัดย่อ
	 โคลนยีนแบคเทอริโอซิน entAI จาก Enterococcus faecium N15 เข้าสู่ Escherichia coli DH5α และ Bacillus

subtilis ISW1214 ด้วยพลาสมิดพาหะ pHY300PLK ให้ชื่อว่า pHentAI ซึ่งแสดงการคงอยู่ของยีนเมื่อศึกษาด้วย

การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI และ XbaI และตรวจสอบด้วยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส พบว่าประกอบด้วย

ชิ้นยีนขนาด 4.87 kb ของ pHY300PLK และ 0.7 kb ของ entAI และยังคงแสดงการคงอยู่ของยีน entAI เมื่อทำการย้าย

พลาสมิดลูกผสม pHentAI เข้าสู่ B. subtilis ISW1214 เมื่อศึกษาด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส แต่พบว่า

มีการถ่ายทอด พลาสมิดลูกผสมไปยังรุ่นลูกได้เพียงแค่ 6 รุ่น ภายใต้สภาวะที่ไม่มียาปฏิชีวนะ 

คำสำคัญ : เอนเทอโรคอคคัส ฟีเซียม เอ็น15 การคงอยู่ของพลาสมิด บาซิลลัส ซับติลิส ไอเอสดับเบิ้ลยู1214

		      เอชเชอริเชีย โคไลดีเอ็ช 5 แอลฟ่า

Abstract
	 Bacteriocin gene, entAI, from Enterococcus faecium N15 was subcloned into E. coli DH5α by using pHY

300PLK as shuttle plasmid vector by means of transformation method. The recombinant bacteriocin gene, pHentAI, 

was digested with EcoRI and XbaI showed the structural stability, comprised of 4.87 kb fragment of pHY300PLK 

and 0.70 kb fragment of entAI gene when analysed by means of agarose gel electrophoresis. Then, pHentAI was 

transformed into B. subtilis ISW1214, showed the structural stability when analysed by means of polymerase chain 

reaction (PCR). The segregrational stability of pHentAI was approximately 6 passages under non-selective 

condition.
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คำนำ
	 แบคเทอริโอซินหมายถึงเปปไทด์หรือโปรตีนที่สังเคราะห์ได้จากไรโบโซมและออกฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย

ซึ่งมีความแตกต่างจากสารปฏิชีวนะ (antibiotics) คือมีฤทธิ์ในการยับยั้งแคบและเป็นพิษกับแบคทีเรียที่มีสกุล

ใกล้เคียงกัน โดยพบว่าแบคเทอริโอซินสามารถสร้างได้ทั้งจากแบคทีเรียกลุ่มแกรมลบและแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวก

[1] และแบคเทอริโอซินตัวแรกที่มีการค้นพบมีว่าชื่อโคลิซิน (colicin) ซึ่งผลิตจาก Escherichia coli เป็นโปรตีนที่มี

คุณสมบัติในการฆ่าแบคทีเรีย E. coli และแบคทีเรียวงศ์ Enterobactericeae ค้นพบโดย Gratia ในปี คศ. 1925 [2]

แต่แบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียแลคติคเป็นที่ได้รับความสนใจมากที่สุด เนื่องจากแบคทีเรียแลคติคได้รับการ

ยอมรับว่าเป็นแบคทีเรียที่ปลอดภัยและมักใช้ในอาหารหมักและถนอมอาหารซึ่งอาจหมักตามธรรมชาติโดยใช้

แบคทีเรียแลคติคที่มีอยู่ในวัตถุดิบหรืออาจเติมแบคทีเรียแลคติคในรูปเชื้อตั้งต้นลงในอาหารภายใต้สภาวะควบคุม

และจากรายงานของ [3] สามารถแยกเชื้อ Enterococcus faecium N15 จาก nuka (Japanese rice-bran paste) ซึ่งเป็น

แบคทีเรียกรดแลคติคที่มีความสามารถผลิตแบคเทอริโอซินซึ่งจัดอยู่ใน class IIa และออกฤทธิ์ในการต้านทั้ง  

L. monocytogenes และ B. circulans JCM 2504 ได้ ปัจจุบันมีการจัดจำแนกแบคเทอริโอซินออกเป็น 5 classes ดังนี้ 

Class I มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ที่ทนความร้อนและมีน้ำหนักโมเลกุลต่ำ (น้อยกว่า 5 กิโลดาลตัน) Class II มี

โครงสร้างเป็นเปปไทด์ที่ทนความร้อนและมีน้ำหนักโมเลกุลต่ำ (น้อยกว่า 10 กิโลดาลตัน) ไม่มีอนุพันธ์ของกรด

อะมิโนแลนไธนีน ซึ่ง class II มีสมาชิกมากที่สุดและมีฤทธิ์ในการต้าน Listeria spp. [4-5] Class III แบคเทอริโอซิน

กลุ่มนี้มีขนาดใหญ่ ไม่ทนความร้อน ตัวอย่างของกลุ่มนี้คือ เฮลเวติซิน J (helveticin J) และเอนเทอโรไลซิน A 

(enterolysin A) Class IV แบคเทอริโอซินในกลุ่มนี้จะมีไกลโคเจนและ/หรือลิพิดในโครงสร้างด้วยนอกเหนือจาก

ส่วนที่เป็นโปรตีน ตัวอย่างของแบคเทอริโอซินกลุ่มนี้เช่น ลิวโคซิน S (leucocin S) และแลคโตซิน 27 (lactocin 27) ซึ่ง

จะมีส่วนของไกลโคโปรตีนในโครงสร้างหรือ มีเซ็นเทอโรซิน 52 (mesenterocin 52) ซึ่งจะพบส่วนของลิโพโปรตีนใน

โครงสร้างเป็นต้น [4] Class V แบคเทอริโอซินกลุ่มนี้มีลักษณะเป็นวงกลมเนื่องเกิดจากการเชื่อมต่อกันของสาย

เปปไทด์ระหว่างส่วนของปลายอะมิโน (N-terminus) และส่วนปลายคาร์บอกซิล (C-terminus) เช่น แกสเซอริซิน 

A (gassericin A) เซอคูลาริน A (circularin A) และเอนเทอโรซิน AS-48 (enterocin AS-48) อย่างไรก็ตามแบคเทอริ

โอซินที่ผลิตได้จากแบคทีเรียดั้งเดิมอาจยังคงมีปริมาณน้อยมากเนื่องจากมีการเก็บไว้ในเซลล์หรือการทำงานของ

ระบบการควบคุมกระบวนการถอดรหัสไม่มีประสิทธิภาพที่ดีพอที่จะผลิตแบคเทอริโอซินในปริมาณสูงได้ และ

นอกจากนี้เพื่อต้องการพัฒนาสายพันธุ์แบคทีเรียดั้งเดิมที่ไม่มีความสามารถผลิตแบคเทอริโอซินให้เป็นแบคทีเรีย

สายพันธุ์ใหม่ที่มีความสามารถในการผลิตแบคเทอริโอซินได้รวมถึงมีงานวิจัยที่สนับสนุนว่าการโคลนยีนผลิตสาร

ปฏิชีวนะจากแบคทีเรียดั้งเดิมเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านชนิดใหม่ให้ผลผลิตในปริมาณที่สูงขึ้น ตัวอย่างเช่น Zhao และคณะ  

[6] ได้ศึกษาการแสดงออกของยีน Pel A ซึ่งเป็นยีนผลิตเอนไซม์ pectate lyase A จากเชื้อ Aspergillus nidulans 

โดยอาศัย expression vector VBSzqx และเมื่อทำการย้าย VBSzqx-Pel A เข้าสู่ B. subtilis ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้าน

ชนิดใหม่พบว่ามีการแสดงออกของยีน Pel A และมีการผลิตเอนไซม์ pectate lyase A ได้สูงสุดถึง 620 ยูนิต/

มิลลิลิตร ดังนั้นจึงได้มีความพยายามปรับปรุงการแสดงออกของยีนแบคเทอริโอซินจากกลุ่มของแบคทีเรียดั้งเดิม

โดยอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนแบคเทอริโอซินในเซลล์เจ้าบ้านชนิดใหม่

สำหรับงานวิจัยในครั้งนี้ได้ทำการโคลนยีนแบคเทอริโอซินจากเชื้อ Ent. faecium N15 [3] เข้าสู่ B. subtilis

ISW1214 ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้าน (host) ซึ่งมีคุณสมบัติ คือ ไม่มีพลาสมิด ไม่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ และไม่สร้างสารแล้ว

ปล่อยออกนอกเซลล์ โดยอาศัยพลาสมิด pHY300PLK เป็นพลาสมิดเวคเตอร์ซึ่งสามารถแบ่งตัวเพิ่มจำนวน
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และมีการแสดงออกของยีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินทั้งในเชื้อ E. coli และ B. subtilis โดยมีวัตถุประสงค์

เพื่อศึกษาการคงอยู่ของพลาสมิดลูกผสมในเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ISW1214 ภายใต้สภาวะที่ไม่มียาปฏิชีวนะ

เพื่อประโยชน์ในการนำมาใช้ปรับปรุงสายพันธุ์เชื้อ B. subtilis ISW1214 เพื่อต้องการให้มีการเพิ่มปริมาณ

การผลิตแบคเทอริโอซินในระดับที่สูงขึ้นและสามารถนำแบคเทอริโอซินที่ผลิตได้นี้ ไปใช้ประโยชน์ใน

ด้านต่างๆเช่น ทั้งทางด้านการศึกษา ทางด้านอุตสาหกรรมหรือใช้เป็นยารักษาโรคต่อไปในอนาคต

วิธีการวิจัย
เตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ pHY300PLK หรือ pOrient23 จาก E. coli DH5α ด้วยชุดสกัด QiAprep Miniprep

Spin (QIAGEN, Germany)

	 พลาสมิด pHY300PLK (Takara Shuza C., Ltd, Kyoto, Japan) ใช้เป็น shuttle plasmid vector ซึ่งสามารถ

แบ่งตัวเพิ่มจำนวนและมีการแสดงออกของยีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินทั้งในเชื้อ E. coli และ B. subtilis

(ภาพที่ 1 A) พลาสมิด pOrient23 [7] เป็นพลาสมิดลูกผสมที่สามารถแบ่งตัวเพิ่มจำนวนและมีการแสดงออกของ

ยีนดื้อยาอิริโธรมัยซิน (Er) ทั้งใน E. coli และ enterococci และใช้พลาสมิดชนิดนี้เป็นแหล่งของยีน entAI (0.70 kb)

ซึ่งเป็นยีนแบคเทอริโอซินจาก Ent. faecium N15 (ภาพที่ 1 B)

      
pHY300PLK 

 E. coli  B. subtilis 
 B. subtilis ISW1214 

 B. subtilis ISW1214 
  

 
 

 
 pHY300PLK  pOrient23  E. coli DH5   QiAprep Miniprep 

Spin (QIAGEN, Germany) 
  pHY300PLK (Takara Shuza C., Ltd, Kyoto, Japan)  shuttle plasmid vector 

 E. coli  B. subtilis 
(  1 A)  pOrient23 [7] 

 (Er)  E. coli  enterococci  entAI (0.70 
kb)  Ent. faecium N15 (  1 B) 

 
 1  pHY300PLK (A)  pOrient23 (B) 
 subclone 

  entAI  pOrient23  pHY300PLK  
EcoRI  XbaI  agarose gel electrophoresis  entAI 

 pHY300PLK  T4 DNA ligase  B. subtilis ISW1214 
 (host)  Luria-Bertani (LB) 

 (tetracycline)  15 /  
 

 

ภาพที่ 1 แผนที่ยีนของ pHY300PLK (A) และแผนที่ยีนของ pOrient23 (B)

การทำ subclone

	 ตัดชิ้นยีน entAI จากพลาสมิด pOrient23 และตัดพลาสมิดพาหะ pHY300PLK ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ

EcoRI และ XbaI ตรวจเช็คด้วยการทำ agarose gel electrophoresis จากนั้นทำการเชื่อมต่อชิ้นยีน entAI 

และพลาสมิด pHY300PLK ด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase และทรานส์ฟอร์มเข้าสู่ B. subtilis ISW1214

ซึ่งเป็นเซลล์เจ้าบ้าน (host) ตามด้วยทำการคัดเลือกทรานส์ฟอร์แมนท์ที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง

Luria-Bertani (LB) ที่มียาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน (tetracycline) ความเข้มข้น 15 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

จากนั้นนำทรานส์ฟอร์แมนท์ที่คัดเลือกได้ไปตรวจสอบยีนแบคเทอริโอซินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
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ศึกษาการคงอยู่ของพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมใน B. subtilis ISW1214

	 เลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มียาปฏิชีวนะ (non selective pressure)

	 สุ่มเลือกทรานส์ฟอร์แมนท์ B. subtilis ISW1214 [B. subtilis ISW1214 (pHentAI)] จำนวน 3 โคโลนี

มาแยกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินความเข้มข้น

15 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 ๐C ในตู้เลี้ยงเชื้อแบบเขย่า (Cocono, Thailand) ที่ความเร็วรอบ

150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วถ่ายเชื้อจากทุกๆ หลอดๆ ละ ประมาณ 1 loop ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว LB หลอดใหม่ที่ไม่มียาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน ปริมาตร 5 มิลลิลิตรแล้วบ่มเพาะเชื้อที่สภาวะ

เดิมเป็นเชื้อรุ่นที่ 1 และถ่ายเชื้อต่อไปจากรุ่นที่ 1 จนถึงรุ่นที่ 30 (ระยะเวลา 30 วัน)

	 การศึกษา segregrational stability

	 แบ่งเชื้อจากทุกหลอดที่ เลี้ยงในสภาวะ non selective pressure ในแต่ละวัน (วันที่  0 ถึงวันที่  30)

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรและทำเจือจางแบบ 10 เท่า กระจายสารแขวนลอยเจือจางเชื้อลงบนพื้นผิวหน้าอาหาร

เลี้ ย ง เชื้ อแข็ ง  LB  ที่ มีหรือ ไม่มี ย าปฏิชี วนะ เตตราซั ยคลินบ่ม เพาะ เชื้ อที่ อุณหภูมิ  37  ๐C  เป็น เวลา 

18-24 ชั่วโมง แล้วคำนวณหาเปอร์เซ็นต์ของโคโลนีที่ดื้อยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินจากสูตร

	 การศึกษา structural stability

	 สุ่มโคโลนีจากการทำ segregational stability โดยสุ่ม ISW(1), ISW(2), ISW(3) transformed

B. subtilis  ISW1214 ของวันที่  6 จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มีและไม่มียาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน

มาทำการสกัดและยืนยันดีเอ็นเอโดยวิธี freeze-thaw หรือคืนรูปในการแช่แข็งหรือการละลายในการแช่แข็ง

ที่อุณหภูมิ -20 ๐C โดยมี positive control คือ entAI ที่มีขนาดดีเอ็นเอ 700 bp แล้วทำการยืนยันพลาสมิด

ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้คู่ของไพรเมอร์และสภาวะในการทำปฏิกิริยาเช่นเดียวกับ [3]

ผลการวิจัย
การสร้างพลาสมิดลูกผสม pHentAI 

	 เมื่อตัดพลาสมิดดีเอ็นเอ pHY300PLK และ pOrient23 ด้วยเอนไซม์ EcoRI และ XbaI พบว่าได้แถบ

ดีเอ็นเอขนาด 4.87 kb ของ pHY300PLK (Lane 2 ภาพที่ 2) และแถบดีเอ็นเอ 3 ขนาดคือ 5.9, 0.89 และ

0.7 kb ของ pOrient23 (Lane 3 ภาพที่ 2) เชื่อมพลาสมิด pHY300PLK และชิ้นยีน entAI ด้วยเอนไซม์ T4 DNA

ligase แล้วย้ายสู่ E. coli DH5α โดยวิธี heat shock transformation ปรากฏว่าได้ทรานสฟอร์แมนท์ทั้งหมด

2 ไอโซเลท ตั้งชื่อว่า pHentAI (4) และ pHentAI (6) ตามลำดับและสกัดพลาสมิดลูกผสมจาก E. coli DH5α 

(ภาพที่ 3A) ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ XbaI เพื่อตรวจสอบความเสถียรของโครงสร้างพลาสมิดลูกผสม

(Structural stability) ดังกล่าวพบว่าทั้ง pHentAI (4) และ pHentAI (6) ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 4.87 kb

ของ pHY300PLK และ 0.70 kb ของ entAI (Lane 4-5 ภาพที่ 3B)

 B. subtilis ISW1214 
   (non selective pressure) 
  B. subtilis ISW1214 [B. subtilis ISW1214 (pHentAI)]  3  

 LB  5    15 
/   37 C  (Cocono, Thailand)  

150   18-24   1 loop 
 LB   5  
 1  1  30 (  30 ) 

  segregrational stability 
  non selective pressure  (  0  30)  
100  10   
LB   37 C  18-24  

 
  
 

 
 

 structural stability 
  segregational stability  ISW(1), ISW(2), ISW(3) transformed B. subtilis 
ISW1214    LB 

 freeze-thaw -  positive 
control  entAI  700 bp 

 [] 

 

 pHentAI  

  pHY300PLK  pOrient23  EcoRI  XbaI 
 4.87 kb  pHY300PLK (Lane 2  2)  3  5.9, 0.89  0.7 kb  

pOrient23 (Lane 3  2)  pHY300PLK  entAI  T4 DNA ligase 
 E. coli DH5   heat shock transformation  2   

pHentAI(4)  pHentAI(6)  E. coli DH5  (  3A)  
EcoRI  XbaI  (Structural stability) 

 pHentAI(4)  pHentAI(6)  4.87 kb  pHY300PLK  0.70 kb  entAI (Lane 
4-5  3B) 

%Tetracycline resistant colony =  LB  X 100 
     LB  
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ศึกษาการคงอยู่ของพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมใน B. subtilis ISW1214

	 พลาสมิดลูกผสม pHentAI นำเข้าสู่เชื้อ B. subtilis ISW1214 ด้วยวิธี competent cell transformation

พบว่าได้ทรานส์ฟอร์แมนท์ 3 ไอโซเลท คือ ISW(1), ISW(2), ISW(3) แล้วศึกษาการคงอยู่ของพลาสมิด

ดั งกล่ าวใน B.  sub t i l i s  ISW1214 ภายใต้สภาวะที่ ไม่มี ยาปฏิชีวนะพบว่ าการคงอยู่ ของ  pHentAI

ใน B.  sub t i l i s  ISW1214 จะค่อยๆลดลงในแต่ละรุ่นและสามารถคงอยู่ ได้ เพียง  6  รุ่น  (ภาพที่  4 )

ศึกษาความเสถียรโครงสร้างพลาสมิดลูกผสมด้วยการสุ่มโคโลนีจากการทำ segregational  s tabil i ty

จากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มีและไม่มียาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินพบว่ามีการคงอยู่ของยีนภายใต้สภาวะ

ที่มียาปฏิชีวนะ แต่ไม่พบการคงอยู่ของพลาสมิดภายใต้สภาวะที่ไม่มียาปฏิชีวนะเนื่องจากไม่แสดงแถบดีเอ็นเอ

เมื่อตรวจสอบด้วย agarose gel electrophoresis (ภาพที่ 5)

สรุปผลการวิจัย
	 เมื่อทำการย้ายชิ้นยีนแบคเทอริโอซิน entAI จาก Ent. faecium N15 เข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านด้วยพลาสมิดพาหะ

pHY300PLK ได้พลาสมิดลูกผสมชื่อ pHentAI ซึ่งมีการคงอยู่ของยีนเมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะหรือด้วยวิธี

PCR และตรวจสอบด้วยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟรีซีสทั้งใน E. coli DH5α  และ B. subtilis ISW1214

เมื่อย้าย pHentAI เข้าสู่เชื้อ B. subtilis ISW1214 แสดงการคงอยู่ของพลาสมิดแต่มีการถ่ายทอดพลาสมิด

ลูกผสมได้เพียง 6 รุ่น เมื่อเลี้ยงในสภาวะไม่มียาปฏิชีวนะ

 [14] 
 [15],[13],[16] 

 
 

 

 

 2  Agarose gel electrophoresis patterns  pOrient23  pHY300PLK  EcoRI 
 XbaI 

 
 3  Agarose gel electrophoresis patterns  pHentAI (A)  (A) 

 EcoRI  XbaI (B) 
 A: lane 1, pHentAI(4); lane2, pHentAI(6)  EcoRI  XbaI 
 B: lane 1,  DNA  HindIII; lane2, pHY300PLK = 4.87 Kb; lane3, pOrient23 = 

(pOri253 = 5.9 Kb, oriColE = 0.89 Kb, entAI = 0.7 Kb); lane4, pHentAI(4) = (4.87 Kb, 0.7 Kb); 
lane5, pHentAI(6) = (4.87 Kb, 0.7 Kb)  EcoRI  XbaI 

Lane1,  DNA  HindIII 
Lane2, pHY300PLK  

EcoRI  XbaI 
Lane3, pOrient23  

EcoRI  XbaI 

Kb 

ภาพที่ 2 แสดง Agarose gel electrophoresis patterns ของ pOrient23 และ pHY300PLK ซึ่งตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ XbaI
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 [14] 
 [15],[13],[16] 

 
 

 

 

 2  Agarose gel electrophoresis patterns  pOrient23  pHY300PLK  EcoRI 
 XbaI 

 
 3  Agarose gel electrophoresis patterns  pHentAI (A)  (A) 

 EcoRI  XbaI (B) 
 A: lane 1, pHentAI(4); lane2, pHentAI(6)  EcoRI  XbaI 
 B: lane 1,  DNA  HindIII; lane2, pHY300PLK = 4.87 Kb; lane3, pOrient23 = 

(pOri253 = 5.9 Kb, oriColE = 0.89 Kb, entAI = 0.7 Kb); lane4, pHentAI(4) = (4.87 Kb, 0.7 Kb); 
lane5, pHentAI(6) = (4.87 Kb, 0.7 Kb)  EcoRI  XbaI 

Lane1,  DNA  HindIII 
Lane2, pHY300PLK  

EcoRI  XbaI 
Lane3, pOrient23  

EcoRI  XbaI 

Kb 

ภาพที่ 3 แสดง Agarose gel electrophoresis patterns ของพลาสมิด pHentAI (A) และแถบดีเอ็นเอจาก (A) ซึ่งตัดด้วยเอนไซม์ 

	 EcoRI และ XbaI (B)

	 A: lane 1, pHentAI(4); lane2, pHentAI(6) ที่ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ XbaI

	 B: lane 1, λ DNA ถูกตัดด้วยเอนไซม์ HindIII; lane2, pHY300PLK = 4.87 Kb; lane3, pOrient23 = 

	 (pOri253 = 5.9 Kb, oriColE = 0.89 Kb, entAI = 0.7 Kb); lane4, pHentAI(4) = (4.87 Kb, 0.7 Kb); lane5, 		

	 pHentAI(6) = (4.87 Kb, 0.7 Kb) ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI และ XbaI

ภาพที่ 5 แสดง Agarose gel electrophoresis patterns ของ entAI ใน transformed B. subtilis ISW 1214 จากการศึกษา 

	 structural stability ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส

	 Lane 1, 100bp DNA Ladder marker; Lane 2-4, พลาสมิด pHentAI จาก ISW(1), ISW(2), ISW(3) รุ่นที่ 6 	

		  ภายใต้สภาวะที่ไม่มียาปฏิชีวนะ; Lane 5-7, พลาสมิด pHentAI จาก ISW(1), ISW(2), ISW(3) รุ่นที่ 6 

	 ภายใต้สภาวะที่มียาปฏิชีวนะ; Lane 8, entAI (positive control)

ภาพที่ 4 การคงอยู่ของพลาสมิด pHentAI ในเชื้อ B. subtilis ISW1214 เลี้ยงทรานส์ฟอร์แมนท์ในสภาวะ 

		    non-selective pressure (LB broth) 

 
 4  pHentAI  B. subtilis ISW1214  non-

selective pressure (LB broth)  
 

 
 

 5  Agarose gel electrophoresis patterns  entAI  transformed B. subtilis ISW 1214 
 structural stability  

 Lane 1, 100bp DNA Ladder marker; Lane 2-4,  pHentAI  ISW(1), ISW(2), ISW(3)  6 
; Lane 5-7,  pHentAI  ISW(1), ISW(2), ISW(3)  6 

; Lane 8, entAI (positive control) 
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อภิปรายผลการวิจัย
	 ปัจจุบันนี้แบคเทอริโอซินได้ถูกนำมาใช้อย่างกว้างขวางทั้งในทางด้านอุตสาหกรรม ทางด้านการศึกษาและ

ทั้งในด้านการแพทย์เนื่องจากแบคเทอริโอซินเป็นโปรตีนที่มีการออกฤทธิ์ในการยับยั้งแคบและนอกจากนี้

ยั ง เป็นพิษกับแบคที เรียที่มีสกุลใกล้ เคียงกัน [1]  เพื่อต้องการพัฒนาสายพันธุ์แบคที เรียดั้ ง เดิมที่ ไม่มี

ความสามารถในการผลิตแบคเทอริโอซินให้ เป็นแบคที เรียสายพันธุ์ ใหม่ที่มีความสามารถในการผลิต

แบคเทอริ โอซินได้  ในการศึกษาครั้ งนี้ ได้ทำการเปลี่ ยนพาหะเพื่อการถ่ ายโอนยีน (subclone)  ผลิต

แบคเทอริโอซินจาก Ent. faecium N15 เข้าสู่เชื้อ E. coli DH5α  และเชื้อ B. subtilis ISW1214 โดยใช้

พลาสมิดพาหะ pHY300PLK ให้ชื่อว่า pHentAI และจากการศึกษาการคงอยู่ของ pHentAI ใน B. subtilis ISW1214

ภายใต้สภาวะที่ไม่มียาปฏิชีวนะพบว่าพลาสมิดลูกผสมดังกล่าวสามารถคงอยู่ในเซลล์เจ้าบ้านได้เพียง 6 รุ่นเท่านั้น

เนื่องจากพลาสมิดลูกชนิดนี้ถูกกดให้มีการแสดงออกและการคงอยู่ภายใต้สภาวะที่มียาปฏิชีวนะ ดังนั้น

ในสภาวะที่ไม่มียาปฏิชีวนะอาจทำให้พลาสมิดถูกปลดปล่อยออกนอกเซลล์ copy number จึงลดลงและ

จากการศึกษาของ Ghosh และคณะ [8]  รายงานว่าการคงอยู่ของพลาสมิดจะถูกควบคุมโดยระบบ

การแบ่งตัวเพิ่มจำนวนของพลาสมิดเหล่านั้น ทั้งนี้พบว่าการสูญหายของ พลาสมิดเกิดขึ้นในระหว่าง

กระบวนการแบ่งเซลล์เนื่องจากการกระจายที่ไม่สม่ำเสมอรวมถึงมีปัจจัยอื่นๆ ที่ส่งผลต่อการคงอยู่ของ

พลาสมิดดังตัวอย่าง เช่น โครงสร้างของพลาสมิด copy number และสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ

[9,10]  เช่น เมื่อความเข้มข้นของออกซิ เจนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงทำให้การคงอยู่ของพลาสมิดใน

Streptomyces lividans ลดลง [11] พบว่าที่พีเอชต่ำจะเพิ่มการคงอยู่ของพลาสมิดใน Yersinia enterocolitisca

[12] เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อ Lactococcus lactis ในอุณหภูมิที่สูงขึ้นส่งผลให้การคงอยู่ของพลาสมิดจะลดลง [13]

นอกจากนี้พบว่าองค์ประกอบของอาหารเลี้ ยงเชื้อส่งผลต่อการคงอยู่ของพลาสมิดด้วย [14] รวมถึง

การแสดงออกที่มากเกินไปของยีนที่อยู่บนพลาสมิดด้วยเช่นกัน [15],[13],[16] ดังนั้นการศึกษาการคงอยู่

ของพลาสมิดภายใต้สภาวะที่ไม่มียาปฏิชีวนะเพื่อประโยชน์ในการปรับปรุงสายพันธุ์แบคทีเรียให้มีการผลิต

แบคเทอริโอซินในระดับที่สูงขึ้นรวมถึงลดการใช้ยาปฏิชีวนะ
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