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สาหร่าย Chlamydomonas reinhadtii เป็นสาหร่ายโมเดลที่นิยมน ามาศึกษาการถ่ายยีน สามารถ
ผลิตไบโอเอทานอลและไบโอดีเซล การทดลองนี้จึงได้โคลนยีน Stearoyl-ACP Desaturase (SAD) ที่เกี่ยวข้องกับ
การสังเคราะห์กรดไขมันเพื่อน าไปถ่ายยีนเข้าสาหร่ายโมเดลในลักษณะ Overexpression เพ่ือผลิตไบโอดีเซล จาก
การโคลนยีน ChSAD พบว่า ได้ขนาดยีนบนดีเอ็นเอ 2898 เบส รวมส่วนของ CDS และ Non CDS การเพ่ิม
ปริมาณจากอาร์เอ็นพบว่าได้ขนาดยีน 1206 เบส สามารถแปลงเป็นล าดับอะมิโนแอซิดได้ขนาด 401 อะมิโน เมื่อ
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่ามีความเหมือนกับยีน C. reinhardtii plastid acyl-
ACP desaturase (FAB2) มีค่าความเหมือน (identity) 100 เปอร์เซ็นต์ และล าดับอะมิโนเอซิดพบว่ามีความ
เหมือนกับโปรตีน plastid acyl-ACP desaturase มีค่าความเหมือน (identity) 83 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งยีน FAB2  ใน
สาหร่าย C. reinhardtii ก็คือยีน SAD ดังนั้น ยีน ChSAD ที่โคลนได้จะถูกน าไปสร้างคอนสตรัคเข้ากับเวคเตอร์ 
pChlamy3 ส าหรับถ่ายยีนเข้าสาหร่ายต่อไป 

Chlamydomonas reinhardtii is a green alga that has been famous as a model organism 
in genes transformation. It has also been used in ethanol and biodiesel production. This study 
aims to clone gene Stearoyl-ACP Desaturase (SAD) involved in fatty acid synthesis for gene 
transformation into the model alga using overexpression method for biodiesel production. The 
result of ChSAD cloning shows that the length of gene on DNA is 2,898 base pairs, including CDS 
and non-CDS. The amplification of RNA yields the gene in length of 1,260 base pairs which 
could be translated into 401 amino acids. When searching the DNA sequences against 
databases, they are homologous to C. reinhardtii plastid acyl-ACP desaturase (FAB2) having the 
identity score of 100%. The amino acid sequences search against databases gives the result that 



they are homologous to plastid acyl-ACP desaturase with identity score of 83%. Therefore, FAB 
in C. reinhardtii is SAD and the cloned ChSAD will be constructed into a vector pChlamy3 for 
gene transformation into alga in the future study.  

              
1/  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

6.  ค าน า 
 ไบโอดีเซล (Biodiesel)  เป็นพลังงานทดแทนที่ได้รับการส่งเสริมจากภาครัฐ  ให้ผลิตขึ้นใช้เองอย่าง

แพร่หลายในปัจจุบัน  ทั้งนี้เนื่องจากคุณสมบัติเด่นหลายอย่าง  เช่น  สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ  ไม่
ก่อให้เกิดมลพิษทางอากาศ  และไม่ปล่อยสารประกอบของก ามะถัน  เช่น ก๊าซซัลเฟอร์ไดออกไซด์  ซึ่งเป็นตัวการ
ที่ท าให้เกิดฝนกรด (acid rain)  ในบรรยากาศ (Miao et al., 2004) การน าเอาตะไคร่น้ า  สาหร่าย (Algae) มา
เปลี่ยนเป็นเชื้อเพลิงดีเซลมีมาตั้งแต่ปี 1980 พร้อมๆกับนักวิจัยจ านวนมากที่พยายามจะหาค าตอบในการที่จะท า
ให้สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กกลายเป็นแหล่งพลังงานขนาดใหญ่โดยตะไคร่น้ าและสาหร่าย  (Algae) ที่พูดถึงในเรื่องการ
ผลิตไบโอดีเซลนี้ รวมทั้งสาหร่ายน้ าจืดและสาหร่ายน้ าเค็ม ที่พบเห็นตามโขดหิน หรือ ในห้วย หนอง  คลอง บึง 
และชายฝั่งทะเลทั่วไป  สิ่งมีชีวิตจ าพวกตะไคร่น้ าและสาหร่ายนี้ จะมีทั้งเมือกและส่วนที่เป็นน้ ามัน ท าให้เรารู้สึก
ลื่น เวลาสัมผัส  จากรายงานประจ าปีของสถาบันวิจัยพลังงานแสงอาทิตย์ (Solar Energy Research Institute) 
เมื่อเกือบ 25 ปีที่แล้ว รายงานว่า น้ ามันจากสาหร่ายนั้นมีความเหมาะสมต่อการน ามากลั่นเพ่ือใช้เป็นเชื้อเพลิง 
และในช่วงขาดแคลนน้ ามันปิโตรเลียม เชื้อเพลิงทางเลือกจากการสกัดน้ ามันจากสาหร่ายก็ได้ถูกหยิบขึ้นมาใช้เพ่ือ
แก้ไขสถาการณ์ เทียบกับพืชชนิดอ่ืนๆแล้ว เมื่อน ามากลั่นเป็นไบโอดีเซล ถั่วเหลือง จะให้น้ ามัน 50 แกลลอน 
ในขณะที่แคนโนล่า (พืชน้ ามันชนิดหนึ่ง) ให้น้ ามัน 130 แกลลอน ส่วนสาหร่ายนั้นให้น้ ามัน 4,000 แกลลอน ใน
ระยะเวลา 1 ปี ในพ้ีนที่การผลิต 1 เอเคอร์เท่ากัน แถมสาหร่ายนั้นยังต้องการเพียงแค่แสงอาทิตย์และน้ าทิ้งที่ไม่
เหมาะส าหรับการบริโภคเท่านั้น ในบ่อทดลองพบว่าสาหร่ายเล็กๆเหล่านั้นสามารถเจริญเติบโตได้แม้จะอยู่ใน
อุณหภูมิต่ ากว่า 0 องศาเซลเซียส สาหร่ายเซลล์เดียวหรือ ไดอะตอม (diatom) และแพลงตอนชนิดอ่ืนๆที่สามารถ
สังเคราะห์แสงได้ (phytoplankton) ก็สามารถดูดซับเอาคาร์บอนไดออกไซด์ที่อยู่น้ า หรือในมหาสมุทรมาใช้ใน
กระบวนการสังเคราะห์แสงเช่นเดียวกับต้นไม้  แต่แพลงตอนทั้งหมดที่อยู่ในท้องทะเลนั้น  สามารถก าจัด
คาร์บอนไดออกไซด์จากกระบวนการสังเคราะห์แสงได้มากพอๆกับต้นไม้ทุกต้นในโลกรวมกัน  ในขณะที่บริษัท 
เชลล์ (Royal Dutch Shell and HR Biopetroleum) ได้แถลงข่าวเรื่องการก่อสร้างห้องปฏิบัติการบนเกาะ 
Kona ในฮาวาย เพ่ือเพาะปลูกสาหร่ายทะเลส าหรับการวิจัยเรื่องไบโอดีเซล เมื่อวันที่ 11 ธันวาคม 2551 ไม่เพียง
พลังไบโอดีเซลจากสาหร่ายจะช่วยลดปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ที่จะถูกปล่อยออกไปในชั้นบรรยากาศ  หากไบโอ
ดีเซลจากสาหร่ายได้รับการยอมรับและน ามาพัฒนาเพ่ือใช้งานอย่างจริงจังเท่านั้น แต่ด้วยตัวของสาหร่าย ที่
สามารถขจัดคาร์บอนไดออกไซด์ทางตรงด้วยการสังเคราะห์แสงได้อีกด้วย  

Lali (2008) ได้รายงานว่า วิวัฒนาการของการผลิตพลังงานชีวมวล (biofuels)  แบ่ งออกเป็น 4 
Generation ได้แก่ Generation 1 ได้แก่ ข้าวโพด  อ้อย ผ่านกระบวนการหมักด้วยยีสต์ถึงจะได้เอทานอล    (มี
คาร์บอนไดออกไซด์ และน้ าเป็น by-products) กว่าจะได้น้ ามันไบโอฟิวส์ 1 แกลลอน ต้องใช้ข้าวโพด 21 



ปอนด์  กว่าจะได้ข้าวโพด 21 ปอนด์  การปลูก ปุ๋ย การขนส่ง ฯลฯ ต้องใช้น้ ามันปิโตรเลียม 1/2 แกลลอน   หมัก
ออกมาแล้วคุณภาพก็ยังดีไม่เท่าน้ ามันปิโตรเลียม ต้องน ามาผสมใช้ร่วมกัน ท าให้ราคาพืชแพงขึ้น  Generation 2 
เซลลู โลสจากพืชผ่ านกระบวนการหมักยี สต์หรือแบคที เรียจึ งจะได้ เอทานอล หรือ บิ วธานอล   (มี
คาร์บอนไดออกไซด์ และน้ า เป็น by-products)   Generation 3  สาหร่ายหรือแบคทีเรียที่ดูดพลังงานจาก
คาร์บอนไดออกไซด์และแสงแดด สังเคราะห์แสงแล้วแปลงเป็นไขมันสะสมไว้  จากนั้นใช้สารเคมีท าละลายเพ่ือ
สกัดเอาไขมันออกมา ให้ได้ไบโอดีเซล เดี่ยวๆ เลย (ไม่มีคาร์บอนไดออกไซด์จากการผลิต) ข้อเด่นของเจนนี้ก็คือ 
สาหร่าย/แบคทีเรียพวกนี้โตเร็วมากๆ สกัดไขมันออกมาได้มากกว่า มากกว่าการผลิตไขมันจากถั่ว 250 เท่าตั วใน
พ้ืนที่เท่าๆ กัน แต่ถึงกระนั้นก็ตาม ก็ยังคงมีความยุ่งยากในการปลูกเจ้าสาหร่ายพวกนี้ให้ได้มากพอใช้งานและไม่
กระทบกับพืชอาหารอ่ืนๆ และไม่ถูกสาหร่ายและแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่เราไม่ต้องการมาปนเปื้อนในแปลงปลูก  และ 
Generation 4  สาหร่ายและแบคทีเรียที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมซึ่งสามารถสังเคราะห์แสงแล้วแปลงเป็นไขมัน 
จากนั้นไขมันถูกสกัดออกมาเองโดยไม่ต้องใส่สารเคมีท าละลาย และได้ไบโอดีเซล โดยที่สาหร่าย/แบคทีเรียนั้นๆ 
ยังไม่ตาย ยังคงสังเคราะห์แสงและปล่อยไขมันออกมาให้เราใช้ต่อไปได้เรื่อยๆ ไม่ต้องใช้เนื้อที่เพาะปลูกมากมาย 
และสาหร่าย/แบคทีเรียเหล่านี้จะตายถ้าไม่ได้รับสารเคมีที่เลี้ยงมันและช่วยให้มันสกัดไขมันออกมาได้นี้ แปลว่ามัน
จะไม่แพร่พันธุ์ ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมข้างนอก  ซึ่งสอดคล้องกับ Scientific American EARTH (2009)  ได้กล่าว
ไว้ว่า  พลังงานทางเลือกเพ่ือใช้ทดแทนน้ ามันได้ถูกพัฒนาอย่างต่อเนื่อง มาถึงเจนเนอเรชั่นที่ 4 นั่นคือ การผลิต
เชื้อเพลิงจากสาหร่าย ซึ่งจะไม่กระทบพืชเศรษฐกิจ อย่างข้าวโพด/ถั่ว ที่มนุษย์ยังต้องใช้เป็นอาหาร มีข้อถกเถียง
กันว่า หันมาใช้พลังงานทางเลือก ไบโอฟิวส์ สกัดน้ ามันออกมาจากพืชไม่ง้อน้ ามันดิบที่อีกไม่เกิน 30 ปี จะขาด
แคลนอย่างแน่นอน 

น้ ามันไบโอดีเซล  ในความหมายของการผลิตในระดับอุตสาหกรรม  หมายถึง การน าน้ ามันพืชและสัตว์ซึ่ง
มีองค์ประกอบทางเคมีเป็นไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride) และแอลกอฮอล์ชนิดต่างๆ  เช่น เอทานอล  หรือเมทา
นอล ในปริมาณท่ีมากเกินพอ มาท าปฏิกิริยาเคมี “ทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น”   (Tranesterification) โดยใช้กรด  
ด่าง  หรือการใช้เอนไซม์ที่ได้จากเชื้อจุลินทรีย์  เช่น เอนไซม์ไลเปส  ท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา  เพ่ือเกิดการ
รวมตัวของไตรกลีเซอไรด์  และแอลกอฮอล์  เปลี่ยนวัตถุดิบตั้งต้นไปเป็นเอทิลเอสเทอร์ (Fatty acid esters : 
FAEs)  หรือ เมทิลเอสเทอร์ (Fatty acid methyl esters : FAMEs)  ดังภาพที่ 1  แสดงปฏิกิริยาเคมีทรานส์เอ
สเทอริฟิเคชัน  หรือไบโอดีเซล  และกลีเซอรอล (glycerol)  ซึ่งเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  
ที่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ต่อไป  ในอุตสาหกรรมอาหารและยา  (พนิดา และ ผกาวดี, 2551) 

 

 



1.  

ภาพที่ 1  ปฏิกิริยาเคมีทรานส์เอสเทอริฟิเคชันที่เกิดข้ึนในการผลิตไบโอดีเซล 
 

ในน้ ามันพืชจะมีองค์ประกอบหลักคือ กรดไขมัน  ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ กรดไขมันอ่ิมตัว 
(Saturated Fatty acid)  และกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (Unsaturated Fatty acid)  ในปริมาณที่แตกต่างกัน จึงท าให้
น้ ามันพืชแต่ละชนิดมีคุณสมบัติแตกต่างกัน  ซึ่งกรดไขมันที่พบในน้ ามันพืชส่วนใหญ่  จะเป็นกรดไขมันไม่อ่ิมตัว  
และโดยทั่วไปกรดไขมันจะมีจ านวนคาร์บอนในโมเลกุลเป็นเลขคู่เสมอ  ซึ่งมีปริมาณตั้งแต่ 12-24  คาร์บอนใน
โมเลกุล  แต่ที่พบเป็นจ านวนมากจะมีจ านวนคาร์บอน 16 (C16)  และ 18  (C18)  (He  et al., 2007) และท่ีพบ
โดดเด่นมากในน้ ามันมะพร้าวคือ lauric acid (12:0) 

Pathways การสร้างลิพิด จะประกอบด้วยการสังเคราะห์กรดไขมัน ซึ่งอยู่ในพลาสติด ถูกสังเคราะห์มา
จาก acetyl-Coenzyme A (acetyl-CoA)  และ Triacylglycerols (TAGs) ซึ่งในสาหร่ายก็มีวิถีการสังเคราะห์
เหมือนพืชชั้นสูง  TAGs มีจ านวนคาร์บอนสูงเป็นแหล่งเก็บสะสมพลังงานในพืชจะพบมากในส่วนของเมล็ด มีกลุ่ม 
acyl อยู่ที่ผนังเมมเบรนลิพิด กรดไขมันที่พบมากได้แก่ palmitic acid (16:0), stearic acid (18:0), oleic acid 

(18:1),  linoleic acid (18:2) และ α-linoleic acid (18:3)   (Alexandro et al., 2011) 
สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii  เป็นสาหร่ายเซลล์เดียวสีเขียวที่น ามาใช้เป็นโมเดลทางด้าน

พันธุศาสตร์  บ่อยครั้งที่มีการใช้ค าว่า “the green yeast”  แทน C. reinhardtii   เป็นชนิดที่มีการเลี้ยงและ
เจริญเติบโตได้ง่ายและแบ่งเซลล์เร็วมาก มีการศึกษาถอดรหัสทั้งจีโนมของสาหร่ายชนิดนี้ ไว้สมบูรณ์แล้ว 
(Merchant et al., 2007)  ท าให้รู้ถึงฐานข้อมูลของยีน EST  และนักวิทยาศาสตร์จึงนิยมน ามาใช้เป็นโมเดลใน
การถ่ายยีนบริเวณส่วนของคลอโรพลาสต์ เพราะมีจุดเริ่มต้นในการสังเคราะห์กรดไขมัน  สาหร่ายขนาดเล็กจัดอยู่
ในกลุ่มยูคาริโอต มีการสังเคราะห์ลิพิดได้สูงกว่าในกลุ่มโปรคาริโอตและในกลุ่มสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน ดังนั้น  
C. reinhardtii   จึงน ามาใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับการสังเคราะห์แสง  การสังเคราะห์แป้ง  การผลิตไฮโดรเจน และ 
ขบวนการเมแทบอลิซึมของลิพิด ดังภาพที่ 2 



 
ภาพที่ 2 ลักษณะโครงสร้างของเซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii  ซึ่งปัจจุบันน ามาใช้เป็นโมเดลใน

การวิจัยในการสังเคราะห์ลิพิด  แป้ง  และ bio-hydrogen  ซึ่งอยู่บนคลอโรพลาสต์ บริเวณรูปถ้วย (cup-
shaped) (http://lipidlibrary.aocs.org/plantbio/tag_algae/index.htm) 
 
การผลิตพลังงานทดแทนจากสาหร่ายก าลังเป็นที่น่าสนใจ  ช่วยลดปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศ

โดยใช้กระบวนการสังเคราะห์แสง  ทั้งสาหร่ายขนาดเล็กและขนาดใหญ่เหมาะที่จะน ามาผลิตเป็นชีวมวล  และท่ี
ส าคัญสาหร่ายขนาดเล็กในกลุ่มยูคาริโอตจะมีแหล่งเก็บพลังงานได้สูงมาก  เช่น triacylglycerol (TAG) และแป้ง 
(starch) สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการน ามาผลิตเป็นเชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuels) ทั้งไบโอดีเซลและเอทานอล 
เริ่มต้นของ crude oil มาจากสาหร่ายขนาดเล็กในกลุ่มไดอะตอมและเป็นที่น่าสนใจในการผลิตสารในกลุ่มลิพิด 
(Ramachandra et al., 2009)  สาหร่ายขนาดเล็กมีสิ่งที่พิเศษสามารถดึงพลังงานจากธรรมชาติมาเก็บไว้ในเซลล์
ได้โดยการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์มาใช้ในกระบวนการสังเคราะห์แสงเปลี่ยนเป็นพลังงาน และเจริญเติบโตได้ทุก
สภาพแหล่งน้ าทั้งน้ าจืด น้ าเค็ม น้ าเสีย (Dismukes et al., 2008)  ซึ่งสาหร่ายขนาดเล็กมี metabolic 
pathways สามารถผลิตพลังงานเชื้อเพลิงได้ ดังภาพที่ 3 



 
ภาพที่ 3  Metabolic pathways ของสาหร่ายขนาดเล็กที่สามารถผลิตเป็นพลังงานเชื้อเพลิงชีวภาพซึ่งอยู่ในส่วน

ของเอนโดพลาสมิค เรติคูลัม (Endoplasmic Reticulum : ER) 
 

Randor et al. (2010)  ได้ศึกษาการใช้พันธุวิศวกรรมในการผลิตพลังงานเชื้อเพลิงชีวภาพของสาหร่าย 
พบว่ามีจุดที่น่าสนใจที่มีสามารถดัดแปลงน ามาใช้ได้ในการผลิตลิพิด แอลกอฮอล์  และไฮโดรคาร์บอน ซึ่งเป็น
สิ่งมีชีวิตที่มีการดึงพลังงานแสงอาทิตย์มาสังเคราะห์แสงได้  ได้มีการพัฒนาในเรื่องของการผลิตลิพิดและ
คาร์โบไฮเดรตให้สูงขึ้น  และท่ีส าคัญขบวนการในสาหร่ายในกลุ่มยูคาริโอตมีจุดเด่นของเมแทบอลิคในการผลิต
พลังงานเชื้อเพลิงชีวภาพในเรื่องของการสะสมปริมาณ triacylglycerol และการสังเคราะห์สะสมปริมาณแป้ง
ทั้งอะมิโลส และอะมิโลเพคตินเหมือนกับพืชชั้นสูง 

Wei-Luen et al. (2011)  ได้ศึกษาการดัดแปลงวิถีเมแทบอลิซึม (metabolic pathways) ของการผลิต
ลิพิดและ triacylglycerol ในสาหร่ายขนาดเล็ก ซึ่งพบว่าสาหร่ายขนาดเล็กเป็นสิ่งมีชีวิตที่สามารถน ามาใช้เป็น
พลังงานเชื้อเพลิงได้ดีและมีการสะสมในส่วนของลิพิดซึ่งจุดที่ส าคัญในการสร้างอยู่ที่ triacylglycerol ต้องศึกษาใน
ส่วนของเอนไซม์ซึ่งจ าเป็นต้องใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเข้าช่วยปรับปรุงและพัฒนา 

Lei et al. (2012) ได้กล่าวว่าการผลิตพลังงานเชื้อเพลิงชีวภาพจากสาหร่ายเป็นที่น่าสนใจมากในช่วง 2-3 
ปีที่ผ่านมา ซึ่งจัดอยู่ในยุคที่ 4 (4th generation) ในเรื่องการ metabolic engineering ในการผลิตพลังงาน
เชื้อเพลิงชีวภาพ และได้มีศึกษาการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมัน  และการสะสมกรด
ไขมันในสาหร่าย Haematococcus pluvialis ภายใต้สภาวะเครียดต่างกันเพ่ือดูศักยภาพในการผลิตไบโอดีเซล 



โดยการวัดปริมาณค่า FA จากเครื่อง GC-MS ภายใต้การทดลองความเครียด เช่น ขาดไนโตรเจน  ความเค็มสูง 
หรืออุณหภูมิต่ า พบว่าการใช้อุณหภูมิสูง  ความเค็มสูง และขาดไนโตรเจน พบว่าการสังเคราะห์ FA แตกต่างกัน 

Gong et al. (2011)  ได้ศึกษาคุณลักษณะของยีน thioesterase (PtTE) จากไดอะตอมชนิด 
Phaeodeactylum tricornutum พบว่ามีขนาด 648 bp ในส่วนของ open reading frame (ORF) และ มี
ล าดับเปปไทด์จ านวน 216 amino acid  และถ่ายยีนเข้าสู่ E. coi และตรวจสอบการแสดงออกของ cDNA ด้วย 

XL1-Blue และ K27fadD88 พบว่า fatty acid β-oxidation pathway มีการเปลี่ยนแปลงไปได้กรดไขมัน 
C18:0 และ C18:1 ซึ่งท าให้องค์ประกอบของกรดไขมันมีค่าสูงขึ้นถึง 72% 

ได้มีรายงานการพัฒนาการใช้ Thioesterase ในสาหร่ายขนาดเล็กให้จ านวนคาร์บอนของกรดไขมันให้มี
ความยาวอยู่ระหว่าง 14-20 ซึ่งปกติที่พบมากจะเป็นชนิด C16:1, C16:0 และ C18:1 แต่ว่าการผลิตไบโอดีเซลที่ดี
ควรอยู่ที่  C12:0  และ C14:0  ในการควบคุมความยาของคาร์บอนของกรดไขมันจะถูกควบคุมโดย acyl-ACP 
thioesterase  ซึ่งพบได้ในสิ่งมีชีวิตทั่วๆไป  และการถ่ายยีน thioesterase ให้เกิด overexpression  สามารถที่
จะเปลี่ยนความยาวของกรดไขมันได้  (Oilgae club, 2010) 

จากแนวโน้มความต้องการใช้น้ ามันเชื้อเพลิงที่เพ่ิมสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง  และวิกฤติราคาน้ ามันแพงที่ส่งผล
กระทบต่อเศรษฐกิจทั่วโลกในขณะนี้  ท าให้รัฐบาลตระหนักถึงปัญหาดังกล่าวและได้แสวงหาแหล่งและการผลิต
พลังงานทดแทนในรูปแบบต่างๆ เช่น พลังงานชีวมวล  แก๊สชีวภาพ  เอทานอล และไบโอดีเซล  และไบโอดีเซลจะ
ได้รับการส่งเสริมให้มีการผลิตกันอย่างแพร่หลายไปทั่วทุกภาคของประเทศ ทั้งนี้เพราะประเทศไทยเป็นประเทศ
เกษตรกรรมจึงเอ้ือต่อการน าผลิตผลทางการเกษตรชนิดต่างๆ โดยเฉพาะพืชน้ ามัน เช่น ปาล์มน้ ามัน  ถั่วเหลือง  
มะพร้าว  ทานตะวัน  และสบู่ด า เพ่ือน ามาผลิตไบโอดีเซล  น้ ามันเชื้อเพลิงจากพืชสาหร่ายถือเป็นพืชน้ ามันอีก
ประเภทหนึ่งที่มีศักยภาพสูงของโลกในอนาคต  ปัจจุบันบรรดาประเทศชั้นน าต่างๆ เช่น สหรัฐอเมริกา  
ออสเตรเลีย  จีน ฯลฯ  ต่างให้ความสนใจและทุ่มงบประมาณในการคิดค้นวิจัยพัฒนาสายพันธุ์และเทคโนโลยีการ
สกัดน้ ามันจากสาหร่ายอย่างจริงจัง และปัจจุบันการศึกษาวิวัฒนาการระดับโมเลกุลมีความส าคัญมากโดยเฉพาะ
เรื่องการควบคุมการแสดงออกของยีน หรือการดัดแปลงพันธุกรรมพืช/จุลินทรย์ ให้ได้สายพันธุ์ใหม่ที่ดีกว่าเดิมและ
หนึ่งในนั้นเรื่องการโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันและถ่ายเข้าสู่สาหร่ายChlamydomonas 
reinhardtii ส าหรับผลิตไบโอดีเซล จัดอยู่ในยุคที่ 3 ในเรื่องของวิวัฒนาการในการผลิตพลังงานจากชีวมวล  
จัดเป็นพลังงานจากพืช หรือพลังงานสะอาด   ไม่ใช่พืชอาหาร ตลอดจนกระบวนการผลิตมีความบริสุทธิ์ สามารถ
ย่อยสลายได้ เป็นเทคโนโลยีที่สะอาดอย่างแท้จริง ขณะที่ชีวมวลจากพืช มีโครงสร้างท าลายยาก  ท าให้มีของเสีย
หลงเหลือจากกระบวนการผลิตดังนั้นสาหร่ายเป็นทางเลือกที่เหมาะสมในการลดปัญหาสภาวะแวดล้อมและการ
ผลิตชีวมวล (biomass) ส าหรับเชื้อเพลิงชีวภาพ (bio-fuels) ที่เป็นไปได้ในเชิงพาณิชย์ ดังนั้นการทดลองนี้จึงได้
ท าการศึกษาการโคลนยีนที่ เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันเพ่ือใช้ส าหรับถ่ายยีนเข้าสู่ สาหร่าย  
Chlamydomonas reinhardtii เพ่ือศึกษาเทคโนโลยีการผลิตไบโอดีเซลจากสาหร่ายที่ได้จากการโคลนยีนที่
เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันในระดับห้องปฏิบัติการ 
 
7.  วิธีด าเนินการและอุปกรณ์ 



อุปกรณ์ 
1. สารเคมีที่ใช้ในงานทางชีววิทยาโมเลกุลและจุลชีววิทยาและอาหารเลี้ยงสาหร่าย 
2. อุปกรณ์ในการเลี้ยงสาหร่าย 
3. ตู้เขี่ยเชื้อแบบ lamina flow 
4. เครื่อง spectrophotometer (PARKIN ELMER MBA2000) 
5. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
6. ชุดถ่ายภาพ และ UV Transilluminators (BIORAD) 
7. เครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 
8. เครื่องส่งถ่ายกระแสไฟฟ้าด้วยวิธีอิเล็คโตรโพเรชั่น electro cell manipulator 600 (BTX San 

Diego, California) 
9. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ า -20 องศาเซลเซียส  

 
วิธีด าเนินการ 
1. การเพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhadtii 
  น าเซลล์สาหร่าย Chlamydomonas reinhadtii สายพันธุ์ C.137 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Tris-
Acetate-Phosphate (TAP medium) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วรอบ 110 รอบต่อนาที จากนั้นน าเซลล์สาหร่ายไปปั่นเหวี่ยงในหลอด 50 
มิลลิลิตร ที่ความเร็ว 6000 รอบต่อนาท ีเก็บตะกอนสาหร่ายที่ -80 เพ่ือน าไปสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอต่อไป 
 
2. การสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอจากสาหร่าย Chlamydomonas reinhadtii  
 - การสกัดดีเอ็นเอ 
 ท าการสกัดดีเอ็นเอจากสาหร่าย Chlamydomonas reinhadtii ดังนี้ เตรียม Extraction buffer  [20 
mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2%(W/V) CTAB 

(cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol ก่อนใช้บ่มที่ 60 องศาเซลเซียส น า
สาหร่าย Chlamydomonas reinhadtii บดในโกร่งด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียดจนเป็นผงแป้ง ใส่หลอด 15 
มิลลิลิตร เติม Extraction buffer 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (น ามาเขย่า
ทุก 20 นาที) แล้วน าตัวอย่างออกมาวางที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที แล้วเติม Choroform:Isoamyl alcohol  
(24:1) 5 มิลลิลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที ดูดน้ าใส 750 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 
750 ไมโครลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใสใส่
หลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม 3M NaOAC 0.1 เท่า และ Isopropanol 0.6 เท่า แล้วน าไปตกตะกอนดีเอ็น
เอที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 
นาที เทน้ าใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้ว



ละลายด้วย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส
นาน 30 นาที น าไปวัดค่า (O.D) โดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ให้อยู่ในช่วง 
1.8-2.0  แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน าไปท าปฏิกิริยา PCR เก็บดีเอ็นเอที่ -20 
องศาเซลเซียส 
 
 - การสกัดอาร์เอ็นเอ 
 ท าการสกัดอาร์ เอ็นเอสาหร่าย  Chlamydomonas reinhadtii ด้วยชุด Nucleo Spin kit® ยี่ห้ อ 
MACHERY-NAGEL โดยการบดตัวอย่าง Chlamydomonas reinhadtii ด้วยไนโตรเจนเหลว ใส่ในหลอดที่
มีบัปเฟอร์ RA1 ผสมให้เข้ากัน น าของเหลวที่ได้ใส่ลงไปในหลอด Nucleospin® filter unit แล้วปั่นที่ 11000 xg 
นาน 1 นาที เพ่ือกรองเอาส่วนใส 400 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม 70 เปอร์เซ็นต์เอทานอล 400 ไมโครลิตร 
แล้ววางบนน้ าแข็ง น าของเหลวทั้งหมดใส่ลงใน Nucleospin® RNA plant แล้วปั่นที่ 11000 xg นาน 30 วินาที 
ทิ้งของเหลว เติมบัปเฟอร์ที่มี DNAseI บน membrane ตัวอย่างละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที ล้างเมมเบรน 3 ครั้ง  

ครั้งที่ 1 ล้างด้วย RA2 200 ไมโครลิตร แล้วปั่นที่ 11000 xg นาน 30 วินาที แล้วทิ้งของเหลว 
ครั้งที่ 2 ล้างด้วย RA3 600 ไมโครลิตร แล้วปั่นที่ 11000 xg นาน 30 วินาที แล้วทิ้งของเหลว 
ครั้งที่ 3 ล้างด้วย RA3 250 ไมโครลิตร แล้วปั่นที่ 11000 xg นาน 2 นาที 

ย้ายเมมเบรนใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติม RNAse free water+Ribolock 40 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ 5 นาที 
แล้วปั่นที่ 11000 xg นาน 1 นาที น าอาร์เอ็นเอที่ได้ไปตรวจสอบ และเก็บรักษาไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส 
 
3. การสังเคราะหด์ีเอ็นเอสายผสม (cDNA synthesis) จากอาร์เอเอ็นรวม 
  ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายผสมด้วยชุด RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit ยี่ห้อ Thermo 
โดยน าอาร์เอ็นเอรวมความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 5 ไมโครลิตร เติมไพรเมอร์ oligo(dT)18              
1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ า DEPC 6.5 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้ววางบน
น้ าแข็งนาน 5 นาที จากนั้นน ามาเติมบัปเฟอร์ 5X reaction 4.5 ไมโครลิตร Ribolock™ RNase inhibitor        
1 ไมโครลิตร 10mM dNTP mix 2 ไมโครลิตร และ ReverstAid M-MuLV 1 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่ 42 
องศาเซลเซียส นาน 90 นาที 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 
 
4. การเพิ่มปริมาณยีน Stearoyl-ACP Desaturase (SAD) 

ท าการเพ่ิมปริมาณยีน SAD ด้วยวิธีพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction) โดยใช้ไพรเมอร์ ChSADF: 
5’-ATG GCT CTG GGC CAG CAG GCG AT-3’ และ ChSADR: 5’-TTA CAG GGC CAC CTC GCG GTT G-3’  
ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังต่อไปนี้ 

cDNA template    1  ไมโครลิตร  
5x Buffer       5  ไมโครลิตร 



dNTPs (2mM)     2  ไมโครลิตร 
MgCl2 (25mM)     2 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ Forward (10 µM)   1  ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ Reverse (10 µM)   1  ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase, Pomega  0.1  ไมโครลิตร 
 Distilled water    12.9  ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม       25  ไมโครลิตร 

  ดูดสารละลายที่กล่าวมาข้างต้นลงในหลอดพีซีอาร์ แล้วน าเข้าเครี่อง themal cycle, Gene Amp 9700 
ตั้งโปรแกรมดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 55 องศา
เซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 
รอบ แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส จากนั้นโคลนเข้าพีซีอาร์เวคเตอร์  
 
5. การโคลนยีนที่ได้เข้าสู่พีซีอาร์เวคเตอร์ 

น าชิ้นยีนที่ได้จากพีซีอาร์มาท าปฏิกริิยา ligation ด้วยวิธโีคลนปลายทู ้ (blunt-End Cloning) โดยใช้ชุด 
CloneJETTM PCR Cloning Kit (Fermentas) (ภาพผนวกท่ี 1) ประกอบด้วย 2X reaction buffer 10 
ไมโครลิตร ผลผลิตพีซีอาร์ 2 ไมโครลิตร DNA blunting enzyme 1 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วย Water 
nuclease-free ให้ได้ 18 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปปั่น 3-5 วินาที บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที แล้ววางบนน้ าแข็ง จากนั้นเติม pJET 1.2/blunt cloning vector (50 ng/ul) 1 
ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase (5U/ul) 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปปั่น 3-5 วินาที บ่มปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที (สามารถบ่มได้นานถึง 30 นาที) น าปฏิกิริยา ligation ที่ได้ไปฝากถ่ายเข้าเก็บเซลล์

แบคทีเรีย E.coli สายพันธุ์ DH5α จากนั้นสกัดพลาสมิดแล้วน าส่งวิเคราะห์ล าดับเบส 
 
ระยะเวลาการทดลอง (เริ่มต้น – สิ้นสุด)  

ระยะเวลาเริ่มต้น ตุลาคม 2558  สิ้นสุด   กันยายน 2560 รวม 2 ปี (เดิมสิ้นสุดปี 2562 รวม 4 ปี) 
 

สถานที่ด าเนินการทดลอง 
ห้องปฏิบัติการด้านชีวโมเลกุล ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ จังหวัดปทุมธานี 

 
8.  ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 จากการเพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่าย C. Reinhadtii สายพันธุ์ C.137 พบว่า สามารถเจริญเติบโตได้บน
อาหารแข็ง TAP ภายใน 5-6 วัน เมื่อน าโคโลนีเดี่ยวไปเลี้ยงในอาหารเหลวพบว่า มีการเจริญเติบโตภายใน 6-7 วัน 
(ภาพที่ 1) ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 110 รอบต่อนาที การเลี้ยงเชื้อปริมาตร 250 
มิลลิลิตร นาน 7 วัน พบว่าเซลล์ตะกอนของสาหร่ายเพียงพอต่อการสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ การเลี้ยงในอาหาร



เหลวต่ ากว่า 7 วัน จะได้ตะกอนเซลล์น้อย แต่ถ้าหากเลี้ยงนานกว่า 9 วัน เซลล์สาหร่าย C. Reinhadtii สายพันธุ์ 
C.137 เริ่มแก่อาจมีผลต่อการสกัดอาร์เอ็นเอได้ 
 

 

 
ภาพที่ 1 การเพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่าย C. reinhadtii C.137 ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน 

 

 จากการเพ่ิมปริมาณยีน ChSAD ในสาหร่าย C. reinhadtii และการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่า 
การเพ่ิมปริมาณยีนจากดีเอ็นเอได้ขนาดยีนบนดีเอ็นเอ 2898 คู่เบส (ภาพที่ 2 และภาพที่ 3) รวมส่วนของ CDS 
(Coding Sequence) และ Non CDS (Non Coding Sequence) และการเพิ่มปริมาณยีนจากอาร์เอ็นเอได้ขนาด
ยีน 1290 คู่เบส (ภาพที่ 4 และภาพที่ 5) สามารถแปลงเป็นล าดับอะมิโนแอซิดได้ขนาด 429 อะมิโน (ภาพที่ 6) 
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่ามีความเหมือนกับยีน Chlamydomonas 
reinhardtii plastid acyl-ACP desaturase (FAB2) มีค่าความเหมือน (identity) 100 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 4) 
และล าดับอะมิโนเอซิดพบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน  plastid acyl-ACP desaturase มีค่าความเหมือน 
(identity) 83 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 5) จากผลการวิเคราะห์ล าดับเบสเมื่อน ายีน  ChSAD ไปเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล NCBI พบตรงกับยีน FAB2 ซึ่ง Hwangbo และคณะ (2014) และ Jaejer และคณะ (2017) ได้รายงาน
ไว้ว่า ยีน FAB2 และยีน SAD คือยีนเดียวกัน ดังนั้นยีน ChSAD ที่โคลนได้จึงจะถูกน าไปโคลนเข้าเวคเตอร ์
pChlamy3 เพ่ือถ่ายฝากเข้าสาหร่าย C. reinhadtii และศึกษาการผลิตไบโอดีเซลต่อไป 



 
ภาพที่ 2 การเพ่ิมปริมาณยีน ChSAD จากดีเอ็นเอของสาหร่าย C. Reinhadtii มีขนาด 2898 คูเ่บส 

 

ATGGCTCTGGGCCAGCAGGCGATGCAGCGCAAGGGTAAGCAGGCCTTACGCGTCTCCAGCGTATGGAGCCCGGCCAGCAACGCTTGCGTGGCGAAGT

CTTGTTGGGCAGGCGTTTAGTGGGCGGGAGGGTCGCGTTGACATAATTGGGTTTGAATTGGTGGCTCAATTGTCGCGCCAGCTGCGGCAACCGCCTA

AGCGCGGACTGGCCAGGCTTGAGGACGCGATGCTCTGCAGTGCTTCTGCGTGCAGTCGCGCTATGCGTTACTACGCCACCTGCATATGTTGAATTGC

GCGCTGGTGATCTAAGCTTGATGCGGGCTCGCAACTGCTGCTTGCAGGCGCCCTTAACGCCAACAGGGCCTCGCGCAAGGCTTGCGTCGTCCGCGCG

CAGGCGGTTGCCTCGGCTCCCCAACAGCCGGCCACTGCTTCGCAGTATGTTCCTCACGTCCAGGGCCCGATCATCATGAATGGTCAGGTGCTGCACA

GCATCACGGCTGAGCGCCTGGATGTGGTGCGCAGCCTGGAGGACGGCTACCTGCAGAGCCAGGTAAGCTTCAATACATCTCAGATATCTCTCGTGTG

CTCCACTCGCCGAGCGTGTGCCCGAGTCAAGCCCGACTGGGCTGAAAGGGGCGGTGACATGGATGTAGGCGGTACACATCGGTCTTACGTAGCGTGT

GTCTCTTACCTGTTCCACCCGACGTCGCGCAGGTGGTGCCTCTGCTGAAGCCCGTGGAGAAGTGCTGGCAGCCCGCCGACTTCCTGCCGCCCTCGGA

GGACCCCGACTTCCTGGACAAGGTGAGAGCATCCATCCTTCCCCGTCACCCGGGCGGCGGGCGTGCCCGAGGACCGGACACGTTCGCCGCTTGGGTT

GCAGCTTAGCAGCAGCGAACAGACCCTGACACGTATGCACCTCTGCTCACGCTGTGTTGCTTTATAACCTACAGGTGCGCGAGCTGCGCAAGCGCGC

TGCCAACCTGCCCGATGACTACCTGGTGGTCTTCACCGGCGACATGATCACCGAGGAGGCGCTGCCCACCTACATGACCATGCTCAACACCCTGGAC

GGCGTTCGCGATGAGACCGGCGCCAGCCAGACCCCCTGGGCCAAGTGGACGCGCGAGTGGACCGCCGAGGAGAACCGCCACGGCGACGTCATGAACC

GCTACATGTACCTGACTGGCCGCGTCAACATGAAGGCGGTGGAGGTGACCGTGCAGAACCTGATTGGCTCCGGCATGGACCCCAAGACCGAGAACAA

CCCCTACCTGGGCTTCTGCTACACCTCCTTCCAGGAGCGCGCCACCAAGGTGAGGGGCTGGGCTGGGGTTCGGGGTCAGGAGGGGGAGATGAAAGGG

CGCACAAGGGAGGCGAAGGGTGGGAGGTGTCAAGGAGCAGCCTGCCAGCAGCGGACGACAGCGCTAAATGCATCGGAGCAAGGACGGCTGTTGCGCA

AGCTGCTGGCTGCTATGGGTCACAACTCAGCATCACCGGGTGCAATTTGAGCAAAGCCTTGGGGGCCACACACCGTAACGCTCCATCCCCAACCCCA

TCCCATCCCCACCCTCCAAACCGCACCGCCCCTCATCCCCGCCCTGTTCCAGGTGTCCCACGGCAACACCGCCCGCCACGCTCTGGAGCACGGCGAC

GACGTGCTGGCCAAGATCTGCGGCTCCATCGCCTCGGACGAGGGCCGCCACGAGATCGCCTACTGCAAGGTGGGTGCCGGTGGCTCCACAGGCGCAT

GCCCCCATGCATGACGTGATCGTTTGCCGCCCCGGGGGGGGGGGAGCGGCTGCAAGCGAGGCATGCTCTGGCACATGGTCTGCTGCTCCGGGGCCCG

TCAAGTTCCCAACATAAGCGCTGCAAACCCGTGCGCCCGTCCTATACTCTACAGCTGCTAACCTCGCACTGCACACCTCCAACTCCCATGCGCAGAT

CATGGACGGCCTGTTTGAGCGCGACCCCAGCGGCGCCATGATTGCGTTCGGCGACATGATGAAGAAGCAGATCGTGATGCCCGCCCACCTCATGAAC

GACAACGTGCACCACGCCAACACCGGCCGCAACCTGTTCGCGGTGGGTCCCGGCCGGAGGGCGTGGGGCGGGGCGGGACAGGAGGCGGGTCAGTCAG

GAGGGACTGAAGGTGTAAGCTGGACACGGCGTTGCGGCAGTGCCCGAGTCCTGAGCCCAGTTTCTGAGCTTGATCTTTCATACCTGCTCGCGCACTC

AAGACACACGGGCACGTGCGCGCCCCCCTGACCCCTCACCCCCTCCTCACCTGACCTACCCACCCCACGTCGCCCAACAACATCCTGACTCCCCACC

CCCGCCTCCACGCCTCCCACGCCCCACAGGACTTCTCCGCTGTGGCTGAGAACACGGGCACCTACACCGCCATGGACTACGCTGACATCATGGAGCA

CCTGGTGGGCCGCTGGAACGTCAAGAACCTGACCGGCCTCAACGGCGACGCCGCCGCCATGCAGGAGTACGTCATCAAGCTGCCCGACCGCATCCGC

AAGCTGGCGGAGAAGGCCACCGGTGCGCAGGAGGGGGAGGGGGGAGGGGTAGGGGGCAAAGGGGGGGGTAGGGGGTTAGCAAAGAGCGCAGGGAGGA

TGGAGGAAGGAGATTGTAAGGAATAGCTGTGGTGGTGGACGACGGCGTTTGGGGGAACCATGCTGATGATGTGGCGGAAAGACTCTTGGGGGCTGGT

GGGGAGAGCGGGAAGCACAGGGAGCTGTGTACCGGTATCTGAAATGCCCGTCGTGTCGCTGGGCGCAGCACTCTCATTGACCTCTCCCCTCTGCCGT

GTTCCTTCCCGCAGCCCGCCGGAAGAAGGGCAAGGTCGTGCACGCGCCCTTCAGCTGGGTGTTCAACCGCGAGGTGGCCCTGTAA 

ภาพที่ 3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ChSAD บนดีเอ็นเอ ขนาด 2898 คูเ่บส โดยแถบสีเหลืองคือส่วนของ CDS 

 



 
ภาพที่ 4 การเพ่ิมปริมาณยีน ChSAD จากอาร์เอ็นเอของสาหร่าย C. Reinhadtii มีขนาด 1206 คูเ่บส 

 

ATGGCTCTGGGCCAGCAGGCGATGCAGCGCAAGGGCGCCCTTAACGCCAACAGGGCCTCGCGCAAGGCTTGCGTCGTCCGCGCGCAGGCGGTTGCCT

CGGCTCCCCAACAGCCGGCCACTGCTTCGCAGTATGTTCCTCACGTCCAGGGCCCGATCATCATGAATGGTCAGGTGCTGCACAGCATCACGGCTGA

GCGCCTGGATGTGGTGCGCAGCCTGGAGGACGGCTACCTGCAGAGCCAGGTGGTGCCTCTGCTGAAGCCCGTGGAGAAGTGCTGGCAGCCCGCCGAC

TTCCTGCCGCCCTCGGAGGACCCCGACTTCCTGGACAAGGTGCGCGAGCTGCGCAAGCGCGCTGCCAACCTGCCCGATGACTACCTGGTGGTCTTCA

CCGGCGACATGATCACCGAGGAGGCGCTGCCCACCTACATGACCATGCTCAACACCCTGGACGGCGTTCGCGATGAGACCGGCGCCAGCCAGACCCC

CTGGGCCAAGTGGACGCGCGAGTGGACCGCCGAGGAGAACCGCCACGGCGACGTCATGAACCGCTACATGTACCTGACTGGCCGCGTCAACATGAAG

GCGGTGGAGGTGACCGTGCAGAACCTGATTGGCTCCGGCATGGACCCCAAGACCGAGAACAACCCCTACCTGGGCTTCTGCTACACCTCCTTCCAGG

AGCGCGCCACCAAGGTGTCCCACGGCAACACCGCCCGCCACGCTCTGGAGCACGGCGACGACGTGCTGGCCAAGATCTGCGGCTCCATCGCCTCGGA

CGAGGGCCGCCACGAGATCGCCTACTGCAAGATCATGGACGGCCTGTTTGAGCGCGACCCCAGCGGCGCCATGATTGCGTTCGGCGACATGATGAAG

AAGCAGATCGTGATGCCCGCCCACCTCATGAACGACAACGTGCACCACGCCAACACCGGCCGCAACCTGTTCGCGGACTTCTCCGCTGTGGCTGAGA

ACACGGGCACCTACACCGCCATGGACTACGCTGACATCATGGAGCACCTGGTGGGCCGCTGGAACGTCAAGAACCTGACCGGCCTCAACGGCGACGC

CGCCGCCATGCAGGAGTACGTCATCAAGCTGCCCGACCGCATCCGCAAGCTGGCGGAGAAGGCCACCGCCCGCCGGAAGAAGGGCAAGGTCGTGCAC

GCGCCCTTCAGCTGGGTGTTCAACCGCGAGGTGGCCCTGTAA 

ภาพที่ 5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ChSAD บนอาร์เอ็นเอ ขนาด 1206 คูเ่บส 
 

 

MALGQQAMQRKGALNANRASRKACVVRAQAVASAPQQPATASQYVPHVQGPIIMNGQVLHSITAERLDVVRSLEDGY

LQSQVVPLLKPVEKCWQPADFLPPSEDPDFLDKVRELRKRAANLPDDYLVVFTGDMITEEALPTYMTMLNTLDGVRD

ETGASQTPWAKWTREWTAEENRHGDVMNRYMYLTGRVNMKAVEVTVQNLIGSGMDPKTENNPYLGFCYTSFQERATK

VSHGNTARHALEHGDDVLAKICGSIASDEGRHEIAYCKIMDGLFERDPSGAMIAFGDMMKKQIVMPAHLMNDNVHHA

NTGRNLFADFSAVAENTGTYTAMDYADIMEHLVGRWNVKNLTGLNGDAAAMQEYVIKLPDRIRKLAEKATARRKKGK

VVHAPFSWVFNREVAL- 

 

ภาพที่ 6 ล าดับอะมิโนเอซิดของยีน ChSAD ขนาด 401 อะมิโน 
 

 เมื่ อน าล าดับนิ วคลี โอไทด์ ของยีน  ChSAD ของ C. Reinhadtii สายพันธ์  C.137ไปวิ เคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) พบว่ามีความเหมือนกันกับ C. Reinhadtii และจัดกลุ่ม
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับ Volvox carteri Haematococcus pluvialis และ Chlorella vulgaris 
ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มสาหร่าย และจะเห็นว่า Zea mays จะมีความห่างทางพันธุกรรมมากที่สุด (ภาพที่ 7) ทั้งนี้
เนื่องจากเป็นพืชล าดับสารพันธุกรรมจึงมีความต่างกัน 



 
ภาพที่ 7 Phylogenetic tree ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ChSAD ของ C. Reinhadtii สายพันธ์ C.137 

 
9.  สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

 การเพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่าย C. Reinhadtii สายพันธ์ C.137 มีการเจริญเติบโตภายใน 5-7 วัน 
ระยะเวลา 7 วัน ได้ปริมาณเซลล์ที่เพียงพอต่อการสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ เมื่อน าไปเพ่ิมปริมาณยีน ChSAD 
พบว่า ได้ขนาดยีนบนดีเอ็นเอ 2898 เบส จากดีเอ็นเอ ในส่วนของ CDS และ Non CDS และได้ขนาดยีน 1290 
เบส จากอาร์เอ็นเอ สามารถแปลงเป็นล าดับอะมิโนแอซิดได้ขนาด 429 อะมิโน เมื่อเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล
พบว่ามีความเหมือนกับยีน C. reinhardtii plastid acyl-ACP desaturase (FAB2) มีค่าความเหมือน (identity) 
100 เปอร์เซ็นต์ และล าดับอะมิโนเอซิดพบว่ามีความเหมือนกับโปรตีน plastid acyl-ACP desaturase มีค่าความ
เหมือน (identity) 83 เปอร์เซ็นต์ จากผลการวิเคราะห์ล าดับเบสเมื่อน ายีน ChSAD ไป Blast ในฐานข้อมูล NCBI 
พบตรงกับยีน FAB2 ซึ่งก็คือยีน SAD เช่นกัน เนื่องจากการทดลองนี้ได้วางแผนการทดลองไว้ 4 ปี ซึ่งได้ด าเนินการ
เพียงแค่ 2 ปี ดังนั้นยีน ChSAD ที่โคลนได้จึงจะถูกน าไปโคลนเข้าเวคเตอร์ pChlamy3 เพ่ือถ่ายฝากเข้าสาหร่าย 
C. reinhadtii และศึกษาการผลิตไบโอดีเซลต่อไป 
 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์:  
 สามารถน าเอายีน SAD ที่โคลนได้ไปถ่ายยีนเข้า Chlamydomonas reinhadtii แบบ Overexpression 
เพ่ือศึกษาการผลิตไบโอดีเซลต่อไป 
 
11. ค าขอบคุณ 
 - 
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13.  ภาคผนวก 

 
สูตรการเตรียมอาหาร TAP medium 

เริ่มเตรียม stock สาร ดังนี้ 
1. TAP salts    1 L   2 L 

NH4Cl     15  g   30 g 
MgSO4.7H2O   4 g   8 g 
CaCl2.2H2O   2 g   4 g 

เติมน้ าให้ครบ 1 ลิตร  เติมน้ าให้ครบ 2 ลิตร 
 

2. Phosphate solution   100  ml   200 ml 

K2HPO4    28.8 g   57.6 g 
KH2PO4    14.4 g   18.8 g                     
   เติมน้ าให้ครบ 100 มิลลิลิตร    เติมน้ าให้ครบ 200 มิลลิลิตร 
 

3. Trace elements solution (Hutner’s trace elements) 

1 L   2 L 

Na2EDTA.2H2O   5 g   10 g 
ZnSo4.7H2O   2.2 g   4.4 g 
H3BO3    1.14 g   2.28 g 
MnCl2.4H2O   0.5 g   1 g 
FeSO4.7H2O   0.5 g   1 g 
CoCl2.6H2O   0.16 g   0.32 g 



CuSO4.5H2O   0.16 g   0.32 g 
(NH4)6MO7O24.4H2O  0.11 g   0.22 g 
   เติมน้ าให้ครบ 100 มิลลิลิตร เติมน้ าให้ครบ 200 มิลลิลิตร 

ละลาย Na2EDTA.2H2O ในน้ าร้อน 60-80 องศาเซลเซียส ปรับ pH เป็น 5.0 ด้วย KOH จากนั้นค่อยๆ 
เติมแต่ละสารลงไป เก็บในขวดพลาสติก PET ที่ -20 องศา  
 จากนั้นน า stock ที่ได้มาเตรียม TAP medium ดังนี้ 

 Tris base     2.42  g 
 TAP-salts    25 ml 
 Phosphate solution   1 ml 
 Trace elements solution  1  ml 
 Acetic acid     1 ml 

เติมน้ าให้ครบ 1 ลิตร   
แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยการ Auto clave 
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