
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย   :  อนุรักษ์และใช้ประโยชน์จุลินทรีย์และผลิตภัณฑ์ 

                                                จากจุลินทรีย์อย่างยั่งยืน 

 

2. โครงการวิจัย   :  การอนุรักษ์จุลินทรีย์ทางการเกษตรเพื่อใช้ประโยชน์ 

 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การเก็บรวบรวม อนุรักษ์ และจ าแนกชนิด  

                                            Bacillus thuringiensis 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Collection, Conservation and Classification of  

       Bacillus thuringiensis 

 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  นางบุญเรือนรัตน์ เรืองวิเศษ  

                                           สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

ผู้ร่วมงาน                            :  นางสาวภรณี สว่างศรี   

                                          สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

      นางนุชนารถ ตั้งจิตสมคิด 

                                            สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

5. บทคัดย่อ  

ในการอนุรักษ์จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ทางการเกษตร ได้ท าการเก็บรวบรวม อนุรักษ์ และจ าแนกชนิด

ของบีที (B.thuringiensis) จากดินในภูมิภาคต่างๆทั่วประเทศ จากนั้นน ามาคัดแยกเชื้อ ด้วยวิธี Spread 

plate โดยคัดเลือกโคโลนีที่ขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะขนาดใหญ่ ผิวหน้าโคโลนีด้านไม่เป็นมันวาว 

และมีขอบไม่เรียบ ซึ่งเป็นลักษณะของเชื้อ Bacillus thuringiensis จากตัวอย่างดินทั้งหมด 288 ตัวอย่าง เมื่อ

น ามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อโดยการย้อมแกรมแล้ว เลือกโคโลนีที่ติดสีแกมบวกคือ Crystal 

Violet โดยมีลักษณะรูปร่างเป็นท่อนตรง มีผลึกโปรตีน และสปอร์อยู่ภายในเซลล์ การทดสอบเพ่ิมจ านวนดี

เอ็นเอในหลอดทดลองด้วยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพเมอร์ btF-R และตรวจสอบผลด้วยการรันเจลด้วยเครื่อง 

Electro phoresis พบว่าได้ผลของพีซีอาร์ขนาดแถบแบนเท่ากับ 1500 pb น าผลพีซีอาร์ไปตรวจสอบล าดับ 



นิวคลีโอไทด์ และน าผลที่ได้มาเทียบกับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม NCBI พบว่าได้เชื้อ 

Bacillus thuringiensis จ านวน 57 ไอโซเลท จากการน าเชื้อ  B.thuringiensis ตรวจสอบขนาดโปรตีน ด้วย

เทคนิค SDS-PAGE โดยใช้เครื่อง XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) และใช้ Protein marker 5 µl. 

เป็น standard marker ในการทดลอง ซึ่งประกอบด้วยแถบแบนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 11, 17, 25, 35, 48, 63, 

75, 100, 135 และ 180 กิโลดาลตัน พบว่าแบนที่ได้ส่วนใหญ่จะผลิตโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลในช่วง 25 -48 

กิโลดาลตัน   

6. ค าน า                                

แบคทีเรีย B. thuringiensis ควบคุมแมลง   ได้มีการค้นพบแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis   เป็นครั้ง

แรกราวศตวรรษที่ 20 โดย Ishiwata นักวิทยาศาสตร์ชาวญี่ปุ่น โดยแยกเชื้อนี้ได้จากหนอนไหม (Bombyx 

mori ) ที่ เป็น โรค และตั้ งชื่ อแบคที เรียนี้ ว่ า Bacillus sotto ต่อมาพบแบคที เรียที่ สร้างสปอร์จาก 

mediteranean flour moth (Anagesta kueniellia ) ได้ มี ก ารตั้ งชื่ อ แบ ค ที เรี ย ชนิ ดนี้ ว่ า  Bacillus 

thuringiensis ตามชื่อเมือง Thuringen   แบคทีเรีย Bacillus thuringiensis   จัดจ าแนกอยู่ใน Family 

Bacillaceae และ genus Bacillus เป็นกลุ่มของแบคทีเรียพวกที่สร้างสปอร์ได้ ติดสีแกรมบวก ต้องการ

ออกซิเจน ให้ผลของปฏิกิริยา catalase เป็นผลบวก และให้ผลของปฏิกิริยา oxidase เป็นผลลบ ลักษณะ

รูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) กว้าง 1.0-1.2 ไมโครเมตร ยาว 3.0-5.0 ไมโครเมตร โคโลนีค่อนข้างใหญ่ (5.0-

10.0 มิลลิเมตร) ลักษณะกลม บางชนิดรูปร่างไม่แน่นอน ในระยะการออกสปอร์ B. thuringiensis หลายๆ 

สายพันธุ์จะผลิตโปรตีนผลึก (proteinaceous inclusions) พร้อมกับโปรตีนคริสตัล (Crystal, Cry toxin) ซึ่ง

เป็น ประเภท δ-endotoxins โปรตีนนี้เองที่มีฤทธิ์เป็นสารก าจัดแมลง  บีทีท็อกชินหรือครายท็อกซิน (Bt 

toxin หรือ Cry toxin) เป็นสารฆ่าแมลงที่ไม่มีอันตรายต่อมนุษย์ เนื่องจากว่าบีทีจะท างานในระบบกระเพาะ

ซื่งเป็นเบส ซื่งกระเพาะแบบนี้ไม่พบในกลุ่มสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังเช่นมนุษย์  ดังนั้น จึงไม่มีอันตรายต่อสัตว์

เลี้ยงทั่วไปและมนุษย์ ในปัจจุบัน มีบีทีท็อกซินอยู่ทั้งหมด 57 ชนิด แต่ละชนิดมีผลต่อแมลงแตกต่างกัน 

ตัวอย่างเช่น Cry1Aa และ Cry2A มีผลต่อผีเสื้อและผีเสื้อกลางคืน ส่วน Cry5 มีผลต่อแมลงประเภทยุง บีทีจะ

ท างานก็ต่อเมื่อได้รับการบริโภคเข้าไปในแมลง ดังนั้น จึงมีผลเฉพาะแมลงบางกลุ่ม ท าให้แมลงที่ไม่ใช่ศัตรูพืช

ไม่ได้ถูกก าจัดไปด้วย จึงเป็นผลดีต่อระบบนิเวศน์ แต่พบว่าผลึกโปรตีนที่เป็นพิษส่วนใหญ่พบในหนอนผีเสื้อ 

(Lepidoptera) รองลงมาได้แก่ หนอนแมลงวันหรือยุง (Diptera) และด้วง (Coleoptera ) (Vidyarthi et 

al., 2002; Martin et al., 2010)  

ปัจจุบันมีการแยก B. thuringiensis (บีที) ออกมากกว่า 50,000 สายพันธุ์จากแหล่งต่าง ๆ (Sadder et 
al., 2006) มีรายงานว่าสามารถพบ B. thuringiensis ได้ตามแหล่งต่าง ๆ เช่น ดิน ฝุ่นของพืชผลต่าง ๆ ที่เก็บ
ในยุ้งฉาง ซากของแมลง เมล็ดธัญพืช ดินในพ้ืนที่เกษตร ใต้พุ่มไม้ เป็นต้น B. thuringiensis ถูกเริ่มใช้ใน

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%94-endotoxins&action=edit&redlink=1


รูปแบบของยาฆ่าแมลงในปี 1956 ในชื่อของ Thuricide ในปี 1991 พืชชนิดแรกที่ได้รับการตัดต่อทาง
พันธุกรรมให้สามารถผลิต  B. thuringiensis ได้ออกมาจ าหน่าย นั่นคือ ฝ้ายที่ ผลิตสารพิษของ B. 
thuringiensis ในขณะนี้ มีพืชที่สามารถผลิตสารพิษนี้ปลูกอยู่เกือบ 200 ล้านเอเคอร์ทั่วโลก ทั้งนี้ รวมถึง
ข้าวโพดบีที ผ้าฝ้ายบีที ยาสูบบีที ข้าว และมะเขือเทศ 

เชื้อบีทีเป็นเชื้อที่มีความปลอดภัยสูงและไม่เป็นสาเหตุที่ก่ออันตรายต่อมนุษย์ ปลา สัตว์ป่า หรือแมลงที่มี
ประโยชน์ ซึ่งช่วยในการควบคุมแมลงศัตรูพืชชนิดต่างๆ  โดยเข้าท าลายแมลงเมื่อหนอนกินสปอร์และผลึก
โปรตีนของเชื้อเข้าสู่กระเพาะอาหาร น้ าย่อยในกระเพาะอาหารของแมลงที่มีความเป็นกรด-ด่าง เหมาะสมกับ
เชื้อบีที จะย่อยผลึกโปรตีน และบีทีจะปล่อยสารพิษออกมาท าลายผนังกระเพาะอาหารของหนอนศัตรูพืช บีที
ผ่านเข้าสู่ช่องว่างล าตัวแมลง ซึ่งมีกระแสเลือดไหลเวียนอยู่ ไปเจริญและเพ่ิมปริมาณในเลือด เซลล์ และ
เนื้อเยื่อของแมลง แมลงจะเป็นอัมพาตและตายเนื่องจากโลหิตเป็นพิษ แมลงที่ได้รับเชื้อบีทีจะไม่อยากกิน
อาหารหรือหยุดกินอาหาร เชื่องช้า ไม่ตอบสนองต่อสิ่งเร้า ล าตัวเป็นสีน้ าตาลด า และตายในที่สุด 

ในการจ าแนกบีทีนิยมใช้เทคนิคการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16SrDNA genes ซึ่งเป็นชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
ที่มี ฐานข้อมูลอ้างอิงจ านวนมากใน GenBank  (Ben-Dov et al., 1997) น ามาเปรียบเทียบกันด้วย
โปรแกรมบลาสต์ ก็จะสามารถทราบชนิดของบีทีได้อย่างง่ายดาย (Altschul et al., 1990 อ้างอิงโดย Shishir 
et al., 2012) 
จุลินทรีย์เหล่านี้  นักวิจัยทั่วโลกได้ศึกษาวิจัยอย่างต่อเนื่อง  โดยเฉพาะการพยายามการเก็บรวบรวมสายพันธุ์

ใหม่ๆ จากแหล่งต่างๆ ขึ้นมาใช้ประโยชน์ทั้งในเชิงอนุรักษ์ และพัฒนาต่อยอดให้สามารถน าไปใช้ได้จริง  

 

7. วิธีด าเนินการ                          

- อุปกรณ์  

1. ตัวอย่างดิน 

2. NA agar 

3. LB broth 

4. หลอดทดลอง (tube) 

5. ตู้บ่มเชื้อ 

6. ตู้ถ่ายเชื้อ (laminar flow)     

7. spectrophotometer 

8. microwave 

9. pipette 

10. หม้อนึ่งความดันไอ (autocave) 

11. plate 



12. Vortex 

13. เครื่อง XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) 

14. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน 

 15. เครื่องพีซีอาร์ 

 16. กระดาษเซลโลเฟน 

 17. ขวดใส่อาหาร (Duran) 

18.  เครื่องชั่งสาร  

19. water barth 

20. เครื่องรันเจล 

21. เครื่อง Gel doc 

 

- วิธีการ 

1. การเก็บตัวอย่างดินและการคัดแยกเชื้อ 

1.1 การเก็บตัวอย่างดิน 

ท าการสุ่มเก็บตัวอย่างดินในแหล่งต่าง ๆ ตามธรรมชาติ และท าการเก็บตัวอย่างดิน ด้วยวิธีของ 
Attathom et al. (1996) โดยเก็บดินที่ความลึก 3-5 เซนติเมตรจากผิวหน้าดิน และบรรจุในถุงพลาสติกที่ผ่าน
การฆ่าเชื้อแล้ว บันทึกวันและสถานที่เก็บตัวอย่าง จากนั้นน าตัวอย่างดินมาเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะน าดินเพ่ือไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

 
 
 

 1.2 การคัดแยกเชื้อ         
ท าการแยกเชื้อแบคทีเรียออกจากเชื้ออ่ืนที่ปะปนอยู่ในดินโดยน าตัวอย่างดินจ านวน 1 กรัม ผสมน้ า

กลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 9 มิลลิลิตร ภายในหลอดทดลองที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง 
Vortex นาน 5 นาที เพ่ือให้เชื้อจุลินทรีย์กระจายตัวและแยกชั้นออกจากดิน จากนั้นตั้งทิ้งไว้ 20 นาที เพ่ือให้
ดินตกตะกอน แล้วเทน้ าใสที่อยู่ส่วนบนใส่ในหลอดทดลองหลอดใหม่ น าไปแช่ในอ่างน้ าร้อนที่อุณหภูมิ 75 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาทีน าสารละลายดินมาเจือจางลง 10 เท่า ด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วใน



อัตราส่วน 9:1 โดยใช้น้ ากลั่นจ านวน 1.8 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายดินจ านวน 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นท าการ
เจือจางให้ได้ความเข้มข้นจนได้สารละลายดินที่ความเข้มข้น 10-3, 10-4 และ 10-5 ตามล าดับ ส าหรับท าการ 
Spread plate เพ่ือแยกเชื้อต่อไป จากนั้นน าสาร ละลายดินที่ระดับความเข้มข้น 10 -3, 10-4 และ 10-5 มา
ท าการ Spread plate โดยหยดสารละลายดินจ านวน 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหาร NA ที่เตรียมไว้ เกลี่ย
ด้วยแท่งแก้ว และน าไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการเลือก
เก็บกลุ่มเชื้อ (Colony) ที่มีลักษณะขาวขุ่น ขนาดใหญ่ ผิวหน้าโคโลนีด้านไม่เป็นมันวาว และมีขอบไม่เรียบ ซึ่ง
เป็นลักษณะของโคโลนีเชื้อ Bacillus thuringiensis บันทึกผลจ านวนเชื้อ Bacillus thuringiensis isolate ที่
ได้ในแต่ละตัวอย่างดินท่ีเก็บมา (อิศเรส, 2548 )   

1.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bt. isolate     
น าเชื้อ Bacillus thuringiensis ที่แยกออกจากตัวอย่างดินมาท าให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ ด้วยวิธี streak 

plate จากนนั้นน าโคโลนีเดี่ยวที่ได้มาย้อมแกรมเพ่ือตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อด้วยการ
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1,500 เท่า ถ้าเป็นเชื้อ Bacillus thuringiensis จะพบเซลล์ที่มี
รูปร่างเป็นท่อนตรง มีผลึกโปรตีน และสปอร์อยู่ภายในเซลล์ และจะติดสีของ Crystal Violet ท าการบันทึก
ลักษณะรูปร่างของเชื้อแต่ละ isolate จากนั้นเก็บเชื้อโคโลนีเดี่ยวอีกส่วนหนึ่งไปเลี้ยงต่อด้วยอาหารเหลว 
(Nutrient broth) ส าหรับใช้เป็น Stock culture ซึ่งจะเก็บไว้ในกลีเซอโรลความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ ใน
หลอดทดลองขนาดเล็กที่มีฝาปิด และน าไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส    
 
2. การจ าแนกชนิดแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์   

2.1 การสกัดดีเอ็นเอ (Kang et al.,2002)       
 ดูดตัวอย่างแบคทีเรียที่เลี้ยงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร มา 1 มิลลิลิตร จากนั้นน าตัวอย่าง
ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาทีนาน 10 นาที  หลังจากเติม 1XTE buffer 500 ไมโครลิตร 
เขย่าให้เข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาทีนาน 10 นาที  จากนั้นเทส่วนใสที่ เป็น
ของเหลวทิ้งเอาแต่ตะกอน (ท าซ้ า 2 รอบ) หลังจากนั้นท าการละลายตะกอนด้วย 1XTE buffer 100 
ไมโครลิตร จากนั้นเติม 10%SDS  40 ไมโครลิตร และ Proteinase K (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 8 ไมโครลิตร 
น าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที (เขย่าทุก ๆ 15 นาที) หลังจากน าไปอุ่นเสร็จแล้วให้เติม 
2X CTAB (น าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใช้) 100 ไมโครลิตร  น าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส นาน 20 นาที (เขย่าทุก ๆ 5 นาที จากนั้นเติมสาร Chloroform : Isoamyl alcohol (24 : 1) 
จ านวน 500 ไมโครลิตร คว่ าหลอดกลับไปกลับมาเพ่ือให้สารละลายเข้ากันประมาณ 10นาที ท าการปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาทีนาน 10 นาที จากนั้นดูดส่วนใสชั้นบนใส่หลอดใหม่ น าหลอดไปวางบน
น้ าแข็งที่เตรียมไว้ และตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย Isopropanol 120 ไมโครลิตร กับ NaOAC 3M 10 ไมโครลิตร 
กลับหลอดไปมาเบา ๆ ประมาณ 10 ครั้ง หลังจากนั้นน าไปไว้ที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาทีนาน 20 นาที ท าการเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้งแล้ว
ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% Ethanol 300 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาทีนาน 
20 นาที เทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้ง ผึ่งตะกอนให้แห้งในอุณหภูมิห้องประมาณ 30 นาทีละลายตะกอนดีเอ็นเอที่
บริสุทธิ์ด้วย TE buffer (ประกอบด้วย 10 mM Tris-HCl pH 8 และ 1 mM EDTA pH 8) จ านวน ไมโครลิตร 



และ RNase จ านวน 2 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาทีเพ่ือก าจัดอาร์เอ็นเอ ท าการ
ตรวจเช็คผลด้วยวิธี Gel Electro phoresis เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.2 การท าพีซีอาร์ (Thermal cycler)  
โดยมีการเตรียมปฏิกิริยาส าหรับท า PCR ด้วย Taq Master mix 10 ไมโครลิตร   น้ า 7 ไมโครลิตร 

และไพเมอร์ 1 ไมโครลิตร รวมเป็น 20 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปท าปฏิริยา PCR ดังนี้ 
3  step cycling (number of : 35 cycles) 

  - Denaturation เป็นเวลา 30 วินาที ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
  - Annealing เป็นเวลา 30 วินาที ที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส 
   - Extension เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
  - Final extension เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  
หลังสิ้นสุดปฏิริยา น า PCR product มาแยกด้วย agarose gel electrophoresis โดยใช้ความเข้มข้น 
agarose 1.5 เปอร์เซ็นต์ และย้อมด้วย ethidium bromide และน าไปวิเคราะห์ความเข้มข้นของแถบแบนดี
เอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation UV-transilluminator (Vilber) 

2.3 การท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ (Purification) ด้วยชุด Nucleospin Gel and PCR Clean-up (บริษัท 
MACHERE-NAGEL)  
 น าตัวอย่างใส่หลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม NT1 (Binding Buffer) จ านวน 120 
ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน (กลับหลอดกลับไปกลับมา) หลังจากนั้นดูดใส่คอลัมน์ ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที ท าการเทของเหลวส่วนล่าง
ทิ้ง แล้วเติม NT3 (Wash buffer) 700 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 
รอบต่อนาที นาน 30 วินาที ต่อจากนั้นเทของเหลวส่วนล่างทิ้ง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 รอบต่อ
นาที นาน 30 วินาที น าคอลัมน์ไปปะกบกับหลอดพลาสติกขนาด 1.5 มิลลิลิตรใหม่ แล้วเติม NE (Elution 
buffer 5 mM Tris/HCl, PH 8.5) จ านวน 35 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
11,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที (ท าซ้ า 2 รอบ) น าส่วนที่เป็นคอลัมน์ส่วนบนทิ้ง แล้วเก็บส่วนข้างล่างที่
เป็นหลอดพลาสติก 1.5 มิลลิลิตร ไว้ จากนั้นเก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.4 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA Sequence) 
 ท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ กับฐานข้อมูลที่ได้มีการ
รายงานไว้ในฐานข้อมูลของ GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใช้โปรแกรม Blast  
 
3. การสกัดโปรตีนและตรวจสอบขนาดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

- การเตรียมเชื้อ 
ลงเชื้อ B.thuringiensis ที่คัดเลือกไว้ เลี้ยงลงในอาหาร NA agar ด้วยเทคนิค streak plate น าไปบ่ม

ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 

 



- การสกัดโปรตีนและตรวจสอบขนาดโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
1. น าโคโลนีเดี่ยวเลี้ยงในอาหาร NA broth 5 ml. 
2. วัดค่า OD600 ค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer 
3. เก็บเชื้อท่ีเลี้ยงได้ปริมาณ 2 ml.ปัน่เหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็วรอบ เวลา 5 นาที และท้ิงส่วนใส 
4. ล้างตะกอนด้วย 0.85 % NaCl 400 µl. ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ เวลา 5 นาที ท าซ้ า 2 ครั้ง และท้ิงส่วนใส 
5. ละลายด้วย 50 Mm NaOH 100 µl. และบ่มทันทีที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที 
6. ดูด 6x loading dye 20 µl. เติมลงในหลอด 100 µl. ของสารละลาย ผสมให้เข้ากันและน าไปต้มที่
อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 2 นาที 
7. น าสารละลายที่ได้ load SDS-PAGE 30 µl. ด้วยเครื่อง XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) และใช้ 
Protein marker 5 µl. เป็น standard marker 
 
- การตรวจสอบขนาดโปรตีน SDS-PAGE 
สารละลายที่ได้ load SDS-PAGE 30 µl. ด้วยเครื่อง XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) โดยใช้ 1X 
NUPAGE buffer โดยตั้งค่าเครื่องที่ 150 โวล์ต 100 แอมป์ เวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามาวิเคราะห์ขนาด
โปรตีนโดยการน าแผ่นเจลที่ได้ย้อมสี ด้วย Simply Bule Safe Stain ให้ท่วมแผ่นเจล เขย่าทิ้งไว้ 60 นาที 
และล้างสีออกด้วย Destainning buffer เก็บแผ่นเจลที่ได้ด้วยการตรึงด้วยกระดาษเซลโลเฟน 
 

     - ระยะเวลาเริ่มต้น ปี 2559  ถึงสิ้นสุด ปี 2561 

   - สถานที่ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8. ผลการทดลองและวิจารณ์  

ผลการทดลอง 

จากผลการคัดแยกเชื้อเบื้องต้น ด้วยวิธ ีSpread plate โดยคัดเลือกโคโลนีที่ขึ้นบนจานอาหารเลี้ยง

เชื้อที่มีลักษณะขนาดใหญ่ ผิวหน้าโคโลนีด้านไม่เป็นมันวาว และมีขอบไม่เรียบ ซึ่งเป็นลักษณะของเชื้อ 

Bacillus thuringiensis จากตัวอย่างดินทั้งหมด 288 ตัวอย่าง เมื่อน ามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

เชื้อโดยการย้อมแกรมแล้วตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1,500 เท่า เลือกโคโลนีที่ติดสีแกม

บวกคือ Crystal Violet โดยมีลักษณะรูปร่างเป็นท่อนตรง มีผลึกโปรตีน และสปอร์อยู่ภายในเซลล์  

 

 

 

 

 

 

ภาพลักษณะของเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1,500 เท่า 

 ผลการจ าแนกชนิดแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ จากการทดสอบเพ่ิม

จ านวนดีเอ็นเอในหลอดทดลองด้วยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพเมอร์ btF-R และตรวจสอบผลด้วยการรันเจลด้วย

เครื่อง Electro phoresis โดยใช้ความเข้มข้น agarose 1.5 เปอร์เซ็นต์ 180 โวลต์ 60 นาที และย้อมดว้ย 

ethidium bromide และน าไปวิเคราะห์ความเข้มข้นของแถบแบนดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation 

UV-transilluminator (Vilber) พบว่าได้ผลของพีซีอาร์ขนาดแถบแบนเท่ากับ 1500 pb เมื่อส่งผลพีซีอาร์ที่ได้

ไปตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ และน าผลที่ได้มาเทียบกับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม NCBI 

จ านวน 57 ไอโซเลท การตรวจสอบขนาดโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS PAGE  จากการน า BT มาศึกษาการ

สร้างโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS PAGE โดยใช้ NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel ของบริษัท NOVEX® by life 

technologise™ และใช้ protein molecular weight marker เป็น standard marker ซึ่งประกอบไปด้วย

แถบโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 11, 17, 25, 35, 48, 63, 75, 100,135 และ 180 กิโลดาลตัน พบว่า BT ผลิต

โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลในช่วง 25-48 กิโลดาลตัน 

 

 



-ตารางแสดง number Bt. รปุที1่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Protein 

marker 

94(10) 94(11) 94(22) 94(25) 95(11) 97(11) 97(13) 99(10) 99(16) 

 

 

รูปที่1 

-ตารางแสดง number Bt. รปุที2่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Protein 

marker 

97(1) 97(7) 97(14) 97(15) 98(5) 98(21) 98(22) 101(13) 101(16) 

 

 

รูปที่2 



-ตารางแสดง number Bt. รปุที3่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Protein 

marker 

98(8) 99(8) 99(21) 100(13) 101(12) 102(14) 103(4) 103(14) 103(15) 

 

                      

รูปที่3 

-ตารางแสดง number Bt. รปุที4่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Protein 

marker 

102(3) 102(16) 102(20) 104(16) 105(8) 106(4) 108(1) 109(14) 110(13) 

 

        

รูปที่4 

รูปที่ 5 



-ตารางแสดง number Bt. รปุที5่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Protein 

marker 

108(11) 111(1) 111(15) 111(10) 111(14) 111(20) 111(21) 111(22) 111(24) 

 

                   

รูปที่5 

-ตารางแสดง number Bt. รปุที6่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Protein 

marker 

109(1) 109(2) 109(4) 109(19) 109(20) 109(21) 109(23) 109(24) 109(25) 

 

 

รูปที่6 



-ตารางแสดง number Bt. รปุที7่ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Protein 

marker 

111(6) 111(13) 111(17) - - - - - - 

 

 

รูปที่7 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

ผลการคัดแยกเชื้อ ด้วยวิธี Spread plate โดยคัดเลือกโคโลนีที่ขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะ

ขนาดใหญ่  ผิวหน้าโคโลนีด้านไม่ เป็นมันวาว  และมีขอบไม่ เรียบ  ซึ่ งเป็นลักษณะของเชื้อ  Bacillus 

thuringiensis จากตัวอย่างดินทั้งหมด 288 ตัวอย่าง เมื่อน ามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อโดย

การย้อมแกรมแล้ว เลือกโคโลนีที่ติดสีแกมบวกคือ Crystal Violet โดยมีลักษณะรูปร่างเป็นท่อนตรง มีผลึก

โปรตีน และสปอร์อยู่ภายในเซลล์ การทดสอบเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอในหลอดทดลองด้วยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพ

เมอร์ btF-R และตรวจสอบผลด้วยการรันเจลด้วยเครื่อง Electro phoresis พบว่าได้ผลของพีซีอาร์ขนาดแถบ

แบนเท่ากับ 1500 pb น าผลพีซีอาร์ไปตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ และน าผลที่ได้มาเทียบกับฐานข้อมูล

ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม NCBI พบว่าได้เชื้อ Bacillus thuringiensis จ านวน 57 ไอโซเลท จากการ

น าเชื้อ  B.thuringiensis ตรวจสอบขนาดโปรตีน ด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยใช้เครื่อง XCell SureLockTM  

(NOVEX Mini-Cell) และใช้ Protein marker 5 µl. เป็น standard marker ในการทดลอง ซึ่งประกอบด้วย

แถบแบนที่มีน้ าหนักโมเลกุล 11, 17, 25, 35, 48, 63, 75, 100, 135 และ 180 กิโลดาลตัน พบว่าแบนที่ได้

ส่วนใหญ่จะผลิตโปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลในช่วง 25-48 กิโลดาลตัน 

 



10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  

เช่น ด้านวิชาการ ด้านนโยบาย ด้านเศรษฐกิจ/พาณิชย์ ด้านสังคมและชุมชน รวมถึงการเผยแพร่ใน

วารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

หน่วยงานที่น าไปใช้ประโยชน์ 

- หน่วยงานของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี และกระทรวง

พลังงาน ได้แก่ กรมส่งเสริมการเกษตร  กรมพัฒนาที่ดิน  ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แห่งชาติ 

- สถาบันการศึกษาต่างๆ 

- กลุ่มเกษตรกร 

 

 

11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  : อาจมีหรือไม่มีก็ได้ เป็นการแสดงความขอบคุณแก่ผู้ช่วยเหลือ

ให้งานวิจัยลุล่วงไปด้วยดี แต่มิได้เป็นผู้ร่วมปฏิบัติงานด้วย 
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13. ภาคผนวก  

 

ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดลอง 

 

การเตรียมอาหาร Nutrient agar (NA) ส าหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

สารเคมี 

Beep extract   3 กรัม 

Peptone   5 กรัม 

ผงวุน    15 กรัม 

 น้ ากลั่น    1 ลิตร 

วิธีการ 

1. beep exact 3 กรัม peptone 5 กรัม ผงวุน 15 กรัม และน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน        
น าไปตมจนผงวุนละลาย 
2. เสร็จแลวตั้งทิ้งไวพออุน บรรจุใสหลอดทดลอง (tube) หรือขวดใสอาหาร (Duran) แลวน าไปนึ่ง        
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนด ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องซาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
3. เมื่อน าออกจากหมอนึ่งความดันไอแลวเก็บในที่สะอาด ใชเทใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (plate) โดยหลอม
จนอาหารละลายแลวเทใสจานเลี้ยงเชื้อภายในตู laminar flow 
 
การเตรียมอาหาร Nutrient broth (NB) ส าหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
สารเคมี 
 Beep extract  3 กรัม 
 Peptone   5 กรัม 
 น้ ากลั่น    1 ลิตร 
วิธีการ 
1. beep exact 3 กรัม peptone 5 กรัม และน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
น าไปตมจนส่วนผสมละลายเข้ากัน 
2. น ามาบรรจุใสขวดทดลอง (Duran) แลวน าไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ 15 ปอนด ตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
 
 

 
 



ภาคผนวก ข 
ภาพเครื่องมือที่ใชในการทดลอง 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวกท่ี ข1 เครื่องพีซีอาร์ 
 
 
 

 
 

ภาพภาคผนวกท่ี ข2 หม้อนึ่งความดันไอ (autocave) 
 
 
 
 



 
 

ภาพภาคผนวกท่ี ข3 ตู้บ่มเชื้อ 
 
 
 

 
 

 ภาพภาคผนวกท่ี ข4  water barth 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
ภาพภาคผนวกท่ี ข5  เครื่อง spectrophotometer 

 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข6  เครื่องชั่งสาร 

 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข7  ตู้ถ่ายเชื้อ (laminar flow) 

 
 
 
 



 
ภาพภาคผนวกท่ี ข8  เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน 

 
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข9  microwave 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข10  pipette 

 
 



 
ภาพภาคผนวกท่ี ข11  เครื่อง XCell SureLockTM  (NOVEX Mini-Cell) 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข12  เครื่องรันเจล 

 

 
ภาพภาคผนวกท่ี ข13  เครื่อง Gel doc 

 
 
 

 


