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บทคัดยอ 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรียและการใชประโยชนในพ้ืนท่ีปกปก
พันธุกรรมพืชทางทะเล หมูเกาะแสมสาร อ.สัตหีบ จังหวัดชลบุรี  จึงเลือกศึกษาบริเวณ หาดเตย และหาด
เทียน เกาะจวง เกาะปลาหมึก แสมสาร โดยมีวัตถุประสงค   เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน
ประชาคมของแบคทีเรียทะเลท่ีอาศัยอยูรวมกับฟองนํ้าทะเลและนํ้าทะเล    ไดดําเนินการสํารวจและตัวอยาง
ฟองน้ํา แลวคัดแยกแบคทีเรียได 7๐ ไอโซเลต จากฟองนํ้า 9 ตัวอยาง และ จากน้ําทะเล 6 ตัวอยาง สามารถ
พบแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองน้ําแตละตัวอยางแตกตางกันโดยพบมีแบคทีเรียอาศัยอยูจํานวนมากท่ีสุดใน
ฟองน้ําทอน้ําตาล SS -B 04  จํานวน  2.51 x 106  โคโลนีตอกรัม และนอยที่สุดใน ฟองน้ําเมือกมวง SS -A 
02 จํานวน 4.04 x 103  โคโลนีตอกรัม ดังรายละเอียดในตารางที่ 1 

   สวนในนํ้าทะเลไดดําเนินการเก็บตัวอยางจาก 4 พ้ืนท่ีจากบริเวณชายฝง หาดเตย หาดเทียน เกาะ
จวงและ เกาะปลาหมึก หมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี  พบมีแบคทีเรียเจริญไดแตกตางกันดังนี้ 1.05 x 
103 , 1.85 x 102 2.65 x 102, และ 8.95 x 102    โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับดังรายละเอียดใน
ตารางที่ 2 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนแบคทีเรียแกรมลบและสมบัติทางชีวเคมีสามารถบงชี้
ใ น เ บื้ อ ง ต น ไ ด เ ป น ส กุ ล  Pseudomonas, Alteromonas, Pseudoalteromonas, Vibrio, 
Flavobacterium,  Acinetobacter, และกลุม ท่ีไมสามารถจําแนกชนิดได  และจากการจําแนกชนิด
แบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกจากน้ําและดินตะกอนในระดับชีวโมเลกุลพบวาเปนแบคทีเรียกรัมลบที่มีชนิด
แ ต ก ต า ง กั น ไ ด แ ก   Pseudomonas taiwanensis,  Pseudomonas pseudoalcaligenes แ ล ะ 
Pseudoalteromonas sp. 

 เมื่อไดแบคทีเรียบริสุทธ์ิแลว จะทําการเก็บรักษาเพื่อดําเนินการทําการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ โดย
วิธี Disc diffusion Agar Assay ตลอดจนการสรางสารชีวรงควัตถุ จากแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูรวมกับ
ฟองน้ําทะเลและน้ําทะเล เพื่อการนําไปใชประโยชน พบวามีแบคทีเรียจํานวน 9 ไอโซเลตท่ีแสดงฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียท่ีทดสอบ โดยแบคทีเรียสายพันธุ SS -A 2-2  SS -B 2-5  SS -C 2-3 แสดง
ฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ  B. subtilis ดีท่ีสุด  
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1. บทนํา 
 

งานวิจัยนี้ดําเนินงานเพื่อสนองพระราชดําริภายใต โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก
พระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี ในบริบท กิจกรรมที่ 2 กิจกรรมสํารวจ
เก็บรวบรวมพันธุกรรมพืช ของ กรอบการเรียนรูทรัพยากร โครงการวิจัยนี้กิจกรรมสํารวจเก็บรวบรวม
พันธุกรรมนําเทคโนโลยีชีววิทยาโมเลกุลมาประยุกตใชเพื่อชวยแกปญหาดานงานอนุกรมวิธานสําหรับการ
บงชี้ และจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียทะเลในประชาคมหลากชนิดท่ีอาศัยอยูกับฟองน้ําและในน้ําทะเล  
ซึ่งยังคงมีความสับสนโดยเฉพาะจุลชีพกลุมแบคทีเรียทะเล บงชี้ไดยาก และ/หรือที่ไมสามารถบงชี้หรือจัด
จําแนกไดดวยวิธีการศึกษาจากลักษณะสัณฐานวิทยาแตเพียงอยางเดียว เนื่องจากเคร่ืองหมายทาง
พันธุกรรม คือขอความหรือลําดับเบสบนจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่มีความจําเพาะไมมีผลเปลี่ยนแปลงจากปจจัย
ภายนอกเหมือนกับลักษณะสัณฐานวิทยา ที่ลักษณะปรากฏภายนอกเกิดจากการควบคุมและการ
แสดงออกของยีนบนจีโนม ในโครงการวิจัยน้ีจึงเร่ิมทดลองศึกษากับแบคทีเรียทะเลหลากชนิดท่ีอาศัยอยู
กับฟองนํ้าและในน้ําทะเล  เปนอันดับแรก ซึ่งมีปญหาในดานการจัดจําแนกในงานอนุกรมวิธาน ลักษณะ
ชีววิทยาและนิเวศวิทยาบางประการ ซึ่งขอมูลและเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมที่ไดจะเปนแนวทางใหทราบ
ถึงความสัมพันธในสายวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตท่ีอาศัยอยูรวมกันในแหลงอาศัยน้ีอีกดวย ก็จะรักษา
พันธกุรรมดั้งเดิมซึ่งจะทําการศึกษาและนํามาใชประโยชนตอไปเม่ือมีความพรอม การสํารวจ ทํารหัส
ประจํา เพื่อรวบรวมเปนฐานขอมูลในพ้ืนที่  
  จึงมีความจําเปนอยางยิ่งในการศึกษาการจําแนกสายพันธุโดยวิธีทางชีวโมเลกุล เพ่ือนําไปสูการ
พัฒนาพันธุ และเก็บเปนลายพิมพดีเอ็นเอของฟองน้ําและจุลชีพชนิดนั้น ๆ เคร่ืองหมายพันธุกรรมท่ีไดนี้จะ
เปนฐานขอมูลสากลของฟองนํ้าทะเลและสิ่งมีชีวิตท่ีอาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเลของไทยตอไปในอนาคต  

จากการศึกษาที่ผานมาทําใหขยายการดําเนินงานเพื่อสนองพระราชดําริ ในกรอบที่ 2 คือ กรอบ
การใชประโยชน โดยดําเนินงานสนับสนุน กิจกรรมท่ี 4 กิจกรรมอนุรักษและใชประโยชนพันธุกรรมพืช 
เปนกิจกรรมที่ดําเนินการศึกษาประเมินศักยภาพพันธุกรรมจุลินทรีย ท่ีสํารวจเก็บรวบรวมและเก็บรักษาไว  
โดยมีการศึกษาดําเนินการในหองปฏิบัติการมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรียที่เก็บรักษาและ
เพาะเลี้ยงได เชน ฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรีย และฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ ตลอดจนคัดแยกแบคทีเรียท่ีสรางรงค
วัตถุชีวภาพที่นาสนใจ เพื่อเปนแนวทางการพัฒนาการใชประโยชนของทรัพยากรในทองถิ่นในดานอ่ืนๆ 
นําไปสูการวางแผนพัฒนาพันธุพืชและทรัพยากรตาง ๆ ตอไปในอนาคต   
 มหาสมุทรของโลกกําลังประสบกับความเครียดเปนประวัติการณจากผลกระทบของมนุษยเชน
สารอาหารที่เพ่ิมขึ้นไหลบา การประมงที่มากเกิน และการเพิ่มการปลอยกาซเรือนกระจกที่เปนสาเหตุของ
การเปลี่ยนแปลงในมหาสมุทรทางเคมีและอุณหภูมิประชาคมทางวิทยาศาสตรตองการความรูและ
เครื่องมือท่ีจะคาดการณวาการเปลี่ยนแปลงเหลานี้จะมีผลวิกฤตตอระบบนิเวศของมหาสมุทร ในสังคมที่
เก่ียวโยงกับหนาท่ีที่สําคัญมาก ในเปาหมายระยะยาวของ MMI คือ ความสามารถที่จะเขาใจที่ครอบคลุม
ของกลุมจุลินทรียในทะเล รวมท้ังความหลากหลายทางพันธุกรรมองคประกอบของพวกเขาและหนาท่ี; 
บทบาทตอระบบนิเวศในมหาสมุทรและผลการสรางเสริมสุขภาพของมหาสมุทรตลอดผลผลิต 
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 แ บ ค ที เ รี ย มี บ ท บ า ท สํ า คั ญ ใน ก า ร เป ลี่ ย น แ ป ล ง ข อ ง ค า ร บ อ น ใ น ท ะ เล 
ระบบนิเวศและความสําคัญของเชื้อแบคทีเรีย heterotrophic ในทะเล การทํางานในระบบนิเวศไดรับการ
ยอมรับเปนอยางดี (Azam et al., 1983) พวกเขาเปนองคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศทางทะเล 
ความอุดมสมบูรณและชีวมวลมีสูง มีกระบวนการมากกวากึ่งหน่ึงของมวลรวมผลผลิตเบ้ืองตนและการมี
ปฏิสัมพันธกันอยางแพรหลาย กับสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ (Azam, 1998; Fuhrman, 2002) ปริมาณมวล
ชีวภาพ สามารถเทียบไดกับของแพลงกตอนพืชในเขต euphotic (Cho และ Azam, 1990; Mitchel et 
al, 1989;.. Simon et al, 1992) 
 แมจะมีความสําคัญดังกลาวแตในทะเลเร่ือง biogeochemistry มีความยากลําบากในการ
วิเคราะหและการจําแนกความแตกตางถิ่นที่อยูอาศัยในการจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยอาศัยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ในชุมชนท่ีซับซอน และความไมแนนอนในการเพาะเลี้ยงตามความแตกตางสายพันธุท่ี
ประกอบดวยชุมชนใหทําใหแบคทีเรียกลุม heterotrophic ตกอยูในปริศนา “black box” (Fuhrman 
และ Hagstrom, 2008) 
 ตอมาดวยเทคนิค denaturing gradient gel-electrophoressis ติดตามลายพิมพ DNA ชวยให
ประมาณการกลุมท่ีโดดเดนของ phylotype ใน ตัวอยางท่ีกําหนดได (Muyzer et al., 1993) ที่มีความ
หลากหลายมากของแบคทีเรีย assemblages เชนในดินนําเสนอหลาย ๆ วง (Muyzer และ Smalla, 
1998) ขยายโดยตรงและการวิเคราะหของ 16S rRNA ยีน ในน้ําทะเลยังไดรับรายงานมีแถบพันธุกรรม
มากถึง 20-35 แถบ(Schauer et al., 2000) 
      ในชวงฤดูฝน ฤดูรอน ของชายฝงประเทศไทยเปนภูมิภาคท่ีแปรปรวนตามฤดูกาล ใน
กระบวนการทางชีวภาพที่เดนชัด คือในชวงฤดูฝน ทะเลบริเวณใกลชายฝงที่อุดมไปดวยสารไนเตรทและ
ปริมาณมหาศาลของ drainages ท่ีดินในชวงระยะเวลามรสุมสูงสุด (กรกฎาคม-ตุลาคม) ปริมาณคลอโรฟล
เพิ่มผลผลิตที่มักจะนําไปสูการลดลงของ ออกซิเจนละลายนํ้าและ denitrification ซัลเฟตที่เพิ่มขึ้นมาก
เกินไป อุณหภูมิบรรยากาศ 35-39 oC (ระหวาง ฤดูรอน: กุมภาพันธ- เมษายน ฤดูฝน: กรกฎาคม-
ตุลาคม) และ 25 – 29 oC (ระหวาง 'ฤดูหนาว': ธันวาคม -มกราคม) ทะเลใกลชายฝง อุณหภูมิพ้ืนผิว
ยังคงอุน ขณะท่ีผลกระทบของเหตุการณเหลานี้ในชุมชน autotrophic ก็มีรายงานตลอด 

การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรียในบริเวณชายฝงทะเลไทยไมมีรายงานปรากฏ 
ดังน้ันการวิเคราะหดวยเทคนิค denaturing gradient gel-electrophoressis ติดตามลายพิมพ DNA 
ชวยใหประเมินความสําคัญตอการผันผวนองคประกอบของประชาคมแบคทีเรียได 
 จากการศึกษาของชุติวรรณและคณะ(2541) พบวาแบคทีเรียจากฟองน้ําทะเลของไทยมีฤทธิ์ใน
การตานจุลินทรียชนิดอ่ืนเชน นอกจากน้ียังรายงานวาฟองน้ําชนิดเดียวกันที่เก็บในประเทศไทยสถานท่ี
เดียวกันแตแตกตางชวงเวลา จะใหสารประกอบและแบคทีเรียที่แตกตางกัน ดังนั้นจึงควรท่ีจะสนับสนุน
การศึกษาวิจัยดานผลิตภัณฑธรรมชาติจากทะเลใหมากยิ่งขึ้น และชวยกันศึกษาวิจัยหลายๆหนวยงานเพ่ือ
เสริมสรางความเขมแข็งศักยภาพในการแขงขันของประเทศและสงเสริมใหประเทศไทยไดพึ่งพาตนเองใน
ดานอุตสาหกรรมยาอาหารเสริมและผลิตภัณฑเคมีไดมากข้ึนและเร็วยิ่งขึน้ทันตอการพัฒนาประเทศใน
อนาคตอันใกลนี้ 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

6.1 สนองพระราชดําริในโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเน่ืองมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพ
รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ในกิจกรรมที่ 2 กิจกรรมสํารวจเก็บรวบรวมพันธุกรรมพืช และกิจกรรม
ที่ 4 กิจกรรมอนุรักษและใชประโยชนพันธุกรรมพืช  

6.2 เพื่อศึกษาปริมาณแบคทีเรียทะเลในประชาคมและที่อาศัยอยูรวมกับฟองนํ้าและนํ้าทะเล จาก
บริเวณหมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี เพ่ือคัดแยกและจําแนกชนิดของแบคทีเรียของไทยท่ีมฤีทธิ์ทาง
ชีวภาพตางๆ 

6.3 เพื่อตรวจหาฤทธ์ิทางชีวภาพในการตานแบคทีเรียจากแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับฟองนํ้าทะเล 
 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 

  
ดําเนินการศึกษาปริมาณแบคทีเรียทะเลในประชาคมในสิ่งแวดลอม คัดเลือกตัวอยางแบคทีเรียทะเล

ที่คัดแยกไดจากฟองนํ้าจากบริเวณพ้ืนท่ีปกปกษพันธุกรรมพืช ในพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 
หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี เพ่ือตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพตางๆ เชน ฤทธ์ิตานแบคทีเรีย 
(anti-bacterial activity) และคัดแยกแบคทีเรียที่สรางสารชีวรงควัตถ ุของจุลชีพ(แบคทีเรียทะเล) 
ตลอดจนจําแนกชนิดและศึกษาทางพันธุกรรมของแบคทีเรียทะเล ซึ่งจะเปนแนวทางตอการดําเนิน
การศึกษาดานสารประกอบทางเคมสีําคัญท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพตางๆ ท่ีนาสนใจตอไป 
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เอกสารงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 
 Azam และคณะ (1983)ไดแสดงใหเห็นบทบาทสําคัญของ แบคทีเรียทะเลในการเปลี่ยนแปลง
ของคารบอนระบบนิเวศทางทะเลและโดยเฉพาะความสําคัญของเชื้อแบคทีเรีย heterotrophic ซึ่งเปน
องคประกอบที่สําคัญของระบบนิเวศทางทะเล ไดรับการยอมรับเปนอยางดวีา ใหความอุดมสมบูรณและ
ชีวมวลมีสูง มกีระบวนการมากกวากึ่งหนึ่งของมวลรวมผลผลิตเบื้องตนและการมีปฏิสัมพันธกันอยาง
แพรหลาย กับสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ (Azam, 1998; Fuhrman, 2002; 2008) ปริมาณมวลชีวภาพ สามารถ
เทียบไดกับของแพลงกตอนพืชในเขต euphotic (Cho และ Azam, 1990; Mitchel et al, 1989;.. 
Simon et al, 1992)  

เม่ือเร็วๆ นี้ Sigh และ Ramaiah (2011) ไดศึกษาประชาคมของแบคทีเรียในทะเลอาราเบียน
พบวา ผลวิเคราะหดวยวิธี DGGE ทําใหทราบถึงความผันผวนชั่วคราวของประชาคมแบคทีเรียในชวงกอน
มรสุม หลังมรสุม มรสุม ชี้ใหเห็นความสําคัญอยางยิ่งของแบคทีเรียกลุม gammaproteobacteria, 
bacteroidetes และ cyanobacteria ท่ีแปรปรวนไปกับพื้นที่ มีอิทธิพลโดยกระบวนการเกิดมรสุม 
ตลอดจนยังบงชี้อีกวาปริมาณ Chlorophyll a มีสวนสําคัญในการควบคุมองคประกอบในประชาคม
แบคทีเรีย(bacterial communities composition: BCC) จากระดับความลึกบนลงลาง ในขณะท่ี
ปริมาณไนเตรต น้ันควบคุมจากพ้ืนทองทะเลขึ้นมา และ BCC สามารถแปรปรวนไดสูงจากผลของ
ระยะทางในพื้นที่ภูมิศาสตรเล็กๆ  

จากการทดลองในระดับ mesocosm โดย Shafer และคณะ(2001) เพ่ือศึกษาอิทธิพลของ
สารอาหารกับกิจกรรมและความหลากหลายของแบคทีเรียโดยรวม จากบริเวณทะเลเมดิเตอรเรเนียน พบ
การการเปลี่ยนแปลงในความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียเดน ตรวจสอบโดยลายพิมพ DGGE ของ
ผลิตภัณฑที่ไดมาจากวิธี เขารหัสยีนส PCR 16S rRNA ซึ่งไดแสดงรูปแบบแถบ DGGE ที่เปลี่ยนแปลง
ประชากรของแบคทีเรียที่มีความคลายคลึงกับ ลําดับยีนส 16S rRNA ของสมาชิกในกลุม alpha-, 
gamma- and delta-Proteobacteria and of the Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides 
phylum (CFB) นอกจากนี้ ยังใกลเคียงกับของกลุม Ruegeria-like bacteria  โดยเฉพาะ กลุม CFB 
กลายเปนกลุมท่ีโดดเดนในระหวางที่มีการเพาะบม ซึ่งชี้แนะใหเห็นถึงความสําคัญของประชากรเหลานี้ท่ี
เปนผูสรางผลผลิตของแบคทีเรียและกิจกรรมหลังระยะการบริโภคในการทดลอง 

ตอมา Xing และ Ren (2006) ไดทดลองเปรียบเทียบใหเห็นวา วิธ DGGE น้ันสามารถใชอธิบาย
ถึงประชาคมจุลินทรียไดจากพ้ืนฐาน กรดอะมิโนบางสวน และติดตามแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงไมไดและยีนส
เฉพาะได สามารถวิเคราะหความหลากหลายและการเปลี่ยนแปลงประชากรได 

 
แบคทีเรียทะเลนั้นนอกเหนือจากการมีบทบาทสําคัญในการเปนผูผลิตเบื้องตนในระบบนิเวศทาง

ทะเลแลว ปจจุบันนักวิทยาศาสตรทั่วโลกยังแสดงใหเห็นความสําคัญของแบคทีเรีย ที่จะเปนแหลงของ 
ผลผลิตทุติยภูมิ(secondary metabolites) ท่ีสรางขึ้นนั้นมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลาย เชน การตาน
จุลินทรีย การตานมะเร็ง การตานการอักเสบ ตลอดจนรงควัตถุชีวภาพที่สําคัญ(De Rosa et al.,2000; 
Faulkner 2000; Kim et al., 2008; Kim and Bhatnagar, 2011)    

สําหรับในประเทศไทยนั้นการศึกษาดานความหลากหลายของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูกับฟองนํ้าและ
สิ่งมีชีวิตในทะเลนั้นสวนใหญจะมุงเนนไปที่ฤทธ์ิทางชีวภาพ การศึกษาดานพันธุกรรมและความสัมพันธ
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ของจุลินทรีย มีนอย โดยเฉพาะประเทศไทย Dechsakulwatana และคณะ(2007) ไดรายงานถึงความ
หลากหลายของแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองนํ้าทะเลในพื้นที่อาวไทยที่มีความหลากหลายของฤทธ์ิทาง
ชีวภาพท่ีนาสนใจไดแก Pseudoalteromonas, Psedomonas, Vibrio  

จากผลการศึกษาวิจัยของชุติวรรณและคณะ(2541) Dechsakulwatana et al.(2007) และ
ขอมูลการวิจัยลาสุด พ.ศ. 2553-2554 (โดยการสนับสนุนการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัย
แหงชาติ) ไดคนพบสารสําคัญจากแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองน้ําหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการ
ยับยั้งจุลินทรียอ่ืน ฤทธิ์ในการตานเซลลมะเร็งไดหลายชนิด และยังมีศักยภาพในการสรางสารสี(รงควัตถุ
ชีวภาพ) เชน สาร Violacein(สีมวง) และ สาร Prodigiosin(สีแดง) ท่ีมีความคงตัวของสารรงควัตถุ (รูปที่ 
2) และจากผลการวิจัยของ Thawornwiriyanun., et al. (2009) ไดวิจัยพบแบคทีเรียทะเลที่อาศัอยูกับ
ฟองน้ําที่เก็บจากอาวไทย สายพันธุ Methylobacterium mesophilicum MAKB 08-4 สรางรงควัตถุ
ชีวภาพ Astaxanthin เปนตัวหลักใน Carotenoids ที่มีสีเหลืองสมที่นิยมใชเปนสีผสมอาหาร เปนสารท่ีมี
คุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ  

ตอมาในป ค.ศ. 2012 Thawornwiriyanun., et al. (2012)  ไดแสดงใหเห็นถึงศักยภาพที่
สําคัญของจุลินทรียทะเลที่เปนแหลงของสารสําคัญตัวยาและเวชสําอางทางทะเลโดยเฉพาะอยางยิ่งไดแก 
สารรงควัตถุแคโรทีนอยด กลุม ซีแซนทริน จากแบคทีเรียชนิดใหมทะเลของไทยที่มีพันธุกรรมใกลชิดกับ 
Sphingomonas phyllosphaerae และ Shingomonas (Blastomonas) nataloria   นอกจากนี้ 
Kim และ Bhatnagar (2011) ไดรายงานใหเห็นถึงศักยภาพที่สําคัญของทะเลที่เปนแหลงของสารสําคัญ
เวชสําอาง  เปปไตด กรดอะมิโน(MAAs) คอลลาเจน เอนไซม ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ antioxidant, 
antiwrinkle, antityrosinase และ antiacne โดยเฉพาะอยางยิ่งจุลินทรียทะเลที่จะเปนแหลงใหมของ
การคนหาและการผลิตเวชสําอางในปจจุบันและพัฒนาสูอุตสาหกรรมเวชสําอางในอนาคตตอไป  
นอกจากนี้ Rungprom และคณะ(2008) รายงานการศึกษาแบคทีเรียที่อาศัยอยูกับฟองน้ํา Halisarca 
ectofibrosa ที่เก็บจากชายฝงจังหวัดชลบุรี ท่ีมีประสิทธิภาพในการสรางสารเปปไตดชนิดใหมของโลก 
เม่ือจําแนกถึงระดับอณูพันธุกรรม ของแบคทีเรียเปน Pseudoalteromonas sp  

ดังน้ันการศึกษาและวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรียในบริเวณชายฝงทะเลไทย
ไมมีรายงานปรากฏ ดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม DNA ชวยใหประเมนิความสําคัญตอการผันผวน
องคประกอบของประชาคมแบคทีเรียท่ีมีบทบาทสําคัญตอระบบนิเวศได ตลอดจนการคัดแยกแบคทีเรีย
ทะเลเพ่ือมาตรวจหาฤทธิ์ทางชีวภาพและชีวรงควัตถุท่ีอาจนําไปพัฒนาใชประโยชนในทางเภสัชกรรมและ
เวชสําอางไดตอไปในอนาคต  
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2. การดําเนินการวิจัย 

 
2.1 ดําเนินการวิจัย 
 
ตอนที่ 1 การศึกษาปริมาณของแบคทีเรียในประชาคมส่ิงแวดลอมและท่ีอาศัยอยูกับฟองน้ําทะเล  
การเก็บตัวอยางนํ้าทะเล ฟองน้ํา การคัดแยก และการศึกษาการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
 
 1.1 การเก็บตัวอยาง 
 1.1.1 ทําการเก็บตัวอยางฟองน้ําทะเล (โดยการดําน้ําแบบการใชเครื่องชวยหายใจใตนํ้า 
(SCUBA diving)) อยางนอย 4-8 ตัวอยาง จากบริเวณเกาะจวง และเกาะปลาหมึก หมูเกาะแสมสาร 
อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานท่ีที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา ตัวอยางฟองนํ้า
ที่เก็บไดสวนหนึ่งจะนําไปสกัดแยกดีเอ็นเอและเก็บรักษาไวในเอทธานอล 99% เพื่อไวใชงานใน
หองปฏิบัติการ ตอไป 
 1.1.2 ทําการเกบ็ตัวอยางน้ําทะเล ใตผิวน้ํา 0.5 เมตร กลางน้ํา และพ้ืนทองน้ํา ในบริเวณ หมู
เกาะแสมสาร อําเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานที่ที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา 
สิ่งแวดลอม 

 ตรวจวัดคาคุณภาพน้ําพารามิเตอรดวยเคร่ือง YSI  วัดคาอุณหภูมิของน้ําทะเลความเค็ม pH, 
ออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา 
      ตัวอยางน้ําทะเลจะถูกแบงเปน 2 สวน สวนแรกจะถูกนําไปดําเนินการศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมของประชาคมแบคทีเรีย และสวนท่ีสองนําไปศึกษาการใชประโยชน โดยดําเนินการดังน้ี 
 

1.2 การตรวจปริมาณแบคทีเรียท่ีเพาะเลี้ยงได(Total Viable Bacteria) และการคัดแยก
แบคทีเรียทะเลใหบริสุทธ์ิ (Isolation and Purification) 
 ทําการเกลี่ยกระจายตัวอยางฟองน้ําและน้ําทะเล ที่ผานการเตรียมตัวอยาง ลงบนจานอาหารเลี้ยง
เช้ือ Modified Zobell Medium บมที่อุณหภูมิหอง(26 °C) เปนเวลา 3-5 วัน นํามาคัดเลือกโดยดูจาก
ลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกันของโคโลนีแบคทีเรีย แลวทําการคัดแยกใหบริสุทธ์ิ และเก็บรักษาสาย
พันธุไวเพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 

1.3 การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม  
ทําการสกัดดีเอ็นเอทํา 2 ซํ้า ทั้งสองตัวอยางน้ํา (~ 2 ลิตร) เปนกรองผานตลับ : Sterivex ที่ใส

เมมเบรน กรองขนาดรู 0.2 µm เพื่อทําการกรองเก็บเซลลจุลินทรียสําหรับการสกัดดีเอ็นเอภายหลัง เติม
ตลับเต็มดวย 1.8 ml buffer (50 mM Tris pH 8.3, 40 mM EDTA และซูโครส M 0.75)  ปดผนึกและ
แชแข็ง นํากลับไปยังหองปฏิบัติการและเก็บไวท่ี - 80 องศาเซลเซียสจน-กวาจะดําเนินการวิเคราะห การ
สกัดดีเอ็นเอ และการทําใหบริสุทธิ์ถูกพาตัวออกตามที่อธิบายโดย Ferrari และ Hollibaugh (1999) ใน
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ทุกท้ังหมด 72 extractions ถูกสรางขึ้นมา และดีเอ็นเอจากตัวอยางซ้ําถูก pooled ความสมบูรณของ
ทั้งหมด 36 ดีเอ็นเอสิ่งแวดลอมถูกตรวจสอบเมื่อ 0.7% agarose gel  

อยางไรก็ตามควรเพ่ิมการตรวจสอบใหไดหลายชนิดมากที่สุดเทาท่ีเปนไปได  ควรดําเนินการ
สําหรับแตละตัวอยางซ้ําเปนผลิตภัณฑ PCR ถูก pooled ออกและทดสอบซ้ําบน 2% agarose gel 

แบงตัวอยางนํ้าทะเล 25 มล. ถูกเก็บรักษากับฟอรมาลดีไฮดบัฟเฟอร ( ที่ 2% ความเขมขน
สุดทาย) และเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียสในท่ีมืดจนนําขึ้นสําหรับการวิเคราะห การสุมตัวอยางที่เก็บรักษาไว 
ตัวอยางน้ําทะเลยอมดวย 4'6'-diamidino-2- phenylindole (DAPI; 1 Jg ML-1, ความเขมขนสุดทาย) 
และกรองบนแผนเมมเบรนสีดําขนาด 0.2 µm (โพลีคารบอเนตเมมเบรน (Millipore,) U.S.A  นําแตละ
ตัวอยางไปนับใตกลองจุลทรรศน Epifluorescence โดยใช Olympus (BX 51, ญี่ปุน) นับขั้นต่ํา 10 
พื้นที่ แลวหาคาเฉลี่ย TBC 

 
การสกัดดีเอ็นเอ:  
สกัดดีเอ็นเอทํา 2 ซ้ํา ท้ังสองตัวอยางนํ้า (~ 2 ลิตร) เปนกรองผานตลับ : Sterivex ท่ีใสเมมเบรน 

กรองขนาดรู 0.2 µm เพ่ือทําการกรองเก็บเซลลจุลินทรียสําหรับการสกัดดีเอ็นเอภายหลัง เติมตลับเต็ม
ดวย 1.8 ml buffer (50 mM Tris pH 8.3, 40 mM EDTA และซูโครส M 0.75)  ปดผนึกและแชแข็ง 
นํากลับไปยังหองปฏิบัติการและเก็บไวท่ี - 80 องศาเซลเซียสจน-กวาจะดําเนินการวิเคราะห การสกัดดี
เอ็นเอ และการทําใหบริสุทธ์ิถูกพาตัวออกตามท่ีอธิบายโดย Ferrari และ Hollibaugh (1999) ในทุก
ทั้งหมด 72 extractions ถูกสรางข้ึนมา และดีเอ็นเอจากตัวอยางซ้ําถูก pooled ความสมบูรณของ
ทั้งหมด 36 ดีเอ็นเอสิ่งแวดลอมถูกตรวจสอบเมื่อ 0.7% agarose gel  

อยางไรก็ตามควรเพ่ิมการตรวจสอบใหไดหลายชนิดมากที่สุดเทาท่ีเปนไปได  ควรดําเนินการ
สําหรับแตละตัวอยางซ้ําเปนผลิตภัณฑ PCR ถูก pooled ออกและทดสอบซ้ําบน 2% agarose gel 

 
  
ตอนที่ 2 การศึกษาการใชประโยชน การตรวจหาฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐานที่ทดสอบ 
(Screening of anti-bacterial activity) 
 

2.1 นําตัวอยางน้ําทะเล 0.1 มล. เกล่ียกระจายบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย modified 
Zobell  อีกสวนน้ําทะเล 10 มล. กรองผานชุดกรอง ท่ีใสเมมเบรน กรองขนาดรู 0.2 µm เพื่อทําการ
กรองเก็บเซลลจุลินทรีย นําแผนท่ีกรองไปวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-5 วัน 
นําจานตัวอยางท่ีมีโคโลนีแบคทีเรียเจริญขึ้นนับจํานวนแบคทีเรีย บันทึกผล จากนั้นคัดแยกแบคทีเรียแบบ
สุมไปเพาะเลี้ยงใหบริสุทธ์ิ เก็บรักษาแตละสายพันธุท่ีแยกได เพื่อนําไปตรวจหาฤทธ์ิทางชีภาพตอไป 

2.2 เลี้ยงเชื้อสายพันธุมาตรฐาน  (Standard  test  strain)  ในอาหารวุน  Tryptic Soy Agar 
medium หรือ Mueller Hinton medium บมเชื้อที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง   

- การถายเชื้อ  ลงในหลอดอาหารเหลว TSB   (heavy  inoculate)  บมเชื้อท่ี 
อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24  ชั่วโมง  ภายในการเขยาในแนวราบ  (100  รอบตอนาที) 
         - วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  (O.D.  ที่  600  nm)  ของเชื้อ 
Standard  test  strain  โดยจะใชทําการทดลองเม่ือมีคา  O.D.  ประมาณ  0.5 – 1.0 
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         - ดูดเชื้อปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  หยดลงใน Tryptic Soy Agar medium หรือ Mueller Hinton 
medium plate  แลวเกลี่ยเชื้อใหกระจายท่ัวจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ทําซํ้า  2  จาน  (duplicates) 
การเตรียม  Standard  test  strains ไดแก 
     

แกรมบวก แกรมลบ 
-  Staphylococcus  aureus  ATCC25923 -  Vibrio  . anguillarum  / Vibrio 

parahaemolyticus 
-  Bacillus  subtilis  ATCC6633 - Pseudomonas aeruginosa ATCC 
 - Escherichia  coli  ATCC25922 

 
2.3 การตรวจสอบฤทธิ์ในการตอตานเชื้อแบคทีเรียที่กําหนด  (Screening  of  Antimicrobial 

activity  assay) 
    การตรวจหาฤทธ์ิในการยับยั้งจุลินทรียท่ีทดสอบ(target strains) และยืนยันผล (Screening 
of antimicrobial activity 

              2.3.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากฟองนํ้า  (test  strain) 
         - เลี้ยงแบคทีเรียจากฟองนํ้าแตละสายพันธุ  (test  strain)  บนอาหารวุน  modified Zobell 
agar  slant  บมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง   
         -  ทําการถายเชื้อลงอาหารเหลว  modified Zobell  broth   (Heavy  inoculate)  ท่ีมีปริมาตร 
5 มิลลิลิตร หรือ 1-10  ลิตร บมที่อุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน  24  ชั่วโมง  ภายใตการเขยาใน
แนวราบ  (100 รอบตอนาที) 
         - วัดคาการดูดกลืนแสง  ที่ความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  (O.D.  ท่ี  600  nm)  และนําเชื้อที่
มีคา  O.D.  ระหวาง  0.6 – 1.0  มาทําการทดสอบตอไป 
 ทําการทดสอบโดยวิธี Disc Diffusion Assay วัดผลประสิทธิภาพการยับยั้งจากขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของบริเวณที่ยับยั้ง(inhibition zone)  โดยหยดเชื้อหรือสารลงบน antibiotic assay disc (AA 
disc) แลววางลงบนจานเพาะเชื้อมาตรฐาน โดยสังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
         -  นํา  antibiotic  assay  disc  (AA  disc)  ที่ปราศจากเชื้อ  ขนาด  13  มิลลิเมตร  วางบน  
petri dish  ที่ปราศจากเชื้อ  จากน้ันดูดเชื้อแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากฟองน้ํามา  0.1  มิลลิเมตร  มาหยดลง
บน  sterile AA disc  ท้ิงไวสักครู  แลวนําไปวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีเชื้อ  standard  ท่ีเตรียมไวแลว
นําไปบมไวท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  นาน 20 – 24 ชั่วโมง  และควบคุมการทดลองโดยใช  
standard  antibiotic  disc ที่มี  Oxytetracyclin  30  ไมโครกรัมและ  Streptomycin  10  
ไมโครกรัม  ตอ  disc  โดยทํากาทดสอบซ้ํา  2  คร้ัง  (duplicates) 
 สวน 1-10  ลิตร  นําไปปนเหว่ียงแยกสวนของเซลลและน้ําเลี้ยง นําไปสกัดดวยสารละลาย ethyl 
acetate, chloroform: methanol, ethanol แลวทําการละเหยแหง เมื่อจะนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
จึงละลายดวย Dimethylsulfo oxide(DMSO) ความเขมขนตามท่ีตองการ 
 -  ทําการวัดผลฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียโดยการวัดขนาดของบริเวณที่ยับยั้ง (inhibition zone) 
โดยสังเกตผลทุก 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 



 
 

9

 สําหรับแบคทีเรียท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียท่ีกําหนดจะนํามาทดสอบสารสกัดเบื้องตนเพื่อเปน
แนวทางในการพัฒนานําไปใชประโยชนในขั้นตอนตอไปในอนาคต 
 
การตรวจสอบข้ันยืนยันผลฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐาน 
 ทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทะเลที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐาน ใหไดปริมาณ 1-10  ลิตร  
นําไปปนเหว่ียงแยกสวนของเซลลและน้ําเลี้ยง นําไปดําเนินการสกัดสารอยางหยาบจากแบคทีเรียทะเลดวย
ตัวทําละลาย ethyl acetate, ตัวทําละลายผสม chloroform: methanol, หรือ ethanol แลวทําการลฃ
ระเหยแหงภายใตการลดความดัน (Vacuum Rotary Evaporator) เมื่อจะนําไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ จึง
ละลายดวย Dimethylsulfo oxide(DMSO) ความเขมขนตามที่ตองการ ทําการทดสอบและวัดผล
เชนเดียวกับในตอนที่ 2 
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2.2 ผลการวิจัย 
 

ตอนที่ 1 การศึกษาปริมาณของแบคทีเรียในประชาคมส่ิงแวดลอมและท่ีอาศัยอยูกับฟองน้ําทะเล  
การเก็บตัวอยางนํ้าทะเล ฟองน้ํา การคัดแยก ตรวจหาฤทธ์ิทางชีวภาพของแบคทีเรียทะเล และ
การศึกษาการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
 1.1 การเก็บตัวอยาง 
 ทําการเก็บตัวอยางฟองน้ําทะเลและตัวอยางน้ําทะเล (โดยการดําน้ําแบบการใชเคร่ืองชวยหายใจ
ใตน้ํา (SCUBA diving)) ได  7 ตัวอยาง จากบริเวณเกาะจวง และเกาะปลาหมึก และทําการเก็บตัวอยาง
น้ําทะเลจากบริเวณรองน้ําระหวาง เกาะลูกลมและเกาะแรด จํานวน 3 สถานี หมูเกาะแสมสาร อําเภอสัต
หีบ จังหวัดชลบุรี พรอมบันทึกขอมูลของสถานท่ีที่เก็บตัวอยาง ความลึกของน้ํา ตัวอยางฟองนํ้าท่ีเก็บได
สวนหน่ึงจะนําไปสกัดแยกดีเอ็นเอและเก็บรักษาไวในเอทธานอล 99% เพ่ือไวใชในการศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมในหองปฏิบัติการตอไป 

1.2 การตรวจปริมาณแบคทีเรียท่ีเพาะเลี้ยงไดและการคัดแยกแบคทีเรียทะเลใหบริสุทธ์ิ 
จากพื้นท่ีในโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 

สยามบรมราชกุมารี ไดดําเนินการสํารวจและตัวอยางฟองน้ํา แลวคัดแยกแบคทีเรียได 57 ไอโซเลต จาก
ฟองน้ํา 9 ตัวอยาง และ จากน้ําทะเล 6 ตัวอยาง สามารถพบแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองนํ้าแตละตัวอยาง
แตกตางกันโดยพบมีแบคทีเรียอาศัยอยูจํานวนมากที่สุดในฟองนํ้าทอน้ําตาล SS 58-B 04  จํานวน  2.51 
x 106  โคโลนีตอกรัม และนอยที่สุดใน ฟองน้ําเมือกมวง SS 58-A 02 จํานวน 4.04 x 103  โคโลนีตอ
กรัม ดังรายละเอียดในตารางท่ี 1                                                                                                                             

ไดดําเนินการสํารวจและตัวอยางฟองน้ํา แลวคัดแยกแบคทีเรียได 77 ไอโซเลต จากฟองน้ํา 9 
ตัวอยาง และ จากน้ําทะเล 6 ตัวอยาง สามารถพบแบคทีเรียอาศัยอยูในฟองนํ้าแตละตัวอยางแตกตางกัน
โดยพบมีแบคทีเรียอาศัยอยูจํานวนมากที่สุดในฟองน้ําทอนํ้าตาล SS 58-B 04  จํานวน  2.51 x 106  
โคโลนีตอกรัม และนอยที่สุดใน ฟองนํ้าเมือกมวง SS 58-A 02 จํานวน 4.04 x 103  โคโลนีตอกรัม ดัง
รายละเอียดในตารางท่ี 1 

สามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีแตกตางกันใหบริสุทธิไ์ดจากน้ําทะเลไดดําเนินการ
เก็บตัวอยางจาก 4 พ้ืนท่ีจากบริเวณชายฝง หาดเตย หาดเทียน เกาะจวงและ เกาะปลาหมึก หมูเกาะ
แสมสาร จังหวัดชลบุรี  พบมีแบคทีเรียเจริญไดแตกตางกันดังนี้ 1.05 x 103 , 1.85 x 102 2.65 x 
102, และ 8.95 x 102    โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับดังรายละเอียดในตารางท่ี 2 ที่แสดงถึงความ
หลากหลายและลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียที่อาศัยอยูรวมกับฟองน้ําทะเลพื้นที่ปกปกพันธุกรรม
พืชทางทะเล หมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียทะเล ยังอยูใน
ระหวางการศึกษ และเก็บรักษาสายพันธุแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Zobell 0.3% agar ดัง
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 1, และตารางที่ 2 ตามลําดับ และตัวอยางฟองนํ้าและแบคทีเรียทะเลท่ี
เพาะเลี้ยงไดดังแผนภาพที่ 1   

เม่ือไดแบคทีเรียบริสุทธิ์แลว ทําการเก็บรักษาเพ่ือดําเนินการทําการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ เชน 
ฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียมาตรฐานที่ทดสอบ  
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ตารางที่ 1 จํานวนแบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจากฟองน้ําบริเวณ หาดเตย หาดเทียน เกาะจวง เกาะ
ปลาหมึกแสมสาร หมูเกาะแสมสาร อ.สัตหีบ จังหวัดชลบุรี 
 
 

รหัส ช่ือไทย 
จํานวนแบคทีเรียทะเล
ทั้งหมดท่ีพบ(CFU/g) 

SS 58-A 01 ฟองนํ้าสีนํ้าเงิน 3.28 x 105 

SS 58-A 02 ฟองนํ้าเมือกมวง 4.04 x 103 

SS 58-B 01 ฟองนํ้าครก 2.70 x 104 
SS 58-B 02 ฟองนํ้าสนํ้ีาตาลเหลือง 6.02 x 104 
SS N 58-B 01 ฟองนํ้าสีนํ้าเงินเทา 2.67 x 105 
SS N 58-B 02 ฟองนํ้าสีนํ้าเงิน 2.26 x 105 
SS 58-B 04 ฟองนํ้าทอสีน้ําตาล 2.51 x 106 
SS 58-C 01 ฟองนํ้าครก 2.60 x 105 
SS 58-C 02 ฟองนํ้าสดํีาเมือกมวง 7.40 x 104 

 
 
 

 
 
 
 
ตารางที่ ๒ จํานวนแบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าทะเลบริเวณ หาดเตย(TYW) หาดเทียน
(TNW)  เกาะแสมสาร(SSW) หมูเกาะแสมสาร อ.สัตหีบ จังหวัดชลบุรี  
 
 
 

 
ลําดับ 

รหัส จํานวนแบคทีเรียทะเลทั้งหมดท่ีพบ 
(CFU/mL) 

1. SSW 1 ๕.5 x 10๓   
๒. SSW ๒ 1.85 x 10๓ 
๓. SSW ๓ 2.65 x 102 
๔. SSW ๔ 8.95 x 102 
๕. TYW ๑ 1.๐8 x 10๓ 
๖. TYW ๒ ๒.5 x 10๒ 

๗. TNW ๑ ๕.8 x 10๒ 
๘. TNW ๒ ๒.5 x 10๓ 
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รูปท่ี 3 จํานวนแบคทีเรียเซลลเดี่ยว 5 สายพันธุ ที่เจริญเติบโตในรยะเวลาท่ีแตกตางกัน 
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รูปที่ ๑ แบคทีเรียทะเลท่ีสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยง
เชื้อและคัดแยกได 

รูปท่ี ๒ แบคทีเรียทะเลท่ีสามารถเจริญบนอาหารเลี้ยง
เชื้อและคัดแยกได 
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ตารางที่  ๔  ผลการจําแนกชนิดแบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกจากน้ําและดินตะกอนในระดับชีวโมเลกุล 
 
สายพันธุ ชนิดแบคทีเรีย ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) 

Chan2-2 Pseudomonas taiwanensis GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA-(F) 
AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT-(R) 

SS W-C Pseudomonas pseudoalcaligenes 
CATAATAAAGGGCATCACCGT-(F) 

GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC-(R) 

SS W-R Pseudoalteromonas sp. ATCTGGGCGCGTTGGGATTTGAGCG-(F) 

CGCATGGTGATCGCTGTGCCGCTGC-(R) 

 
 
 
ตารางที่  ๕  ผลการยับยั้งแบคทีเรียท่ีทดสอบ โดยแบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกจากน้ําและดินตะกอน 
(แสดงเปนคาเฉลี่ยของบริเวณที่ยับยั้ง: SA= Staphylococcus aureus; BS= Bacillus subtillus; VA= 
Vibrio alginoliticus; EC= Escherichia coli)  
 

 
ลําดับ 

 
รหัสเชื้อ 

ผลของการยับยั้ง(มิลลิเมตร) 
B. subtilis S. aureus V. alginoliticus E. coli 

1 SW-SS -B 01-1 - - - - 
2 SW-SS -B 01-2 - - - - 
3 SW-SS -B 01-3 - - ๒๐.๐ ๑๘.๕ 
4 SW-SS B 01-4 17.0 - - - 
5 SW-SS N -B 01-1 - - - - 
6 SW-SS N -B 01-2 - - - - 
7 SW-SS N -B 01-3 - - - - 
8 SW-SS C -B 01-1 ๒๒.๐ ๑๘.๕ - - 
9 SW-SS C -B 01-2 - - - - 

10 SW-SS C -B 01-3 - ๑๗.๐ ๑๘.๕ - 
11 SW-SS C -B 01-4 - - - - 
12 SW-SS C -B 01-5 - - ๑๗.๐ ๑๘.๕ 
13 SW-SS P -B 01-1 - - - - 
14 SW-SS P 58-B 01-2 20.0 19.0 - - 
15 SW-SS P 58-B 01-3 - - - - 
16 SW-SS R 58-B 01-1 ๒๐.๐ ๑๘.๕ - - 
17 SW-SS R 58-B 01-2 - - ๑๗.๐ ๑๓.๕ 
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3. อภิปรายผลการวิจัย 
 

จากผลการทดลองในการตรวจฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียเบื้องตนของแบคทีเรียจากน้ํา
และดินตะกอนจากบริเวณชายฝงทะเล ๘ ตัวอยางซึ่งคัดแยกไดแบคทีเรีย 7๐ ไอโซเลต จากพื้นท่ีใน
โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช
กุมารี หมูเกาะแสมสาร จ. ชลบุรี พบวาแบคทีเรียทะเลที่คัดแยกและเพาะเลี้ยงได เม่ือสังเกตจากลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนีและสี มีความหลากหลายแตกตางกัน ซึ่งมีความสอดคลองกับ การศึกษา
ของชุติวรรณและคณะ(2541)  ท่ีเก็บตัวอยางฟองน้ําได  68 ชนิด จากบริเวณทั้ง 4 แหง คือ เกาะครก  
จ. ชลบุรี, หมูเกาะสิมิลัน, หมู เกาะสุรินทร  จ. พังงา และหนาหาดแมรําพึง  จังหวัดระยอง  พบวา 
สามารถแยกแบคทีเรียท่ีมีลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีที่แตกตางกันในฟองน้ํา แตละชนิดไดรวม 468 
สายพันธุ แบคทีเรียท่ีไดสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบมากกวา 95 เปอรเซ็นต และแบคทีเรียแกรมบวก 
ประมาณ 5 เปอรเซ็นต  ซึ่งเม่ือทําการตรวจสอบฤทธ์ิในการตอตานเชื้อ Staphylococcus aureus 
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Vibrio anguillarum ORI และ Bacillus subtilis 
ATCC 6633 พบเชื้อที่มีความสามารถในการตอตานเชื้อ   ดังกลาว 20 สายพันธุ คิดเปน 4.3% แตไม
พบวามีแบคทีเรียทะเลสายพันธุใดแสดงฤทธิ์ในการตอตานฟงไจ Candida albicans และ Pennicillium 
crysogenum   นอกจากน้ียังสอดคลองกับงานวิจัยของ Ooky และ คณะ (2007) พบวาแบคทีเรียทะเล
ที่อาศัยอยูกับฟองนํ้า A. hydrophila และสายพันธุรหัส BSP43 ท่ีสามารถตานการเจริญของ S. aureus 
และ B. subtilis ซึ่งเปนเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่ไดใชในการทดลองนี้ไดเชนกัน  

จากการศึกษาของ Rungprom และคณะ(2008) เม่ือทําการสกัดสารจากแบคทีเรียที่แสดงฤทธิ์
ในเบื้องตนมาทําการมดสอบซํ้า โดยนําสารสกัดหยาบทั้งจากสวนของเซลล และสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
มีความสามารถละลายไดในชั้นของ ethyl acetate และละลายไดชั้นของนํ้า ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ 
ชุติวรรณและคณะ(2541)  ที่พบวา สวนของสารสกัดของเซลลในชั้นของน้ํา และสารสกัดของสวนของ
อาหารเลี้ยงเชื้อในชั้น ethyl acetate ของเชื้อสายพันธุ IMS 7-1, IMS 11-2, แสดงฤทธ์ิในการในการ
ตอตานเชื้อ S. aureus ATCC 25923 ไดดี สวนสายพันธุ IMS 24-1, IMS 25-2, และ IMS 34-1 มี
ฤทธิ์ในการตอตาน B. subtilis ATCC 6633 และV. anguillarum ไดดี ซึ่งเมื่อนําสารสกัดของสายพันธุ 
IMS 24-1, IMS 25-2, แ ล ะ  IMS 34-1 ม า ทํ า ก า ร แ ย ก แ ฟ ร ค ชั่ น ด ว ย  Silica Column 
Chromatography หรือ Thin Layer Chromatography และ HPLC จากนั้น จึงนําไปวิเคราะหดวย
เครื่อง GC-MS และ NMR Spectrometer (Varian 200 หรือ 500 MHz พบวาสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพ
คือ Cyclo- tyr- Val, Pentabromopseudiline และ Isatin ตามลําดับ 

งานวิจัยของ kennedy และคณะ (2009) พบแบคทีเรียทะเลที่อาศัยอยูกับฟองนํ้าสายพันธุ 
BC2, SM2, SM4, SM8, SM18 และ SM19 ที่สามารถตานการเจริญของ B. subtilis แตไมมีฤทธ์ิตาน 
E. coli ได ซึ่งเปนเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบที่ไดใชในการทดลองนี้ไดเชนกัน  

จากการจําแนกชนิดแบคทีเรียทะเลท่ีคัดแยกจากนํ้าและดินตะกอนในระดับชีวโมเลกุลพบวาเปน
แบ ค ที เรีย ก รัมล บ ท่ี มี ช นิ ดแต ก ต า งกั น ได แ ก   Pseudomonas taiwanensis, Pseudomonas 
pseudoalcaligenes และ Pseudoalteromonas sp. 
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4. สรุปผลการวิจัย  

 
 สรุปผลการวิจัย 

จากการคัดแยกแบคทีเรียทะเลนํ้าและดินตะกอนจากบริเวณชายฝงทะเล ๘ ตัวอยาง ซึ่งไดแบคทีเรีย 
7๐ ไอโซเลต จากบริเวณชายฝง หาดเตย หาดเทียน เกาะจวง หมูเกาะแสมสาร จังหวัดชลบุรี ซึ่งอยูในพื้นที่
ในโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราช
กุมารี พบมีแบคทีเรียเจริญไดแตกตางกันดังนี้ 1.05 x 103 , 1.85 x 102 2.65 x 102, และ 8.95 x 
102    โคโลนีตอมิลลิลิตร เม่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนแบคทีเรียแกรมลบและสมบัติทางชีวเคมี
สามารถบงชี้ถึงลักษณธทางพันธุกรรมที่มีความหลากหลายของแบคทีเรียในประชาคมในเบื้องตนไดเปนสกุล 
Pseudomonas, Alteromonas, Pseudoalteromonas, Vibrio, Flavobacterium,  Acinetobacter, 
และกลุมท่ีไมสามารถจําแนกชนิดได 
 เม่ือนําแบคทีเรียเหลาน้ีมาศึกษาฤทธิ์ของแบคทีเรียทะเลที่แยกไดจากฟองน้ํา ในการสรางสารมา
ตานการเจริญของแบคทีเรียที่ทดสอบทั้ง 4 ชนิด ไดแก Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,  
Vibrio alginoliticus และ Escherichia coliในระยะเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งจากจํานวนแบคทีเรียทะเล 57 
สายพันธุที่แยกได พบวามีฟองน้ํามี 9 ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ในการตานเช้ือแบคทีเรียที่ทดสอบ จากผลการ
ทดลองพบวาแบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจากฟองนํ้าท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบ สามารถตาน
การเจริญของ B.  subtilis ได มีแบคทีเรียทะเลจํานวน 8 สายพันธุ และสามารถตานการเจริญของ S. 
aureus ไดบางสวนมี 2 ไอโซเลต โดยสายพันธุ SS-A 2-2  SS-B 2-5  SS-C 2-3 ใหผลการตานมาก
ที่สุด สวนที่มีฤทธ์ิในการตาน S. aureus มีแบคทีเรียทะเลจํานวน 5 ไอโซเลต และสามารถตานการเจริญ
ของ S. aureus ไดบางสวนมี 16 ไอโซเลต โดยสายพันธุ SS -B 2-5   ใหผลการตานมากท่ีสุด และ
สามารถตานการเจริญของ V. alginoliticusได มีแบคทีเรียทะเลจํานวน 6 ไอโซเลต โดยสายพันธุ SS -C 
2-3 มีฤทธิ์ในการตานมากท่ีสุด สวนที่มีฤทธิ์ในการตาน E. coli ไมมีแบคทีเรียทะเลที่สามารถตานการ
เจริญของ E. coli  สรุปไดวา แบคทีเรียทะเลที่แยกไดจากฟองน้ําสามารถตานเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวก
(gram positive) ท่ีทดสอบ 2 ชนิดคือ B. subtilis และS. aureus สวนแบคที เรียแกรมลบ (gram 
negative) 2 ชนิดไดแก V. alginoliticus และ E. coli 
 จากการตรวจสอบฤทธ์ิการตานเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบทั้ง 4 ชนิด จากจํานวนแบคทีเรียทะเลที่
แยกจากฟองนํ้า 9 ไอโซเลต ท่ีมีฤทธิ์ในการตานเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบ ทําการทดลองตอโดยการ
เพาะเลี้ยงจํานวน 5 ไอโซเลต ไดแก SS -A 2-2,  SS -B 2-5,  SS -C 2-3,  SW-SS P -B 01-2 จากน้ัน
ทําการสกัดสารโดยแบงสวนของน้ําเลี้ยงและเซลลของแบคทีเรียทะเลที่แยกจากฟองน้ํา โดยสวนของน้ํา
เล้ียงนั้นสวนหนึ่งจะสกัดดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตด และอีกสวนหนึ่งผานคอลัมนโดยใชเมทานอลเปน
ตัวชะลาง สวนของตะกอนเซลลนั้นจะสกัดดวยเมทานอลและคลอโรฟอรม ท่ีระดับความเขมขน 
400,200 และ 100 µg โดยใช  DMSO เปน  negative control และใช ยาstreptomycin เป น 
positive controlจากผลการทดลองสรุปไดวา สารสกัดหยาบที่สกัดจากแบคทีเรียทะเลท่ีแยกไดจาก
ฟองน้ําสายพันธุ IMS1-4Y ท่ีสกัดดวยเอทิลอะซิเตดสามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilisและ S. aureus ได 
สวนสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเมทานอลคลอโรฟอรมสามารถยับยั้งเชื้อ V. alginoliticus ได แตยับยั้งเชื้อ 
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B. subtilis และ S. aureus ไดบางสวนเทาน้ัน สวนสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียทะเลสายพันธุ SS -A 2-
2  ท่ีสกัดดวยเอทิลอะซิเตด สามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilisและ S. aureus ได สวนสารสกัดหยาบที่สกัด
ดวยเมทานอลคลอโรฟอรมสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureusไดบางสวน สวนสารสกัดหยาบจากแบคทีเรีย
ทะเลสายพันธุ SS-C 2-3,  ที่สกัดดวยเอทิลอะซิเตดสามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis, S. aureus และ E. 
coliได สวนสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเมทานอลคลอโรฟอรมไมสามารถยับยั้งเชื้อชนิดใดไดเลย สวนสกัด
หยาบจากแบคทีเรียทะเลสายพันธุ SS -A 2-2  โดยสวนของน้ําเลี้ยงที่ผานคอลัมนสามารถยับยั้งเชื้อ     
B. subtilis, V. alginoliticus และ E. coli ได สวนนํ้าเลี้ยงที่สกัดดวยเอทิลอะซิเตด สามารถยับยั้งเชื้อ E. 
coli ไดแตยับยั้งเชื้อ B. subtilis ไดบางสวนเทาน้ัน สวนสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียทะเลสายพันธุ SS -C 
2-3 ที่สกัดดวยเอทิลอะซิเตดสามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis, S. aureus และ E. coli ได 

 สรุปไดวาสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเอทิลอะซิเตดสวนใหญ ซึ่งเปนสวนของน้ําเลี้ยง
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบไดดีกวาสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเมทานอลและคลอโรฟอรมซึ่งเปน
สวนของตะกอนเซลล แสดงวาแบคทีเรียทะเลไดสารบางอยางออกมาในนํ้าเลี้ยง ซึ่งพบนอยมากในตะกอน
เซลล จึงจัดไดวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพนี้เปนสารที่ถูกขับออกมาภายนอกเซลล และสารสกัดหยาบจาก
แบคทีเรียทะเลมีฤทธ์ิในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทะเลสามารถตานเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวก(gram 
positive) ที่ทดสอบ 2 ชนิดคือ B. subtilis และ S. aureus สวนแบคทีเรียแกรมลบ (gram negative) 
ยับยั้งไดเพียง V. alginoliticus และในการจําแนกชนิดแบคทีเรียทะเลที่คัดแยกจากน้ําและดินตะกอนใน
ระดับชีวโมเลกุลพบวาเปนแบคทีเรียกรัมลบท่ีมีชนิดแตกตางกันไดแก  Pseudomonas taiwanensis, 
Pseudomonas pseudoalcaligenes และ Pseudoalteromonas sp. 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

17

 

4. ขอเสนอแนะ 
 

 การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมและการใชประโยชนของประชาคมแบคทีเรียในพื้นท่ีปกปก
พันธุกรรมพืชทางทะเล ในประเทศไทยน้ันมีอยูนอยมาก ทําใหประเทศไทยขาดขอมูลพ้ืนฐานดานความ
หลากหลายทางชีวภาพโดยเฉพาะจากจุลินทรียทะเลซึ่งเปนประชาคมที่มีความสําคัญอยางยิ่งทั้งในบทบาท
ผูผลิตเบื้องตนและการเปนผูยอยสลาย ตลอดจนในปจจุบันนักวิทยาศาสตรทั่วโลกไดใหความสําคัญตอ
แบคทีเรียทะเลในบทบาทเปนแหลงของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  จึงควรที่จะสนับสนุนใหทําการวิจัยอยาง
ตอเนื่อง เปนการเพิ่มมูลคาใหกับทรัพยากรชีวภาพทางทะเลท่ีมีอยูของไทย  เพ่ือเปนนแวทางพัฒนา
ศักยภาพสูระดับอุตสาหกรรมไดตอไป 

 

 

 

5. ผลผลิต 
 

- จะถายทอดองคความรูผานการจัดนิทรรศการ การประชุมวิชาการและนิทรรศการ ครั้งที่ ๙ 
"ทรัพยากรไทย : " ณ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วิทยาเขตสระบุรี ในเดือน พฤศจิกายน พ.ศ. 
๒๕๖๐ 

- จะนําเสนอผลงานวิจัยการประชุมวิชาการและนิทรรศการในคร้ังตอไป 
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