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Abstract: The diversity and population of ruminal bacteria present in the rumen of swamp buffaloes fed rice 
straw or para grass (Brachiaria mutica). Total DNA were extracted from the rumen digesta of 4 swamp buffaloes 
fed rice straw or para grass. The diversity of bacteria was analyzed by PCR amplification and 16S rDNA clone 
library sequences. The bacteria population was determined by real-time PCR technique. The 16S rDNA 
sequences (1,500 bp) of clones were completely sequenced and subjected to a BLAST. In buffaloes fed rice 
straw, the 102 clones, 49.02% (50 clones) of the clone showed >97% sequence similarity with known isolates, 
for the remaining 50.98% (52 clones) had <97% similarity. The majority of clones fell into Low G+C Gram-
Positive Bacteria (LGCGPB) and Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (CFB) (71.57 and 10.25%, respectively). In 
buffaloes fed fresh para grass, the 109 clones, 40.37% (44 clones) of the clone showed >97 % sequence 
similarity with known isolates, for the remaining 59.63% (65 clones) had similarity <97%. The majority of clones 
fell into LGCGPB and CFB (56.88 and 31.19%, respectively). The population of major groups of known bacteria 
in the rumina of buffalo fed rice straw or fresh para grass were similar. 
 
Keywords: Swamp buffalo, 16S rDNA clone libraries, rice straw, para grass 
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ค าน า 
 

อาหารหยาบเป็นอาหารหลกัที่มีความส าคญัต่อ
การด ารงชีวิตของสตัว์เคีย้วเอือ้ง อาหารหยาบที่สตัว์เคีย้ว
เอือ้งกินเข้าไปจะเกิดการหมกัย่อยในกระเพาะรูเมน โดย
การท างานของจลลินทรีย์ ลละได้ลลลลิตเป็นกรดไขมัน
ระเหยง่าย ลร่ธาตล วิตามิน ลละโปรตีนจากเซลล์จลลินทรีย์ 
สารอาหารต่าง ๆ เหล่านี ้สัตว์เคีย้วเอือ้งจะน าไปใช้
ประโยชน์ในการด ารงชีวิต ลละให้ลลลลิต เช่น เนือ้ลละ
น า้นม ในกระบวนการหมกัยอ่ยในกระเพาะรูเมน จลลินทรีย์
มีส่วนส าคัญเป็นอย่างยิ่งต่อการหมักย่อยสลายอาหาร
ลละเป็นลหล่งโปรตีนให้กับตัวสตัว์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ลบคทีเรีย ที่มีจ านวนประชากรสงูที่สลดถึง 1010 - 1011 
เซลล์/มล. (Makkar and McSweeney, 2010) โดยที่
ปริมาณลละชนิดของลบคทีเรียจะมีการเปลี่ยนลปลงอยู่
ตลอดเวลา ขึน้อยู่กับช่วงอายลของสัตว์ สภาพลวดล้อม 
ลละอาหารที่สตัว์กินเข้าไป (สลริยะ, 2551) ลบคทีเรียที่ท า
หน้าที่ในการย่อยสลายสารอาหารในกระเพาะรูเมนจะมี
ความจ าเพาะกบัสารอาหารลตล่ะชนิด เช่น ลบคทีเรียกลลม่ 
(Fibrolytic bacteria) ลบคทีเรียกลลม่ยอ่ยโปรตีน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โปรตีน (proteolytic bacteria) ลบคทีเรียกลล่มย่อยลป้ง 
(amylolytic bacteria) ลบคทีเรียกลลม่ย่อยไขมนั (lipolytic 
bacteria) เป็นต้น  

ก ร ะ บื อ ป ลั ก เ ป็ น สั ต ว์ เ คี ้ย ว เ อื ้อ ง ที่ มี
ความสามารถในการใช้ประโยชน์จากอาหารหยาบ
คลณภาพต ่าได้อยา่งมีประสิทธิภาพ เนื่องจากลกัษณะทาง
กายภาพของระบบทางเดินอาหารของกระบือเองที่มี
ศกัยภาพในการยอ่ยอาหารที่ดีเมื่อเทียบกบัสตัว์เคีย้วเอือ้ง
ชนิดอื่น (เมธา, 2552) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้ประโยชน์
จากเศษเหลือทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ซึ่งส่วนหนึ่งเกิดจากในกระเพาะรูเมนของ
กระบือมีจลลินทรีย์ที่มีความหลากหลายลละมีศกัยภาพใน
การย่อยสลายเยื่อใยได้ดี  อย่างไรก็ตามการศึกษา
จลลนิทรีย์ในกระเพาะรูเมนนัน้ท าได้คอ่นข้างยาก เนื่องจาก
เป็นจลลินทรีย์ส่วนใหญ่ในกระเพาะรูเมนไม่ต้องการ
ออกซิ เจน ซึ่งจ าเป็นต้องมีการเพาะเลี ย้งลละลยก
เ ชื ้อ จล ลิ น ท รี ย์ ใ นสภา ว ะ ไ ร้ อ อกซิ เ จ น  ปั จ จล บั น
นกัวิทยาศาสตร์สามารถจ าลนกลบคทีเรียในกระเพาะรู
เมนได้เพียง 20-30 เปอร์เซ็นต์ของลบคทีเรียทัง้หมดที่
อาศยัในกระเพาะรูเมน (สลริยะ, 2551) เมื่อเปรียบเทียบกบั

บทคัดย่อ: การศกึษาความหลากหลาย ลละจ านวนประชากรของลบคทีเรียที่อาศยัอยู่ในกระเพาะรูเมนของกระบือปลกัที่
ได้รับฟางข้าวหรือหญ้าขนสด โดยการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีน 16S rDNA โดยใช้กระบือปลกัโตเต็มวยั เพศเมีย จ านวน 
4 ตวั ที่เจาะกระเพาะรูเมน ท าการเก็บตวัอย่างจากกระเพาะรูเมนเพื่อน ามาสกดั DNA ของลบคทีเรียลละน าไปวิเคราะห์
ความหลากหลายของลบคทีเรียโดยใช้เทคนิค PCR ลละการท าห้องสมลดยีนของ 16S rDNA (1,500 bp) ท าการหาจ านวน
ประชากรของลบคทีเรียโดยใช้เทคนิค real-time PCR ลละน าล าดับเบสของยีน 16S rDNA ที่ได้จากการโคลนมา
เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน GenBank โดยวิธี on line BLAST จากการสลม่โคลนของยีน 16S rDNA จากกระเพาะรูเมน
ของกระบือที่กินฟางข้าว จ านวน 102 โคลน พบโคลนที่มีความเหมือนกบัลบคทีเรียในฐานข้อมูลมากกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ 
คิดเป็น 49.02 เปอร์เซ็นต์ (50 โคลน) ลละลบคทีเรียที่มีความเหมือนน้อยกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็น 50.98 เปอร์เซ็นต์ (52 
โคลน) ของลบคทีเรียทัง้หมดในห้องสมลดยีน ลบคทีเรียกลล่มหลกัที่พบ คือ ลบคทีเรียกลล่ม Low G+C Gram-Positive 
Bacteria (LGCGPB) คิดเป็น 71.57 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่การโคลนยีน 16S rDNA จากกระเพาะรูเมนของกระบือที่กินหญ้า
ขนสด จ านวน 109 โคลน พบโคลนที่มีความเหมือนกับลบคทีเรียในฐานข้อมลู มากกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็น 40.37 
เปอร์เซ็นต์ (44 โคลน) ลละลบคทีเรียที่มีความเหมือนน้อยกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็น 59.63 เปอร์เซ็นต์ (65 โคลน) ของ
ลบคทีเรียทัง้หมดในห้องสมลดยีน ลบคทีเรียกลลม่หลกัที่พบ คือ ลบคทีเรียกลลม่ LGCGPB คิดเป็น 56.88 เปอร์เซ็นต์ จ านวน
ประชากรของลบคทีเรียกลล่มหลกัที่พบได้บ่อยในกระเพาะรูเมนของกระบือที่ได้รับฟางข้าวหรือหญ้าขนสดมีปริมาณ
ใกล้เคียงกนั 
 
ค าส าคัญ: กระบือปลกั   ห้องสมลดยีน 16S rDNA   ฟางข้าว   หญ้าขน 

วารสารเกษตร 33(1): 109 - 120 (2560) 

ย่อยเยื่อใย (fibrolytic bacteria) ลบคทีเรียกลล่มย่อย                    
. 
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การใช้เทคนิคการหาความหลากหลายของลบคทีเรียโดย
การท าห้องสมลดยีนของ 16S rDNA (Dengdi et al., 2005) 
ซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงกับลบคทีเรียลต่ละชนิด ท าให้
สามารถน าข้อมูลของยีน 16S rDNA ที่ได้ไปใช้ใน
การศึกษาลละพฒันาเพื่อเพิ่มศกัยภาพการหมกัย่อยใน
กระเพาะรูเมน อีกทัง้ยังสามารถน าไปใช้ในการศึกษา
ลบคทีเรียบางชนิดที่ ไม่สามารถน ามาเพาะเลีย้งใน
ห้องปฏิบตัิการได้ (Fukuma et al., 2012) เพื่อใช้เป็น
ข้อมูลพืน้ฐานในการศึกษาระบบนิเวศลละปริมาณ
ประชากรของลบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของกระบือ 
ดงันัน้การศึกษาครัง้นีจ้ึงมีวัตถลประสงค์เพื่อศึกษาความ
หลากหลายของลบคทีเรียด้วยเทคนิคการท าห้องสมลดยีน
ของ 16S rDNA ลละจ านวนประชากรของลบคทีเรียที่
ส าคญับางชนิดในกระเพาะรูเมนของกระบือปลกัที่ได้รับ
ฟางข้าว หรือหญ้าขนสด 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
สัตว์และอาหารทดลอง 

กระบือปลกัโตเต็มวยั เพศเมีย ที่เจาะกระเพาะรู
เมน (น า้หนกัตัวเฉลี่ย 425.8 ± 22.5 กก.) จ านวน 4 ตัว 
เลีย้งในคอกขังเดี่ยว (2.5 x 5 เมตร) ลบ่งออกเป็น 2           
กลลม่ ๆ  ละ 2 ตวั กระบือกลลม่ลรกได้รับฟางข้าว ลละกระบือ
กลล่มที่สองได้รับหญ้าขนสด กระบือทัง้สองกลล่มได้รับ
อาหารหยาบเพียงอยา่งเดียว โดยให้กินอย่างเต็มที่วนัละ 2 
มือ้ (มือ้เช้าเวลา 8:00 น. ลละมือ้เย็นเวลา 17:00 น.) มีน า้
ดื่ม ลละลร่ธาตลก้อนให้กินตลอดเวลา โดยให้อาหารทดลอง
เป็นเวลานาน 3 เดือน เพื่อให้จลลินทรีย์ในกระเพาะรูเมนมี
การปรับตวัเข้ากับอาหารทดลองได้ดีที่สลด ลละใช้เวลาใน
การเก็บข้อมลูต่าง ๆ เป็นเวลานาน 1 เดือน จากนัน้ท าการ
เปลี่ยนสลบักลล่มเพื่อให้กระบือได้รับอาหารหยาบอีกกลล่ม
หนึ่ง ท าการปรับอาหารนาน 3 เดือน ลละท าการเก็บข้อมลู
ด้านตา่ง ๆ นาน 1 เดือนเช่นเดียวกบัครัง้ลรก 

 
การเก็บตัวอย่างในกระเพาะรูเมน และการสกัด           
ดีเอ็นเอ 

ท าการเก็บตัวอย่างภายในกระเพาะรูเมน 
(rumen digesta) ล่านทางช่องเปิดด้านข้างล าตัว 

(cannula) ของกระบือทัง้ 4 ตวั (กลลม่ละ 2 ตวั) หลงัจากให้
อาหารมือ้เช้า 6 ชัว่โมง น าตวัอย่าง rumen digesta ของ
กระบือลต่ละตวัใส่ในหลอดเก็บตวัอย่าง ขนาด 50 มล. ท่ี
ล่านการฆ่าเชือ้ลล้ว ลละเก็บตัวอย่างไว้ที่อลณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส เพื่อรอการสกดัดีเอ็นเอ  

น าตวัอย่าง rumen digesta ของกระบือทลกตวัที่
ได้รับอาหารชนิดเดียวกัน (ฟางข้าว จ านวน 4 ตัวอย่าง 
ลละหญ้าขนสด จ านวน 4 ตัวอย่าง) มาลสมรวมกันลละ
ท าการสล่มตวัอย่างเพื่อน าไปสกดัดีเอ็นเอลละท าให้ดีเอ็น
เอบริสลทธ์ิ โดยใช้ชลดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (DNA 
extraction and purification by FavorPrepTM Stool DNA 
Isolation Mini Kit, FAVORGEN® BIOTECH CORP., 
Taiwan) 

 
การเพิ่มปริมาณ 16S rDNA ด้วยเทคนิค polymerase 
chain reaction (PCR) 

การเพิ่มจ านวน 16S rDNA ของลบคทีเรีย โดย
กระท าภายใต้สภาวะที่มีเอนไซม์ DNA polymerase (Tag  
recombinant, Fermentas) ด้วยเทคนิค PCR (Lane, 
1991) โดยใช้ Universal primer ดังนี  ้27F 5’ 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ ลละ 1492R 5’ 
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3’ เมื่อ M = A หรือ C 
ลละ Y = C หรือ T โดยท าปฏิกิริยาในเคร่ือง MultiGene 
gradient thermal (Labnet, USA) ภายใต้สภาวะของ
ปฏิกิริยา PCR จ านวน 25 รอบ ลละท าการตรวจสอบ
ลลลลิตของ PCR โดยวิธี agarose gel electrophoresis 
ลละสกดัเอาชิน้สว่นของ DNA ที่มีขนาดประมาณ 1,500 
bp จากการท า low meltting agarose gel 
electrophoresis ลละสกัดเอา DNA เป้าหมาย (16S 
rDNA) โดยใช้ชลดสกัด OIAEK ll Gel Extraction Kit 
(QIAGEN K.K., Japan) 

 
การหาล าดับเบสของ 16S rDNA 

ท าการโคลนยีน 16S rDNA โดยใช้ชลด 
InsTAcloneTM PCR Cloning Kit (Fermentas LIFE 
SCIENCES, USA) ลละใช้ E. coli HIT-JM109 เป็นเซลล์
ให้อาศยั ท าการตรวจการเช่ือมต่อของ DNA เป้าหมาย
ด้วยเทคนิคการเลือกโคโลนีสีขาว (blue-white selection) 

ความหลากหลายของจุลินทรีย์และนิเวศวิทยาในกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
ที่ได้รับฟางข้าวหรือหญ้าขนสด 
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จากนัน้ท าการตรวจสอบขนาดของพลาสมิดที่มี  DNA 
เป้าหมาย คือ 16S rDNA ที่มีความยาวประมาณ 1,500 
bp เช่ือมตอ่อยู ่โดยใช้วิธีการตรวจสอบยีนด้วยเทคนิคการ
ท า PCR ตามวิธีการท่ีลนะน าใน InsTAcloneTM PCR 
Cloning Kit จากนัน้ท าการสกดัพลาสมิดที่มี 16S rDNA 
เป้าหมายขนาด 1,500 bp ตามวิธีที่ลนะน าใน Plasmid 
DNA Extraction Mini Sample Kit (FAVORGEN® 
BIOTECH CORP., Taiwan) เมื่อได้พลาสมิดที่มีความ
บริสลทธ์ิลละท าการตรวจสอบขนาดของพลาสมิดท่ีสกดัได้
โดยวิธี agarose gel electrophoresis เพื่อน าไปหาล าดบั
เบสของ 16S rDNA ตอ่ไป 

น าพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้ไปหาล าดับเบสของ 
16S rDNA โดยสง่ตรวจที่ First BASE Laboratories Sdn. 
Bhd, Malaysia (www.base-asia.com) เมื่อได้ล าดบัเบส
ของ 16S rDNA ทัง้ Forward ลละ Reverse น ามา
เปรียบเทียบความถกูต้อง โดยใช้โปรลกรม Ridom Trace 
Edit ลละโปรลกรม Clustal X 2.1 น าล าดบัเบสของ 16S 
rDNA ที่ได้ ไปเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของ 16S rDNA 
ของลบคทีเรียที่ทราบชนิดใน GenBank (BLASTn, 
http://www. ncbi. nlm.nih.gov/BLAST) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การท าแผนภมิูต้นไม้วงศ์วานววิัฒนาการ  
น าเอาล าดบัเบสของ 16S rDNA ของลบคทีเรีย

ชนิดต่าง ๆ ที่ได้จากการโคลน ลละลบคทีเรียที่อยู่ใน 
GenBank มาท าการ Multiple aligment ลละท าการเขียน
ลลนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวฒันาการ (Phylogenetic tree) 
โดยใช้โปรลกรม Clustal x 2.1 ลละให้ค่า Bootstrap trails 
= 1,000 น าไฟล์ที่ได้จากโปรลกรม Clustal x 2.1 ไปเขียน
ลลนภมูิต้นไม้ในโปรลกรม NJPLOT (Perriere and Gouy, 
1996) 
 
การวิเคราะห์ประชากรของแบคทีเรียโดยเทคนิค 
real-time PCR 

การวิเคราะห์หาปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย (16S 
rDNA) โดยน าดีเอ็นเอของลบคทีเรียจากตวัอย่างที่ท าการ
สกัดได้ข้างต้นมาท าการวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
จากนัน้วิเคราะห์ตัวอย่างโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐานของลบคทีเรียลต่ละกลล่ม โดยใช้ไพรเมอร์ที่มี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อลบคทีเรียที่สนใจ (ตารางที่ 1) 
เมื่อทราบความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐานที่ได้
จากพลาสมิดที่มียีนเป้าหมายของลบคทีเรียชนิดนัน้ ๆ                
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. Primer sequences for real-time PCR amplification 
Bacteria Primer sequences (5’-3’) Product size (bp) References 

Total bacteria [F] CCTACGGGAGGCAGCAG 194 Muyzer et al. (1993) 
 [R] ATTACCGCGGCTGCTGG   
R. albus [F] CCCTAAAAAGCAGTCTTAGTTCG 175 Tajima et al. (2001) 
 [R] CCTCCTTGCGGTTAGAACA   
F. succinogenes [F] GGTATGGGATGAGCTTGC 446 Tajima et al. (2001) 
 [R] GCCTGCCCCTGAACTATC   
R. flavefaciens [F] TCTGGAAACGGATGGTA 295 Koike and Kobayashi (2001) 
 [R] CCTTTAAGACAGGAGTTTACAA   
P. ruminicola [F] GGTTATCTTGAGTGAGAGTT 485 Tajima et al. (2001) 
 [R] CTGATGGCAACTAAAGAA   
S. ruminantium [F] TGCTAATACCGAATGTTG 513 Tajima et al. (2001) 
 [R] TCCTGCACTCAAGAAAGA   
S.  bovis [F] CTAATACCGCATAACAGCAT 869 Tajima et al. (2001) 
 [R] AGAAACTTCCTATCTCTAGG   
Genus Prevotella [F] CACRGTAAACGATGGATGCC 534 Koike and Kobayashi (2001) 
 [R] GGTCGGGTTGCAGACC   
Total Methanogens [F] GAGGAAGGATGGACGACG GTA 600 Loy et al. (2002) 
 [R] ACGGGCGGTGTGTGCAAG   
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ลล้วน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐาน ลละน าค่าความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอเป้าหมายที่อยู่ในตัวอย่างมาท าการ
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ท าให้ทราบจ านวน 16S 
rDNA เร่ิมต้นของลบคทีเรียที่สนใจในตัวอย่าง ด้วย
โปรลกรมส าเร็จรูป LightCycler® 480 real-time PCR 
software ในการวิเคราะห์ (Koike and Kobayashi, 2001) 

 
การศึกษาสภาวะภายในกระเพาะรูเมน 

ท าการศึกษาสภาวะภายในกระเพาะรูเมนของ
กระบือหลงัจากได้รับฟางข้าวหรือหญ้าขนสดต่อเนื่องเป็น
เวลา 3 เดือน โดยท าการเก็บตัวอย่างของเหลวที่อยู่ใน
กระเพาะรูเมน หลังจากที่ให้อาหารมือ้เช้า 6 ชั่วโมง 
จ านวน 4 ครัง้ ลต่ละครัง้ห่างกัน 7 วัน เพื่อน าตัวอย่าง
ของเหลวไปตรวจวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ด้วย
เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (EUTECH INSTRUMENTS 
pH 510, Japan) ปริมาณกรดไขมนัระเหยง่าย (Volatile 
fatty acid, VFA) ด้วยเคร่ือง gas chromatography (GC) 
รล่น CP 3800 ลละปริมาณลอมโมเนีย-ไนโตรเจน (NH3-N) 
ตามวิธีขององัคณา ลละดวงสมร (2532) 

 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

การศึกษาครัง้นีใ้ช้ลลนการทดลองลบบ 2 x 2 
Crossover design ลละท าการวิเคราะห์ความลตกต่าง
ของคา่เฉลีย่ด้วยโปรลกรมส าเร็จรูป R (Windows 2.9.2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

สภาวะภายในกระเพาะรูเมน 
ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ในกระเพาะรูเมน

ของกระบือที่ได้รับฟางข้าวหรือหญ้าขนสดเพียงอย่าง
เดียว มีค่า 7.33 หรือ 7.40 ตามล าดบั ใกล้เคียงกบั Thu 
and Preston (1999) รายงานว่ากระบือที่ได้รับฟางข้าว
เพียงอย่างเดียวลละให้กินอย่างเต็มที่มีค่าความเป็นกรด
ด่างในกระเพาะรูเมน เท่ากบั 7.32 ในขณะที่ความเข้มข้น
ของกรดไขมนัระเหยง่ายทัง้หมด กรดอะซิติก กรดโพรพิโอ-
นิก ลละกรดบิวทีริก รวมทัง้สดัส่วนของกรดอะซิติกต่อโพ
รพิโอนิกในกระบือที่ได้รับฟางข้าวมีค่าสูงกว่ากระบือที่
ได้รับหญ้าขนสด (ตารางที่ 2) เนื่องจากฟางข้าวมีปริมาณ
วตัถลลห้งลละลนงัเซลล์สงูกว่าหญ้าขน (ปรีชา ลละทวีพร, 
2551; Thu and Preston, 1999) ท าให้จลลินทรีย์ใน
กระเพาะรูเมนของกระบือหมกัย่อยเยื่อใยจากฟางข้าวได้
ดีกวา่หญ้าขนสด (สาธกา ลละคณะ, 2555) ลละลลิตกรด
ไขมนัที่ระเหยง่าย โดยเฉพาะอยา่งยิ่งกรดอะซิติก ลละกรด
บิวทีริก ได้สงูกวา่กระบือที่ได้รับหญ้าขนสด 

กระบือที่ ไ ด้ รับหญ้าขนสดมีความเข้มข้น
ลอมโมเนีย-ไนโตรเจนในกระเพาะรูเมนสูงกว่ากระบือที่
ได้รับฟางข้าว (ตารางที่ 2) ปริมาณลอมโมเนีย-ไนโตรเจน
ในกระเพาะรูเมนเกิดจากการย่อยสลายของโปรตีน ลละ
สารประกอบไนโตรเจนที่ไม่ใช่โปรตีนในอาหาร (ฟางข้าว          
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 2. Ruminal condition of swamp buffalo fed rice straw or fresh para grass 
Parameter Rice straw Para grass P-value 

pH 7.33 ± 0.97 7.40 ± 1.60 0.15 
Ammonia nitrogen (mg %) 4.29 ± 0.65 6.56 ± 0.68 0.02 
Total VFAs (mM/l) 72.74 ± 0.70 60.21 ± 1.67 0.01 

- Acetate (mM/l) 33.25 ± 2.66 25.92 ± 2.18 0.01 
- Propionate (mM/l) 20.08 ± 0.49 17.29 ± 0.40 0.03 
- Butyrate (mM/l) 19.41 ± 1.43 17.00 ± 0.44 0.02 
- Acetate : Propionate ratio 1.66 ± 0.16 1.50 ± 0.11 0.01 

 

ความหลากหลายของจุลินทรีย์และนิเวศวิทยาในกระเพาะรูเมนของกระบือปลัก 
ที่ได้รับฟางข้าวหรือหญ้าขนสด 



 

 114 

หรือหญ้าขนสดมีปริมาณโปรตีนรวม 2.56 ลละ 5.53 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั) เมื่อสตัว์กินอาหารเข้าไปโปรตีนจะ
ถูกย่อยโดยเอนไซม์โปรติ เอสที่ลลิตจากจลลินทรีย์ใน
กระเพาะรูเมนให้เป็นกรดอะมิโน จากนัน้กรดอะมิโนจะถกู
ยอ่ยตอ่ได้เป็นลอมโมเนีย-ไนโตรเจนในกระเพาะรูเมน ลละ
ไนโตรเจนอีกส่วนหนึ่งได้มาจากการน ากลับเข้ามาใน
กระเพาะรูเมนล่านทางน า้ลายในรูปของยูเรีย ในขณะที่
กรดอะมิโนลละลอมโมเนีย-ไนโตรเจนส่วนหนึ่งจะถูก
จลลนิทรีย์ในกระเพาะรูเมนน าไปใช้ในการเพิ่มจ านวนเซลล์
ของจลลินทรี ย์ เอง (สล ริยะ, 2551) โดยปกติปริมาณ
ลอมโมเนีย-ไนโตรเจนที่ตรวจพบในกระเพาะรูเมนของ
กระบืออยูท่ี่ 5-8 มิลลกิรัมเปอร์เซ็นต์ (วนัเลศิ, 2549) 

 
ความหลากหลายของแบคทีเรียในกระเพาะรูเมน
ของกระบือปลักที่ได้รับฟางข้าวหรือหญ้าขนสด 

ท าการศึกษาความหลากหลายของลบคทีเรียใน
กระเพาะรูเมนของกระบือที่ได้รับฟางข้าว โดยท าการโคลน
ยีน 16S rDNA จ านวน 102 โคลน ลละท าการเปรียบเทียบ
กบัล าดบัเบสของ 16S rDNA ในฐานข้อมลูของ GenBank 
โดยวิธี on line BLAST พบล าดบัเบส 16S rDNA ของ
โคลนที่ได้มีความเหมือนกับฐานข้อมูลใน GenBank 
มากกว่า 97 เปอร์เซ็นต์  จ านวน 50 โคลน คิดเป็น                      
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

49.02 เปอร์เซ็นต์ ลละล าดบัเบส 16S rDNA ของโคลนที่มี
ความเหมือนกับฐานข้อมูลใน GenBank น้อยกว่า 97 
เปอร์เซ็นต์ จ านวน 52 โคลน คิดเป็น 50.98 เปอร์เซ็นต์ 
(ตารางที่ 3) ในขณะที่กระบือที่ได้รับหญ้าขนสด จากการ
ท าโคลนยีน 16S rDNA จ านวน 102 โคลน พบล าดบัเบส
ของ 16S rDNA ที่เหมือนกบัล าดบัเบสของ 16S rDNA ใน
ฐานข้อมูล มากกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็น 40.37 
เปอร์เซ็นต์ ลละล าดบัเบส 16S rDNA ที่มีความเหมือนกบั
ฐานข้อมูล น้อยกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็น 59.63 
เปอร์เซ็นต์ ลละจ านวนโคลนของยีน 16S rDNA จากทัง้
สองห้องสมลดยีนที่เหมือนกับลบคทีเรียที่ทราบชนิดลล้ว
ส่วนใหญ่ คือ Clostridium spp. ลละ Bacteroides  
cellulosolvens 

ลลนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวฒันาการของยีน 16S 
rDNA ของลบคทีเรียในกระเพาะรูเมนจากกระบือปลกัที่
ได้รับฟางข้าว หรือหญ้าขนสด (ภาพที่ 1) ลลนภมูิต้นไม้นี ้
เป็นการน าล าดับเบสของทัง้สองห้องสมลดยีนมาท าการ 
aliment ร่วมกัน จากนัน้ท าการสร้างลลนภมูิต้นไม้ที่มีทัง้
ตวัอย่างของยีน 16S rDNA ของลบคทีเรียที่กระบือได้รับ
ฟางข้าว ลละหญ้าขนสดเป็นอาหารหลัก เพื่อท าการ
เปรียบเทียบความลตกต่างของกลล่มลบคทีเรียที่ได้รับ
อาหารหยาบที่ลตกตา่งกนัทัง้สองกลลม่ พบวา่สามารถลบง่ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 3. Numbers of 16S rDNA clones retrieved from rumen of swamp buffalo fed rice straw or fresh 
para grass nearest know bacteria in GenBank 

Nearest know bacteria Rice straw  Para grass 
Number of clone %  Number of clone % 

>97%  Nearest know bacteria  50 49.02  44 40.37 
Clostridium  spp. 16 15.68  11 10.09 
Bacteroides  cellulosolvens 10 9.80  12 11.01 
Pelotomaculum propionicicum 4 3.92  2 1.83 
Acetivibrio cellulolyticus  3 2.94  4 3.67 
Butyrivibrio hungatei 3 2.94  1 0.92 
Ruminococcus gnavus  3 2.94  2 1.83 
Butyrivibrio fibrisolvens 2 1.96  4 3.67 
Ruminococcus gauvreauii 1 0.98  2 1.83 
Prevotella ruminicola - -  2 1.83 
Other species 8 7.84  4 3.68 

<97%  Nearest know bacteria 52 50.98  65 59.63 
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Figure 1. The phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences from rumen of swamp buffalo fed rice 
straw (R clone number) or fresh para grass (P clone number). The tree was constructed using 
neighbor-joining analysis of a distance matrix obtained from a multiple-sequence alignment. 
Aquifex pyrophilus was used as an out-group sequence 
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ลบคทีเรียออกได้เป็น 4 กลล่มหลกั คือ 1) Low-G+C 
Gram-Positive Bacteria (LGCGPB) 2) Cytophaga-
Flexibacter-Bacteroides (CFB) 3) High-G+C Gram-
Positive Bacteria (HGCGPB) ลละ 4) Spirochaetes 
(Tajima et al., 1999) 

จากการศึกษาในครัง้นีพ้บว่าลบคทีเรียกลล่ม 
LGCGPB มีอัตราส่วนสงูที่สลด ลละพบว่ากระบือที่ได้รับ
ฟางข้าวมีอัตราส่วนของลบคทีเรียในกลล่ม LGCGPB สูง
กว่ากระบือที่ได้รับหญ้าขนสด คือ 71.57 ลละ 56.88 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ สอดคล้องกับการศึกษาของ 
Dengdi et al. (2005) พบลบคทีเรียกลล่ม LGCGPB สงู
ที่สลดในกระเพาะรูเมนของโค ลละจามรีที่ลทะเลม็หญ้า 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เพียงอย่างเดียว หรือมีการเสริมอาหารข้นร่วมด้วย 
นอกจากนีใ้นการศึกษาครัง้นีย้งัพบว่าลบคทีเรียสว่นใหญ่
ที่อยู่ในกลล่ม LGCGPB เป็นลบคทีเรียที่ยงัไม่ทราบลน่ชัด
ว่าเป็นลบคทีเรียชนิดใด ลละพบกลลม่ Unknown III มาก
ที่สลด รองลงมาคือ Unknown IV (ตารางที่ 4) โดยพบใน
กระบือที่ได้รับฟางข้าวมากกว่ากระบือที่ได้รับหญ้าขนสด 
คิดเป็น 31.37 ลละ 22.94 เปอร์เซ็นต์ในกลลม่ Unknown III 
ตามล าดบั ในขณะที่กลล่ม Unknown IV เท่ากับ 11.76 
ลละ 3.67 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ในทางตรงกนัข้ามจะพบ
กลล่ม Unknown VII ในกระเพาะรูเมนของกระบือที่ได้รับ
หญ้าขนสด (9.17 เปอร์เซ็นต์) มากกว่ากระบือที่ได้รับฟาง
ข้าว (3.92 เปอร์เซ็นต์) นัน่ลสดงให้เห็นวา่ชนิดลบคทีเรีย 

Figure 1. The phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences from rumen of swamp buffalo fed rice 
straw (R clone number) or fresh para grass (P clone number). The tree was constructed using 
neighbor-joining analysis of a distance matrix obtained from a multiple-sequence alignment. 
Aquifex pyrophilus was used as an out-group sequence 

ที่สลดในกระเพาะรูเมนของโค ลละจามรีที่ลทะเล็มหญ้า           
. 

วารสารเกษตร 33(1): 109 - 120 (2560) 



 

 117 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ในกระเพาะรูเมน โดยเฉพาะในกลลม่ Unknown III, IV ลละ 
VII จะมีความลตกต่างกันขึน้กับชนิดของอาหารหยาบท่ี
กระบือได้รับ ทัง้นีเ้นื่องมาจากอาหารหยาบต่างชนิดกัน 
(ฟาง ลละหญ้าขน) จะมีโครงสร้างของลนงัเซลล์ที่ลตกต่าง
กัน ท าให้ชนิดของลบคทีเรียที่เข้ามาหมักย่อยมีความ
ลตกตา่งกนัไปด้วย 

 
ประชากรของแบคทีเรียบางชนิดในกระเพาะรูเมน
ของกระบือปลักที่ได้รับฟางหรือหญ้าขนสด 

การตรวจวัดจ านวนประชากรลบคทีเรียใน
กระเพาะรูเมนด้วยเทคนิค real-time PCR โดยท าการ
วิเคราะห์ในกลลม่ลบคทีเรียที่มีความส าคญัในกระเพาะ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูเมนของสัตว์เคีย้วเอือ้ง จ านวน 8 กลล่ม คือ ลบคทีเรีย
ทัง้หมด (total bacteria) จลลินทรีย์กลลม่ลลิตมีเทน (total 
methanogen), R. albus, R. flavefaciens, F. 
succinogenes, S. ruminantium, P. ruminicola, S. 
bovis ลละ genus Prevotella พบว่ากระบือที่ได้รับฟาง
ข้าวหรือหญ้าขนสดมีปริมาณลบคทีเรียกลล่มต่าง  ๆ
ใกล้เคียงกนั โดยพบลบคทีเรียในกลลม่ genus Prevotella 
มากที่สลด รองลงมา คือ จลลนิทรีย์กลลม่ลลติมีเทน ในขณะที่
ลบคทีเรียชนิดหลักที่ย่อยเยื่อใยในกระเพาะรูเมนพบ
ลบคทีเรีย R. flavefaciens ในปริมาณมากที่สลด ลละตาม
ด้วย R. albus ลละ F. succinogenes ตามล าดบั (ภาพ    
ที ่2) สอดคล้องกบัการรายงานของภมูพงศ์ ลละคณะ  

Table 4. Unknown groups of 16S rDNA clones retrieved from rumen of swamp buffalo fed rice straw or 
fresh para grass 

Bacterial group Clone name 
Rice straw Para grass 

Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (CFB)  
Unknown I R20, R35, R279, R342, R401 (n=5) P4, P5, P27, P45, P73, P85, P95, 

P96 (n=8) 
Unknown II R13, R83, R319, R369, R370, R381, 

R383, R405 (n=8) 
P6, P40, P41, P46, P60, P76, P93, 
P107 (n=8) 

High-G+C Gram-Positive 
Bacteria (HGCGPB) 

R382, R22, R399, R17 
(n=4) 

P28, P14, P116, P48, P13, P64  
(n=6) 

Low-G+C Gram-Positive Bacteria (LGCGPB) 
Unknown III R55, R27, R103, R140, R366, R400, 

R368, R371, R384, R290, R363, 
R138, R60,R360, R43, R134, R105, 
R81, R126, R379, R169, R372, 
R358, R70, R307, R360, R14, R380, 
R331, R148, R364, R54 (n=32) 

P138, P104, P115, P49, P22, P21, 
P129, P44, P72, P69, P37, P20, 
P17, P131, P82, P43, P134, P129, 
P25 (n=19) 

Unknown IV R100, R348, R64, R10, P73, R18, 
R377, R15, R8, R376, R347, R284 
(n=12) 

P133, P137, P114, P24 (n=4) 

Unknown V R132, R378, R23, R387, R89, R25 
(n=6) 

P97, P113, P47, P135, P35, P23, 
(n=6) 

Unknown VI R305, R72, R40, R42, R373, R395 
(n=6) 

P88, P87, P26, P123, P30 
(n=5) 

Unknown VII R386, R9, R312, R365 (n=4) P18, P81, P68, P66, P130, P16, 
P102, P15, P10, P77 (n=10) 

Spirochaetes R68 (n=1) P1 (n=1) 
 

วิเคราะห์ในกลล่มลบคทีเรียที่มีความส าคัญในกระเพาะ         
. 

ที่ 2) สอดคล้องกับการรายงานของภูมพงศ์ ลละคณะ         
. 
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(2553) ลละสมพร (2557) ที่ได้คดัเลือกลบคทีเรียย่อยเยื่อ
ใยจากกระเพาะรูเมนของกระบือที่ได้รับฟางข้าวอย่าง
เดียว หรือได้รับฟางข้าวร่วมกับการเสริมอาหารข้นพบ
ลบคทีเรียย่อยเยื่อใยที่ท าการคดัเลือกได้สว่นใหญ่เป็น R. 
albus ลละ R. flavefaciens ลต่ไม่สามารถคดัเลือก F. 
succinogenes จากกระเพาะรูเมนของกระบือได้เลย นั่น
ลสดงให้เห็นว่า F. succinogenes เป็นลบคทีเรียย่อยเยื่อ
ใยที่มีประชากรน้อยในกระเพาะรูเมนของกระบือปลกัที่
ได้รับอาหารหยาบเป็นหลกั โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อได้รับ
ฟางข้าวเพียงอยา่งเดียว 

 
สรุป 

 
กระบือที่ได้รับฟางข้าวในกระเพาะรูเมนมีความ

เข้มข้นของกรดไขมนัระเหยง่ายสงู ลต่มีความเข้มข้นของ
ลอมโมเนียไนโตรเจนต ่ากว่ากระบือที่ได้รับหญ้าขนสด 
เนื่องจากอาหารหยาบทัง้สองชนิดมีโครงสร้างของลนัง
เซลล์ลละปริมาณไนโตรเจนที่ลตกต่างกันท าให้ลลลลิต
จากการหมักย่อยของจลลินทรีย์มีปริมาณที่ลตกต่างกัน 
จากการท าห้องสมลดยีนของ 16S rDNA พบว่าลบคทีเรีย
กลล่มที่พบมากที่สลดในกระเพาะรูเมนของกระบือ คือ 
LGCGPB โดยกระบือที่ได้รับฟางข้าวมีอตัราสว่นของ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลบคทีเรียในกลล่ม LGCGPB สูงกว่ากระบือที่ได้รับหญ้า
ขนสด ลละลบคทีเรียสว่นใหญ่ที่อยูใ่นกลลม่ LGCGPB เป็น
ลบคทีเรียที่ยงัไม่ทราบชนิด ในขณะท่ีกระบือที่ได้รับฟาง
ข้าวจะพบลบคทีเรียในกลลม่ Unknown III ลละ Unknown 
IV มากกวา่กระบือที่ได้รับหญ้าขนสด นอกจากนีย้งัพบว่า
กระบือที่ได้รับฟางข้าวหรือหญ้าขนสดมีปริมาณลบคทีเรีย
ทัง้หมด ลละลบคทีเรียที่กลล่มหลกับางชนิดใกล้เคียงกัน 
ในขณะที่พบจ านวนของลบคที เ รียย่อยเยื่ อใย R. 
flavefaciens ลละ R. albus มากกวา่ F. succinogenes  

 
เอกสารอ้างอิง 
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Figure 2. The population size (log10 16S rDNA copies) of total bacteria, total methanogens, R. albus, 
R. flavefaciens, F. succinogenes, S. ruminantium, P. ruminicola, S. bovis and genus Prevotella 
from rumen of swamp buffalo fed rice straw or fresh para grass 

LGCGPB โดยกระบือที่ได้รับฟางข้าวมีอัตราส่วนของ         
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