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บทคัดย่อ 

จีนัส Lactobacillus เป็นหนึ่งในแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบได้ในอาหารหมักหลากหลายชนิด ในปัจจุบันมีการ 
นำแบคทีเรีย Lactobacillus มาใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านสำหรับผลิตโปรตีนลูกผสม (recombinant protein) เพื่อเป็น 
เอนติเจนท่ีสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อโรคตา่ง ๆ  พลาสมิดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Lactobacillus มีความจำเพาะแตกต่าง
ของแบคเรียแกรมลบ จึงมีการค้นหาและพัฒนาพลาสมิดดีเอ็นเอชนิดใหม่ขึ้นมาใช้ ส่วนใหญ่พลาสมิดดีเอ็นเอเหล่านั้นมี
การจดสิทธิบัตรคุ้มครองอยู่ในหลาย ๆ ประเทศ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดแยกและศึกษาความหลากหลายของ  
พลาสมิดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Lactobacillus spp. คัดแยกได้จากอาหารหมักของท้องถิ่นภาคใต้ เช่น ปลาส้ม ปลาดุก
ร้า ปลาแป้งแดง กุ้งส้ม และแหนมเห็ด เป็นต้น จากทั้งหมด 89 ไอโซเลต สามารถสกัดแยกพลาสมิดดีเอ็นเอได้ 20 ไอโซ
เลต พบพลาสมิดดีเอ็นเอท้ังหมดจำนวน 34 พลาสมิด จากแบคทีเรีย L. plantarum, L. lactis, L. acidophilus และ L. 
casei มีจำนวนตั้งแต่ 1 ถึง 3 พลาสมิดต่อไอโซเลต ซึ่งมีขนาดตั้งแต่ 2.5 ถึง 15 กิโลเบส (kb) จากการจำแนกด้วยวธีิ 
restriction fragment length polymorphism (RFLP) แสดงให้เห็นว่าพลาสมิดดีเอ็นเอทั้งหมดมีตำแหน่งจดจำของ
เอนไซม์ EcoRI HindIII และ BamHI ท้ังหมด 8 รูปแบบ 

คำสำคัญ 
พลาสมิดดีเอ็นเอ 
โปรตีนลูกผสม 
วัคซีน 
แบคทเีรยีกรดแลคติก 
อาหารหมัก 

 

บทนำ 
พลาสมิดดีเอ็นเอเป็นสารพันธุกรรมที ่อยู ่นอกโครโมโซม 

สามารถจำลองตัวเองได้อย่างอิสระเพราะมีตำแหน่งเริ่มต้นของการ
จำลองตัวเอง (origin of replication) พลาสม ิดดี เอ ็น เออาจมี
ตำแหน่งยีนของโปรตีนที่เกี ่ยวข้องกับกระบวนการจำลองตัวเอง 
(replication protein) เ ช่ น  repA, repB แล ะ  repC (Jie et al., 
2017) ยีนของโปรตีนที่ทำหน้าที่ส่งผ่านพลาสมิดดีเอ็นเอไปยังเซลล์
แบค ที เ รี ย ผู้ รั บ ด้ ว ย ก ร ะบ วน ก า ร  conjugation เ ช่ น  Mob 
(mobilization protein) (Asteri et al., 2010) บางชนิดอาจพบยีน
ดื้ อ ยาปฏ ิ ช ี วนะ  (Feld et al., 2009) และย ี นของการสร ้ า ง 
bacteriocin (Van Reene et al., 2003) เป็นต้น พลาสมิดดีเอ็นเอมี
ความสำคัญกับการสร้างโปรตีนลูกผสม ( recombinant protein)  
ทำหน้าที่เป็นตัวกลาง (vector) สำหรับถ่ายโอนยีนเข้าสู่เซลล์ผู้รับ 
ส่วนใหญ่นิยมใช้เซลล์ผู้รับเป็นแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli 
สายพันธุ์ต่าง ๆ เช่น DH5, JM109 หรือ TOP10 เป็นต้น ปัจจุบัน 
ม ีการม ีการนำแบคท ี เ ร ี ย เกรดอาหาร  (food grad bacteria)  
เช่น Lactobacillus plantarum (Suphatpahirapol et al., 2019)  
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L. curieae (Zhu et al., 2020)  L. casei (Zhang et al., 2019; 
Hua et al., 2021) แล ะ  L. acidophilus (Zang et al., 2020)  
ใช ้ เป ็น เซลล ์ผ ู ้ ร ับสำหร ับผล ิตโปรต ีนลู กผสมแต ่แบคท ี เ รีย 
Lactobacillus ต้องการพลาสมิดดีเอ็นเอที ่ม ีคุณสมบัติเฉพาะตัว  
มีรายงานการพบพลาสมิดดีเอ็นเอจาก Lactobacillus มากกว่า 22 
สายพันธุ์ มีขนาดหลากหลายตั้งแต่ 1.81 – 242.96 kb จำนวนตั้งแต่ 
1 – 10 พลาสมิดต่อสายพันธุ์ L. plantarum เป็นแบคทีเรียท่ีพบใน
อาหารหมัก เช่น ซาวเคราท์ (sauerkraut) กิมจิ (kimchi) และ ขนม
ปั ง ซ า ว โ ด ว จ ์  ( sourdough bread) (Siezen & Van Hylckama 
Vlieg, 2011) มีการรายงานลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดดีเอ็นเอ
จาก L. plantarum มากกว่า 56 ชนิด ในฐานข้อมูลสาธารณะและมี
การวิเคราะห์ตำแหน่งของยีนต่าง ๆ บนพลาสมิดดีเอ็นเอ ส่วนใหญ่ 
เป็นยีนของโปรตีนที่ยังไม่ทราบหน้าที่ (putative protein) มีเพียง
บางพลาสมิดดีเอ็นเอที่พบตำแหน่งของยีนเกี่ยวกับการดื้อยาปฏิชีวนะ 
(Feld et al., 2009) การสังเคราะห์ exopolysaccharide (Crowley 
et al., 2013) การนำ chloride และ potassium เข้าเซลล์ (Chen 
et al., 2012) ต้านทานต่อ bacteriophage (Eguchi et al., 2000) 
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และยีนของการสร้าง bacteriocin (van Reene et al., 2003) พลาสมิด 
ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Lactobacillus มีคุณสมบัติแตกต่างจากพลาส
มิดดีเอ็นเอของ E. coli โดยเฉพาะตำแหน่งเริ่มต้นของการจำลอง
ตัวเอง (ori: origin of replication) เป็นส่วนสำคัญของการจำลอง
ตัวเอง พลาสมิดดีเอ็นเอขนาดเล็กมีการจำลองตัวเองแบบ rolling–
circle replication (RCR) ในขณะที ่พลาสมิดดีเอ็นเอขนาดใหญ่  
เช่น pMD5057, pWCFS103 และ pST–III มีการจำลองแบบ theta 
replication (Pan et al., 2011; Cho et al., 2013) พล า ส มิ ด 
ดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย Lactobacillus หลายชนิดถูกพัฒนาใช้สำหรับ
การผลิตโปรตีนลูกผสม เพื่อใช้เป็นแอนติเจนป้องกันโรค ตัวอย่างเช่น 
L. plantarum NC8 ผลิตโปรตีน goose parvovirus VP2 (Liu et al., 2017) 
L. lactis ผล ิตโปรตีน type 3 capsular polysaccharide (Gilbert et al., 
2000) Lactobacillus strains LA4356–pH และ DLD17–pH ผลิตโปรตีน 
HPAI virus protein hemagglutinin 1 ( Wang et al., 2012) แ ล ะ  
L. plantarum TLG02 (WCFS1 derivative, D–alanine auxotroph) ผลิ ต
โปรตีนลูกผสม KU_Sej_LRR_2012 (Nitipan et al., 2013; Suphatpahirapol 
et al., 2019) เป็นต้น 

อย่างไรก็ตามการสร้างโปรตีนลูกผสมด้วยพลาสมิดดีเอ็นเอ
และแบคทีเรีย Lactobacillus ที ่กล่าวมาข้างต้นยังคงมีข้อจำกัด 
เนื่องจากพลาสมิดดีเอ็นเอเหล่านี้มีการปรับเปลี่ยนข้อมูลนิวคลีโอไทด์
ให้เหมาะสมกับเซลล์เจ้าบ้านโดยนักวิจัยจากต่างประเทศ และมีการ
คุ้มครองสิทธิ์ไว้ในหลาย ๆ ประเทศ ทำให้การใช้พลาสมิดดีเอ็นเอ
เหล่านี้ต้องขออนุญาตและมีค่าใช้จ่ายเพิ่มขึ้น ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายของพลาสมิดดีเอ็นเอดั้งเดิม
จากแบคทีเรีย Lactobacillus spp. ที ่คัดแยกได้จากอาหารหมัก
หลายชน ิด จ ัดจำแนกชน ิดของแบคท ี เร ียด ้วยการทดสอบ
ความสามารถในการย่อยแหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน (API50 CHL 
kit) และยืนยันผลด้วยข้อม ูลของยีน 16S rRNA แล ้วสก ัดแยก 
พลาสม ิดเพื่อศ ึกษาความหลากหลายด้วยเทคน ิค restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) ด ้ วย เอน ไซม ์  EcoRI 
HindIII และ BamHI เพ ื ่อเป ็นข้อม ูลสำหรับนำไปใช้พัฒนาเป็น 
พลาสมิดดีเอ็นสร้างโปรตีนลูกผสมในแบคทีเรียเกรดอาหาร ต่อไป 
ในอนาคต 

 
อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
การคัดแยกแบคทีเรีย Lactobacillus spp. จากอาหารหมัก 

คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมัก ได้แก่ ปลาส้ม 
ปลาดุกร้า ปลาแป้งแดง กุ้งส้ม แหนมเห็ดนางฟ้า บูดู ไตปลา และ
ปลาเค็ม  โดยนำตัวอย่างปลาส ้มต ัวอย่างละ 25 g บดย่อยใน
สารละลาย 0.85% NaCl ปริมาตร 225 ml จากนั้นทำการเจือจาง
ด้วยว ิธ ี  10–fold serial dilution จนได ้ความเข้มข้นเป ็น 10–6  
ดูดส่วนใสจากความเข้มข้นท่ี 10–3 – 10–6 ปริมาตร 100 µl กวาดลง
ในอาหาร MRS (Man, Rogosa and Sharpe) agar ท ี ่ผสม  0.2% 
bromocresol purple จากนั้นเลี้ยงในโถไร้อากาศ (anaerobic jar) 
บ่มที่อุณหภูมิ 35±2 OC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เลือกแบคทีเรียกรด   
แลคติกท่ีแสดงลักษณะวงใสสีเหลือง นำไป re–streak บนอาหารแข็ง 
MRS อีกครั้ง ทดสอบคุณสมบัติทางเคมีเบื้องต้นของแบคทีเรียกรด  
แลคติก ได้แก่ ย้อมติดสีแกรม ทดสอบการสร้างเอนไซม์แคตาเลส  

ตามวิธีมาตรฐาน AOAC (2005) และทดสอบการย่อยน้ำตาลด้วยชุด
ทดสอบ API 50CHL แล้วยืนยันผลด้วยข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน 16S rRNA 
การจำแนกแบคทีเรีย Lactobacillus spp. ด้วยชุดทดสอบ API50 
CHL และวิธี 16S rRNA 

ดำเนินการตามคำแนะนำของผู้ผลิต (Biomerieux, France) โดยมี
วิธีดังนี้ เล ี ้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว MRS ปั ่นเก็บเซลล์แบคทีเรียท่ี
ความเร็ว 3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ล ้างด้วย 0.85% NaCl จำนวน  
2 ครั้ง นำเซลล์แบคทีเรียมาเจือจางด้วย API 50 CHL medium ให้มีความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2.0 McFarland แบ่งเซลล์แบคทีเรียใส่ลงใน strip 
ของชุดทดสอบ จำนวนทั้งหมด 50 ช่อง ปิดทับผิวหน้าของแต่ละช่องด้วย 
paraffin oil บ่มท่ีอุณหภูมิ 37±2 OC สังเกตการเปลี่ยนแปลงในชั่วโมงท่ี 24 
และ 48 โดยช่องท่ีมีการกิจกรรมจะเปลี่ยนสีจากน้ำเงิน–ม่วงเป็น 
สี เหล ือง จากนั้ นนำผลท ี ่ ได้ เปรียบเทียบกับฐานข้อม ูล apiweb 
(https://apiweb.biomerieux.com/servlet/Identify) เพื่อยืนยันชนิดของ
แบคทีเรีย 

สก ัด gDNA ของแบคท ี เร ียด ้วยชุ ดทดสอบ PureLink 
genomic DNA mini kit (Invitrogen, USA) ด ำ เ น ิ น ก า รต า ม
คำแนะนำของผู้ผลิต เพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ด้วยไพรเมอร์ 27f 
( 5’–AGAGTTTGATCMTGGCTCAG–3’)  แ ล ะ  1525r ( 5’–
AAGGAGGTGWTCCARCC–3’)  (Lane, 1991) เ ตร ี ยมส ่ วนผสม
ปริมาตร 25 µl ประกอบด้วย 2X OnePCRTM Plus master mix 
(GeneDireX, USA) ปริมาตร 12.5 µl ไพรเมอร์แต่ละชน ิดความ
เข้มข้น 25 mM ปริมาตร 0.3 µl และ gDNA ต้นแบบ 10 ng ปรับ
ปริมาตรด้วย nuclease–free sterile water ให้ได้ 25 µl จากนั้นนำ
ตัวอย่างไปดำเนินการต่อโดยใช้ thermal cycler โดยใช้อุณหภูมิ 
ดังต่อไปนี้ 95 OC 5 นาที แล้วต่อด้วย 35 รอบ ของ 95 OC 45 วินาที 
55 OC 30 วินาที และ 72 OC 30 วินาที หลังจากครบ 35 รอบใช้ 
อุณหภูมิ 72 OC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นวิเคราะห์ผลผลิตจากการ
ทำ PCR ด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis ให้ไฟฟ้าความ
ต่างศักย์ 100 โวลต์ 30 นาที ย้อมด้วย SyBr® gold (GeneDireX, 
USA) จากนั้นนำไปถ่ายภาพด้วยเครื่องถ่ายภาพ ChemiDoc™ MP 
system (BIO–RAD, USA) แล้วส่งวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน 16S rRNA จากนั ้นนำรหัสพันธุกรรมที ่ได้มาเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล GenBank ด้วยวิธี BLAST 
การคัดแยกพลาสมิดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย Lactobacillus spp. 

การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย Lactobacillus spp.  
ด้วยวิธีดัดแปลงจาก alkaline–detergent lysis (Klaenhammer, 1984) 
ตะกอนเซลล์แบคทีเรียเลี้ยงในอาหาร MRS ปริมาตร 2 ml ปั่นเหวี่ยงที่ 
3000 x g ละลายตะกอนเซลล ์ด ้ วยสารละลาย 25% sucrose ท่ี เติม  
30 mg/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 OC เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 
alkaline SDS (ประกอบด้วย 0.2 N NaOH และ 3% SDS) บ่มเป ็นเวลา  
7 นาที ที ่อ ุณหภูมิห้อง เติม 3 M sodium acetate (pH 4.8) ที ่เย็นจัด  
แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 x g ที่ 4 OC นาน 15 นาที ย้ายส่วนใสใส่ในหลอด
ใหม่แล ้วเต ิมฟีนอล คลอโรฟอร ์มและไอโซโพรพานอล (phenol: 
chloroform: isopropanol (25:24:1)) ผสมให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 x 
g ท่ี 4 OC นาน 10 นาที ย้ายส่วนใสลงในหลอดใหม่แล้วเติม 95% เอทานอล 
(เย็นจัด) ปั ่นเหวี ่ยงที ่ 10,000 x g ที ่ 4 OC นาน 10 นาที จากนั ้นทำให้

https://link.springer.com/article/10.1007/BF01576043#auth-1
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บริส ุทธ ิ ์ด ้วยชุดสกัด QIAprep spin miniprep kit (QIAGEN, Germany) 
ย้ายส่วนใสลงในคอลัมน์ QIAprep spin column ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 x g  
ท่ี 4 OC นาน 1 นาที เติม PE buffer ปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 x g ท่ี 4 OC นาน 1 
นาที ท้ิงส่วนใส ย้ายคอลัมน์ใส่ในหลอดใหม่ เติม EB buffer 50 µl บ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง 2 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 x g ท่ี 4 OC นาน 1 นาที เก็บส่วน
ใสท่ีมีพลาสมิดดีเอ็นเอไว้สำหรับวิเคราะห์ในข้ันตอนต่อไป 
จัดกลุ่มพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธี RFLP 

แบ่งกลุ่มพลาสมิดดีเอ็นเอที่ได้ตามขนาดด้วยวิธี 1.5% agarose 
gel electrophoresis และแยกความแตกต่างของพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยวิธี 
RFLP ตัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI, HindIII และ 
BamHI (ThermoFisher Scientific, USA) มี อ ง ค์ ป ร ะ ก อ บ ดั ง นี้   
10X FastDigest® Green buffer ปร ิ มาตร 2 µl FastDigest® enzyme 
ปริมาตร 1 µl และพลาสมิดดีเอ็นเอ 1 µg แล้วปรับปริมาตรด้วย nuclease–
free sterile water ให้ได้ 20 µl บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 OC นาน 90 นาที จากนั้น
หยุดกิจกรรมของเอนไซม์ด้วยการบ่มที่อุณภูมิ 60 OC เป็นเวลา 15 นาที  
แล ้วตรวจสอบผลการต ัดด ้ วย 2.0% agarose gel electrophoresis  
ย้อมด้วยสี SyBr gold (GeneDireX, USA) 

 
ผลการวิจัย 
การคัดแยกและจำแนกชนิดของแบคทีเรีย Lactobacillus spp. 

แบคทีเ รีย Lactobacillus spp. จำนวน 89 ไอโซเลต 
(Table 1) คัดแยกได้จากตัวอย่าง ปลาส้ม (45 ไอโซเลต) ปลาดุกร้า 
(12 ไอโซเลต) ปลาแป้งแดง (18 ไอโซเลต) กุ้งส้ม (4 ไอโซเลต) แหนม
เห็ดนางฟ้า (3 ไอโซเลต) บูดู (2 ไอโซเลต) ปลาเค็ม (3 ไอโซเลต)  
และไตปลา (2 ไอโซเลต) ทั้งหมดเป็นแบคทีเรียรูปท่อนสั้น (short 
rod) ติดสีย้อมแกรมบวก และสร้างเอนไซม์คะตาเลส จากการจำแนก
โดยใช้ข้อมูลของยีน 16S rRNA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล สามารถ
จำแนกได้ท ั ้งหมด 7 ชนิด ได ้แก ่ L. plantarum (39 ไอโซเลต)  
L. lactis (24 ไอโซเลต ) L. amylovorns (12 ไอโซ เลต ) L. casei  
(7 ไ อ โ ซ เ ล ต ) L. acidophilus (4 ไ อ โ ซ เ ล ต ) L. farciminis  
(2 ไอโซเลต) และ L. graminis (1 ไอโซเลต) คิดเป็น 43.8, 26.9, 
13.5, 7.9, 4.6, 2.2 และ 1.1% ตามลำดับ ผลการทดสอบการย่อย
แหล่งคาร์บอนต่างชนิดด้วยชุดทดสอบ API50CHL เปรียบเทียบผล
กับฐานข้อมูลใน APIwebTM พบว่าตัวแทนของแต่ละกลุ่มให้ผลการ
ทดสอบสอดคล้องกับการจำแนกด้วยวิธี 16S rDNA 

 
 
 

การคัดแยกและจำแนกชนิดของพลาสมิดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียท่ีคัด
แยกได ้

การคัดแยกพลาสมิดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Lactobacillus 
spp ด้วยวิธี alkaline–detergent lysis และทำบริสุทธิ์ด้วยชุดสกัด 
QIAprep miniprep plasmid purification kit (QIAGEN, 
Germany) พบพลาสม ิดด ีเอ ็นเอจำนวนทั ้ งหมด 34 พลาสมิด  
(Table 2) จากแบคทีเรีย L. plantarum (12 ไอโซเลต) L. lactis  
(5 ไ อ โ ซ เ ล ต ) L. acidophillus (2 ไ อ โ ซ เ ล ต ) แ ล ะ  L. casei  
(1 ไอโซเลต) จำนวนพลาสมิด 19, 10, 4 และ 1 พลาสมิด ตามลำดับ 
(Table 2) จากการวิเคราะห์ขนาดของพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยวิธี 2% 
agarose gel electrophoresis แบ่งเป็น 2 กลุ ่ม ได้แก่ พลาสมิด
ขนาดเล็กมีขนาดประมาณ 2.5, 3.0 และ 3.5 kb และขนาดใหญ่
ประมาณ 15 kb พลาสมิดดีเอ็นเอทั ้งหมดจำนวน 34 พลาสมิด 
ประกอบด้วยขนาด 2.5 kb จำนวน 19 พลาสมิด ขนาด 3.0 kb 
จำนวน 11 พลาสมิด ขนาด 3.5 kb จำนวน 2 พลาสมิด และขนาด 
15 kb จำนวน 2 พลาสมิด (Figure 1 และ Table 3) 
การจัดกลุ ่มพลาสมิดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย Lactobacillus spp. 
ด้วยวิธี RFLP 

การจัดกลุ่มพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยวิธี RFLP โดยใช้เอนไซม์ 
ตัดจำเพาะ 3 ชนิด คือ EcoRI, HindIII และ BamHI พบความแตกต่าง
ทั ้งหมด 8 ร ูปแบบ ดังน ี ้  ร ูปแบบท่ี  1 ต ัดด ้วยเอนไซม ์ HindIII  
ได ้ชิ้นส ่วน DNA ขนาดประมาณ 0.8 และ 1.7  kb รูปแบบท่ี   
2 ตัดด้วยเอนไซม์ HindIII ได้ชิ้นส่วน DNA ขนาดประมาณ 0.5, 0.6 
และ 1.9 kb รูปแบบที่ 3 ตัดด้วยเอนไซม์ HindIII ได้ชิ้นส่วน DNA 
ขนาดประมาณ 0.6, 1.0 และ 1.4 kb รูปแบบที่ 4 ตัดด้วยเอนไซม์ 
HindIII ได้ชิ้นส่วน DNA ขนาดประมาณ 0.8 และ 2.7 kb รูปแบบท่ี 
5 ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI ได้ชิ้นส่วน DNA ขนาดประมาณ 0.6 และ  
1.9 kb รูปแบบที่ 6 ตัดด้วยเอนไซม์ BamHI ได้ชิ้นส่วน DNA ขนาด
ประมาณ 0.5 และ 2.5 kb รูปแบบที ่ 7 สามารถตัดด้วยเอนไซม์  
2 ชนิด (ตัดคนละครั้ง) คือ EcoRI ได้ชิ้นส่วน DNA ขนาดประมาณ 
0.2 และ 2.3 kb และ HindIII ได้ชิ้นส่วน DNA ขนาดประมาณ 0.7 
และ 1.8 kb และรูปแบบท่ี 8 สามารถตัดด้วยเอนไซม์ 2 ชนิด  
(ตัดคนละคร้ัง) คือ HindIII ได้ชิ้นส่วน DNA ขนาดประมาณ 1.1, 1.5, 
2.5 และ 9.9  kb และเอนไซม ์ BamHI ได ้ช ิ ้นส ่วน DNA ขนาด
ประมาณ 1.8, 3.3 และ 9.9 kb รายละเอียดแสดงใน Figure 2 และ 
Table 4 
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Table 1 Isolation of Lactobacillus spp. from fermented food 
Fermented food Lp Ll Lam Lc Lac Lf Lg Total 
Pla–som  18 10 9 5  – 2 1 45 
Pla–duk–ra  6 6  –  –  –  –  – 12 
Pla–pang–dang 6 6 3 2 1  –  – 18 
Kung–som 2  –  –  – 2  –  – 4 
Nham–hed–nang–fa 3  –  –  –  –  –  – 3 
Budu 1  –  –  – 1  –  – 2 
Pla kem 1 2  –  –  –  –  – 3 
Tai pla 2  –  –  –  –  –  – 2 
Total 39 24 12 7 4 2 1 89 

Lp: L. plantarum, Ll: L. lactis, Lam: L. amylovorus, Lc: L. casei, Lac: L. acidophilus, Lf: L. farciminis, Lg: L. graminis 
 
 
Table 2 The number of Lactobacillus spp. isolates containing DNA plasmids 

Name (n: total isolates) Number of isolates 
No plasmid 1 plasmid 2 plasmids 3 plasmids 

L. plantarum (n=41) 27 5 4 2 
L. lactis (n=24) 19 3 2 1 
L. amylovorus (n=13) 12  –  –  – 
L. acidophilus (n=7) 5  – 2  – 
L. farciminis (n=3) 3  –  –  – 
L. casei (n=2) 2 1  –  – 
L. graminis (n=1) 1  –  –  – 
Total 69 9 8 3 

 
 
Table 3 The DNA plasmids isolated from Lactobacillus spp. 

No. Isolates Name Plasmid name Plasmid size (kb) Sources Organisms 
1 Lp72/12 pLP2.5–1 2.5 Pla–som L. plantarum 
2 Lp/72/19 pLP2.5–2 2.5 Pla–som L. plantarum 
3 Lp120/13 pLP2.5–3 2.5 Pla–som L. plantarum 
4 Lp120/17 pLP2.5–7 2.5 Pla–som L. plantarum 
5 LpPD04 pLP2.5–4 2.5 Pla–pang–dang L. plantarum 
6 Ll48/5 pLL2.5–2 2.5 Pla–som L. lactis 
7 Ll72/9 pLL2.5–5 2.5 Pla–som L. lactis 
8 Ll72/13 pLL2.5–6 2.5 Pla–som L. lactis 
9 Lc48/2 pLC3.0–1 3.0 Pla–som L. casei 
10 Lp72/27 pLP2.5–11, pLP3.0–4 2.5, 3.0 Pla–som L. plantarum 
11 Lp96/14 pLP2.5–5, pLP3.0–2 2.5, 3.0 Pla–som L. plantarum 
12 Lp96/17 pLP2.5–6, pLP3.0–3 2.5, 3.0 Pla–som L. plantarum 
13 LlPD01 pLL2.5–4, pLL3.0–3 2.5, 3.0 Pla–pang–dang L. lactis 
14 LlPD06 pLL2.5–1, pLL3.0–1 2.5, 3.0 Pla–pang–dang L. acidophillus 
15 LacKS01 pLA2.5–1, pLA3.0–1 2.5, 3.0 Kung–som L. plantarum 
16 LpPD06 pLP2.5–9, pLP3.0–5 2.5, 3.5 Pla–pang–dang L. plantarum 
17 LacKS02 pLA2.5–2, pLA3.5–1 2.5, 3.5 Kung–som L. acidophillus 
18 LlPR03 pLL2.5–3, pLL3.0–2, pLL3.5–1 2.5, 3.0, 3.5 Pla–duk–ra L. lactis 
19 Lp72/29 pLP2.5–8, pLP3.0–1, pLP15–1 2.5, 3.0, 15 Pla–som L. plantarum 
20 Lp120/31 pLP2.5–10, pLP3.0–6, pLP15–2 2.5, 3.0, 15 Pla–som L. plantarum 
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Table 4 The approximate fragments size of the extracted plasmids DNA from RFLP classification 
Groups Plasmid name Plasmid 

size (bp) 
Fragment DNA size (bp) 

HindIII EcoRI BamHI 
1 pLP2.5–1 

pLP2.5–2 
pLP2.5–3 
pLP2.5–7 
pLP2.5–11 
pLL2.5–2 
pLL2.5–3 
pLL2.5–5 
pLL2.5–6 
pLA2.5–1 
pLA2.5–2 

2500 
2500 
2500 
2500 
2500 
2500 
2500 
2500 
2500 
2500 
2500 

800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 
800, 1700 

– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 

– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 

2 pLP3.0–1 
pLP3.0–2 
pLP3.0–3 
pLP3.0–5 
pLL3.0–1 
pLL3.0–3 

3000 
3000 
3000 
3000 
3000 
3000 

500, 600, 1900 
500, 600, 1900 
500, 600, 1900 
500, 600, 1900 
500, 600, 1900 
500, 600, 1900 

– 
– 
– 
– 
– 
– 

– 
– 
– 
– 
– 
– 

3 pLA3.0–1 3000 600, 1000, 1400 – – 
4 pLL3.5–1 

pLA3.5–1 
3500 
3500 

800, 2700 
800, 2700 

– 
– 

– 
– 

5 pLP2.5–4 
pLP2.5–5 
pLP2.5–6 
pLP2.5–9 
pLL2.5–1 
pLL2.5–4 
pLP3.0–4 
pLP3.0–6 
pLL3.0–2 

2500 
2500 
2500 
2500 
2500 
2500 
3000 
3000 
3000 

– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 

600, 1900 
600, 1900 
600, 1900 
600, 1900 
600, 1900 
600, 1900 
600, 1900 
600, 1900 
600, 1900 

– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
– 

6 pLC3.0–1 3000 – – 500, 2500 
7 pLP2.5–8 

pLP2.5–10 
2500 
2500 

700, 1800 
700, 1800 

200, 2300 
200, 2300 

– 
– 

8 pLP15–1 
pLP15–2 

15000 
15000 

1100, 1500, 2500, 9900 – 1800, 3300, 9900 

 
 

 
 
 
Figure 1 Plasmid profile of Lactobacillus spp.: lane 1 molecular mass marker 1 kb plus, lane 2 L. plantarum Lp72/29, lane 3 L. plantarum Lp72/12, lane 4 L. 
plantarum Lp96/14, lane 5 L. lactis LlPR03, lane 6 L. lactis LlPD01, lane 7 L. lactis LlPD06, lane 8 L. plantarum Lp72/27, lane 9 L. plantarum Lp96/17, lane 
10 L. acidophillus LacKS01 
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Figure 2 Restriction pattern of Lactobacillus plasmids, (A) lane 2 HindIII digested pLP2.5–1 plasmid, lane 3 HindIII digested pLL2.5–2, lane 3 HindIII digested 
pLA2.5–1, (B) lane 2 pLP3.0–2 (uncut), lane 3 HindIII digested pLP3.0–1, lane 4 HindIII digested pLL3.0–1, (C) lane 2 HindIII digested pLP15–1, lane 3 BamHI 
digested pLP15–1, and lane 1 of all molecular mass marker Lamda DNA HindIII  

 
วิจารณ์ผลการวิจัย 

การศึกษานี้สามารถคัดแยกพลาสมิดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย
จีนัส Lactobacillus ด้วยวิธี alkaline–detergent lysis ซึ่งเป็นวิธี
ม าตรฐ านของการสก ั ดพลาสม ิ ดด ี เ อ ็ น เอจ าก แบคท ี เ รี ย 
Lactobacillus (Lin et al., 2001; Jie et al., 2017) และดัดแปลง
ขั ้นตอนการทำบริส ุทธ ิ ์พลาสม ิดด ีเอ ็น เอด้วย QIAprep spin 
miniprep kit (Weber et al., 1998) พบพลาสมิดดีเอ็นเอได้ท้ังหมด 
3 4  พล า ส มิ ด  จ า ก แบค ที เ รี ย  L. plantarum, L. lactis, L. 
acidophilus และ L. casei มีขนาดตั้งแต่ 2.5 – 15 kb พลาสมิดดี
เอ็นเอสูงสุดจำนวน 3 พลาสมิดต่อไอโซเลต จากแบคทีเรีย L. 
plantarum (Lp72/29 และ Lp120/31) และ L. lactis (LlPR03) 
แสดงถึงความหลากหลายต่ำเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานก่อนหน้า 
เช่น พลาสมิดดีเอ็นเอของ L. plantarum strain 16 มีจำนวนมากถึง 
10 พลาสมิด (pLp16A – pLp16L) ขนาดตั้งแต่ 6.46 – 74.08 kb 
(Crowley et al., 2013) L. plantarum ไอโซเลต A15, F31, F32, 
F33, F34 และ F35 คัดแยกจากตัวอย่างแหนมของประเทศไทยมี  
พลาสมิดดีเอ็นเอจำนวน 6 – 8 พลาสมิดต่อไอโซเลต มีขนาดตั้งแต่ 1 
– 19.3  kb (Auputinan et al., 2011) พลาสม ิดด ีเอ็นเอของ L. 
reuteri KCTC 3678 พบทั ้งหมด 6 (Moon et al., 2008) และ L. 
plantarum WCFS1  พบ  3  พล า ส ม ิ ด  ไ ด ้ แ ก ่  pWCFS1 01 , 
pWCFS102 และ pWCFS103 ขนาด 1.917, 2.365 และ 36.07 kb 
(Kranenburg et al., 2005) เป็นต้น แบคทีเรียที ่คัดแยกได ้จาก
การศึกษานี้ส่วนใหญ่มีพลาสมิดเพียง 1 หรือ 2 พลาสมิดต่อไอโซเลต 
สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้า เช่น แบคทีเรีย L. acidophilus คัด
แยกจากนมหมักของประเทศปากีสถานมีพลาสมิดดีเอ็นเอเพียง 2 
พลาสมิด ขนาด 2.3 และ 23 kb แบคทีเรีย L. casei พบพลาสมิดดี
เอ็นเอเพียง 1 พลาสมิดต่อไอโซเลต ขนาด 6.5 และ 20 kb ตามลำดับ 
(Soomro & Masud, 2007) L. acidipiscis ACA–DC 1533 พบ 
พล า ส ม ิ ด  pLAC1  ขน า ด  3 . 5  kb (Asterie et al., 2 0 1 0 )  L. 
plantarum NC7 พบพลาสมิด p256 ขนาด 7.2 kb (Sorvig et al., 
2005) และ L. sakei RV332 พบพลาสมิด pRV500 ขนาด 13 kb 
(Alpert et al., 2003) เป ็นต ้น ทั ้งน ี ้ความแตกต่างของจำนวน    
พลาสมิดในแบคทีเรียอาจเป็นเพราะสภาพแวดล้อมท่ีอาศัยต่างกันจึง 

มียีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อสิ่งแวดล้อมต่างกัน เช่น ยีนท่ี
เก ี ่ยวข้องก ับการเมทาบอล ิซ ึม (promoting growth trait) ยีน
ต้านทานความเครียดจากสิ ่งแวดล้อม (environmental stress 
resistant genes) และยีนของการสร้างแบคเทอริโอซิน (bacteriocin 
production gene) ส่วนใหญ่ยีนเหล่านี้มีตำแหน่งอยู่บนพลาสมิดดี
เอ็นเอ (Mills et al., 2006) 

พลาสมิดดีเอ็นเอที่แยกได้มีความแตกต่างของตำแหน่งจดจำ
ของเอนไซม ์ต ัดจำเพาะ 3 ชน ิด ค ือ EcoRI (GAATTC), HindIII 
(AAGCTT) และ BamHI (GGATCC) เป็นเอนไซม์ที่มีตำแหน่งจดจำ
แบบ 6 นิวคลีโอไทด์ (6 cutter) มีรายงานการใช้เอนไซม์ท้ังสามชนิด
ในการศึกษาความหลากหลายของพลาสมิดดีเอ็นเอของแบคทีเ รีย 
Vibrio anguillarum (Pedersen et al., 1996) จากการวิเคราะห์
พบความแตกต่างของการตัดทั้งหมด 8 รูปแบบ แบ่งเป็นมีตำแหน่ง
จดจำของเอนไซม์เพียงชนิดเดียว คือ HindIII (4 รูปแบบ) EcoRI  
(1 รูปแบบ) และ BamHI (1 รูปแบบ) และมีตำแหน่งจดจำของ
เอนไซม์ 2 ชนิด คือ HindIII กับ EcoRI (1 รูปแบบ) และ HindIII  
กับ BamHI (1 ร ูปแบบ) แสดงให้เห ็นว ่าพลาสม ิดด ีเอ ็นเอของ
แบคทีเร ีย Lactobacillus ม ีลำดับน ิวคล ีโอไทด์ท ี ่แตกต่างกัน 
สอดคล้องกับในปัจจุบันมีการรายงานลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด
ดีเอ็นเอไว้มากกว่า 50 ชนิด (Gao et al., 2011; Siezen et al., 
2010; Panya et al., 2012) 
 
สรุปผลการวิจัย 

พลาสม ิดด ี เอ ็น เอจากแบคท ีเร ีย Lactobacillus spp. 
คัดแยกได้จากอาหารหมักท้องถิ ่นของภาคใต้ มีทั ้งหมด 4 ขนาด  
คือ 2.5, 3.0, 3.5 และ 15 kb แบคทีเรีย L. plantarum และ L. 
lactis เป็นสายพันธุ์ท่ีพบพลาสมิดดีเอ็นเอมากที่สุด มีจำนวน 1 ถึง 3 
พลาสมิดต่อไอโซเลต มีความหลากหลายของลำดับนิวคลีโอไทด์
โดยเฉพาะตำแหน่งจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะ EcoRI, HindIII และ 
BamHI แตกต่างกันท้ังหมด 8 รูปแบบ อย่างไรก็ตามต้องมีการศึกษา
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดดีเอ็นเอ วิเคราะห์ตำแหน่งของยีนบน 
พลาสมิดและประเมินความปลอดภัยของพลาสมิดดีเอ็นเอก่อน จึงจะ
ระบุได้ว่าพลาสมิดเหล่านี้สามารถใช้สำหรับการผลิตโปรตีนลูกผสม 
ในแบคทีเรียเกรดอาหารได้ 
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กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากกองทุนส่งเสริมวิทยาศาสตร์ 

วิจัยและนวัตกรรมประจำปีงบประมาณ พ.ศ. 2564 และขอขอบคุณ
สถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยทักษิณ 
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A B S T R A C T  
Lactobacillus is lactic acid bacteria (LAB), which have been found in various fermented foods. 

Recently, Lactobacillus was used as a host–cell bacteria to produce the recombinant protein. 

These proteins were antigens that could produce the immunity against several diseases. 

Additionally, antigen–producing Lactobacillus could use directly as edible vaccine via mixing 

with feed and drinking water, reducing the protein purification process. DNA plasmids of 

Lactobacillus were specific and different with plasmid of gram’s negative bacteria. The novel 

DNA plasmids were found and developed. The most of those plasmid DNA are patented in many 

countries. The aims of this research were to isolate and classify the DNA plasmids of 

Lactobacillus isolated from traditional fermented foods sampling around Southern area of 

Thailand namely Pla–som, Pla–duk–ra, Pla–pang–dang, Kung–som and Nham–hed. The twenty  

of eighty–nine isolates were isolated DNA plasmid. A total thirty– four DNA plasmids were 

found in L. plantarum, L. lactis, L. acidophilus and L. casei. There were one to three DNA 

plasmids per isolate, with DNA plasmid sizes ranging between 2.5 to 15 kb. Restriction fragment 

length polymorphism (RFLP) identification revealed that all DNA plasmids had eight distinct 

enzyme recognition sites for EcoRI, HindIII and BamHI. 
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