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ไซยาโนแบคทเีรยี (สาหร่ายสเีขยีวแกมน�า้เงนิ) และจลุสาหร่าย มศีกัยภาพสงูในการประยกุต์
ใช้ต่าง ๆ  เช่น เป็นอาหารของคน อาหารเสริมของสัตว์ ปุ๋ยชีวภาพ ผลิตภัณฑ์มูลค่าสูง และเชื้อเพลิง
ชวีภาพ เป็นต้น “ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่าย : พนัธศุาสตร์ระดับโมเลกลุและเทคโนโลยชีวีภาพ” 
เป็นหนงัสอืทีร่วบรวมเนือ้หาเกีย่วกบัการประยกุต์ใช้ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายด้านเทคโนโลยี
ชีวภาพ ที่ใช้องค์ความรู้พันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล แสดงให้เห็นถึงแนวคิดและความหลากหลายของ
เทคโนโลยีที่มีการรายงานในปัจจุบัน รวมทั้งชี้ให้เห็นถึงการพัฒนาที่เป็นไปได้ในอนาคต

• กล่าวถึง :
  - ศาสตร์โอมิกส์ (omics) ต่าง ๆ ของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย เช่น จีโนมิกส์ 

(genomics) โปรตีโอมิกส์ (proteomics) และเมแทบอโลมิกส์ (metabolomics)
  - การปรับปรุงพันธุ์ให้ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายเป็น “โรงงาน” ส�าหรับผลิต

สารธรรมชาติใหม่ ๆ ในเชิงพาณิชย์ โดยใช้วิศวกรรมเมแทบอลิก (metabolic 
engineering) และพันธุวิศวกรรม (genetic engineering)

  - การผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพจากไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย

• เหมาะส�าหรับนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา นักวิจัย และนักวิชาการ
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ค�าน�า

มคีวามสนใจเป็นอนัมากในการนำาไซยาโนแบคทีเรยี (cyanobacteria) หรอืสาหร่ายสเีขียว

แกมนำา้เงิน (blue green algae) และจลุสาหร่าย (microalgae) มาใช้ประโยชน์ต่าง ๆ  เช่น เป็นอาหาร

ของคน อาหารเสริมของสตัว์ ปุย๋ชวีภาพ ผลติภณัฑ์มลูค่าสงู และเชือ้เพลงิชวีภาพ เป็นต้น เนือ่งจาก 

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายสร้างอาหารได้เองจากการสังเคราะห์แสง จึงต้องการเพียงแสง 

คาร์บอนไดออกไซด์ และแร่ธาตุเพยีงเลก็น้อย (trace elements) ท้ังไม่ต้องใช้ท่ีดนิในการเพาะเลีย้ง  

ให้ผลผลิตชีวมวลสูง และที่สำาคัญคือเป็นแหล่งของสารเคมีหลากหลาย แม้ไซยาโนแบคทีเรีย 

เป็นโพรแคริโอต (prokaryote) และจลุสาหร่ายเป็นยแูครโิอต (eukaryote) แต่ทัง้คูม่กัเจรญิเตบิโต

ผสมปนกนัในธรรมชาต ินอกจากนี ้วธิกีารเพาะเลีย้งและการนำาไปใช้ประโยชน์กค็ล้ายกนั ปัจจบุนั

จึงมักรวมการศึกษาไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายเข้าด้วยกัน อย่างไรก็ดี สายพันธุ์ที่ใช้ศึกษา

วจิยัมน้ีอยมาก มกัใช้สายพนัธุต้์นแบบ (model) จงึทำาให้ความรูพ้ืน้ฐานเกีย่วกบัไซยาโนแบคทเีรยี

และจุลสาหร่ายมีอย่างจำากัด ในช่วงสิบปีที่ผ่านมา ท่ัวโลกมีการวิจัยอย่างมากเกี่ยวกับการใช้ 

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายสำาหรับผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuel) ส่งผลให้เกิดการตื่นตัว 

ในการพฒันาเทคโนโลยชีวีภาพของไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่าย ความก้าวหน้าด้านเทคโนโลย ี

ที่ให้ข้อมูลสูง (high-throughput data) และชีวสารสนเทศ (bioinformatics) ช่วยวิเคราะห ์

ข้อมลูจำานวนมากได้ในเวลาอนัรวดเรว็อย่างไม่เคยปรากฏมาก่อน ทำาให้เกดิศาสตร์โอมกิส์ (omics) 

ซึง่นำาไปสู่ความรู้ความเข้าใจในกระบวนการสงัเคราะห์สารชวีโมเลกลุ (biomolecules) ในไซยาโน 

แบคทีเรียและจุลสาหร่าย ทำาให้มีความเป็นไปได้ท่ีจะปรับปรุงพันธุ์ให้ไซยาโนแบคทีเรียและ 

จุลสาหร่ายเป็น “โรงงาน” สำาหรับผลิตสารธรรมชาติใหม่ ๆ ในเชิงพาณิชย์มากข้ึน จึงเป็นเวลา

อันเหมาะสมในการเขียนหนังสือ “ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย : พันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล

และเทคโนโลยีชีวภาพ”

ก



หนังสือเล่มนี้ ผู้เขียนได้รวบรวมเนื้อหาเกี่ยวกับการประยุกต์ใช้ไซยาโนแบคทีเรียและ

จุลสาหร่ายด้านเทคโนโลยีชีวภาพที่ใช้องค์ความรู้พันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล ผู้เขียนได้แสดงให้

เห็นถึงแนวคิดและความหลากหลายของเทคโนโลยีท่ีมีการรายงานในปัจจุบัน รวมท้ังช้ีให้เห็นถึง 

การพัฒนาที่เป็นไปได้ในอนาคต หนังสือเล่มน้ีแบ่งเป็นหกบท บทท่ีหนึ่งกล่าวถึงข้อมูลท่ัวไป

เก่ียวกับไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย การจำาแนก การเพาะเลี้ยง และการประยุกต์ใช้ทาง

เทคโนโลยชีวีภาพ บททีส่องกล่าวถงึโอมกิส์ (omics) ของไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายสำาหรบั 

เทคโนโลยีชีวภาพ เช่น จีโนมิกส์ (genomics) ทรานสคริปโตมิกส์ (transcriptomics)  

โปรตโีอมกิส์ (proteomics) และเมแทบอโลมกิส์ (metabolomics) เป็นต้น การปรบัปรงุพนัธุด้์วย 

โอมิกส์และวิศวกรรมเมแทบอลิก (metabolic engineering) ที่นำาไปสู่การค้นพบผลิตภัณฑ์ 

ธรรมชาติใหม่ ๆ เพื่อประยุกต์ใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพ เนื่องจากการปรับปรุงพันธุ์ด้วยวิศวกรรม 

เมแทบอลิก จำาเป็นต้องใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) เข้าร่วมด้วย  

ในบทที่สามจึงได้กล่าวถึงพันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรีย ชีววิทยาสังเคราะห์ การควบคุมการ

แสดงออกของยนี องค์ประกอบของพนัธวุศิวกรรมในไซยาโนแบคทเีรยี และการประยกุต์ใช้ไซยาโน

แบคทเีรียดดัแปรพนัธกุรรม บททีส่ีก่ล่าวถงึพนัธวุศิวกรรมในจลุสาหร่าย การควบคมุการแสดงออก

ของยีน องค์ประกอบของพนัธวุศิวกรรมทัง้ในนวิเคลยีสและคลอโรพลาสต์ของจลุสาหร่าย และการ 

ประยุกต์ใช้จุลสาหร่ายดัดแปรพันธุกรรม บทที่ห้ากล่าวถึงเชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuel) จากไซยาโน 

แบคทีเรียและจุลสาหร่าย การใช้พันธุวิศวกรรมในวิถีเมเเทบอลิกของไซยาโนแบคทีเรียหรือ 

จุลสาหร่ายเพื่อผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพต่าง ๆ เช่น ไฮโดรเจน (hydrogen) เอทานอล (ethanol) 

แอลเคน (alkane) และ ไบโอดีเซล (biodiesel) เป็นต้น และบทที่หกกล่าวถึงแนวโน้มในอนาคต 

การวิจัยและพัฒนาไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย เพื่อให้ผลิตภัณฑ์ท่ีได้สามารถแข่งขันในเชิง 

พาณชิย์ การคดัเลอืกและการปรับปรุงสายพันธุ ์การเพาะเลีย้งและการเก็บเก่ียวชีวมวล และการผลติ 

สารต่าง ๆ จากชีวมวลด้วยระบบโรงกลั่นชีวภาพ (biorefinery) นอกจากนี้ ยังมีข้อมูลผลงานวิจัย

ของผู้เขียน แทรกอยู่ในเนื้อหาส่วนต่าง ๆ รวมทั้งใช้เป็นกรณีศึกษาในบทที่สาม สี่ และห้า

ผู้เขียนขอแสดงความกตัญญูต่อบุพการีและครูอาจารย์ทุกท่าน ผู้สนับสนุนให้ใฝ่รู้จนเกิด

ความงอกงามทางปัญญา ขอกราบขอบพระคณุ ศาสตราจารย์ ดร.มรกต ตนัตเิจรญิ ทีใ่ห้คำาปรกึษา 

และคำาแนะนำาในการปรับปรุงเพิ่มเติมจนทำาให้หนังสือเล่มนี้เสร็จสมบูรณ์ ขอขอบพระคุณ  

รองศาสตราจารย์ ดร.วราภรณ์ อคัรปทมุวงศ์ ทีใ่ห้กำาลงัใจและสละเวลาช่วยอ่านและแก้ไขเพิม่เตมิ 

ขอขอบคุณนักศึกษา ผู้ช่วยวิจัย ผู้ร่วมงาน และอาจารย์ทุกท่าน ที่มีส่วนสำาคัญในการขับเคลื่อน

งานวิจัยของผู้เขียนให้มีความก้าวหน้า จนทำาให้ค้นพบองค์ความรู้และประมวลมาถ่ายทอดเป็น

หนังสือเล่มนี้

ข
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1.1 บทน�ำ

สาหร่าย (algae) มีการน�ามาใช้ประโยชน์ด้านต่าง ๆ เช่น เป็นอาหารคน อาหารสัตว์ 

การบ�าบัดน�้าเสีย ปุ๋ยชีวภาพ และสารสี (pigment) เป็นต้น ทั้งนี้เพราะสาหร่ายสร้างอาหาร 

ได้เองจากการสังเคราะห์แสงโดยใช้คลอโรฟิลล์เอ (chlorophyll a) แล้วคายออกซิเจน (oxygen 

evolved photosynthesis) จึงต้องการเพียงแสง คาร์บอนไดออกไซด์ และแร่ธาตุเพียงเล็กน้อย 

(trace elements) ทั้งไม่ต้องใช้ที่ดินในการเพาะเลี้ยง สาหร่ายแบ่งเป็น 2 พวกใหญ่ ๆ คือ พวก

โพรแคริโอต (prokaryote) ได้แก่ สาหร่ายสีเขียวแกมน�้าเงิน (blue green algae) หรือไซยาโน 

แบคทีเรีย (cyanobacteria) และพวกยูแคริโอต (eukaryote) ที่มีทั้งมหสาหร่าย (macroalgae) 

ซ่ึงมขีนาดใหญ่ และจุลสาหร่าย (microalgae) ซึง่มขีนาดเลก็มองไม่เหน็ด้วยตาเปล่า (microscopic 

algae) ในหนังสือเล่มนี้จะกล่าวเฉพาะสาหร่ายในกลุ่มไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายเท่านั้น

ไซยาโนแบคทเีรยีมลีกัษณะทีแ่ตกต่างกนั ได้แก่ พวกท่ีเป็นเซลล์เดีย่ว เช่น Synechocystis 

sp. และ Synechococcus sp. (ดังแสดงในรูปที่ 1-1) พวกท่ีอยู่เป็นกลุ่ม เช่น Xenococcus 

sp. พวกที่เป็นเส้นสาย เช่น Spirulina sp. และ Arthrospira sp. พวกที่เป็นเส้นสายบางสปีชีส์ 

(species) เช่น Calothrix sp. และ Nostoc sp. ยังมีเซลล์หลายรูปแบบเพื่อตอบสนองต่อสภาวะ 

แวดล้อม ได้แก่ เซลล์อะคินีต (akinete) ซึ่งเป็นสปอร์ (spore) ที่ทนต่อสภาวะแวดล้อม 

ไม่เหมาะสม และเซลล์เฮเทอโรซิสต์ (heterocyst) ส�าหรับตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixation) 

เป็นต้น [1] (ดูตารางที่ 1-1) 

บทที่ 1
ข้อมูลทั่วไปเกี่ยวกับไซยำโนแบคทีเรีย 

และจุลสำหร่ำย



2

ไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย : พันธุศำสตร์ระดับโมเลกุลและเทคโนโลยีชีวภำพ

รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

จุลสาหร่ายเป็นยูแคริโอตเซลล์เดียว บางชนิดมีสีเขียว (Chlorophyta) สีแดง 

(Rhodophyta) หรือสีน�้าตาล (Cryptophyta) บางชนิดมีแฟลเจลลา (flagella) เซลล์อยู่กัน 

หลายลักษณะ พวกที่เป็นเซลล์เดี่ยว เช่น Chlamydomonas sp. และ Neochloris sp. (ดังแสดง

ในรูปที่ 1-2) พวกที่เป็นเส้นสาย เช่น Chaetophora sp. และ Oedogonium sp. พวกที่รวมกลุ่ม  

เช่น Volvox sp. และ Botryococcus sp. เป็นต้น นอกจากนี้ยังรวมถึงพวกที่คล้ายเซลล์พืช 

และสัตว์ (Euglenophyta) และพวกไดอะตอม (diatom) [2] (ดูตารางที่ 1-2)

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายมีบทบาทช่วยลดคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงเป็นสาเหตุ

ส�าคัญของภาวะโลกร้อน (global warming) เนื่องจากพิโกไซยาโนแบคทีเรียทะเล (marine 

picocyanobacteria) ได้แก่ Synechococcus sp. และ Prochlorococcus sp. ตรึง

คาร์บอนไดออกไซด์ส่วนใหญ่ของมหาสมุทร เพื่อใช้ในกระบวนการสังเคราะห์แสง แล้วคาย

ออกซิเจนให้โลก [3] นอกจากนีไ้ซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายสามารถกกัเกบ็ (sequestration) 

คาร์บอนไดออกไซด์จากโรงงานอุตสาหกรรม แล้วให้ผลผลิต เช่น เช้ือเพลิงชีวภาพ (biofuel)  

และเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolites) อื่น ๆ ที่น่าสนใจ เป็นต้น [4]

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายมักเจริญเติบโตผสมปนกันในธรรมชาติ พบได้ในแทบ 

ทุกสภาพแวดล้อม เช่น ในดิน น�้าจืด น�้ากร่อย น�้าเค็ม น�้าพุร้อน และหิมะ เป็นต้น นอกจากนี้ยังมี 

วิธีการเพาะเลี้ยงและการน�าไปใช้ประโยชน์ที่คล้ายกัน การศึกษาจุลสาหร่ายในปัจจุบัน จึงรวม 

ไซยาโนแบคทีเรียเข้าไปด้วย ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายมีความหลากหลาย (biodiversity) 

มาก ไซยาโนแบคทีเรียที่ค้นพบแล้วมีประมาณ 2,000 สปีชีส์และแบ่งเป็น 150 เจเนอรา (genera)  

ส่วนจลุสาหร่ายนัน้คาดว่ามปีระมาณ 200,000 ถงึหลายล้านสปีชีส์ [5] ดงันัน้ ไซยาโนแบคทีเรยีและ 

จุลสาหร่ายจึงมีองค์ประกอบทางเคมีของเซลล์ที่หลากหลายด้วย เป็นจุลชีพท่ีเป็นไปได้มากท่ีสุด 

กลุม่หน่ึงทีจ่ะเป็นแหล่งของสารเคมมีลูค่าสงู ผลติภณัฑ์ใหม่ ๆ  และการประยกุต์ทางเทคโนโลยชีีวภาพ  

[2, 5] การใช้ทางเทคโนโลยชีวีภาพให้ประสบความส�าเรจ็นัน้ ปัจจยัส�าคญัอยูท่ีก่ารเลอืกใช้สายพนัธุ์

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมต่อสภาวะท่ีใช้เพาะเลี้ยงและให้ผลผลิต

ตามต้องการ อย่างไรกด็ ีมไีซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายจ�านวนน้อยมากทีไ่ด้ส�ารวจและศกึษา  

ในบทนี้จะขอกล่าวถึงไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย ในแง่ของการจ�าแนก การเพาะเลี้ยง  

และการประยุกต์ใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพ 
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ข้อมูลทั่วไปเกี่ยวกับไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย

รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

รูปที่ 1-1 ไซยาโนแบคทีเรีย Synechococcus elongatus PCC 7942

(ก) โครงสร้างของเซลล์ T: thylakoid membrane; P: polyphosphate granule; C: carboxysome 

shell; N: nucleoid ข้อมูลจาก [6, 7]

(ข) เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

(ค) เซลล์เจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวและแข็ง สามารถแยกเป็นโคโลนี (colony) เดี่ยว 

บนอาหารแข็ง

ที่มา: ภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

(ก)

(ข)

(ค)
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ไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย : พันธุศำสตร์ระดับโมเลกุลและเทคโนโลยีชีวภำพ

รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

รูปที่ 1-2 จุลสาหร่าย Neochloris oleoabundans

(ก) โครงสร้างของเซลล์ C: chloroplast; P: pyrenoid; M: mitochondrion; N: nucleus ข้อมลูจาก [8]

(ข) เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

(ค) เซลล์เจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวและแข็ง สามารถแยกเป็นโคโลนีเดี่ยวบนอาหารแข็ง 

ที่มา: ภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

(ก)

(ข)

(ค)
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ข้อมูลทั่วไปเกี่ยวกับไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย

รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

1.2 กำรจ�ำแนกไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย 

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายมีความหลากหลายมาก ซึ่งอาจมากกว่าพืชชั้นสูงหรือ

สัตว์ [2] และยังมีอีกมากที่ยังไม่ได้ส�ารวจ อนุกรมวิธาน (taxonomy) ของไซยาโนแบคทีเรียและ

จลุสาหร่ายมกีารจ�าแนกไว้แตกต่างกนัหลายแบบโดยใช้ฟีโนไทป์ (phenotype) ปัจจบุนัใช้เทคนคิ 

ทางพนัธศุาสตร์ระดบัโมเลกลุ เช่น การใช้ล�าดบัของยนีสร้าง 16S rRNA (ส�าหรบัไซยาโนแบคทีเรยี) 18S 

rRNA และ 28S rRNA (ส�าหรบัจุลสาหร่าย) เพือ่จัดท�าแผนภมูวิวิฒันาการชาตพินัธุ ์(phylogenetic  

tree) ท�าให้มกีารปรบัเปลีย่นอนกุรมวธิานของไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายอยูบ่่อย ๆ  และยงั

มปีระเดน็ทีเ่ป็นปัญหาไม่เหน็พ้องกนั [2, 9-12] จงึอาจท�าให้เกดิความสบัสนได้ ในทีน่ีจ้ะเสนอการ

จ�าแนกไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย (ยกเว้นมหสาหร่าย) โดยใช้ฟีโนไทป์พอสังเขป (ตารางที่ 

1-1 และ 1-2) ส่วน Prochlorophyta (ในตารางที่ 1-1) เป็นโพรแคริโอต แต่แตกต่างจากไซยาโน

แบคทีเรียตรงที่มีคลอโรฟิลล์เอและบี (chlorophyll a, b) เช่นเดียวกับจุลสาหร่ายยูแคริโอตและ

พืชชั้นสูง ด�ารงชีวิตล่องลอยอยู่ในมวลน�้าเป็นแพลงก์ตอน (plankton) เช่น Prochlorothrix sp. 

และ Prochlorococcus sp. เป็นต้น [13] 

ตารางที่ 1-1 การจ�าแนกไซยาโนแบคทีเรียและตัวอย่างสายพันธุ์ส�าหรับเทคโนโลยีชีวภาพ

ที่มา: ตารางโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

Division Major group e.g. genera/used for biotechnology

Cyanobacteriaa

(Cyanophyta, 

blue-green algae)

• Chroococcales

(unicellular) 

• Pleurocapsales

(unicellular and 

aggregate-forming)

• Oscillatoriales

(filamentous; no 

specialized cells)

• Synechococcus elongatus PCC 7942c 

and Synechocystis sp. PCC 6803 used 

as model system

• Xenococcus sp.; none exploited for 

biotechnology 

• Spirulina sp. and Arthrospira sp.d rich 

in g-linolenic acid and protein used as 

food and animal feed
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รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

Division Major group e.g. genera/used for biotechnology

Prochlorophytab

• Nostocales

(filamentous; 

specialized cells: 

heterocysts,  

akinetes)

• Stigonematales

(filamentous; 

branched; 

specialized cells: 

heterocysts, akinetes 

and motile, gliding 

hormonogia)

• Prochlorales 

(artificial group; 

coccoid and 

filamentous; free-

living chloroplast)

• Anabaena sp., Calothrix sp. and 

Nostoc sp. used as biofertilizer [2]; 

Nostoc muscorum and Aulosira 

fertilissima used for poly-3-

hydroxybutyrate production [14, 15]

• Fischerella sp.; none exploited for 

biotechnology

• Prochlorothrix sp. and 

Prochlorococcus sp.; none exploited 

for biotechnology

a :  ข้อมูลจาก [1, 16] 
b :  ข้อมูลจาก [13]
c :  ชื่อเดิม Anacystis nidulans R2 ต่อมาเปลี่ยนเป็น Synechococcus sp. PCC 7942 ปัจจุบัน 

เปลี่ยนเป็น Synechococcus elongatus PCC 7942 
d :  Spirulina platensis และ Spirulina maxima ได้เปลี่ยนชื่อเป็น Arthrospira platensis และ 

Arthrospira maxima ตามล�าดับ ในหนังสือเล่มนี้จึงขอใช้ Arthrospira sp. แทน Spirulina sp. 

ที่เป็นอาหาร

(ต่อ)
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ข้อมูลทั่วไปเกี่ยวกับไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย

รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

ตารางที่ 1-2 การจ�าแนกจุลสาหร่ายและสายพันธุ์ที่ส�าคัญส�าหรับเทคโนโลยีชีวภาพ

ที่มา: ตารางโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

Divisiona Major groupa Important genera for biotechnologyb

Chlorophyta

(green algae)

Rhodophyta

(red algae)

• Prasinophyceae

(flagellated unicells)

• Chlorophyceae

(unicells or

filamentous 

microalgae)

• Ulvophyceae

(filamentous 

microalgae)

• Charophyceae

(filamentous 

microalgae)

• Bangiophycidae

(microalgae)

• Tetraselmis sp., Pyramimonas sp. 

and Micromonas sp. used as feed for 

mollusk larvae

• Dunaliella salina used for β-carotene 

production; Haematococcus pluvialis 

used for astaxanthin production; 

Chlamydomonas sp., Chlorella sp., 

Scenedesmus sp. and Nannochloris sp.  

used commercially in aquaculture; 

Chlamydomonas reinhardtii used 

as a model system; Neochloris 

oleoabundans used as feedstock for 

biodiesel

• None exploited for biotechnology

• None exploited for biotechnology

• Porphyridium sp. used for the 

production of arachidonic acid, 

pigments (phycocyanin and 

phycoerythrin), and extracellular 

polysaccharides
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รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

Divisiona Major groupa Important genera for biotechnologyb

Glaucophyta

Euglenophyta

Cryptophyta

(reddish brown 

algae) 

Pyrrhophyta

(dinoflagellata)

Chromophyta

(heterokont  

algae)

• (flagellated unicells)

• plant-like and

animal-like 

characteristics 

(flagellated unicells)

• (unicells)

• (flagellated unicells)

• Prymnesiophyceae 

or Haptophytes

(yellow-green to

brownish algae,

flagellated or

coccoid unicells)

• Xanthophyceae

(yellow-green algae,

unicells or

filamentous cells)

• Chrysophyceae

(golden-brown  

algae, flagellated 

unicells)

• Eustigmatophyceae

(coccoid unicells)

• None exploited for biotechnology

• None exploited for biotechnology

• None exploited for biotechnology

• Gymnodinium sp. containing high 

concentration of docosahexaenoic 

acid (DHA) used as feed in aquaculture

• None exploited for biotechnology

• None exploited for biotechnology

• None exploited for biotechnology

• Nannochloropsis sp. containing high 

concentration of eicosapentaenoic 

acid (EPA) used as feed in aquaculture

(ต่อ)
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Divisiona Major groupa Important genera for biotechnologyb

• Bacillariophyceae

(diatoms)

• Phaeodactylum sp., Nitzschia sp. 

and Thalassiosira sp. containing high 

concentration of EPA used as feed in 

aquaculture

a :  แสดงเฉพาะที่เป็นจุลสาหร่ายเท่านั้น ข้อมูลจาก [2]
b :  ข้อมูลจาก [11]

1.3 กำรเพำะเลี้ยงไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย 

เน่ืองจากไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายใช้พลงังานแสงในกระบวนการสงัเคราะห์แสง

อย่างมีประสิทธิภาพ จึงมีผลผลิตชีวมวลต่อหน่วยพื้นที่สูงกว่าการปลูกพืชบกทั่วไป ในธรรมชาต ิ

มกัพบไซยาโนแบคทเีรยีและจุลสาหร่ายหลากหลายชนดิเจรญิเตบิโตผสมปนกนั จงึจ�าเป็นต้องแยก

ให้ได้เชือ้บรสุิทธิ ์(pure culture) ก่อนน�ามาเพาะเลีย้งเพือ่การศกึษา เช่น สณัฐานวทิยา สรรีวทิยา 

การเจริญ และชีวเคมี เป็นต้น การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายมีปัจจัยท่ีควร 

ค�านึง ได้แก่ แสง อณุหภมู ิคาร์บอนไดออกไซด์ อาหาร และน�า้ ซึง่มแีหล่งทีม่าหลากหลายดงัแสดง

ในรูปที่ 1-3 ส่วนสูตรอาหารที่ใช้สารเคมีเพื่อเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายจะไม่กล่าวถึง

ในที่นี้ แต่สามารถดูรายละเอียดได้ใน Becker 1994 [17] การเพาะเลี้ยงท�าได้ตั้งแต่ขนาดเล็ก 

ในห้องปฏบิตักิารจนถงึขนาดใหญ่ระดบัอตุสาหกรรม การเพาะเลีย้งไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่าย 

ในระดับอุตสาหกรรมให้ประสบความส�าเร็จนั้น ต้องใช้เทคโนโลยีระดับสูงที่ผสมผสานระหว่าง

เทคโนโลยีการเกษตรและเทคโนโลยีการหมัก (fermentation technology) [17] ซึ่งโดยพื้นฐาน

แล้ววธิเีพาะเลีย้งแบ่งได้ 2 แบบ ได้แก่ ระบบปิดและระบบเปิด การเพาะเลีย้งระบบปิด เช่น เครือ่ง

ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบให้แสง (photobioreactor) ซึ่งเป็นถังหมัก (fermentor) ที่มีแสงและระบบ

ควบคมุต่าง ๆ  ทีซ่บัซ้อน ปิดกัน้จากสิง่แวดล้อมภายนอก เพือ่ป้องกนัการปนเป้ือนจากสารเคมหีรอื

สิง่มชีวีติอืน่ ๆ  และป้องกนัไม่ให้ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายทีป่นเป้ือนมาเจรญิเตบิโตแข่งกบั

ชนิดทีเ่พาะเลีย้งซึง่มกัไม่สามารถแข่งขนัได้ ระบบปิดนีม้กัใช้เพาะเลีย้งเพือ่ท�าผลติภณัฑ์มมีลูค่าสงู 

เช่น ไฟโคบิลินเกรดรีเอเจนต์ (reagent-grade phycobilin) หรือสารประกอบติดฉลากไอโซโทป

ที่ใช้ในงานวิจัย (isotopically-labeled research compounds) [2] เป็นต้น ส่วนการเพาะเลี้ยง 

ระบบเปิด เช่น บ่อน�้าวน (raceway pond) ขนาดใหญ่ เป็นบ่อเปิดท่ีสัมผัสกับอากาศโดยตรง  

(ต่อ)
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มกัใช้ระบบน้ีเพือ่เพาะเลีย้งส�าหรบัใช้ท�าผลติภณัฑ์อาหารเสรมิในคน เป็นส่วนผสมของอาหารสตัว์  

หรือใช้ในการบ�าบัดน�้าเสีย ทั้งนี้ขึ้นอยู ่กับการออกแบบทางวิศวกรรมของบ่อ นอกจากนี้ 

วิธีเพาะเลี้ยงยังแบ่งตามวัตถุดิบที่ใช้และการใช้ประโยชน์จากชีวมวลได้ 2 ระบบ ดังนี้

1) ระบบที่ใช้กระบวนการสะอาด ใช้เลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ของสายพันธุ์ที่คัดเลือกด้วยน�้า

สะอาด เตมิแร่ธาตอุาหารและแหล่งคาร์บอน (carbon source) ไซยาโนแบคทเีรยีหรอืจลุสาหร่าย

ท่ีได้มกัน�าไปใช้เป็นอาหารเสรมิในคน เช่น Arthrospira sp., Chlorella sp., Scenedesmus sp., 

Uronema sp., Coelastrum sp., Dunaliella sp. และ Porphyridium sp. เป็นต้น [17]

2) ระบบที่ใช้น�้าทิ้งหรือน�้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม โดยมิได้เติมแร่ธาตุอาหารหรือ

แหล่งคาร์บอน เป็นการบ�าบัดน�้าเสีย ชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรียหรือจุลสาหร่ายท่ีได้มักจะ

ผสมปนกันหลากหลาย มีแบคทีเรียปริมาณสูงและมักมีแพลงก์ตอนสัตว์ (zooplankton) ปนอยู่

ด้วย สายพันธุ์ที่ใช้เลี้ยงในระบบนี้ เช่น Oscillatoria sp., Micractinium sp., Oocystis sp., 

Chlamydomonas sp., Euglena sp. และ Ankistrodesmus sp. เป็นต้น [17]

1.4 กำรประยุกต์ไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย
เน่ืองจากไซยาโนแบคทเีรยีและจุลสาหร่ายมคีวามหลากหลาย แม้ส่วนใหญ่ยงัไม่ได้ส�ารวจ

เพื่อใช้ประโยชน์ (ดังแสดงในตารางที่ 1-1 และ 1-2) แต่ก็มีการน�าบางสายพันธุ์มาประยุกต์ใช้ทาง

เทคโนโลยีชีวภาพ (รูปที่ 1-3) ได้แก่

1.4.1 อาหารของคน

ปัจจบุนัมไีซยาโนแบคทเีรยีและจุลสาหร่ายเพยีงไม่กีส่ายพนัธุท่ี์น�าชีวมวลมาใช้เป็นอาหาร 

หรือเป็นอาหารเสรมิสขุภาพ เช่น ไซยาโนแบคทเีรยี Arthrospira sp. และ Nostoc sp. จลุสาหร่าย 

Chlorella sp. และ Dunaliella sp. และไดอะตอมทะเล Odontella aurita เป็นต้น แต่ที่

โดดเด่นและแพร่หลายได้แก่ Arthrospira sp. ซึ่งมีโปรตีนที่มีประโยชน์ดีเทียบเท่าเนื้อสัตว์และ

ผลิตภัณฑ์นม และดีกว่าผลิตภัณฑ์จากพืช มีกรดไขมันไม่อิ่มตัว g-linolenic acid (GLA) ทั้งยังมี

วิตามิน A และ B12 สูง [2] นอกจากนี้ Arthrospira sp. ยังช่วยการท�างานของระบบย่อยอาหาร 

โดยช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียมีประโยชน์ Lactobacillus acidophilus ดังนั้น

ในบางประเทศ เช่น เยอรมันมีการเติมชีวมวลหรือสารสกัดจาก Arthrospira sp. ในอาหาร เช่น 

พาสต้า (pasta) ขนมปังและเครื่องดื่ม [5] ส่วนประเทศไทยมีการเติมชีวมวล Arthrospira sp. 

ในอาหารและเครื่องดื่ม (บริษัทเอ็นเนอร์ไกอา http://energaia.com/) หรือใช้เป็นอาหารเสริม 

(บุญสมฟาร์มสาหร่ายเกลียวทอง http://www.boonsomfarm.com/) เป็นต้น
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รูปที่ 1-3 ปัจจัยส�าหรับการเพาะเลี้ยง และการประยุกต์ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย  

ข้อมูลจาก [5, 17]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

1.4.2 อาหารเสริมของสัตว์

เนื่องจากความต้องการหลีกเลี่ยงการใช้สารเคมีโดยเฉพาะยาปฏิชีวนะในการเลี้ยงสัตว์ 

จึงใช้ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายผสมในอาหารสตัว์เพือ่ส่งเสรมิให้สตัว์มสีขุภาพด ีอย่างไรกด็ี 

การใช้มักจ�ากัดอยู่เพียงสายพันธุ์ Arthrospira sp., Chlorella sp. และ Scenedesmus sp.  

ซึ่งช่วยเสริมภูมิต้านทานในสัตว์ที่เลี้ยงเพื่อเป็นอาหาร เช่น สัตว์ปีก สุกร และกระต่าย เป็นต้น [5] 

1.4.3 การเพาะเลี้ยงสัตว์น�้า

จลุสาหร่ายมคีวามส�าคัญอย่างยิง่ต่ออตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งสตัว์ทะเล ท่ีใช้เป็นอาหาร

คน เน่ืองจากอาหารสตูรส�าเรจ็ทีใ่ช้ในอตุสาหกรรมการเพาะเลีย้งมกัไม่เพยีงพอต่อการเจรญิเตบิโต

ของสัตว์ทะเล จงึต้องใส่จลุสาหร่ายเป็นอาหารเสรมิ เช่น จลุสาหร่ายทีใ่ห้กรดอะมโินทีส่�าคญั กรดไขมนั  

หรือให้แคโรทีนอยด์ (carotenoid) ส�าหรับการเพิ่มสีในผลิตภัณฑ์สุดท้าย เป็นต้น จุลสาหร่าย 

ที่นิยมใช้เลี้ยงหอย กุ้ง และปู เช่น Chaetoceros calcitrans, Skeletonema costatum และ 

Thalassiosira pseudonana ส่วน Nannochloropsis sp. นิยมใช้เลี้ยงโรติเฟอร์ (rotifer) เพื่อ

น�ามาเลี้ยงกุ้งและปลา [18] เป็นต้น นอกจากนี้ยังใช้ไซยาโนแบคทีเรีย Arthrospira sp. ผสมกับ

อาหารปลา เพื่อเร่งสีในปลาสวยงามบางชนิด
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1.4.4 ปุ๋ยชีวภาพ

ไซยาโนแบคทเีรยีหลายชนดิสามารถตรงึไนโตรเจนในอากาศมาใช้ในกระบวนการชวีเคม ี

ภายในเซลล์ จึงช่วยเพิ่มปุ๋ยไนโตรเจนให้แก่ดินในนาอย่างต่อเนื่องและช่วยเพิ่มผลผลิตข้าว  

ไซยาโนแบคทีเรียที่ใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพ (biofertilizer) เช่น Anabaena sp., Nostoc sp.,  

Calothrix sp., Aulosira sp., Tolypothrix sp. และ Scytonema sp. [2] เป็นต้น ประเทศไทย 

มีปุ๋ยอัลจินัว (Alginure) ที่ประกอบด้วย Anabaena sp., Calothrix sp. และ Nostoc sp.  

ส�าหรับนาข้าว (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย) 

1.4.5 การบ�าบัดน�้าเสีย

เนื่องจากออกซิเจนที่ได้จากการสังเคราะห์แสงของจุลสาหร่ายสามารถบ�าบัดน�้าเสีย 

จุลสาหร่ายจึงเป็นส่วนส�าคัญของระบบบ�าบัดต่าง ๆ ท่ีใช้บ�าบัดน�้าเสียจากครัวเรือนหรือโรงงาน

อุตสาหกรรม กลุ่มที่พบโดดเด่นในบ่อบ�าบัดมักเป็นจุลสาหร่ายสีเขียว (Chlorophyta) เช่น 

Ankistrodesmus sp., Chlorella sp. และ Scenedesmus sp. [2] เป็นต้น พวกจุลสาหร่าย

แพลงก์ตอนช่วยดูดซับและแยกโลหะหนักที่ปนอยู่ในน�้าเสีย ช่วยบ�าบัดน�้าให้สะอาดน�ากลับไปใช้ 

ได้ใหม่ [17] การเลีย้งจลุสาหร่ายโดยใช้ความร้อนหรอืคาร์บอนไดออกไซด์จากโรงงานอตุสาหกรรม 

[5] ช่วยลดการปล่อยก๊าซเรือนกระจกที่มีผลกระทบท�าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ 

นอกจากนี้ชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรีย เช่น Arthrospira sp. ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงด้วยน�้าเสีย

จากฟาร์มหมูสามารถใช้เป็นอาหารสัตว์ [19] 

1.4.6 ผลิตภัณฑ์มูลค่าสูง

ผลติภณัฑ์มลูค่าสงูจากไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายมอียูเ่ป็นจ�านวนมาก ทีม่ไิด้กล่าว

ในทีน้ี่ เช่น การใช้เป็นส่วนประกอบของเครือ่งเวชส�าอาง (cosmaceuticals) และการใช้บ�าบดัโรค 

(therapeutic) เป็นต้น ขอยกตัวอย่างผลิตภัณฑ์ดังนี้

1) แคโรทีนอยด์ 

แคโรทีนอยด์ธรรมชาติที่ได้จากจุลสาหร่ายส่วนใหญ่ประกอบด้วยบีตาแคโรทีน 

(β-carotene) และแอสตาแซนทีน (astaxanthin) บีตาแคโรทีนเป็นผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์ตัวแรก

ที่ผลิตจากจุลสาหร่าย โดยผลิตจากจุลสาหร่ายน�้าเค็มสีเขียวเซลล์เดี่ยว Dunaliella bardawil  

ซึ่งประกอบด้วยสองไอโซเมอร์ (isomer) ได้แก่ all-trans และ 9-cis ส่วนบีตาแคโรทีนสังเคราะห์ 

มีไอโซเมอร์ all-trans อย่างเดียว [20] บีตาแคโรทีนจาก D. bardawil มีมูลค่าสูงกว่าชนิด

สังเคราะห์ น�ามาใช้เป็นอาหารเสริมและเป็นสารตั้งต้นวิตามินเอ (vitamin A precursor) [21] 
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แอสตาแซนทีนที่ผลิตจากจุลสาหร่ายน�้าจืดสีเขียว Haematococcus pluvialis มีเพียง

สเตอริโอไอโซเมอร์ (stereoisomer) เดียวคอื (3S, 3’S) แต่แอสตาแซนทนีสงัเคราะห์ประกอบด้วย 

สามสเตอริโอไอโซเมอร์ ได้แก่ (3R, 3’R), (3R, 3’S) (meso) และ (3S, 3’S) [22] ปัจจุบัน 

แอสตาแซนทีนจาก H. pluvialis มีมูลค่าสูง ใช้เป็นโภชนเภสัช (nutraceutical) และสารต้าน

อนุมูลอิสระ (antioxidant) [21]

2) ไฟโคบิลิน

ไฟโคบิลิน (phycobilin) เป็นสารสี (pigment) ได้แก่ ไฟโคไซยานิน (phycocyanin)  

ไฟโคอริทิรนิ (phycoerythrin) และแอลโลไฟโคไซยานนิ (allophycocyanin) ซึง่พบในจลุสาหร่าย

ที่อยู่ในกลุ่ม Rhodophyta เช่น Porphyridium sp., Rhodella sp. และ Galdieria sp. รวมทั้ง 

กลุ่ม Cryptophyta และ Glaucophyta ที่พบในไซยาโนแบคทีเรีย เช่น Arthrospira sp.  

เป็นต้น โดยเฉพาะซี-ไฟโคไซยานิน (C-phycocyanin) จาก Arthrospira sp. ได้ผลิตในเชิง 

พาณิชย์มานานแล้ว สารสีซึ่งละลายน�้าได้เหล่าน้ี น�าไปประยุกต์ได้หลายอย่าง เช่น เป็นสาร 

ตดิฉลากเรอืงแสง (fluorescent tags) ส�าหรบัโฟลว์ไซโทเมตร ี(flow cytometry) และการศกึษา 

ด้านอิมมูน (immunology) [23] การใช้เพิ่มสีและเป็นตัวต้านอนุมูลอิสระในอาหารและ 

เครื่องส�าอาง เป็นต้น [21] 

3) กรดไขมันไม่อิ่มตัว

จุลสาหร่ายเป็นแหล่งกรดไขมันไม่อิ่มตัว (polyunsaturated fatty acids หรือ PUFA) 

โดยเฉพาะชนิดสายยาว (Long-chain PUFA) เช่น g-linolenic acid (GLA), eicosapentaenoic 

acid (EPA) และ docosahexaenoic acid (DHA) เป็นต้น ที่ผลิตในเชิงพาณิชย์แล้ว ได้แก่  

DHA และ EPA จาก Schizochytrium sp. หรือ EPA จาก Nannochloropsis sp. ลิพิด (lipid) 

จากจุลสาหร่ายเป็นแหล่งของ DHA และ EPA ที่น�ามาใช้เป็นอาหารเสริมในการอุตสาหกรรม 

เลี้ยงปลาแซลมอน (salmon) แหล่งที่ดีที่สุดส�าหรับ GLA คือไซยาโนแบคทีเรีย Arthrospira sp.  

[24] แต่เนื่องจาก Arthrospira sp. มีปริมาณน�้ามันต�่าจึงท�าให้ผลิตผล GLA ต�่าไปด้วย

4) พลาสติกชีวภาพ

พลาสตกิชวีภาพ (bioplastic) เช่น พอล-ิ3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (poly-3-hydroxybutyrate 

หรอื PHB) ซึง่ย่อยสลายได้ ผลติจากไซยาโนแบคทเีรยีหลายสายพนัธุ ์เช่น Arthrospira platensis 

และ Synechocystis sp. ที่เลี้ยงในสภาวะมิกโซโทรฟิก (mixotrophic สร้างอาหารเองโดยการ 

สงัเคราะห์แสง พร้อมทัง้ใช้สารอนิทรย์ีคาร์บอนทีใ่ห้เพิม่) สามารถสะสม PHB ได้ 14% ของน�า้หนกั 

เซลล์แห้ง (dry cell weight) [15] Calothrix scytonemicola ที่เลี้ยงในสภาวะขาดแคลน
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ไนโตรเจน พบว่าสะสม PHB ได้ถึง 25% ของน�้าหนักเซลล์แห้ง [25] ส่วน Aulosira fertilissima 

ท่ีเลี้ยงในสภาวะเฮเทอโรโทรฟิกสะสม PHB ได้ถึง 85% ของน�้าหนักเซลล์แห้ง [15] ดังนั้น  

ไซยาโนแบคทีเรียจึงเป็นแหล่งที่น่าสนใจส�าหรับผลิตพลาสติกชีวภาพ

1.4.7 เชื้อเพลิงชีวภาพ

เชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuel) เช่น ไฮโดรเจน (hydrogen) และ ไบโอดีเซล (biodiesel) 

เป็นต้น เป็นพลงังานสะอาด เน่ืองจากมกีารเผาไหม้ทีม่ปีระสทิธภิาพ ไม่ปลดปล่อยแก๊สทีเ่ป็นมลพษิ 

เป็นการรกัษาส่ิงแวดล้อม ไซยาโนแบคทเีรยีทีผ่ลติไฮโดรเจน เช่น Oscillatoria sp., Gloeocapsa 

alpicola, Arthrospira platensis, Anabaena cylindrical และ Nostoc punctiforme [26]  

เป็นต้น ในสภาวะทีข่าดแคลนไนโตรเจน จลุสาหร่ายบางชนดิสะสมลพิดิ ซึง่สามารถใช้เป็นวตัถดุบิ

ส�าหรับผลิตไบโอดีเซลได้มากกว่า 50% ของน�้าหนักเซลล์แห้ง จุลสาหร่ายท่ีใช้เป็นแหล่งผลิต 

ไบโอดีเซล เช่น Neochloris oleoabundans, Botryococcus braunii และ Chlorella sp. 

[27] เป็นต้น (ดูรายละเอียดในบทที่ 5)

1.5 บทสรุป

ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายสร้างอาหารได้เองจากการสงัเคราะห์แสง ต้องการเพยีง 

แสง คาร์บอนไดออกไซด์ และแร่ธาตเุพยีงเลก็น้อย ทัง้ไม่ต้องใช้ทีด่นิในการเพาะเลีย้ง ให้ผลผลติชวีมวล 

สูงกว่าพืช การเพาะเลี้ยงมีทั้งระบบเปิดและระบบปิด ซึ่งในระดับอุตสาหกรรมต้องใช้เทคโนโลยี

ระดับสูงที่ผสมผสานระหว่างเทคโนโลยีการเกษตรและเทคโนโลยีการหมัก ไซยาโนแบคทีเรียและ 

จุลสาหร่ายเป็นแหล่งของสารเคมีหลากหลาย จึงมีการใช้ประโยชน์ด้านเทคโนโลยีชีวภาพมากขึ้น 

เรือ่ย ๆ  เช่น เป็นอาหารของคน อาหารเสรมิของสตัว์ การเพาะเลีย้งสตัว์น�า้ ปุ๋ยชีวภาพ การบ�าบัดน�า้เสยี  

ผลิตภัณฑ์มูลค่าสูง และเชื้อเพลิงชีวภาพ เป็นต้น อย่างไรก็ดี มีไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย 

น้อยมากที่น�ามาใช้ประโยชน์ ยังมีอีกมากที่ยังไม่ได้ท�าการส�ารวจและศึกษา ซึ่งจะเป็นแหล่ง 

ความหลากหลายอย่างมหาศาลของสารเคมีใหม่ ๆ ความก้าวหน้าอย่างรวดเร็วทางพันธุศาสตร์

ระดับโมเลกุล พันธุวิศวกรรม และเทคโนโลยีชีวสารสนเทศ (bioinformatics) จะน�าไปสู่ความรู ้

ความเข้าใจในกระบวนการสังเคราะห์สารชีวโมเลกุล (biomolecules) ในไซยาโนแบคทีเรีย 

และจุลสาหร่าย ท�าให้เป็นไปได้ที่จะมีผลิตภัณฑ์ใหม่ ๆ ในเชิงพาณิชย์มากขึ้น
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2.1 บทน�ำ

การศึกษาโครงสร้าง บทบาท และหน้าที่ของยีนในสิ่งมีชีวิตแต่เดิมมักศึกษาคราวละยีน 

หรือยีนจ�านวนไม่มากเนื่องจากข้อจ�ากัดทางเทคโนโลยี ต่อมามีการพัฒนาเทคโนโลยีการหา

ล�าดับดีเอ็นเอ ท�าให้ประสบความส�าเร็จในการหาล�าดับดีเอ็นเอในจีโนม (genome) ของไวรัส 

bacteriophage φX174 ในปี พ.ศ. 2520 [1] และไมโทคอนเดรียจีโนม (mitochondrial 

genome) ของมนุษย์ในปี พ.ศ. 2524 [2] รวมทั้งการวิเคราะห์ข้อมูลและท�าแผนที่จีโนมซึ่งเป็น

ดีเอ็นเอทั้งหมดของออร์แกเนลล์ (organelle) หนึ่งหรือเซลล์ ๆ หนึ่งของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง จึงเป็น 

จุดเริ่มต้นของการศึกษาจีโนมที่เรียกว่าจีโนมิกส์ (genomics) ท�าให้เกิดวิทยาการแขนงต่อมา เช่น 

ทรานสคริปโตมิกส์ (transcriptomics) เป็นการศึกษาทรานสคริปโตม (transcriptome) ซึ่งเป็น

ชุดเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) ทั้งหมดที่แสดงออกทั้งจีโนมในระดับการถอดรหัส (transcription) 

โปรตีโอมิกส์ (proteomics) เป็นการศึกษาโปรตีโอม (proteome) ซึ่งเป็นชุดโปรตีนทั้งหมดที่

แสดงออกทั้งจีโนมในระดับการแปลรหัส (translation) และเมแทบอโลมิกส์ (metabolomics) 

เป็นการศึกษาเมแทบอโลม (metabolome) ซึ่งเป็นชุดเมแทบอไลต์ (metabolite) ทั้งหมดจาก

กระบวนการเมแทบอลซิมึ (metabolism) เป็นต้น ดงันัน้ ศาสตร์ทีล่งท้ายด้วยโอมกิส์ (omics) จงึ

เป็นศาสตร์ทีมุ่ง่เน้นปรมิาณโดยรวมของสารชวีโมเลกลุ (biological molecules) และคณุลกัษณะ

โดยรวม (collective characterization) ซึ่งถอดความหมายไปสู่โครงสร้าง หน้าที่ และพลวัต 

(dynamic) ของสิง่มชีวีติ ข้อมลูมากมายเหล่านีเ้กดิขึน้ได้ เพราะความก้าวหน้าทางเทคโนโลยทีีใ่ห้

ข้อมูลสูง (high-throughput data) และชีวสารสนเทศ (bioinformatics) ท�าให้วิเคราะห์ข้อมูล

บทที่ 2
โอมิกส์ของไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย

ส�ำหรับเทคโนโลยีชีวภำพ
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จ�านวนมากได้ในเวลาอนัรวดเรว็ บรูณาการโอมกิส์ก่อเกดิความรูด้้านชวีวทิยาเชงิระบบ (systems 

biology) น�าไปสู่การค้นพบผลิตภัณฑ์ธรรมชาติใหม่ ๆ และการประยุกต์ทางเทคโนโลยีชีวภาพ  

[3, 4] ดังได้แสดงในรูปที่ 2-1

ไซยาโนแบคทเีรียและจุลสาหร่ายมอีงค์ประกอบทางเคมหีลากหลายมาก จงึเป็นแหล่งของ

สารธรรมชาตใิหม่ ๆ  ทีน่่าสนใจส�าหรบัเทคโนโลยชีวีภาพ (ดบูทท่ี 1) อย่างไรกด็ ีผลติภณัฑ์ธรรมชาติ

ที่มีความส�าคัญในเชิงพาณิชย์นั้น มักเป็นสารประกอบอินทรีย์ท่ีซับซ้อนมีโครงสร้างและสเตอริโอ

เคมี (stereochemistry) ที่จ�าเพาะ ไม่สามารถสังเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ หรือแพงเกินกว่าที่จะ

สังเคราะห์ขึ้น หรือเป็นสารที่สร้างในปริมาณน้อยมากไม่เหมาะที่จะผลิตในระดับอุตสาหกรรม [5] 

ดงันัน้ การใช้ไซยาโนแบคทเีรียและจุลสาหร่ายเป็น “โรงงาน” ส�าหรบัผลติสารธรรมชาตปิรมิาณมาก 

จึงจ�าเป็นต้องปรับปรุงพันธุ์ ซึ่งท�าได้โดยอาศัยศาสตร์โอมิกส์ แม้โอมิกส์ในไซยาโนแบคทีเรียและ

จุลสาหร่ายจะมีอย่างจ�ากัดและเพิ่งเริ่มต้น แต่ก็เติบโตอย่างรวดเร็ว ในบทนี้จะขอกล่าวถึงโอมิกส ์

ต่าง ๆ  ในไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่าย การปรบัปรงุพนัธุด้์วยโอมกิส์และวศิวกรรมเมแทบอลกิ  

เพื่อประยุกต์ทางเทคโนโลยีชีวภาพ รวมทั้งกรณีศึกษา

2.2 จีโนมิกส์

จีโนมิกส์เป็นการศึกษาทั้งจีโนมซึ่งเป็นดีเอ็นเอทั้งหมดของออร์แกเนลล์หนึ่งหรือเซลล์ ๆ 

หน่ึงของสิง่มชีวีติหนึง่ โดยศกึษาวธิหีาล�าดับดีเอน็เอร่วมกบัการใช้ชวีสารสนเทศในการประมวลผล  

วิเคราะห์โครงสร้างและหน้าที่ของจีโนม น�าไปสู่ความเข้าใจในความเก่ียวข้องท่ีซับซ้อนระหว่าง

พันธุกรรม สรีรวิทยา และชีวเคมีในเซลล์ [6] ดังได้แสดงเทคโนโลยีที่ใช้และข้อมูลที่ได้ในรูปที่ 2-1 

โดยทั่วไปโครงการจีโนมประกอบด้วย 3 ส่วน ได้แก่ 

1) การหาล�าดับดีเอ็นเอ

เทคโนโลยีการหาล�าดับดีเอ็นเอที่เป็นเน็กซต์เจเนอเรชันซีเควนซิง (next-generation 

sequencing หรือ NGS) มีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว เป็นเทคโนโลยีที่ให้ข้อมูลสูงและวิเคราะห์

แบบอัตโนมัติ รวดเร็วขึ้นและเสียค่าใช้จ่ายน้อยกว่าเดิมมาก ท�าให้มีข้อมูลจีโนมของสิ่งมีชีวิต

ต่าง ๆ รวมทั้งไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว จากเดิมท่ีมักศึกษาแต่ใน

เซลล์ต้นแบบ (model) เช่น ไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis sp. PCC 6803 และจุลสาหร่าย 

Chlamydomonas reinhardtii เป็นต้น



19

โอมิกส์ของไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำยส�ำหรับเทคโนโลยีชีวภำพ

รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

2) การประกอบล�าดับดีเอ็นเอให้ได้จีโนมต้นฉบับ

เพื่อให้ได้จีโนมต้นฉบับ (original genome) ล�าดับดีเอ็นเอแต่ละชิ้นจะประกอบ 

(assembly) เข้าด้วยกัน โดยใช้บริเวณที่มีล�าดับดีเอ็นเอทับซ้อนเป็นตัวช่วย หากข้อมูลดีเอ็นเอ 

ไม่คล้ายคลึงกับที่เคยมี จะเป็นการประกอบใหม่ (de novo assembly) หากมีข้อมูลดีเอ็นเอของ 

สิ่งมีชีวิตอื่นที่เป็นญาติใกล้ชิด (closely related organism) และสามารถใช้อ้างอิงได้ จะเป็น 

การประกอบชิ้นดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทียบ (comparative assembly) อย่างไรก็ดี จีโนมที่ได้ 

อาจเสร็จสมบูรณ์ (completed) หรือไม่ก็ได้ กรณีที่ไม่เสร็จสมบูรณ์ (incompleted) อาจเป็น 

เพราะข้อมูลมีเพียงล�าดับดีเอ็นเอชิ้นต่าง ๆ (contigs) เท่านั้น หรือมีการประกอบล�าดับดีเอ็นเอ 

ชิ้นต่าง ๆ เป็นโครงร่าง (scaffold) แล้ว หรือเป็นโครงร่างระดับโครโมโซมที่เกือบสมบูรณ์ แต่ยังม ี

ช่องว่าง (gap) อยู่บ้าง

3) การวิเคราะห์และการแสดงข้อมูลประกอบจีโนม

การประกอบล�าดับดีเอ็นเอเข้าด้วยกันโดยปราศจากการแสดงข้อมูลประกอบจีโนม 

(genome annotation) นั้นมีประโยชน์ไม่มากนัก จึงจ�าเป็นต้องมีการแสดงข้อมูลประกอบจีโนม  

ซ่ึงเป็นกระบวนการวิเคราะห์และแนบข้อมูลทางชีววิทยาให้กับล�าดับดีเอ็นเอในจีโนม โดยมี 

3 ขั้นตอน ได้แก่ การระบุส่วนของจีโนมที่ไม่แปลรหัสเป็นโปรตีน การระบุส่วนท่ีท�านายได้ว่า 

เป็นยีน เช่น ขอบข่ายการอ่านรหัส (open reading frame หรือ ORF) และการแนบข้อมูลเข้ากับ 

ส่วนต่าง ๆ ดังกล่าว

2.2.1 จีโนมิกส์ของไซยาโนแบคทีเรีย

ไซยาโนแบคทีเรียเป็นโพรแคริโอต (prokaryote) (ดูบทที่ 1) ส่วนใหญ่มีโครโมโซม 

(chromosome) เป็นวงกลม (circular) และมักมีพลาสมิด (plasmid) ด้วย โดยมีจ�านวน

โครโมโซมทีแ่ตกต่างกนัมาก พวกพโิกไซยาโนแบคทเีรยีทะเล (marine picocyanobacteria) เช่น 

Prochlorococcus sp. มักเป็นโมโนพลอยด์ (monoploid) หรือดิพลอยด์ (diploid) แต่ไซยาโน

แบคทเีรียบางชนิด เช่น Synechococcus elongatus PCC 7942 เป็นโอลโิกพลอยด์ (oligoploid) 

มีโครโมโซม 3-10 ส�าเนา (copy) ต่อเซลล์และ Synechocystis sp. PCC 6803 เป็นพอลิพลอยด์  

(polyploid) มีโครโมโซมสูงสุดได้ถึง 218 ส�าเนาต่อเซลล์ [7, 8]

ปัจจบุนัข้อมลูจีโนมของไซยาโนแบคทเีรยีม ี365 จโีนม แต่ท่ีเป็นข้อมลูสมบูรณ์ม ี84 จโีนม  

ส่วนที่เหลือก็มีความก้าวหน้าในระดับต่าง ๆ กัน คาดว่าจะมีข้อมูลจีโนมเพิ่มขึ้นอีกมาก รวมทั้ง 

ข้อมูลเมตาจีโนม (metagenome) จากไซยาโนแบคทีเรียในสิ่งแวดล้อมที่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้  
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ทั้งน้ีเมตาจีโนมเป็นจีโนมของกลุ่มจุลินทรีย์ที่อยู่ในตัวอย่างธรรมชาติเดียวกัน เป็นการหาล�าดับ

ดีเอ็นเอโดยตรง ไม่ต้องท�าการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ จึงครอบคลุมไปถึงจุลินทรีย์ที่ไม่สามารถ 

เพาะเลี้ยงได้ ได้แสดงตัวอย่างจีโนมของไซยาโนแบคทีเรียไว้ในตารางที่ 2-1 โดยติดตามความ

ก้าวหน้าข้อมูลจีโนมได้จากฐานข้อมูล NCBI (The National Center for Biotechnological 

Information database; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/) 

การใช้ข้อมลูจโีนมส่งผลกระทบต่ออนกุรมวธิาน (taxonomy) ของไซยาโนแบคทเีรยีเป็น

อันมาก โดยทั่วไปมักใช้ล�าดับของยีนสร้าง 16S rRNA ในการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์ 

(phylogenetic tree) ของไซยาโนแบคทเีรยี แต่วธินีีม้ข้ีอจ�ากดั เนือ่งจากยนีสร้าง 16S rRNA มบีรเิวณ

อนุรักษ์ (conserved region) สูงมากจนไม่สามารถใช้แยกแยะสายพันธุ์ (strain) ที่อยู่ในสปีชีส์  

(species) เดยีวกัน การใช้ออร์โทโลกสัโปรตีน (orthologous protein) ทีไ่ด้จากข้อมลูจโีนมช่วยให้

ก้าวข้ามข้อจ�ากดัน้ี ท�าให้เหน็ความผนัแปร (variation) ของจโีนมในสปีชส์ีนัน้ ๆ  เช่น สามารถแยกแยะ 

สายพันธุ์ใน Arthrospira (Spirulina) sp. และ S. elongatus [9] เป็นต้น (ดูรูปที่ 2-2) เมื่อ 

เปรยีบเทยีบข้อมลูจีโนมของ S. elongatus PCC 7942 กบั S. elongatus PCC 6301 พบว่าการจดั 

ต�าแหน่งของยีนและล�าดับดีเอ็นเอเหมือนกันเกือบทั้งหมด ยกเว้นมีส่วนท่ีกลับทิศ (inversion) 

ประมาณ 188.6 kb [10] การวิเคราะห์ข้อมูลจีโนมของ Arthrospira platensis สายพันธุ์ต่าง ๆ 

พบว่า A. platensis C1 มีสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับ A. maxima CS-328 มากกว่า 

Arthrospira sp. PCC 8005, A. platensis NIES-39 และ A. platensis Paraca [9, 11-13] (รปูที่  

2-2) รวมทั้งพบการเรียงตัวใหม่ (rearrangement) ของดีเอ็นเอโดยเฉพาะในลักษณะกลับทิศ 

Arthrospira sp. มีล�าดับดีเอ็นเอซ�้า ๆ (repetitive sequence) สูงสุดในกลุ่ม Oscillatoriales 

[14] ล�าดบัดเีอน็เอซ�้า ๆ  กระจายทัว่จโีนมนีเ้ป็นอปุสรรคส�าคญัในการประกอบล�าดบัดเีอน็เอให้ได้

จโีนมต้นฉบบัทีส่มบรูณ์ อาจท�าได้เพยีงระดบัโครงร่างโครโมโซมเท่านัน้ รายงานข้อมลูจโีนมต่าง ๆ   

ของ Arthrospira sp. ที่ปรากฏในปัจจุบันจึงเป็นข้อมูลจีโนมท่ีเกือบจะสมบูรณ์ แต่เนื่องจาก

เทคโนโลยีการหาล�าดับดีเอ็นเอมีการพัฒนาอย่างรวดเร็ว สามารถหาล�าดับดีเอ็นเอได้ยาวขึ้น  

จะช่วยแก้ปัญหาล�าดบัดเีอน็เอซ�า้ ๆ  ดงักล่าวได้ การสร้างแผนภมูวิวิฒันาการชาตพินัธุข์องไซยาโน

แบคทีเรียจากข้อมูลจีโนมเพิ่งเริ่มต้น เนื่องจากยังมีข้อมูลจีโนมจ�ากัด ข้อมูลส่วนใหญ่มักเป็นพวก 

พิโกไซยาโนแบคทีเรียทะเล โดยเฉพาะ Synechococcus sp. และ Prochlorococcus sp. [15]  

ยงัขาดข้อมลูจโีนมจากไซยาโนแบคทเีรยีสายพนัธุอ์ืน่ ๆ  อกีมาก อย่างไรกด็ ีมคีวามพยายามใช้ข้อมลู

จีโนมในการสร้างแผนภูมิดังกล่าวมากขึ้นเรื่อย ๆ  [9, 16] เกิดการเสนอปรับเปลี่ยนแผนภูมิบ่อย ๆ   

และยังมีประเด็นที่เป็นปัญหาไม่เห็นพ้องกันอยู่มาก จึงอาจต้องใช้เวลาท่ีจะได้อนุกรมวิธานของ 

ไซยาโนแบคทีเรียที่ถูกต้องและสมบูรณ์
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จากการวิเคราะห์ข้อมูลจีโนมบ่งชี้ว่า Prochlorococcus sp. มีจีโนมิกไอส์แลนด์ 

(genomic island) ที่ก�าเนิดจากการถ่ายทอดในแนวราบ (horizontal origins) เป็นบริเวณที่มี

ดีเอ็นเอแปรผันสูง (hypervariable) และเกี่ยวข้องกับการติดเชื้อไวรัสในธรรมชาติ หากเกิดการ 

กลาย (mutation) ในบริเวณดังกล่าว จะส่งผลกระทบให้ไวรัสไม่สามารถจับบนผิวเซลล์ ท�าให้ 

เจ้าบ้านไม่ตดิเชือ้ไวรสัจงึสมบรูณ์แขง็แรง ดงันัน้ ไวรสัจงึเป็นตวัเลอืกกดดนั (selective pressure) 

ที่ส่งเสริมให้เกิดความหลากหลายในจีโนมิกไอส์แลนด์ คาดว่าเป็นกลไกของจีโนมในการควบคุม

ขนาดประชากรด้วยไวรัส ท�าให้ไวรัสและเจ้าบ้านไซยาโนแบคทีเรียสามารถอยู่ร่วมกันได้ในระยะ

ยาวในธรรมชาติ [17] ทั้งนี้ส่งผลให้เกิดความหลากหลายของไซยาโนแบคทีเรียในระบบนิเวศด้วย

จีโนมของไซยาโนแบคทีเรียเป็นแหล่งยีนส�าหรับการปรับปรุงสายพันธุ์พืช เช่น ให้มี

คณุสมบตัใิหม่ หรือเพิม่ประสทิธภิาพการสงัเคราะห์แสง พชืส่วนใหญ่รวมท้ังพชืท่ีใช้เป็นอาหาร เช่น 

ข้าว ข้าวสาลี และถ่ัวเหลอืงเป็นพชื C3 พชือาหารเหล่านีม้ผีลผลติลดลง มกัมสีาเหตจุากการหายใจ

แสง (photorespiration) ซึ่งเกิดจากเอนไซม์ไรบูโลส-1,5-บิสฟอสเฟตคาร์บอกซิเลส/ออกซิจีเนส 

(ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase หรือ Rubisco) ที่ปกติท�าหน้าที่ตรึง

คาร์บอนไดออกไซด์ (CO
2
) ในอากาศมาสงัเคราะห์คาร์โบไฮเดรต แต่ในสภาวะทีม่ ีCO

2
 ต�า่ Rubisco 

จะจบัออกซเิจน (O
2
) แทนทีจ่ะจบั CO

2
 และใช้คาร์บอนทีต่รงึได้จนหมดเป็นการสิน้เปลอืงพลงังาน 

ไซยาโนแบคทีเรียและพืช C4 มีกลไกท�า CO
2
 เข้มข้น (CO

2
-concentrating mechanisms หรือ 

CCM) และใช้ Rubisco ที่มีประสิทธิภาพสูง จึงช่วยเพิ่มการตรึง CO
2 
และยับยั้งการหายใจแสง  

ในขณะทีพ่ชื C3 ไม่ม ีCCM และถกูจ�ากดัให้ใช้ Rubisco ท่ีมปีระสทิธภิาพต�า่ ดงันัน้ จงึมคีวามพยายาม 

ปรับปรุงพืช C3 ให้เพิ่มผลผลิตโดยเพิ่มการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้อง Rubisco หรือ CCM เช่น 

น�ายีน ictB ที่สร้างโปรตีนขนย้ายคาร์บอนอนินทรีย์ (inorganic carbon transporter) จาก S. 

elongatus PCC 7942 มาแสดงออกในต้นยาสูบ (Nicotiana tabacum) และ Arabidopsis 

thaliana เพ่ือให้ความเข้มข้นของ CO
2
 ในเซลล์สูงข้ึน ท�าให้พืชดัดแปรพันธุกรรมดังกล่าว 

ทนต่อ CO
2
 ทีส่งูขึน้ ท�าให้มกีารสงัเคราะห์แสงและการเจรญิเตบิโตสงูขึน้กว่าสายพนัธุล์กัษณะปรกติ 

(wild type) [18] ในกรณีของ Rubisco มีการน�ายีน RbcLและ RbcS (ที่สร้าง Rubisco large 

subunit และ small subunit ตามล�าดับ) พร้อมทั้งยีนสร้างโปรตีนแชเพอโรน (chaperone เพื่อ

ช่วยการพับตัวของ Rubisco) จาก S. elongatus PCC 7942 เข้าแทนที่ยีน RbcL ที่ถูกน็อกเอาต์  

(knockout) ในคลอโรพลาสต์ของต้นยาสูบ ส่งผลให้ต้นยาสูบดัดแปรพันธุกรรมมีการสังเคราะห์

แสงเพิ่มขึ้น [19] จึงมีความเป็นไปได้ที่จะท�าให้พืช C3 เพิ่มผลผลิตด้วยการยับยั้งการหายใจแสง

และเพิ่มการสังเคราะห์แสงโดยใช้ยีนจากไซยาโนแบคทีเรีย นอกจากนี้ยีนจากไซยาโนแบคทีเรีย 

ยังใช้ปรับปรุงพืชให้มีคุณสมบัติใหม่ เช่น การน�ายีน crtO ที่สร้างเอนไซม์บีตาแคโรทีนคีโทเลส 
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(b–carotene ketolase) จาก Synechocystis sp. PCC 6803 มาแสดงออกในหัวมันฝรั่ง  

ช่วยเพิ่มการสะสมแอสตาแซนทีน (astaxanthin) โดยไม่มีผลกระทบต่อการสังเคราะห์แสง [20] 

หรือการน�ายีน stmA ที่สร้างโปรตีนเมทัลโลไทโอนีน (metallothionein) จาก S. elongatus 

PCC 7942 มาแสดงออกใน A. thaliana ส่งผลให้พืชดัดแปรพันธุกรรมดังกล่าวทนต่อธาตุสังกะสี 

(zinc) [21] เป็นต้น

รูปที่ 2-1 กระบวนการโอมิกส์และบูรณาการโอมิกส์

เทคโนโลยีที่ให้ข้อมูลสูงจากองค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์น�าไปสู่โอมิกส์ต่าง ๆ บูรณาการโอมิกส์ท�าให้

ค้นพบผลิตภัณฑ์ธรรมชาติใหม่ ๆ สภาวะท่ีดีท่ีสุดในการผลิตและการประยุกต์ใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพ 

SAGE: serial analysis of gene expression; RNA-seq: high-throughput RNA sequencing; ORF: 

open reading frame; 2D-gel: two dimensional gel; MS/MS: tandem mass spectrometry; 

Yeast-2H: yeast-two hybrid system; GC/MS: gas chromatography/mass spectrometry; NMR: 

nuclear magnetic resonance; RNAi: RNA interference ข้อมูลจาก [3, 4] 

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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ตารางที่ 2-1 ตัวอย่างจีโนมของไซยาโนแบคทีเรีย

ข้อมูลจาก NCBI

ที่มา: ตารางโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

Cyanobacteria Statusa Size (Mb) GC (%) Gene

Anabaena variabilis ATCC 29413

Arthrospira platensis C1b

Calothrix sp. PCC 6303

Cyanothece sp. PCC 7822

Fischerella sp. PCC 9339

Nostoc sp. PCC 7120c

Oscillatoria acuminata PCC 6304

Prochlorococcus sp. MIT 0604

Synechococcus elongatus PCC 7942d

Synechocystis sp. PCC 6803

Xenococcus sp. PCC 7305

cmpl.

inc.

cmpl.

cmpl.

inc.

cmpl.

cmpl.

cmpl.

cmpl.

cmpl.

inc.

7.11

6.09

6.96

7.84

8.01

7.21

7.80

1.78

2.74

3.95

5.93

41.39

44.80

39.80

39.87

40.20

41.22

47.61

31.20

55.46

47.35

39.70

5808

5225

5635

6842

6515

6051

6037

1941

2713

3673

5199

a : cmpl, เสร็จสมบูรณ์ (completed); inc, ไม่สมบูรณ์ (incompleted)
b : ชื่อเดิม Spirulina platensis C1
c : ชื่อเดิม Anabaena sp. PCC 7120
d : ชื่อเดิม Anacystis nidulans R2 ต่อมาเปลี่ยนเป็น Synechococcus sp. PCC 7942 ปัจจุบันเป็น 

Synechococcus elongatus PCC 7942
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รูปที่ 2-2 แผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์ของไซยาโนแบคทีเรียโดยใช้ข้อมูลจีโนม

สร้างแผนภมูโิดยใช้ออร์โทโลกสัโปรตนีทีต่่อเนือ่งกนั 69 ต�าแหน่ง (concatenated orthologous protein 

coding loci) และได้แสดงตวัอย่างไซยาโนแบคทเีรยีในออร์เดอร์ (order) ตามทีร่ะบไุว้ ข้อมลูจาก [9, 22]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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2.2.2 จีโนมิกส์ของจุลสาหร่าย

จลุสาหร่ายเป็นยแูครโิอต (eukaryote) (ดูบทที ่1) ภายในเซลล์ประกอบด้วยออร์แกเนลล์

ทีม่จีโีนม ได้แก่ นิวเคลยีร์จโีนม (nuclear genome) ไมโทคอนเดรยีจโีนม และคลอโรพลาสต์จโีนม  

(chloroplast genome) มีข้อมูลจีโนมของจุลสาหร่ายเพียงเล็กน้อย คาดว่าจะมีเพิ่มขึ้นอีกมาก 

สามารถติดตามความก้าวหน้าของข้อมูลจีโนมจุลสาหร่ายได้จากฐานข้อมูล NCBI (http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/) ในทีน่ีจ้ะกล่าวเฉพาะนวิเคลยีร์จโีนมและคลอโรพลาสต์

จีโนม ซึ่งมีการประยุกต์ทางเทคโนโลยีชีวภาพ 

1) นิวเคลียร์จีโนมของจุลสาหร่าย

ปัจจุบันจุลสาหร่ายที่จ�าแนกแล้วมีมากกว่า 40,000 สปีชีส์ แต่มีข้อมูลจีโนมของ 

จุลสาหร่ายเพียงเล็กน้อย มีข้อมูลนิวเคลียร์จีโนม 36 จีโนม แต่ที่เป็นข้อมูลสมบูรณ์มีเพียง 3 จีโนม  

(ดูตัวอย่างในตารางที่ 2-2) นิวเคลียร์จีโนมของ C. reinhardtii มีขนาดประมาณ 120 Mb และ

ประกอบด้วยยีนประมาณ 15,000 ยีน (ดูตารางที่ 2-2) แม้ C. reinhardtii จะเป็นสายพันธุ์อ้างอิง

ส�าหรับการแสดงข้อมูลประกอบจีโนม แต่จากฐานข้อมูล Unipro (http://www.uniprot.org)  

ระบวุ่ามโีปรตนีจาก C. reinhardtii เพยีง 50 ชนดิเท่านัน้ ท่ีมกีารทดสอบหน้าท่ีด้วยการทดลองจรงิ 

ในห้องปฏิบตัิการ เปรียบเทียบกับการทดสอบโปรตนีถึง 6,800 ชนดิจากพืชต้นแบบ A. thaliana 

ดังนั้น การแสดงข้อมูลประกอบของยีนส่วนใหญ่จาก C. reinhardtii จึงได้จากการใช้คอมพิวเตอร์

วิเคราะห์โดยอ้างอิงภาวะต้นก�าเนิดเดียวกัน (homology) กับ A. thaliana รวมท้ังพืชอื่น ๆ  

และจุลชีพ ส่งผลให้ความถูกต้องของการจ�าแนกและการแสดงข้อมูลประกอบหน้าที่ของจีโนม 

เป็นไปอย่างจ�ากดั และเป็นปัญหามากขึน้เมือ่น�าการแสดงข้อมลูประกอบหน้าทีข่อง C. reinhardtii  

ที่ได้จากการจ�าลองบนเครื่องคอมพิวเตอร์ (in silico) มาใช้กับจุลสาหร่ายสปีชีส์อื่น ๆ เนื่องจาก

ขาดบรรพบรุุษร่วมกนั จลุสาหร่ายสองสปีชส์ีอาจจะมีความหลากหลายมากกว่าพชืสองสปีชส์ี [23] 

ดังนั้น เทคโนโลยีที่ให้ข้อมูลสูงดังกล่าว จึงไม่เหมาะที่จะใช้แสดงข้อมูลประกอบหน้าที่จีโนมของ 

จุลสาหร่ายอย่างถูกต้อง เพื่อก้าวข้ามอุปสรรคดังกล่าว จึงควรใช้วิธีต่าง ๆ  กัน ร่วมกับแหล่งข้อมูล

ต่าง ๆ ในการท�าการแสดงข้อมูลประกอบหน้าที่จีโนม 

2) คลอโรพลาสต์จีโนมของจุลสาหร่าย

คลอโรพลาสต์จีโนมของจุลสาหร่ายและพืชชั้นสูง มีคุณลักษณะคล้ายกับยูแบคทีเรีย 

(eubacteria) คอืมหีลายส�าเนา มกัมลีกัษณะเป็นวงกลมขนาดประมาณ 200 kb ประกอบด้วยล�าดบั 

ดีเอ็นเอซ�้ากลับทิศ (inverted repeat หรือ IR) ขนาดใหญ่สองแห่งท�าให้แบ่งวงกลมออกเป็น 
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ส่วนใหญ่และส่วนเล็ก ส่วนของ IR ประกอบด้วยยีนสร้าง rRNA และยีนอื่น ๆ ยีนสร้าง 16S, 23S 

และ 5S rRNA และยีนสร้างโปรตีนไรโบโซม (ribosomal protein) มักเรียงล�าดับคล้ายคลึงกับ 

โอเพอรอนของไรโบโซม (ribosomal operon) ในไซยาโนแบคทเีรยี คาดว่าคลอโรพลาสต์ววิฒันาการ 

มาจากไซยาโนแบคทีเรีย ที่อยู่ร่วมภายในกับเซลล์ (endosymbiosis) [24, 25] นอกจากนี ้

คลอโรพลาสต์จีโนมยังคงรักษายีนชุดส�าคัญจากบรรพบุรุษไซยาโนแบคทีเรีย ได้แก่ ยีนที่เกี่ยวข้อง

กับปฏิกิริยาแสง (light reaction) ในการสังเคราะห์แสง การถอดรหัส (transcription) และการ

แปลรหัส (translation) ระหว่างวิวัฒนาการ ยีนของไซยาโนแบคทีเรียจ�านวนมากได้ถ่ายเทไปยัง

นวิเคลียสของเจ้าบ้านและผลผลติจากยนีเหล่านีถ้กูส่งมุง่เป้ากลบัมาทีค่ลอโรพลาสต์ แต่มยีนีอืน่ ๆ  

อีกมากที่สูญหายเนื่องจากผลผลิตจากยีนนั้นไม่มีความจ�าเป็นอีกต่อไป ยีนในคลอโรพลาสต์จีโนม

จึงลดลงเหลือเพียง 2-5% ของบรรพบุรุษไซยาโนแบคทีเรีย คาดว่าในนิวเคลียสของ A. thaliana  

มีอย่างน้อย 2,000 ยีนที่มีก�าเนิดมาจากไซยาโนแบคทีเรีย ในกรณีของจุลสาหร่าย เช่น  

C. reinhardtii ซึ่งมีเพียงคลอโรพลาสต์เดียวต่อเซลล์ จึงมีความถี่ของการถ่ายเทดีเอ็นเอไปยัง

นิวเคลียสน้อยกว่า [25, 26] ข้อมูลคลอโรพลาสต์จีโนมของจุลสาหร่ายมีประมาณ 100 จีโนม  

โดย 85 จีโนมเป็นของจุลสาหร่ายสีเขียว (Chlorophytes) (ดูตัวอย่างในตารางที่ 2-3)

ตารางที่ 2-2 ตัวอย่างนิวเคลียร์จีโนมของจุลสาหร่าย

ข้อมูลจาก NCBI

ที่มา: ตารางโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

Microalgae Statusa Size (Mb) GC (%) Gene

Nuclear genomes

Chlamydomonas reinhardtii cc-503

Chlorella vulgaris

Cyanidioschyzon merolae strain 10D

Micromonas sp. RCC 299

Nannochloropsis gaditana CCMP 526

Ostreococcus lucimarinus CCE 9901

Thalassiosira pseudonana CCMP 1335

Volvox carteri f. nagariensis

inc.

inc.

cmpl.

cmpl.

inc.

cmpl.

inc.

inc. 

120.41

 46.16

 16.55

 21.11

 33.99

 13.20

 32.44

137.68 

61.95

65.50

55.02

63.82

53.60

60.44

46.91

55.30

14,488

 9,780

 6,170

10,127

 3,557

 7,640

11,771

14,437

a : cmpl, เสร็จสมบูรณ์ (completed); inc, ไม่สมบูรณ์ (incompleted) 
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ตารางที่ 2-3 ตัวอย่างคลอโรพลาสต์จีโนมของจุลสาหร่าย

ข้อมูลจาก NCBI

ที่มา: ตารางโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

Microalgae Statusa Size (Kb) GC (%) Gene

Chloroplast genomes

Chlamydomonas reinhardtii

Chlorella vulgaris

Micromonas sp. RCC 299

Nannochloropsis granulata

Ostreococcus tauri OTTH 0595

Dunaliella salina CCAP 19/18

Botryococcus braunii

cmpl.

cmpl.

cmpl.

cmpl.

cmpl.

cmpl.

cmpl.

203.83

150.61

72.59

117.67

71.67

269.04

172.83

34.45

31.56

38.85

33.33

39.89

32.08

42.45

109

210

 32

159

 94

122

114

a : cmpl, เสร็จสมบูรณ์ (completed); inc, ไม่สมบูรณ์ (incompleted)

2.3 ทรำนสคริปโตมิกส์

ทรานสคริปโตมิกส์เป็นการศึกษาเกี่ยวกับทรานสคริปโตมซ่ึงเป็นชุดของเอ็มอาร์เอ็นเอ 

(mRNA) ทัง้หมดของเซลล์ เป็นการแสดงออกของยนีทัง้จโีนมในระดบัการถอดรหสั ซึง่แปรเปลีย่น

ไปตามสภาวะส่ิงแวดล้อม เช่น ในสภาวะทีซ่ลัเฟอร์ (sulfur) ฟอสเฟต (phosphate) และไนโตรเจน 

(nitrogen) ส�าหรับการเจริญเติบโตมีอย่างจ�ากัด เป็นต้น ทรานสคริปโตมิกส์น�าไปสู่ความเข้าใจ 

ในวิถีเมแทบอลิก (metabolic pathway) 

เพือ่ให้ได้ข้อมลูทรานสครปิโตม ในกรณทีีม่ข้ีอมลูจโีนมทีส่มบรูณ์อาจใช้เทคโนโลยไีมโคร

อาร์เรย์ (microarray) ส่วนในกรณทีีไ่ม่มข้ีอมลูจีโนมอาจใช้เทคโนโลยหีาล�าดบัอาร์เอน็เอท่ีให้ข้อมลู

สงู (high-throughput RNA sequencing หรอื RNA-seq) (รปูที ่2-1) แล้วประกอบชิน้อาร์เอน็เอ 

สั้น ๆ ที่หาได้โดยใช้ซอฟต์แวร์ (software) ให้เป็นข้อมูลทรานสคริปโตมโดยตรง [3, 27] ปัจจุบัน

มีชุดข้อมูลทรานสคริปโตมของไซยาโนแบคทีเรียอยู่มากกว่า 2,000 ชุด และของจุลสาหร่ายอยู่

มากกว่า 2,800 ชุด คาดว่าจะมีข้อมูลเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว สามารถติดตามความก้าวหน้าข้อมูล

ทรานสครปิโตมได้จากฐานข้อมลู Gene Expression Omnibus database (GEO; http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/geo/) ข้อมูลทรานสคริปโตมของไซยาโนแบคทีเรีย Prochlorococcus sp. 
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บ่งชี้ว่ามีอาร์เอ็นเอชนิดไม่ก�าหนดรหัส (noncoding RNA หรือ ncRNA) จ�านวนมาก จนเป็น 

ส่วนใหญ่ของทรานสคริปโตม และมีมากกว่าในแบคทีเรียชนิดอื่น และสามในสี่ส่วนของยีน 

มีแอนติเซนส์อาร์เอ็นเอ (antisense RNA) อย่างไรก็ดี ยังไม่ทราบหน้าที่ของ ncRNA ส่วนใหญ่ 

[28, 29] เมือ่วิเคราะห์ข้อมลูทรานสครปิโตมของจลุสาหร่าย Neochloris oleoabundans ภายใต้ 

สภาวะขาดแคลนไนโตรเจน พบการเพิม่การแสดงออกของกรดไขมนั (fatty acid) และองค์ประกอบ 

ของการสงัเคราะห์ไตรเอซลิกลเีซอรอล (triacylglycerol biosynthesis components) พร้อมทัง้ 

พบการยบัยัง้ (repression) การเสือ่มสลายของกรดไขมนัในวถิบีตีาออกซเิดชนั (beta-oxidation 

pathway) [30] ส่วนข้อมูลทรานสคริปโตมของ C. reinhardtii สามารถบ่งชี้แฟกเตอร์ถอดรหัส 

(transcription factor) ต่าง ๆ 41 ชนิดที่ถูกควบคุมภายใต้สภาวะขาดแคลนไนโตรเจน [31]

2.4 โปรตีโอมิกส์

โปรตีโอมิกส์เป็นการศึกษาโปรตีโอมซึ่งเป็นชุดโปรตีนท้ังหมดท่ีแสดงออกจากจีโนมของ

เซลล์ในระดับการแปลรหัส ซึ่งแปรเปลี่ยนไปตามสภาวะสิ่งแวดล้อม เป็นการศึกษาโครงสร้างและ

หน้าทีข่องโปรตนี การปฏสิมัพนัธ์ระหว่างโปรตีน (protein-protein interaction) โดยใช้เทคโนโลยี

ต่าง ๆ  ดังแสดงในรูปที่ 2-1 ข้อมูลโปรตีโอมนั้นใหญ่กว่าข้อมูลจีโนมโดยเฉพาะในยูแคริโอต เพราะ

มีการตัดเชื่อมเอ็มอาร์เอ็นเอ (RNA splicing) ได้หลายแบบ และมีการดัดแปรภายหลังแปลรหัส 

(post translation) เช่น กลยัโคซเิลชนั (glycosylation) หรอืฟอสฟอรเิลชนั (phosphorylation) 

เป็นต้น จึงท�าให้มีจ�านวนโปรตีนมากกว่ายีน

โปรตีโอมิกส์ในห้องปฏิบัติการทดลองจริง (รูปที่ 2-1) มักเริ่มด้วยการแยกโปรตีนบนเจล

สองมติด้ิวยกระแสไฟฟ้า (two dimensional gel electrophoresis หรอื 2-DE) แล้วน�ามาแยกแยะ

ชนิดของโปรตีนด้วยแทนเด็มแมสสเปกโทรเมตรี (tandem mass spectrometry หรือ MS/MS)  

โดยอ้างอิงฐานข้อมูล เช่น open proteomics database (OPD) นอกจากนี้ยังศึกษาปฏิสัมพันธ์

ระหว่างโปรตนีโดยใช้เทคโนโลยข้ีอมลูสงู เช่น ระบบยสีต์ทูไฮบรดิ (yeast two-hybrid system) ซ่ึงช่วย

บ่งชีบ้ทบาทของโปรตนีทีย่งัไม่ทราบหน้าที ่โดยอ้างองิจากการปฏสิมัพนัธ์กบัโปรตนีทีท่ราบหน้าที ่

แล้ว ปัจจุบันมีฐานข้อมูลเครือข่ายการปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนหลายแห่ง เช่น STRING ส�าหรับ 

สิง่มชีวีติทัว่ไป SynechoNET และ IntroPORC ส�าหรับไซยาโนแบคทีเรยีโดยเฉพาะ Synechocystis 

sp. PCC 6803 [27] และ SpirPro ส�าหรับ A. platensis C1 [32] เป็นต้น ส่วนข้อมูลส�าหรับ 

จลุสาหร่ายยงัมไีม่มากนกัและส่วนใหญ่เป็นของ C. reinhardtii เช่น ฐานข้อมลูเปปไทด์ (peptide) 

ProMEX [33] เป็นต้น
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2.5 เมแทบอโลมิกส์

เมแทบอโลมิกส์เป็นการศึกษาเมแทบอโลม ซ่ึงเป็นชุดเมแทบอไลต์ท้ังหมดของเซลล์ 

เมแทบอไลต์เป็นสารเคมีที่เกิดระหว่างกระบวนการสร้างและสลายสารอาหารในเซลล์หรือ

กระบวนการเมแทบอลิซึม เมแทบอโลมมีการเปลี่ยนแปลงอยู่ตลอดเวลา เมแทบอโลมิกส์น�าไปสู่

ความเข้าใจในวิถี (pathway) และเครือข่าย (network) ของเมแทบอลิซึม

การศึกษาเมแทบอโลมในห้องปฏิบัติการทดลองจริงมีหลายวิธี เช่น แยกวิเคราะห์

หาชนิดและปริมาณของเมแทบอไลต์โดยใช้แก๊สโครมาโทกราฟี/แมสสเปกโทรเมตรี (gas 

chromatography/mass spectrometry หรือ GC/MS) หรือหาโครงสร้างของเมแทบอไลต์ด้วย

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (nuclear magnetic resonance หรือ NMR) เป็นต้น (รูปที่ 2-1) 

เนื่องจากมียีนจ�านวนมากส�าหรับเมแทบอลิกเอนไซม์ ประกอบกับความซับซ้อนของเมแทบอลิซึม 

ในเซลล์ ดังนั้น การประเมินประสิทธิภาพจึงมิได้ตรงไปตรงมา ข้อจ�ากัดดังกล่าวน�าไปสู่การสร้าง 

แบบจ�าลองเมแทบอลิก (metabolic model) ด้วยคอมพิวเตอร์ให้ข้อมูลสูง ซึ่งเสนอภาพรวมของ 

เมแทบอลิซึมของสิ่งมีชีวิตในรูปแบบเครือข่าย โดยทั่วไปเมแทบอโลมิกส์จะต้องอาศัยข้อมูลจีโนม 

ทีส่มบรูณ์ อย่างไรก็ด ีเมือ่เทยีบกบัจ�านวนจโีนมทีม่อียูก่น็บัว่ามเีมแทบอโลมกิส์น้อยมาก (น้อยกว่า 3%)  

เพราะขาดเคร่ืองมอืแบบจ�าลองอตัโนมติั (automatic modeling tools) [27] ปัจจบุนัแบบจ�าลอง 

เมแทบอลิกระดับจีโนม (genome-scale metabolic model) สร้างจากข้อมูลจีโนมและ 

ทรานสคริปโตม [23] แล้วน�าไปวิเคราะห์เครือข่ายเมแทบอลิกด้วยคณิตศาสตร์ เพื่อท�านาย 

พฤติกรรมทางเมแทบอลิก (metabolic behavior) มีการค้นพบเมแทบอไลต์ต่าง ๆ โดยไม่ทราบ

กลุ่มยีน (gene clusters) ที่ใช้ในการสังเคราะห์ ดังนั้น เครือข่ายเมแทบอลิกจะเป็นกุญแจส�าคัญ 

ท่ีน�าไปสู่การระบเุอนไซม์ของเมแทบอไลต์ นอกจากนีย้งัน�าไปสูก่ารออกแบบสายพนัธุใ์ห้เหมาะแก่

การผลิตสารที่ต้องการจ�านวนมาก และช่วยก�าหนดสภาวะที่ดีที่สุดต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ 

แบบจ�าลองเมแทบอลกิของไซยาโนแบคทเีรยีมหีลายแบบโดยเฉพาะในสายพนัธุต้์นแบบ 

Synechocystis sp. PCC 6803 เช่น แบบจ�าลองท�านายการเจรญิเตบิโตในสภาวะโฟโตออโตโทรฟิก  

(photoautotrophic) เฮเทอโรโทรฟิก (heterotrophic) และมิกโซโทรฟิก (mixotrophic) 

นอกจากนี้ยังมีแบบจ�าลองเมแทบอลิกในสายพันธุ์ท่ีตรึงไนโตรเจน Cyanothece sp. ATCC 

51142 [27] และแบบจ�าลองเมแทบอลิก iAK692 ในสายพันธุ์ที่ใช้ในอุตสาหกรรม A. platensis 

[34] เป็นต้น ส่วนในจุลสาหร่ายมีรายงานแบบจ�าลองเมแทบอลิกในคลอโรพลาสต์และไซโทซอล 

(cytosol) ของสายพันธุ์ต้นแบบ C. reinhardtii [35] เช่น แบบจ�าลองเมแทบอลิก iRC1080 [36] 
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และ Alga-GEM [37] เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีรายงานในสายพันธุ์อื่น ๆ  บ้าง ได้แก่ Ostreococcus 

tauri, Ostreococcus lucimarinus และ Thalassiosira pseudonana [23] อย่างไรก็ดี  

มีความเข้าใจน้อยมากเกี่ยวกับเมแทบอลิซึมในจุลสาหร่ายสายพันธุ์อื่น ๆ

2.6 โอมิกส์อื่น ๆ

นอกจากโอมิกส์ต่าง ๆ ที่ได้กล่าวแล้วในข้างต้น ยังมีฟลักโซมิกส์ (fluxomics) และ 

ฟีโนมิกส์ (phynomics) (รูปที่ 2-1) ซึ่งเป็นศาสตร์ที่อยู่ในระยะเริ่มต้นและมีข้อมูลน้อย

2.6.1 ฟลักโซมิกส์

ฟลักโซมกิส์เป็นการศกึษาฟลกัโซม (fluxome) ซึง่เป็นฟลกัซ์ (flux) หรอือตัราทีเ่มแทบอไลต์ 

ไหลผ่านในวิถีเมแทบอลิกหน่ึง ฟลักโซมิกส์เกี่ยวข้องกับการจ�าลองการท�างาน (simulation)  

ของเมแทบอลิกฟลักซ์ด้วยคอมพิวเตอร์ควบคู่กับการทดสอบแบบจ�าลองนั้นด้วยการทดลอง 

ในห้องปฏบิตักิาร เพือ่ท�านายปฏกิริยิาเมแทบอลกิในระบบชวีวทิยา แบบจ�าลองเมแทบอลกิระดบั 

จีโนมด้วยคอมพิวเตอร์ เช่น การวิเคราะห์ฟลักซ์บาลานซ์ (flux balance analysis หรือ FBA)  

ใช้ท�านายสภาวะทีด่ทีีส่ดุ ทีจ่�าเป็นต่อการสงัเคราะห์ชวีมวลหรอืผลติภณัฑ์เป้าหมายในระดบัสงูสดุ 

[23, 27] ส่วนการทดสอบแบบจ�าลองด้วยการทดลองในห้องปฏิบัติการนั้น มักตรวจวัดฟลักซ์โดย

ป้อนเซลล์และติดตามด้วยสารติดฉลากกัมมันตภาพรังสี (isotopic tracing) คาร์บอน 13 อะตอม 

(13C) ดงัน้ัน สารเมแทบอไลต์สดุท้ายของวถิเีมแทบอลกิจะถกูตดิฉลาก 13C เข้าไปด้วย ซึง่แบบแผน

ของการติดฉลากนี้สามารถน�ามาวิเคราะห์หาปฏิกิริยาฟลักซ์

การสร้างแบบจ�าลองเมแทบอลิกระดับจีโนมส�าหรับไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย 

ยังอยู่ในระยะเริ่มต้นและไม่ครอบคลุม แบบจ�าลองที่ใช้เครือข่ายเมแทบอลิกที่คลุมเครือ เช่น  

ใน Synechocystis sp. PCC 6803 ท�าให้ผลของเมแทบอลกิฟลกัซ์แตกต่างจากผลการทดลองจรงิ

ในห้องปฏิบัติการ [38] การศึกษาวิถีเมแทบอลิกของคาร์บอนในไซยาโนแบคทีเรีย Cyanothece 

ATCC 51142 พบว่าการทดลองจริงในห้องปฏิบัติการมีความสอดคล้องกับ FBA [39] ส่วนใน 

จุลสาหร่าย เช่น C. reinhardtii มีการใช้ FBA ศึกษาเมแทบอลิกฟลักซ์ของเซลล์ที่เจริญเติบโต 

ภายใต้สภาวะแบบโฟโตออโตโทรฟิก เฮเทอโรโทรฟิก และมิกโซโทรฟิก เพื่อดูผลกระทบต่อ 

ชีวมวล [40] เป็นต้น
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2.6.2 ฟีโนมิกส์

ฟีโนมิกส์เป็นการศึกษาฟีโนม ซึ่งเกี่ยวข้องกับลักษณะกายภาพและชีวเคมีของสายพันธุ์ 

(trait) ของสิ่งมีชีวิตที่เปลี่ยนแปลงโดยตอบสนองต่อการกลายพันธุ์และอิทธิพลจากสิ่งแวดล้อม  

การศกึษาฟีโนมกิส์มหีลายวธิ ีเช่น ฟีโนไทปิงไมโครอาร์เรย์ (phenotyping microarray) ใช้ประเมนิ 

ความสามารถในการเจริญเติบโตของจุลชีพที่เป็นสายพันธุ์ลักษณะปรกติและสายพันธุ์กลาย 

(mutant strain) การคัดกรองด้วยการรบกวนอาร์เอ็นเอ (RNA interference หรือ RNAi) เพื่อ

ประเมนิความสัมพนัธ์ระหว่างจโีนไทป์ (genotype) และฟีโนไทป์ (phenotype) ซึง่มกีารใช้อย่าง

กว้างขวางในยสีต์ (Saccharomyces cerevisiae) แมลงหวี ่(Drosophila melanogaster) และ

หนอนตัวกลม (Caenorhabditis elegans) [3] แต่ยังไม่พบรายงานฟีโนมิกส์ในไซยาโนแบคทีเรีย

และจุลสาหร่าย

2.7 วิศวกรรมเมแทบอลิก

วิศวกรรมเมแทบอลิก (metabolic engineering) เป็นการวิเคราะห์วิถีเมแทบอลิก เพื่อ

หาข้อจ�ากดัและผลกระทบต่อการผลติสารเป้าหมาย แล้วลดข้อจ�ากดัดงักล่าวโดยใช้พนัธวุศิวกรรม 

(genetic engineering) มาแก้ไขวิถีเมแทบอลิก แล้วน�าที่แก้ไขนี้มาท�าแบบจ�าลองอีกครั้งหนึ่ง  

เพื่อค�านวณหาผลผลิตใหม่ของสารเป้าหมาย จุดมุ่งหมายของวิศวกรรมเมแทบอลิกคือการท�าให ้

สิ่งมีชีวิตผลิตสารที่มีมูลค่าจ�านวนมากในระดับอุตสาหกรรมอย่างคุ้มทุน แม้มีการคาดหวังว่า 

บรูณาการโอมกิส์ (ดังแสดงในรปูที ่2-1) จะน�าไปสูก่ารประยกุต์ทางเทคโนโลยชีวีภาพ แต่เนือ่งจาก

ปัจจุบันบูรณาการโอมิกส์ทั้งหมดยังห่างไกลความเป็นจริงอยู่มาก จึงได้มุ่งสู่วิศวกรรมเมแทบอลิก

กระบวนการวิศวกรรมเมแทบอลิกมีดังนี้ ใช้คอมพิวเตอร์ที่ให้ข้อมูลสูงสร้างแบบจ�าลอง

เครือข่ายเมแทบอลกิจากข้อมลูจโีนมและ/หรอืทรานสครปิโตม แล้วใช้แบบจ�าลองทางคณติศาสตร์

ค�านวณหาผลผลิตทางทฤษฎีของสารเป้าหมาย หรือหาปฏิกิริยาฟลักซ์ (flux reaction) ภายใน

เซลล์ ซึ่งท�าให้ทราบว่าควรจะเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาใดและจัดการกับยีนใด จึงจะเพิ่มผลผลิตของ

สารเป้าหมาย โดยใช้เทคนคิทางพนัธวุศิวกรรมช่วยจดัการให้ยนีแสดงออกมากขึน้หรอืน้อยลงด้วย

ยีนน็อกเอาต์ ขึ้นอยู่กับผลกระทบที่มีต่อวิถีเมแทบอลิกและเป้าหมายสุดท้าย เช่น หากปฏิกิริยา

นั้นมีฟลักซ์ต�่าและจ�ากัดปริมาณของผลผลิต ก็ควรเพิ่มปฏิกิริยาฟลักซ์โดยเพิ่มการแสดงออกของ

ยีนที่สร้างเอนไซม์ในปฏิกิริยาดังกล่าว เป็นต้น เนื่องจากเซลล์ใช้เครือข่ายเมแทบอลิกเพื่อมีชีวิต

รอด การเปลี่ยนแปลงเครือข่ายอาจส่งผลกระทบรุนแรงต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ จึงเกิดการ 

ได้อย่างเสียอย่างขึ้น ระหว่างการที่เซลล์ผลิตสารที่ต้องการมากขึ้นกับความจ�าเป็นตามธรรมชาต ิ
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ที่จะมีชีวิตรอด ดังนั้น แทนที่จะจัดการให้ยีนที่สร้างเมแทบอลิกเอนไซม์มีการแสดงออกมากข้ึน 

หรือน้อยลงด้วยการเอายีนออกไป วิศวกรรมเมแทบอลิกในปัจจุบันจึงเริ่มมุ่งความสนใจไปในด้าน

การควบคมุการท�างานของเครอืข่ายเมแทบอลกิเพือ่เกดิประสทิธภิาพยิง่ข้ึน เช่น จากการวเิคราะห์ 

ข้อมูลทรานสคริปโตมร่วมกับยีนไซเลนซิง (gene silencing) และการเพิ่มการแสดงออกของยีน

ใน C. reinhardtii ช่วยบ่งชี้แฟกเตอร์ถอดรหัสที่ตอบสนองต่อไนโตรเจนได้ 2 ตัว ตัวแรกส�าหรับ

การสะสมฟอสฟอลิพิด (phospholipid) ในสภาวะอาหารไม่ขาดแคลน [41, 42] ส่วนตัวที่สอง

จ�าเป็นส�าหรับการสะสมลพิดิภายใต้สภาวะทีข่าดแคลนไนโตรเจน [43] การค้นพบนีเ้ป็นการเน้นย�า้ 

ถึงสมรรถนะการวิเคราะห์โอมิกส์ของจุลสาหร่ายในการระบุเป้าหมาย ซึ่งอาจน�าไปสู่การท�า

วิศวกรรมที่ตัวควบคุมการท�างาน เช่น แฟกเตอร์ถอดรหัส เป็นต้น อาจเป็นหนทางน�าไปสู่การแยก

ออกจากกนั ระหว่างการควบคมุวงจรชวีติของเซลล์ (cell-cycle regulation) และการสะสมลพิดิ 

อาจท�าให้เพิ่มการสร้างลิพิดในช่วงที่เซลล์เจริญอย่างว่องไว (active growth) ได้ [41]

2.8 กรณีศึกษำ: โอมิกส์และวิศวกรรมเมแทบอลิกเพื่อผลิต 
แคโรทีนอยด์จำกจุลสำหร่ำย

แคโรทนีอยด์ (carotenoid) เป็นสารส ี(pigment) เกีย่วข้องกบัการรบัและการป้องกนัแสง 

(photoprotection) แคโรทนีอยด์ส�าคญัทีพ่บในจลุสาหร่าย เช่น บีตาแคโรทนี (b-carotene) และ 

แอสตาแซนทีน (astaxanthin) เป็นต้น บีตาแคโรทีนมักพบสะสมเป็นก้อนลิพิด (lipid globule) 

อยู่ภายในพลาสทิด (plastid) ส่วนแอสตาแซนทีนมักพบเป็นหยดลิพิด (lipid droplet) อยู่ใน 

ไซโทพลาซึม (cytoplasm) บีตาแคโรทีนธรรมชาติที่ผลิตจากจุลสาหร่าย Dunaliella bardawil 

ประกอบด้วยสองไอโซเมอร์ (isomer) ได้แก่ all-trans และ 9-cis ส่วนชนิดสังเคราะห์มีไอโซเมอร์  

all-trans อย่างเดียว [46] บีตาแคโรทีนจากธรรมชาติมีมูลค่าสูงกว่าชนิดสังเคราะห์ สามารถ 

น�ามาใช้เป็นอาหารเสริม และเป็นสารตั้งต้นวิตามินเอ [47] เป็นต้น ส่วนแอสตาแซนทีนธรรมชาติ

ที่ผลิตจากจุลสาหร่าย Haematococcus pluvialis มีเพียงสเตอริโอไอโซเมอร์ (stereoisomer) 

เดยีว (3S, 3’S) แต่ชนดิสงัเคราะห์ประกอบด้วย 3 สเตอรโิอไอโซเมอร์ (3R, 3’R), (3R, 3’S) (meso) 

และ (3S, 3’S) ในอัตราส่วน 1:2:1 [48] แอสตาแซนทีนธรรมชาติมีมูลค่าสูง ใช้เป็นโภชนเภสัช  

(nutraceutical) และสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) [47] เป็นต้น 

2.8.1 การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ในจุลสาหร่าย

การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ใช้สารตั้งต้น ไดเมทิลแอลลิลไดฟอสเฟต (dimethylallyl 

diphosphate หรือ DMAPP) และไอโซเพนทีนิลไพโรฟอสเฟต (isopentenyl pyrophosphate 
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รูปที่ 2-3 วิถีสังเคราะห์บีตาแคโรทีนและแอสตาแซนทีนในจุลสาหร่าย

การสังเคราะห์ DMAPP และ IPP ในจุลสาหร่ายสีเขียว (Chlorophytes) มีวิถี MEP อย่างเดียว ในขณะที่ 

สาหร่ายชนิดอื่นและพืชชั้นสูงมักมีท้ังวิถี MEP และ MVA การสังเคราะห์บีตาแคโรทีนในจุลสาหร่าย 

สีเขียวเกิดขึ้นในคลอโรพลาสต์ ส่วนขั้นตอนต่อมาเกิดขึ้นได้ทั้งในคลอโรพลาสต์และในไซโทพลาซึม  

การสงัเคราะห์แอสตาแซนทนีใน Haematococcus pluvialis ใช้วถิทีี ่1 ส่วนใน Chlorella zofingiensis 

ใช้วิถีที่ 2 ในภาพมิได้แสดงอินเทอร์มิเดียตส์ (intermediates) ทั้งหมด

MEP: methylerythritol phosphate; MVA: mevalonate; DMAPP: dimethylallyl diphosphate; 

IPP: Isopentenyl pyrophosphate; GGPPS: geranylgeranyl pyrophosphate synthase; 

PSY: phytoene synthase; PDS: phytoene desaturase; ZDS: ζ-carotene desaturase; 

LYC-B: lycopene b-cyclase; BKT: b-carotene ketolase; CrtR-b: b-carotene hydroxylase  

ข้อมูลจาก [41, 44, 45]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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หรอื IPP) ซึง่ได้จากการสงัเคราะห์ด้วยวถิเีมแทบอลกิท่ีแตกต่างและเป็นอสิระต่อกนั 2 วถีิ (รปูท่ี 2-3)  

ได้แก่ วิถีเมทิลอิริทริทอลฟอสเฟต (methylerythritol phosphate หรือ MEP) ซึ่งเริ่มด้วย 

ไพรูเวต (pyruvate) ในพลาสทิดและวิถีเมวาโลเนต (mevalonate หรือ MVA) ซึ่งเริ่มด้วย 

แอซีทิลโคเอ (Acetyl-CoA) ในไซโทพลาซึม [41, 49] จากการเปรียบเทียบจีโนมิกส์ของสาหร่าย

หลายสปีชีส์ พบว่าวิถี MVA ได้สูญหายไปจากจุลสาหร่ายสีเขียว จึงใช้เฉพาะวิถี MEP อย่างเดียว 

ในขณะที่สาหร่ายสีแดงบางชนิดใช้ทั้งสองวิถี [50]

2.8.2 โอมิกส์เพื่อระบุยีนและวิถีเมแทบอลิกของบีตาแคโรทีน [51] 

จุลสาหร่าย Trentepohlia jolithus ซึ่งอยู่ใน class Ulvophyceae สามารถสังเคราะห์

บตีาแคโรทนีในปริมาณมาก แต่แทบไม่มข้ีอมลูทางชวีวทิยาระดบัโมเลกลุ เพือ่ค้นหายนีทีเ่กีย่วข้อง

กับการสงัเคราะห์บีตาแคโรทนี จึงสร้างข้อมลูทรานสครปิโตมโดยหาล�าดบัอาร์เอน็เอด้วยเทคโนโลยี

ที่ให้ข้อมูลสูง RNA-seq แล้ววิเคราะห์ข้อมูลโดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลต่าง ๆ เช่น the NCBI 

non-redundant protein database (NR), Kyoto encyclopedia of genes and genomes 

(KEGG), Swiss-Prot และ Clusters of orthologous groups (COG) เป็นต้น ท�าให้สามารถระบุ

ยนีทัง้หมดทีส่ร้างเอนไซม์ทีเ่กีย่วข้องกบัวถิ ีMEP และพบว่า T. jolithus ไม่มวีถีิ MVA แต่ใช้วถีิ MEP 

อย่างเดยีว เช่นเดยีวกบัในจลุสาหร่ายสเีขยีว ส่วนวถิกีารสงัเคราะห์บตีาแคโรทนีนัน้แม้จะคล้ายกบั

ทีแ่สดงในรปูที ่2-3 แต่มคีวามต่างหลายแห่ง ทีส่�าคญัคอืการค้นพบยนีทีส่ร้างเอนไซม์ซตีาแคโรทนี 

ไอโซเมอเรส (Zeta-carotene isomerase) ซึ่งคาดว่าจะเป็นยีนท่ีพบเฉพาะใน T. jolithus  

นอกจากนีย้งัไม่พบยนีสร้างเอนไซม์บตีาแคโรทนีคโีทเลส (b-carotene ketolase) ถ้าหากไม่มยีนี

ดังกล่าวในจีโนมจริง คงหมดโอกาสที่จะสร้างแอสตาแซนทีนโดยธรรมชาติใน T. jolithus 

2.8.3 โอมิกส์ส�าหรับวิถีเมแทบอลิกของแอสตาแซนทีน

จุลสาหร่าย H. pluvialis สะสมแอสตาแซนทีนปริมาณมาก จึงเป็นสายพันธุ์ที่มีความ 

เป็นไปได้มากที่สุดที่จะใช้ผลิตแอสตาแซนทีนธรรมชาติ เมื่อใช้ไมโครอาร์เรย์ตรวจสอบการสร้าง 

เอ็มอาร์เอ็นเอของ H. pluvialis ที่อยู่ในสภาวะเหนี่ยวน�าให้สร้างแอสตาแซนทีน เช่น สภาวะ

ท่ีมีความเข้มแสงสูง และสภาวะขาดสารอาหาร พบว่าเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนที่เกี่ยวข้องกับ 

การสังเคราะห์แสงลดลง ในขณะที่เอ็มอาร์เอ็นเอของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับความเครียด (stress)  

และการส่งทอดสัญญาณ (signal transduction) เพิ่มขึ้น [52] ซึ่งผลที่ได้นี้คล้ายคลึงกับที่ได้จาก 

ทรานสคริปโตมิกส์ของ Dunaliella salina ซึ่งพบว่าเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนท่ีสร้างเอนไซม์  

4-ไฮดรอกซี-3-เมทิลบูต-2-อินิล ไดฟอสเฟตรีดักเทส (4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl 



35

โอมิกส์ของไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำยส�ำหรับเทคโนโลยีชีวภำพ

รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

diphosphate reductase) ซึง่เป็นเอนไซม์ส�าคัญในวถิ ีMEP มรีะดบัสงูข้ึนภายใต้สภาวะความเครยีด  

เช่น สภาวะขาดสารอาหาร ความเค็มสูง และความเข้มแสงสูง [53] จากโปรตีโอมิกส์ของ  

H. pluvialis พบว่าเอนไซม์ทีต้่านออกซเิดชนั (antioxidative enzyme) จะมรีะดบัสงูขึน้ชัว่คราว 

แล้วกลับสู่ระดับปกติหรือต�่ากว่าปกติ เอนไซม์เป็นระบบป้องกันเบ้ืองต้นของกลไกตอบสนองต่อ  

ความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) และหากมีความเครียดต่อเนื่อง เซลล์จะสร้าง 

และสะสมแอสตาแซนทีนเพื่อเป็นกลไกในการป้องกันตัวในระยะยาว [54]

วิถีการสังเคราะห์แอสตาแซนทีนในจุลสาหร่ายมีปฏิสัมพันธ์กับวิถีเมแทบอลิกอื่น ๆ 

เช่น การถ่ายทอดอิเล็กตรอนในการสังเคราะห์แสง และการสังเคราะห์กรดไขมัน [55] เป็นต้น  

เมื่อเร็ว ๆ นี้มีความสนใจที่จะใช้จุลสาหร่าย Chlorella zofingiensis เป็นทางเลือกในการผลิต 

แอสตาแซนทนี เนือ่งจากมคีวามสามารถเจรญิเติบโตได้อย่างรวดเรว็ วถีิการสงัเคราะห์บีตาแคโรทีน 

ใน C. zofingiensis เหมอืนกบัใน H. pluvialis คอืใช้วถิ ีMEP แต่วถิกีารสงัเคราะห์แอสตาแซนทนี 

นั้นต่างกัน ใน H. pluvialis ใช้วิถีที่ 1 ส่วนใน C. zofingiensis ใช้วิถีที่ 2 [55] (ดูรูปที่ 2-3) 

2.8.4 วิศวกรรมเมแทบอลิกของแคโรทีนอยด์

แม้แคโรทีนอยด์จะมีมูลค่าสูงและมีความได้เปรียบที่จะผลิตโดยใช้จุลสาหร่าย แต่มี

รายงานน้อยมากเกี่ยวกับการใช้วิศวกรรมเมแทบอลิกในจุลสาหร่ายเพื่อปรับสภาวะดีท่ีสุดในการ 

ผลติแคโรทนีอยด์ เน่ืองจากการสงัเคราะห์บตีาแคโรทนีในจลุสาหร่ายสเีขยีวเกดิขึน้ในคลอโรพลาสต์  

ส่วนขั้นตอนต่อมา (รูปที่ 2-3) สามารถเกิดขึ้นได้ทั้งในคลอโรพลาสต์และในไซโทพลาซึม [49]  

ดังน้ัน วิศวกรรมเมแทบอลิกของแคโรทีนอยด์ในจุลสาหร่ายน่าจะประสบความส�าเร็จได้  

โดยพันธุวิศวกรรมด้วยการถ่ายโอนยีน (gene transformation) ที่นิวเคลียสหรือคลอโรพลาสต์  

อย่างใดอย่างหน่ึง หรือทั้งสองอย่าง ตัวอย่างของวิศวกรรมเมแทบอลิกของแคโรทีนอยด์ใน 

จลุสาหร่ายทีป่ระสบความส�าเรจ็ เช่น เมือ่น�ายนีสร้างเอนไซม์ไฟโทอนีซินเทส (phytoene synthase 

หรือ PSY) จาก D. salina หรือจาก C. zofingiensis มาเพิ่มการแสดงออกในนิวเคลียสของ  

C. reinhardtii พบว่ามีการผลิตลูทีน (lutein) เพิ่มขึ้น 2.6 เท่า และ 2.2 เท่าตามล�าดับ [56, 57]  

เมื่อน�ายีนเอนโดจีนัส (endogenous) ที่สร้างเอนไซม์ไฟโทอีนดีแซตเจอเรส (phytoene 

desaturase หรือ PDS) มาแสดงออกเพิ่มขึ้นในนิวเคลียสของ H. pluvialis และ C. zofingiensis 

ท�าให้มีการสังเคราะห์แอสตาแซนทีนเพิ่มขึ้น 26% และ 54.1% ตามล�าดับ [58, 59] แนวโน้ม 

ในอนาคตส�าหรบัวศิวกรรมเมแทบอลกิของแคโรทนีอยด์ เช่น อาจมกีารแสดงออกเพิม่ขึน้ของโปรตนี 

พร้อมกันทีเดียวหลาย ๆ ตัว เพื่อให้การไหลของเมแทบอลิกเข้มแข็งข้ึน หรืออาจท�าวิศวกรรม 

ที่ตัวควบคุมการท�างานแฟกเตอร์ถอดรหัส เป็นต้น
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2.9 บทสรุป

โอมิกส์เกิดขึ้นได้ เพราะความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีที่ให้ข้อมูลสูงและชีวสารสนเทศ 

ท�าให้วิเคราะห์ข้อมูลจ�านวนมากได้ในเวลาอันรวดเร็ว ปัจจุบันโอมิกส์ของไซยาโนแบคทีเรีย 

และจลุสาหร่ายเพ่ิงเริม่ต้นและมข้ีอมลูน้อย ท�าให้บรูณาการโอมกิส์ยงัห่างไกลความเป็นจรงิอยูม่าก 

จึงมุ่งสู่วิศวกรรมเมแทบอลิกและใช้พันธุวิศวกรรมมาแก้ไขวิถีเมแทบอลิกให้ผลิตสารตามต้องการ 

อย่างไรก็ดี คาดว่าจะมีโอมิกส์ของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายเพิ่มขึ้นอีกมากอย่างรวดเร็ว 

ส่งผลให้ใช้โอมิกส์ได้อย่างเต็มศักยภาพ และน�าไปสู่บูรณาการโอมิกส์ ซ่ึงมีความเป็นไปได้สูงท่ีจะ

ประสบความส�าเร็จ ในการปรับปรุงพันธุ์ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายให้เป็น “โรงงาน” ผลิต

สารธรรมชาติที่มีมูลค่าสูง ปริมาณมากในระดับอุตสาหกรรมอย่างคุ้มทุน 
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3.1 บทน�ำ

พันธุวิศวกรรม (genetic engineering) เป็นกระบวนการดัดแปลงหรือเปลี่ยนแปลงสาร

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต โดยใช้เทคนิครีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ (recombinant DNA) ในการตัดต่อ

ยีนจากสิ่งมีชีวิตชนิดหนึ่งแล้วถ่ายโอน (transform) เข้าสู่สิ่งมีชีวิตอีกชนิดหนึ่ง เพื่อสร้างสิ่งมีชีวิต 

ดัดแปรพันธุกรรมท่ีมีคุณสมบัติใหม่ตามต้องการ ปัจจุบันการใช้พันธุวิศวกรรมไปไกลกว่าเดิม 

อีกขั้นหนึ่ง โดยใช้กับแขนงวิชาที่เกิดขึ้นใหม่ เช่น ชีววิทยาสังเคราะห์ (synthetic biology)  

และวศิวกรรมเมแทบอลกิ (metabolic engineering) ในกระบวนการวศิวกรรมเมแทบอลกิ จะใช้ 

ปฏิกิริยาฟลักซ์ (flux reaction) ในการบ่งชี้ว่าควรเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาใด และจัดการกับยีนใด 

ในวิถเีมแทบอลิก (metabolic pathway) แล้วใช้พนัธวุศิวกรรมในการแก้ไขวถีิเมแทบอลกิ จดัการ 

ให้ยีนน้ันแสดงออกให้เหมาะแก่การสังเคราะห์สารเป้าหมายจ�านวนมาก ในระดับอุตสาหกรรม

อย่างคุ้มทุน (ดูรายละเอียดในบทที่ 2) ส่วนการใช้พันธุวิศวกรรมในชีววิทยาสังเคราะห์นั้นเป็นการ

ประกอบชิ้นส่วนดีเอ็นเอมาตรฐานชนิดต่าง ๆ เข้าด้วยกัน แล้วถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์เพื่อให้เกิด

คุณสมบัติใหม่ตามต้องการ 

ไซยาโนแบคทีเรียเป็นโพรแคริโอต (prokaryote) ท่ีมีองค์ประกอบทางเคมีหลากหลาย 

เป็นแหล่งของสารธรรมชาติใหม่ ๆ ที่น่าสนใจส�าหรับเทคโนโลยีชีวภาพ (ดูบทที่ 1) เพื่อใช้ไซยาโน

แบคทเีรยีส�าหรบัผลิตสารธรรมชาติปรมิาณมาก จึงจ�าเป็นต้องปรบัปรงุพนัธุ ์ซึง่ท�าได้โดยใช้ชีววทิยา

สังเคราะห์และวิศวกรรมเมแทบอลิก ซึ่งล้วนแต่ต้องใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเข้าร่วมด้วย  

การท�าพนัธวุศิวกรรมในไซยาโนแบคทเีรยีให้ประสบความส�าเรจ็นัน้ ต้องใช้ความรูด้้านพนัธศุาสตร์

บทที่ 3
พันธุวิศวกรรมในไซยำโนแบคทีเรีย
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ระดับโมเลกุล (molecular genetics) เช่น การควบคุมการแสดงออกของยีน และเทคโนโลยีการ

ถ่ายโอนดีเอ็นเอ (DNA transformation) เป็นต้น อย่างไรก็ดี ความรู้ดังกล่าวในไซยาโนแบคทีเรีย

มีอยู่อย่างจ�ากัด การศึกษามักท�าในสายพันธุ์ต้นแบบ (model) มีสายพันธุ์ท่ีใช้ท�าพันธุวิศวกรรม

น้อยมาก ในบทนี้จะกล่าวถึงชีววิทยาสังเคราะห์ การควบคุมการแสดงออกของยีน องค์ประกอบ 

ของพันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรียรวมทั้งกรณีศึกษา และการประยุกต์ไซยาโนแบคทีเรีย 

ดัดแปรพันธุกรรม 

3.2 ชีววิทยำสังเครำะห์ในไซยำโนแบคทีเรีย

ชีววิทยาสังเคราะห์เป็นการน�าหลักทางวิศวกรรมมาใช้กับชีววิทยา ในทางวิศวกรรม 

หากประกอบชิน้ส่วนมาตรฐานชนดิต่าง ๆ  เข้าด้วยกนัตามแบบทีก่�าหนด จะได้เครือ่งจกัรทีท่�างาน

อย่างมีประสิทธิภาพ และสามารถเปลี่ยนหรือเพิ่มเติมชิ้นส่วนในเครื่องจักรได้ โดยเลือกชิ้นส่วน 

มาตรฐานจากบญัชรีายชือ่ แนวคดิดงักล่าวได้น�ามาใช้ในชวีวทิยา เพือ่ช่วยให้กระบวนการพนัธวุศิวกรรม 

ท�าได้ง่ายขึ้น ชีววิทยาสังเคราะห์จึงเป็นการประกอบชิ้นส่วนมาตรฐานที่สังเคราะห์ขึ้น โดยอาศัย

ความรู้ด้านชีววิทยาเชิงระบบ (systems biology) และแบบจ�าลองการท�างาน (simulation)  

เพ่ือปรับเปล่ียนการท�าหน้าทีท่างชวีวทิยาของสิง่มชีวีติอย่างมปีระสทิธภิาพ เกดิคณุสมบัตใิหม่ทีไ่ม่

พบในธรรมชาต ิเป็นสิง่มชีวีติทีส่งัเคราะห์ขึน้ ชิน้ส่วนมาตรฐานในชวีวทิยาสงัเคราะห์ ได้แก่ กรดอะ

มโิน โปรตนี และยนี เป็นต้น ชิน้ส่วนดีเอน็เอมาตรฐานชนดิต่าง ๆ  ซึง่มหีน้าทีเ่ฉพาะหรอืไบโอบรกิส์ 

(BioBricks) ที่จดทะเบียนแล้ว ดูได้จากฐานข้อมูลที่ MIT (http://parts.igem.org/Main_Page) 

ชีววิทยาสังเคราะห์โดยใช้ไซยาโนแบคทีเรียเป็นเจ้าบ้านนั้นเพิ่งเริ่มต้น โดยใช้สายพันธุ์

ต้นแบบ ได้แก่ Synechocystis sp. PCC 6803, Synechococcus elongatus PCC 7942, 

Synechococcus sp. PCC 7002, Nostoc (Anabaena) sp. PCC 7120 และ Leptolyngbya sp. 

strain BL0902 [1, 2] มีการจดทะเบียนชิ้นส่วนดีเอ็นเอมาตรฐานที่ท�างานได้ในไซยาโนแบคทีเรีย

บ้างแล้ว เช่น โพรโมเตอร์ (promoter) ชนิดต่าง ๆ  ต�าแหน่งจับของไรโบโซม (ribosome binding 

site) และยนีรายงาน (reporter gene) เป็นต้น โดยใช้กระบวนการพนัธวุศิวกรรมในการประกอบ

ชิน้ส่วนดเีอน็เอมาตรฐานชนดิต่าง ๆ  เข้าด้วยกนั ให้อยูใ่นรปูของพลาสมดิ (plasmid) หรอืดเีอน็เอ

เส้นสาย (linear) แล้วถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย
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3.3 กำรควบคุมกำรแสดงออกของยีนในไซยำโนแบคทีเรีย

การท�าพนัธวุศิวกรรมในไซยาโนแบคทเีรยีเพือ่ให้มคีณุสมบตัใิหม่ตามต้องการนัน้ จ�าเป็น

ต้องใช้ความรูพ้ืน้ฐานเกีย่วกบัการควบคุมการแสดงออกของยนีในไซยาโนแบคทีเรยี เช่น การควบคมุ

ระดับถอดรหัส (transcription) และระดับแปลรหัส (translation) เป็นต้น

3.3.1 การควบคุมระดับถอดรหัส

การควบคมุการแสดงออกของยนีในระดับถอดรหสัมอีงค์ประกอบส�าคญั ได้แก่ โพรโมเตอร์  

แฟกเตอร์ถอดรหัส (transcription factor) และเทอร์มิเนเตอร์ถอดรหัส (transcription 

terminator) กระบวนการถอดรหัสจะขับเคลื่อนด้วยฮอโลเอนไซม์อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส 

(holoenzyme RNA polymerase หรอื RNAP) ซึง่ประกอบด้วยซกิมาแฟกเตอร์ (sigma factor หรอื 

s) และเอนไซม์แกน (core enzyme) ในการตั้งต้นถอดรหัสซิกมาแฟกเตอร์จะจดจ�าและจ�าแนก 

ได้ว่าล�าดับดีเอ็นเอใดเป็นโพรโมเตอร์ โดยซิกมาแฟกเตอร์แต่ละชนิดจะจดจ�าอย่างจ�าเพาะกับ 

โพรโมเตอร์ชนดินัน้ ๆ  เอนไซม์แกนจะรวมกบัซกิมาแฟกเตอร์ชนดิใด ขึน้อยูก่บัสภาพของสิง่แวดล้อม 

หรือสภาพภายในเซลล์ ซึ่งเป็นกลไกในการควบคุมการถอดรหัสของยีน

แม้ไซยาโนแบคทีเรียจะเป็นยูแบคทีเรีย (eubacteria) แต่มี RNAP ที่แตกต่างจาก 

Escherichia coli เพราะมีหน่วยย่อยแกมมา (γ subunit) นั่นคือประกอบด้วย α
2
bb’γs  

ในขณะที่ของ E. coli ประกอบด้วย α
2
bb’s ซิกมาแฟกเตอร์ท่ีพบในไซยาโนแบคทีเรีย 

จะอยู่ในตระกูล s70 ในขณะที่ตระกูล s54 ที่พบในแบคทีเรียส่วนใหญ่กลับไม่พบในไซยาโน

แบคทีเรีย [3] s70 ของไซยาโนแบคทีเรียแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มตามลักษณะของโพรโมเตอร์ 

ได้แก่ กลุ่มที่ 1 มีล�าดับเบสพ้อง s70 (consensus-s70) จดจ�าโพรโมเตอร์ที่มีล�าดับบริเวณ 

-35 (TTGACA) และ -10 (TATAAT) เหมือนกับที่พบใน E. coli เป็น s70 ที่รับผิดชอบต่อ 

การแสดงออกของยีนทั่วไปที่มีความจ�าเป็นต่อการด�ารงชีวิต (housekeeping genes) จึงเป็น 

กลุ่มที่เซลล์ขาดไม่ได้ กลุ่มที่ 2 และ 3 เป็น s70 ที่ตอบสนองต่อภาวะความเครียดทางสิ่งแวดล้อม 

เช่น ความร้อน ความเค็ม หรือสารอาหารจ�ากัด เป็นต้น โพรโมเตอร์ในกลุ่มที่ 2 จะมีเพียงล�าดับ

บรเิวณ -10 หรอืโมทฟิตวัส่งเสรมิ (enhancer motif) ทีเ่กีย่วข้องกบัโปรตนีทีก่ระตุน้การถอดรหสั 

ส่วนโพรโมเตอร์ในกลุ่มที่ 3 นั้นแตกต่างจากกลุ่มที่ 1 และ 2 แต่ยังมีความรู้น้อยมากเกี่ยวกับ 

ความจ�าเพาะและการปฏิสัมพันธ์กับซิกมาแฟกเตอร์ [2] 
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เนื่องจากการถอดรหัสของไซยาโนแบคทีเรียมีความแตกต่างจาก E. coli ดังที่กล่าวมา 

ข้างต้น จงึมคีวามเป็นไปได้ทีโ่พรโมเตอร์ทีใ่ช้ใน E. coli อาจท�างานต่างออกไปเมือ่น�ามาใช้ในไซยาโน 

แบคทีเรีย โดยพบว่าโพรโมเตอร์ที่ท�างานระดับสูงใน E. coli เช่น P
trc

, P
lac

 และ lP
R
 กลับแทบ 

ไม่ท�างานใน Synechocystis sp. PCC 6803 [4] วิภา จึงจตุพรชัย และคณะ ได้ตรวจสอบการ 

ท�างานของโพรโมเตอร์ P
S
 ซึง่มลี�าดับเบสพ้อง s70 ของ E. coli โดยใช้ยนีรายงาน gfp ทีส่ร้างโปรตนี 

เรืองแสงสีเขียว (green fluorescent protein หรือ GFP) พบว่าโพรโมเตอร์ P
S
 ท�างานระดับสูง

ใน E. coli แต่ท�างานระดับน้อยมากใน S. elongatus PCC 7942 ในขณะที่โพรโมเตอร์ P
R
 จาก 

rrnA ของ S. elongatus PCC 7942 ท�างานได้ดีทั้งใน E. coli และ S. elongatus PCC 7942 

และเมื่อใช้ทั้ง P
S
 และ P

R
 ร่วมกัน พบว่ามีการเสริมกันให้ท�างานระดับสูงขึ้นมากใน S. elongatus 

PCC 7942 จนสามารถตรวจพบโปรตีนรายงาน GFP ด้วยวิธ ีSDS-PAGE ย้อมด้วยสีคูแมส์ซีบลู  

(Coomassie blue) [5] (รูปที่ 3-1) ดูตัวอย่างของโพรโมเตอร์ต่าง ๆ ส�าหรับพันธุวิศวกรรม 

ในไซยาโนแบคทีเรียในตารางที่ 3-1

นอกจากโพรโมเตอร์แล้ว แฟกเตอร์ถอดรหสักเ็ป็นองค์ประกอบส�าคญัในการควบคมุการ

ถอดรหสัส�าหรับการแสดงออกของยนี จากการส�ารวจจโีนมของไซยาโนแบคทเีรยีจ�านวน 21 จโีนม 

พบว่าม ี1,288 ยนีทีส่นันษิฐานได้ว่าสร้างแฟกเตอร์ถอดรหสั (putative transcription factor) [6]  

ส่วนเทอร์มิเนเตอร์ถอดรหัสนั้นยังไม่มีการส�ารวจในไซยาโนแบคทีเรีย แต่ที่น�ามาใช้ในไซยาโน

แบคทีเรีย เช่น เทอร์มิเนเตอร์ถอดรหัสจาก bacteriophage T4 [7] เทอร์มิเนเตอร์ถอดรหัสของ

ยีน rrnB จาก E.coli [8] และเทอร์มิเนเตอร์ถอดรหัสของยีนสร้างโนพาลีนซินเทส (nopaline 

synthase) จากพืช [5] เป็นต้น
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(ข)

(ค) (ง)

รูปที่ 3-1 การท�างานของโพรโมเตอร์และต�าแหน่งจับของไรโบโซมใน Synechococcus elongatus 

PCC 7942 

(ก)  พลาสมิดที่ใช้ศึกษา P
tRNA

: โพรโมเตอร์ของยีน tRNApro จาก S. elongatus PCC 7942; P
S
:  

โพรโมเตอร์ consensus-s70 จาก E. coli; P
R
: โพรโมเตอร์ของ rrnA operon จาก S. elongatus  

PCC 7942; SDC: consensus Shine-Dalgarno (SD) sequence AAGGAGGT; SD-like:  

GGTGGT; gfp: ยีนสร้างโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescent protein หรือ GFP) 

(ข)  ระดับฟลูออเรสเซนต์จากโปรตีนรายงาน GFP 

(ค)  ผลการวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และย้อมด้วยสีคูแมส์ซีบลู 

(ง)  ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีเวสเทิร์นบลอต (western blot) โดยใช้โปรตีนสกัดจาก S. elongatus 

PCC 7942 ท�าปฏิกิริยากับแอนติบอดีโคลนเดี่ยว (monoclonal antibody) ต่อ GFP  

M: โปรตีนมาตรฐาน; C-: โปรตีนจากเซลล์ที่ไม่มียีน gfp

ที่มา: ดัดแปลงจาก Chungjatupornchai and Fa-aroonsawat, 2014 [5]

(ก)
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3.3.2 การควบคุมระดับแปลรหัส

องค์ประกอบส�าคญัส�าหรบัการควบคมุการแสดงออกของยนีในระดบัการแปลรหสั ได้แก่ 

ต�าแหน่งจบัของไรโบโซม (ribosome binding site หรอื RBS), แอนตเิซนส์อาร์เอน็เอ (antisense 

RNA) และการใช้โคดอน (codon usage) การแปลรหสัในโพรแครโิอตโดยทัว่ไปเริม่ต้นด้วยไรโบโซม 

จับกับเอ็มอาร์เอ็นเอที่ RBS ที่มีล�าดับเบสพ้อง (consensus) ไชน์-ดาลการ์โน (Shine-Dalgarno 

หรือ SD, GGAGG) [15] ประสิทธิภาพของล�าดับ SD ขึ้นกับ 1) ความสามารถในการจับคู่กับ 

ล�าดับ anti-SD ซึ่งเป็น 3’end ของล�าดับ 16S rRNA และ 2) ระยะห่างระหว่างล�าดับ SD และ

โคดอนเริ่มต้น (start codon) อย่างไรก็ดี ในไซยาโนแบคทีเรียมียีนจ�านวนน้อยที่ RBS มีล�าดับ 

เบสพ้อง SD จากการวเิคราะห์ล�าดับ RBS ของยนีทัง้หมดใน Synechocystis sp. PCC 6803 พบว่า 

มีเพียง 26% ของยีนที่มีล�าดับเบสพ้อง SD ในขณะที่ E. coli มีถึง 57% [8] วิภา จึงจตุพรชัย  

และคณะ ได้เปรียบเทียบการท�างานของล�าดับเบสพ้อง SD (AAGGAGGT) และล�าดับเบสคล้าย  

SD (SD-like, GGTGGT) ใน S. elongatus PCC 7942 (รูปที่ 3-1) พบว่าล�าดับเบสพ้อง SD  

ท�างานได้ดีกว่าล�าดับเบสคล้าย SD ทั้งนี้อาจเป็นเพราะล�าดับ anti-SD ที่ด้าน 3’ ของ 16S rRNA 

จาก S. elongatus PCC 7942 และ E. coli มีโฮโมโลกัส (homologous) สูงมาก [5]

แอนติเซนส์อาร์เอ็นเอนั้น เป็นที่ทราบกันดีว่ามีบทบาทส�าคัญในการควบคุมการท�างาน

ของยีนในไซยาโนแบคทีเรีย เช่น ไปจับกับบริเวณเอยูริชบอกซ์ (AU-rich box) ของ RBS เพื่อ

ป้องกันการย่อยสลายที่เกิดจากอาร์เอ็นเอสอี (RNAase E) [16] เมื่อตรวจหาจุดเริ่มต้นถอดรหัส 

(transcriptional start site) จ�านวน 3,527 ต�าแหน่ง ใน Synechocystis sp. PCC 6803  

พบว่าหนึ่งในสามของจุดเริ่มต้นถอดรหัสทั้งหมดอยู่ในต�าแหน่งย้อนกลับของสายคู่สม (reverse 

complementary strand) ของ 866 ยนี แสดงให้เหน็ว่ามกีารถอดรหสัแบบแอนตเิซนส์สงูมาก [17] 

การใช้โคดอนของไซยาโนแบคทีเรียนั้นโดยท่ัวไปมักคล้ายกับแบคทีเรียอื่น ๆ เช่น  

E. coli เป็นต้น อย่างไรก็ดี ในกลุ่มไซยาโนแบคทีเรียท่ีใช้เป็นต้นแบบ สายพันธุ์ท่ีเป็นเซลล์เดี่ยว 

มีแนวโน้มที่จะมีจ�านวนโคดอนที่ถูกใช้ด้วยความถี่ต�่ากว่า 10% มากกว่าสายพันธุ์ที่เป็นสาย  

โดยเฉพาะ Synechococcus sp. มหีลายโคดอนทีถ่กูใช้ด้วยความถ่ีต�า่มาก [8] ดงันัน้ การปรบัปรงุ 

การแสดงออกของยีน อาจท�าได้ด้วยการปรับการใช้โคดอนให้เหมาะสมกับสายพันธุ ์ที่จะ 

ใช้เป็นเจ้าบ้าน เช่น เมื่อปรับโคดอนของยีนสร้างเอนไซม์ไอโซพรีนซินเทส (isoprene synthase) 

จากพืชให้เหมาะกับเจ้าบ้าน Synechocystis sp. PCC 6803 ส่งผลให้สร้างเอนไซม์ดังกล่าว 

เพิ่มขึ้น 10 เท่า [10] เป็นต้น
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3.3.3 ยีนรายงาน

การแสดงออกของยีนจ�านวนมากในไซยาโนแบคทีเรียอยู ่ภายใต้การควบคุมของ 

สิ่งแวดล้อม วิธีที่ง่ายที่สุดในศึกษาการแสดงออกของยีนเหล่านี้คือการใช้ยีนรายงาน โดยให ้

ยีนรายงานอยู่ภายใต้การควบคุมของโพรโมเตอร์ของยีนที่ต้องการศึกษา เช่น วิเคราะห์ระดับ 

และสภาวะการท�างานของโพรโมเตอร์ เป็นต้น นอกจากนี้โปรตีนจากยีนรายงานยังใช้เป็น 

ตัวระบุต�าแหน่ง (localization) ภายในเซลล์ได้ด้วย ยีนรายงานท่ีใช้ในไซยาโนแบคทีเรีย 

เช่น lacZ (b-galactosidase), gus (b-glucoronidase), luxAB (luciferase) และ gfp เป็นต้น  

วิภา จึงจตุพรชัย และคณะ ได้ใช้ gus เป็นตัวรายงาน เพื่อตรวจสอบการท�าหน้าที่โพรโมเตอร์ของ 

ชิ้นดีเอ็นเอจาก S. elongatus PCC 7942 [7, 12] และการท�างานของโพรโมเตอร์ที่เหนี่ยวน�า 

ด้วยความเข้มแสง [18] นอกจากน้ีได้ใช้โปรตีนรายงาน GFP เพื่อระบุต�าแหน่งภายในเซลล์ 

(subcellular localization) ว่าอยู่ในไซโทพลาซึม (cytoplasm) ในช่องว่างเพอริพลาซึม 

(periplasmic space) หรือส่งโปรตีนออกไปแสดงภายนอกเซลล์ (surface display) ของ  

S. elongatus PCC 7942 [19]

3.4 พันธุวิศวกรรมในไซยำโนแบคทีเรีย

พนัธวุศิวกรรมในไซยาโนแบคทเีรยีมอีงค์ประกอบ ได้แก่ รคีอมบแินนท์ดเีอน็เอในรปูของ 

พลาสมิดเป็นวง (circular) หรือเป็นเส้นสาย และการถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ 

ซึ่งมี 3 วิธี ได้แก่ ทรานสฟอร์เมชันโดยธรรมชาต ิ(natural transformation) อิเล็กโทรพอเรชัน 

(electroporation) และคอนจูเกชัน (conjugation) เมื่อรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์แล้ว 

อาจคงอยู่ในรูปพลาสมิด หรืออาจรวมเข้ากับโครโมโซม (chromosome) ของเจ้าบ้าน ขึ้นอยู่กับ

ชนิดของพลาสมิดที่ใช้

3.4.1 เวกเตอร์

เวกเตอร์ (vector) หรอืพลาสมดิพาหะมส่ีวนประกอบทีส่�าคญั ได้แก่ ยนีเป้าหมาย จดุเริม่ 

การถ่ายแบบซ�้า (origin of replication) ของพลาสมิด และยีนท่ีดื้อต่อยาปฏิชีวนะใช้ส�าหรับ 

การคัดกรอง เป็นต้น เวกเตอร์เป็นสิ่งส�าคัญที่ต้องค�านึงส�าหรับพันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรีย 

ทัง้น้ีขึน้อยูก่บัเป้าหมายการใช้งาน โดยแบ่งออกเป็นพลาสมดิชนดิถ่ายแบบซ�า้ (replicative plasmid) 

และพลาสมิดชนิดรวมเข้ากับโครโมโซม (integrative plasmid) ของเจ้าบ้าน (ดูรูปที่ 3-2) การใช้ 

พลาสมิดชนิดที่รวมเข้ากับโครโมโซมของไซยาโนแบคทีเรียเจ้าบ้าน จะใช้เมื่อต้องการให้ยีนที่ 
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ถ่ายโอนมีความเสถียรสูง มีการถ่ายทอดทางกรรมพันธุ์ในระยะยาว หรือต้องการเปลี่ยนแปลง 

โครโมโซมของเจ้าบ้าน การรวมตัวของพลาสมิดเข้ากับโครโมโซมไม่จ�าเป็นเสมอไปที่จะน�าไปสู่ 

จ�านวนยีนซ�้า (gene dosage) ต�่า เนื่องจากไซยาโนแบคทีเรียมักมีโครโมโซมหลายส�าเนา 

(oligoploid) เช่น Synechocystis sp. PCC 6803 และ S. elongatus PCC 7942 มีโครโมโซม

ประมาณ 10 ส�าเนา (copy) ต่อเซลล์ [20, 21] จึงจ�าเป็นต้องท�าการแยก (segregation) เซลล์ 

จนรคีอมบแินนท์ดเีอน็เอทีถ่่ายโอนเข้าไปปรากฏอยูใ่นโครโมโซมทกุส�าเนา ซึง่เป็นเรือ่งใช้เวลามาก  

ดงัน้ัน บ่อยคร้ังหากใช้พลาสมดิชนดิถ่ายแบบซ�า้ได้ กอ็าจจะง่ายกว่าการใช้พลาสมดิชนดิรวมเข้ากบั 

โครโมโซม อย่างไรก็ตาม การใช้พลาสมิดชนิดถ่ายแบบซ�้าอาจเกิดปัญหาพลาสมิดกระจายไปสู่ 

สายพันธุ์อื่น ๆ

1) พลาสมิดชนิดถ่ายแบบซ�้า

การโคลน (cloning) โดยทัว่ไปมกัท�าใน E. coli ดงันัน้ จงึจ�าเป็นต้องใช้ตวัพาร่วม (shuttle 

vector) ซึ่งเป็นพลาสมิดชนิดถ่ายแบบซ�้าได้ทั้งใน E. coli และไซยาโนแบคทีเรีย (รูปที่ 3-2 ก)  

ตัวพาร่วมที่ใช้ในไซยาโนแบคทีเรียมี 2 แบบ แบบแรกเป็นตัวพาร่วมท่ีมีเรพลิคอน (replicon)  

ทัง้ของ E. coli และไซยาโนแบคทเีรียจ�าเพาะสายพันธุ ์เช่น พลาสมดิ pKGT ซึง่มเีรพลคิอนของ p15A  

จาก E. coli และ pUH24 จาก S. elongatus PCC 7942 [7, 22] และแบบที่สองเป็นตัวพาร่วม

ที่มีเรพลิคอนชนิดช่วงเจ้าบ้านกว้าง (broad host range) อาจเป็นเพราะการเริ่มถ่ายแบบซ�้านั้น

ไม่ขึ้นกับชนิดของเจ้าบ้าน จึงท�าหน้าที่ได้ในแบคทีเรียหลายชนิดรวมทั้งใน E. coli และไซยาโน

แบคทีเรีย ได้แก่ พลาสมิดในกลุ่ม Incompatibility group Q (IncQ) เช่น RSF1010 [4] การใช้ 

พลาสมิดชนิดช่วงเจ้าบ้านกว้าง ท�าให้รีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอสามารถย้ายไปมาระหว่าง E. coli  

และไซยาโนแบคทีเรียเป้าหมาย (ดูตัวอย่างพลาสมิดชนิดถ่ายแบบซ�้า ในตารางที่ 3-2)

2) พลาสมิดชนิดรวมเข้ากับโครโมโซม

พลาสมิดชนิดนี้ไม่สามารถถ่ายแบบซ�้าในเจ้าบ้านเป้าหมาย แต่จะรวมเข้ากับโครโมโซม 

หรือไม่ก็หายไปเมื่อเซลล์แบ่งตัว จึงมักเรียกว่าพลาสมิดชนิดฆ่าตัวตาย (suicide plasmid)  

(ดูรูปที่ 3-2 ข และตัวอย่างของพลาสมิดในตารางที่ 3-3) พลาสมิดนี้อาจรวมเข้ากับโครโมโซม 

ของไซยาโนแบคทเีรยีทีต่�าแหน่งเฉพาะเจาะจง แบบโฮโมโลกสัรคีอมบเินชนัสองต�าแหน่ง (double 

homologous recombination) ท�าให้ส่วนของโครโมโซมถูกแทนที่ด้วยดีเอ็นเอเป้าหมาย  

หรือแบบโฮโมโลกัสรีคอมบิเนชันต�าแหน่งเดียว (single homologous recombination)  

ท�าให้พลาสมิดทั้งอันแทรกตัวรวมเข้ากับโครโมโซม (รูปท่ี 3-3) ช้ินดีเอ็นเอท่ีอยู ่ขนาบข้าง  

(franking sequence) ดเีอน็เอเป้าหมายนัน้ ใช้ความยาวทีแ่ตกต่างกนัในไซยาโนแบคทเีรยีแต่ละชนดิ  
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เช่น ใน Synechocystis sp. PCC 6803 และ S. elongatus PCC 7942 ต้องใช้อย่างน้อยประมาณ 

300 bp และใน Nostoc sp. PCC 7120 ประมาณ 400 bp [8] เป็นต้น โดยทั่วไปนั้นความยาว 

ของชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยูข่นาบข้างเพิม่ขึน้ มแีนวโน้มทีจ่ะเพิม่ประสทิธภิาพในการรคีอมบเินชนั ในกรณี 

การเกิดโฮโมโลกัสรีคอมบิเนชันสองต�าแหน่งกับโครโมโซมของไซยาโนแบคทีเรีย รีคอมบิแนนท์

ดีเอ็นเอที่ใช้อาจอยู่ในรูปพลาสมิดหรือชิ้นดีเอ็นเอเส้นสายที่สร้างขึ้นด้วยวิธี PCR

รูปที่ 3-2 การสร้างไซยาโนแบคทีเรียพันธุ์กลาย 

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีสร้างแบบนอกกาย (in vitro) ถ่ายโอนเข้า E. coli เพื่อเพิ่มจ�านวน จากนั้น 

จึงถ่ายโอนเข้าไซยาโนแบคทีเรีย 

(ก) พลาสมิดชนิดถ่ายแบบซ�้า เพิ่มจ�านวนในเซลล์ 

(ข) พลาสมิดชนิดรวมเข้ากับโครโมโซม หรือพลาสมิดชนิดฆ่าตัวตาย

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

(ข)(ก)
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(ก)

(ข)

รูปที่ 3-3 การรวมดีเอ็นเอเป้าหมายเข้ากับโครโมโซมของไซยาโนแบคทีเรีย

(ก) โฮโมโลกัสรีคอมบิเนชันสองต�าแหน่ง ระหว่างดีเอ็นเอที่เป็นพลาสมิดหรือเป็นเส้นสายกับโครโมโซม

ของไซยาโนแบคทีเรีย ท�าให้เกิดการแทนที่ส่วนของโครโมโซมด้วยดีเอ็นเอเป้าหมาย 

(ข) โฮโมโลกสัรีคอมบเินชนัหนึง่ต�าแหน่ง ระหว่างพลาสมดิกบัโครโมโซมของไซยาโนแบคทเีรยี ท�าให้เกดิ

ดิพลอยด์บางส่วน (partial diploid) 

ยนีเป้าหมายอาจประกอบด้วยยนีทีม่โีพรโมเตอร์เพือ่การแสดงออกทีเ่หมาะสมและยนีทีด่ือ้ต่อยาปฏชิวีนะ

เพื่อใช้ส�าหรับการคัดกรอง

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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3.4.2 การถ่ายโอนดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์

ไซยาโนแบคทีเรียที่น�ามาพัฒนาระบบถ่ายโอนยีนจนประสบความส�าเร็จมีน้อยมาก  

ปัจจยัหนึง่ทีเ่ป็นอปุสรรคคอืไซยาโนแบคทเีรยีมกัสร้างเอนไซม์เอนโดนวิคลเีอส (endonuclease) 

หลายชนิดรวมกัน เช่น Anabaena variabilis สร้างเอนไซม์ตัดจ�าเพาะ (restriction enzyme)  

สามชนิด ได้แก่ AvaI, AvaII และ AvaIII ส่วน Arthrospira (Spirulina) platensis สร้าง SpI, 

SpII และ SpIII เป็นต้น นอกจากนี้เอนไซม์ตัดจ�าเพาะบางชนิดเป็นไอโซชิโซเมอร์ (isoschizomer) 

ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สร้างโดยสายพันธุ์ที่มิได้เป็นญาติกัน แต่จดจ�าและตัดล�าดับดีเอ็นเอเดียวกัน [30] 

การถ่ายโอนดีเอน็เอเข้าสูไ่ซยาโนแบคทเีรยีนัน้ มกีารค้นพบทีเ่ป็นประวตัศิาสตร์ส�าคญัอยู่ 

2 วธิ ีได้แก่ วธิทีรานส์ฟอร์เมชนัโดยธรรมชาต ิ(natural transformation) ใน S. elongatus PCC 

7942 (ชื่อเดิม Anacystis nidulans R2) [31] และวิธีคอนจูเกชัน (conjugation) จาก E. coli  

เข้าสู ่Nostoc (Anabaena) sp. [32] การค้นพบเหล่านีม้ปีระเดน็ส�าคญัคอื ดเีอน็เอทีถ่่ายโอนเข้าไป

เกิดรีคอมบิเนชันกับโครโมโซม [31] หรือพลาสมิดนั้นถ่ายแบบซ�้าได้ในไซยาโนแบคทีเรียผู้รับ [32] 

ซึ่งเป็นพื้นฐานส�าหรับการพัฒนาวิธีต่าง ๆ ในการถ่ายโอนดีเอ็นเอเข้าสู่ไซยาโนแบคทีเรียในเวลา 

ต่อมา ในทีน่ีจ้ะกล่าวถงึการถ่ายโอนดีเอน็เอ 3 วธิ ีได้แก่ ทรานส์ฟอร์เมชนัโดยธรรมชาต ิคอนจเูกชนั  

และอิเล็กโทรพอเรชัน (ดูตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียและวิธีการถ่ายโอนดีเอ็นเอในตารางที่ 3-4)

1) ทรานส์ฟอร์เมชันโดยธรรมชาติ

การถ่ายโอนดีเอ็นเอด้วยวิธีทรานส์ฟอร์เมชันโดยธรรมชาตินั้นเป็นวิธีที่ง่ายและรวดเร็ว 

โดยอาศัยคุณสมบัติทางธรรมชาติของเซลล์ที่รับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอในรูปพลาสมิดหรือดีเอ็นเอ

เส้นสายที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อเข้าสู่เซลล์ เมื่อท�าทรานส์ฟอร์เมชันใน S. elongatus PCC 7942 

โดยใช้ดีเอ็นเอที่สกัดจากเซลล์ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะของไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์เดียวกัน พบว่ามี

ความถี่ของทรานส์ฟอร์เมชัน (transformation frequency) สูงมากประมาณ 2x10-3/colony-

forming unit (CFU) [31] แต่เมื่อใช้ตัวพาร่วมที่ถ่ายแบบซ�้าได้ทั้งใน E. coli และ S. elongatus 

PCC 7942 กลับมีความถี่ของทรานส์ฟอร์เมชันที่ต�่าลงเป็น 5x10-5/CFU [33] อย่างไรก็ดี หากใช้ 

พลาสมิดชนิดฆ่าตัวตายจะได้ความถี่ของทรานส์ฟอร์เมชันสูงข้ึนเป็น 5x10-3/CFU [34] ระยะ 

การเจริญเติบโต (growth phase) ของเซลล์มีความส�าคัญต่อประสิทธิภาพของทรานส์ฟอร์เมชัน 

เซลล์ที่อยู่ในระยะแบ่งตัวทวีคูณ (exponential phase) จะมีประสิทธิภาพสูงสุด และจะลดลง

อย่างมากเมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะคงจ�านวน (stationary phase) กลไกของการเกิดทรานส์ฟอร์เมชัน

โดยธรรมชาติยังเข้าใจน้อยมาก คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการแตกหัก (breakage) ของดีเอ็นเอ 

ทีเ่ข้าสูเ่ซลล์ [35] นอกจากนีย้งัมโีปรตีนทีม่คีวามจ�าเป็นต่อทรานส์ฟอร์เมชนัใน Synechocystis sp.  
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PCC 6803 เช่น โปรตีน Pil ที่สร้างพิไลชนิดที่สี่ (type IV pili) โปรตีน ComA ที่มีโดเมน  

(domain) ส�าหรับจับดีเอ็นเอและเอนโดนิวคลีเอส (endonuclease) และ โปรตีน ComF ที่มี

โดเมนฟอสฟอไรโบซิลทรานสเฟอเรส (phosphoribosyltransferase domain) [36-38] วิธี 

ทรานส์ฟอร์เมชนัโดยธรรมชาตินี ้นอกจากจะใช้ได้กบัไซยาโนแบคทเีรยีสายพนัธุท์ีก่ล่าวแล้วข้างต้น  

ยังใช้ได้กับสายพันธุ ์อื่นที่เป็นเซลล์เดี่ยว เช่น Synechococcus sp. PCC 7002 และ 

Thermosynechococcus elongatus BP-1 เป็นต้น (ตารางที่ 3-4) แต่ยังไม่พบว่าใช้ได้กับ 

ไซยาโนแบคทีเรียที่เป็นสาย วิธีนี้ใช้ได้กับพลาสมิดชนิดถ่ายแบบซ�้า พลาสมิดชนิดฆ่าตัวตายและ

ดีเอ็นเอเส้นสาย ซึ่งในกรณีที่ใช้พลาสมิดชนิดฆ่าตัวตาย โอกาสเกิดโฮโมโลกัสรีคอมบิเนชันสอง

ต�าแหน่ง (ท�าให้เกดิการแทนทีส่่วนของโครโมโซมด้วยรคีอมบแินนท์ดเีอน็เอ) มมีากกว่าโฮโมโลกสั- 

รคีอมบเินชนัหน่ึงต�าแหน่ง (ท�าให้พลาสมดิทัง้อนัแทรกตวัรวมเข้ากบัโครโมโซม) (รปูที ่3-3) ในกรณี

ทีใ่ช้ดเีอน็เอเส้นสายต้องออกแบบให้เกดิโฮโมโลกสัรคีอมบิเนชันสองต�าแหน่งเท่านัน้ เพราะหากเกดิ

โฮโมโลกัสรีคอมบิเนชันหนึ่งต�าแหน่ง จะเกิดการเปิดของโครโมโซมซึ่งท�าให้ไซยาโนแบคทีเรียตาย

2) คอนจูเกชัน

คอนจูเกชันเป็นการถ่ายโอนดีเอ็นเอโดยเซลล์สัมผัสกัน โดยเคลื่อนย้ายดีเอ็นเอจาก

แบคทีเรียชนิดหนึ่ง (มักเป็น E. coli) ไปสู่อีกชนิดหนึ่งโดยใช้คอนจูเกทิฟพลาสมิดชนิดช่วง 

เจ้าบ้านกว้าง (broad-host-range conjugative plasmid) เมื่อผสมไซยาโนแบคทีเรียกับ E. coli  

เข้าด้วยกัน ไซยาโนแบคทีเรียจะรับพลาสมิดจาก E. coli [23] ตัวอย่าง เช่น ใน Nostoc sp.  

PCC 7120 จะได้ความถี่ของคอนจูเกชัน (conjugation frequency) ประมาณ 10% ของ 

เซลล์ตวัรบั (recipient cells) วธิคีอนจเูกชนัด้วย E. coli นีส้ามารถใช้ถ่ายโอนดเีอน็เอเข้าสูไ่ซยาโน 

แบคทีเรียอื่น ๆ หลายสายพันธุ์ สายพันธุ์ที่เป็นเซลล์เดี่ยว เช่น Synechocystis sp. PCC 6803, 

S. elongatus PCC 7942 และ S. elongatus PCC 6301 ส่วนสายพันธุ์ที่เป็นสาย เช่น Nostoc 

punctiforme ATCC 29133, Fremyella diplosiphon PCC 7601 และ Anabaena variabilis 

ATCC 29413 เป็นต้น (ตารางที่ 3-4)

วิธีไทรพาเรนทัลคอนจูเกชัน (triparental conjugation) (รูปที่ 3-4) เริ่มด้วยการผสม

เซลล์ 3 ชนิดเข้าด้วยกัน ได้แก่ E. coli ผู้ให้ (donor) 1, E. coli ผู้ให้ 2 และไซยาโนแบคทีเรียผู้รับ 

แล้วน�าไปกระจายบนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแขง็ ซึง่เป็นท่ีเกดิคอนจเูกชันและโคโลนทีรานส์ฟอร์แมนต์  

(transformant) เจริญเติบโต มีรายละเอียดของพลาสมิดดังนี้

E. coli ผู้ให้ 1 มีคอนจูเกทิฟพลาสมิด (conjugative plasmid) RP4 ซึ่งมีขนาดใหญ่

ประมาณ 60 kb อยู่ใน Incompatibility group P (IncP) เนื่องจากพลาสมิด RP4 มียีน tra 
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ส�าหรบัสร้างพลิสั (pilus) ท�าให้สามารถเคลือ่นย้ายตวัเองและพลาสมดิอืน่ ๆ  ได้โดยผ่านพลิสั และ

มียีน mob ที่สร้างโปรตีนที่จดจ�าและนิก (nick) เฉพาะบริเวณ oriT ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นการถ่ายโอน 

(origin of transfer) ทั้งยังมี oriV ที่เป็นจุดเริ่มการถ่ายแบบซ�้าของ E. coli พลาสมิดต่าง ๆ ที่จะ

อยูไ่ด้ภายในเซลล์เดยีวกนัจ�าเป็นต้องม ีoriV ทีแ่ตกต่างกนั นอกจากนีค้อนจเูกทฟิพลาสมดิยงัสร้าง

โปรตีนอื่น ๆ ที่จ�าเป็นต่อการเคลื่อนย้ายตัวเองและพลาสมิดขนาดเล็กกว่าไปสู่เจ้าบ้านอื่น ๆ โดย

พลาสมิดขนาดเล็กดังกล่าวจะต้องม ีoriT และยีน mob หรือโปรตีนที่ท�าหน้าที่นิกที่บริเวณ oriT 

E. coli ผู้ให้ 2 มีพลาสมิดผู้ช่วย (helper plasmid) ซ่ึงมียีนสร้างเอนไซม์เมทิเลส 

(methylase) จ�าเพาะ เพือ่ปกป้องดีเอน็เอส�าหรบัไซยาโนแบคทเีรยีเจ้าบ้านบางสายพนัธุท์ีม่เีอนไซม์

ตัดจ�าเพาะ และเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์ นอกจากนี้ยังมีคาร์โกพลาสมิด  

(cargo plasmid) สร้างจากพลาสมิดชนิดช่วงเจ้าบ้านกว้าง RSF 1010 การถ่ายโอนคาร์โก 

พลาสมิดซึ่งมียีนเป้าหมายนี้อาศัยการท�างานของคอนจูเกทิฟพลาสมิด [23, 26] (ดูรูปที่ 3-4)

3) อิเล็กโทรพอเรชัน

การถ่ายโอนดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน เป็นการผ่านกระแสไฟฟ้าด้วยขนาด 

และเวลาที่เหมาะสมไปยังเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย เพื่อท�าให้ผนังเซลล์เกิดรูที่พอเหมาะกับการรับ

พลาสมิด หากใช้กระแสไฟฟ้าสูงหรือเวลานานเกินไปเซลล์อาจตาย มักใช้กับพลาสมิดท่ีพัฒนา

เพื่อใช้ในคอนจูเกชัน เปน็วธิีทีม่ีข้อดีเมื่อเทียบกบัวธิีคอนจูเกชันคือไม่ม ีE. coli ปนเป้ือนกับโคโลนี 

ทรานสฟอร์แมนต์ และเป็นวธิทีีง่่าย ใช้เพยีงดเีอน็เอกบัเซลล์ทีล้่างแล้ว สายพนัธุท์ีส่ามารถถ่ายโอน 

พลาสมิดด้วยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน เช่น Anabaena sp., Nostoc sp. PCC 7120 และ  

N. punctiforme ATCC 29133 เป็นต้น (ตารางที่ 3-4)

3.4.3 เครื่องหมายคัดเลือก

การคัดเลือกทรานส์ฟอร์แมนต์ท�าได้โดยใช้เครื่องหมายคัดเลือก (selectable marker) 

เช่น ใส่ยีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะไปด้วย แล้วคัดเลือกในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชีวนะนั้น ชนิด 

และความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะที่ใช้จะแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของไซยาโนแบคทีเรีย  

เช่น แอมพิซิลิน (ampicillin) ซึ่งใช้ทั่วไปในการท�าโคลนนิ่งใน E. coli มักไม่ค่อยมีประโยชน์ 

ในไซยาโนแบคทีเรีย เพราะมีความเสถียรต�่า ประกอบกับไซยาโนแบคทีเรียใช้เวลาเจริญเติบโต 

นานกว่า ยาปฏชิวีนะทีไ่วต่อแสง เช่น เททระซยัคลนิ (tetracycline) และไรแฟมพซินิ (rifampicin) 

ไม่ค่อยมปีระโยชน์ในไซยาโนแบคทเีรยี เพราะการเจริญเตบิโตในสภาวะปกตต้ิองใช้แสง ยาปฏชิวีนะ

ที่มักใช้ในไซยาโนแบคทีเรีย เช่น กานามัยซิน (kanamycin) สเปกติโนมัยซิน (spectinomycin) 

และคลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) เป็นต้น นอกจากนี้อาจใช้ยีนที่ดื้อต่อยาฆ่าวัชพืช 

(herbicide) เช่น ยีน bar เป็นเครื่องหมายคัดเลือกในไซยาโนแบคทีเรีย [48]
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รูปที่ 3-4 วิธีไทรพาเรนทัลคอนจูเกชันใช้ถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่ไซยาโนแบคทีเรีย

คอนจูเกทิฟพลาสมิดในผู้ให้ 1 เป็นชนิด RP4 ซึ่งมียีน tra สร้างพิลัส เคล่ือนย้ายตัวเองไปสู่ผู้ให้ 2  

และช่วยเคลื่อนย้ายคาร์โกพลาสมิด ยีน mob สร้างโปรตีนเพื่อนิกที่ oriT ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นการถ่ายโอน  

ส่วน oriV เป็นจดุเริม่การถ่ายแบบซ�้าของ E. coli ในพลาสมดิผูช่้วยมยีนีสร้างเอนไซม์เมทลิเลสทีแ่สดงออก

ใน E. coli ซึ่งจะเติมหมู่เมทิล (methyl) ที่ต�าแหน่งตัดจ�าเพาะในคาร์โกพลาสมิด ดอกจันแสดงถึงเซลล์

ทั้งสามชนิดที่ใช้ตั้งต้นในการท�าคอนจูเกชัน ข้อมูลจาก [23, 26]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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ตารางที่ 3-4 ตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียและวิธีการถ่ายโอนดีเอ็นเอ

ที่มา: ตารางโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

Cyanobacterial strain Transformation method Ref

Unicellular strain

Synechococcus elongatus PCC 7942a

Synechococcus elongatus PCC 6301

Synechococcus sp. PCC 7002b

Synechocystis sp. PCC 6803

Thermosynechococcus elongatus BP-1

Filamentous strain

Anabaena variabilis ATCC 29413

Arthrospira platensis C1c

Fremyella diplosiphon PCC 7601d

Nostoc sp. PCC 7120e

Nostoc punctiforme ATCC 29133 

Transformation/conjugation

Conjugation

Transformation

Transformation/conjugation/

electroporation

Transformation

Conjugation

Electroporation

Conjugation/electroporation

Electroporation

Conjugation/electroporation

[21, 22, 34]

[25, 34]

[39]

[8, 25, 40]

[41, 42]

[43]

[44]

[45, 46]

[32]

[29, 47]

a: ชื่อเดิม Anacystis nidulans R2 และ Synechococcus sp. PCC 7942
b: ชื่อเดิม Agmenellum quadruplicatum
c: ชื่อเดิม Spirulina platensis C1
d: ชื่อเดิม Tolypothrix sp. PCC 7601
e: ชื่อเดิม Anabaena sp. PCC 7120
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3.4.4 การแยกโฮโมไซกัส 

เนื่องจากไซยาโนแบคทีเรียที่ใช้เป็นต้นแบบ เช่น S. elongatus PCC 7942 เป็นโอลิโก-

พลอยด์ (oligoploid) มีโครโมโซมประมาณ 10 ส�าเนา (copy) ต่อเซลล์ และ Synechocystis 

sp. PCC 6803 เป็นพอลิพลอยด์ (polyploid) มีโครโมโซมสูงสุดได้ถึง 218 ส�าเนาต่อเซลล์  

[49, 50] เมื่อรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอรวมเข้ากับโครโมโซมของไซยาโนแบคทีเรียโดยโฮโมโลกัส 

รีคอมบิเนชัน ในเบื้องต้นจะเกิดเซลล์ที่เป็นเฮเทอโรไซกัส (heterozygous) นั่นคือมีทั้งโครโมโซม 

พันธุ์กลาย (mutant) และโครโมโซมลักษณะปรกติ (wild type) ปะปนกันภายในเซลล์ จึงจ�าเป็น 

ต้องแยก (segregation) โครโมโซมพันธุ์กลายดังกล่าวออกจากโครโมโซมลักษณะปรกติ จนกว่า 

จะได้โฮโมไซกัส (homozygous) ของโครโมโซมพันธุ์กลาย (รูปที่ 3-5 ก) อย่างไรก็ดี หากต�าแหน่ง 

ท่ีเกิดการกลาย (mutation) ในโครโมโซมมีผลกระทบต่อการมีชีวิตรอดของไซยาโนแบคทีเรีย  

อาจเป็นไปไม่ได้ที่จะประสบความส�าเร็จในการแยกจนได้โฮโมไซกัสอย่างสมบูรณ์

3.4.5 การสร้างเซลล์พันธุ์กลายที่ปราศจากเครื่องหมาย

ไซยาโนแบคทเีรยีทีใ่ช้เพือ่การผลติทางอตุสาหกรรมนัน้นยิมใช้สายพนัธุท์ีม่โีครโมโซมแบบ

ปราศจากเคร่ืองหมาย (markerless) มกีารพฒันาระบบปราศจากเครือ่งหมายในไซยาโนแบคทเีรยี

โดยใช้ยีน sacB ที่สร้างลีแวนซูเครส (levansucrase) ร่วมกับยีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะ ซึ่งจะแทรก

รวมเข้ากบัโครโมโซมท�าให้สามารถคดักรองได้ด้วยยาปฏชิวีนะ เป็นการคดัเลอืกเชงิบวก (positive 

selection) และเมือ่ใส่ยนีเป้าหมายเข้าไปแทนทีย่นี sacB และยนีดือ้ต่อยาปฏชิวีนะ พร้อมทัง้เตมิ

ซูโครส (sucrose) เพื่อใช้เป็นการคัดเลือกเชิงลบ (negative selection) (รูปที่ 3-5 ข) เนื่องจาก 

เซลล์ที่มียีน sacB จะเปลี่ยนซูโครสเป็นลีแวนส์ (levans) ซึ่งเป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้น เฉพาะเซลล์ 

ที่ปราศจากเครื่องหมายคือไม่มียีน sacB และไม่มียีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะเท่านั้น ที่จะมีชีวิตรอด 

ในสภาวะที่มีซูโครส [51, 52]



62

ไซยำโนแบคทีเรียและจุลสำหร่ำย : พันธุศำสตร์ระดับโมเลกุลและเทคโนโลยีชีวภำพ

รศ. ดร.วิภำ จึงจตุพรชัย

รูปที่ 3-5 การสร้างไซยาโนแบคทีเรียพันธุ์กลายด้วยโฮโมโลกัสรีคอมบิเนชันสองต�าแหน่ง

(ก) การคัดเลือกเซลล์พันธุ์กลายโดยใช้ยีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 

(ข) การสร้างเซลล์พันธุ์กลายท่ีปราศจากเครื่องหมาย โดยอาจเลือกใช้ยีนอื่น ๆ แทนยีน sacB  

รคีอมบแินนท์ดเีอน็เออาจอยูใ่นรปูเส้นสาย หรอืพลาสมดิชนดิฆ่าตวัตายซึง่ไม่ถ่ายแบบซ�า้ในเจ้าบ้าน 

เป้าหมาย  sacB: ยีนสร้างลีแวนซูเครส (levansucrase); AbR: ยีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะ ข้อมูลจาก 

[1, 51]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

(ข)(ก)
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3.5 กรณีศึกษำ: กลยุทธ์กำรยับยั้งอำร์อำร์เอ็นเอ (rRNA)  
ในโครโมโซมของไซยำโนแบคทีเรียและแทนที่ด้วยอำร์อำร์เอ็นเอ
จำกพลำสมิด [21]

เนือ่งจาก S. elongatus PCC 7942 มโีครโมโซมประมาณ 10 ส�าเนาต่อเซลล์ แต่ละส�าเนา

มีอาร์อาร์เอ็นเอ (rRNA) สองโอเพอรอน (operon) ได้แก่ rrnA และ rrnB ซึ่งมีล�าดับก�าหนดรหัส 

(coding sequence) เหมือนกัน 100% แต่แตกต่างที่ล�าดับควบคุม (regulatory sequence) 

ท�าให้เป็นอุปสรรคต่อการศึกษาหน้าที่ของอาร์อาร์เอ็นเอพันธุ์กลาย (mutated rRNA) คณะวิจัย

ของวิภา จึงจตุพรชัย จึงได้พัฒนาระบบที่ยับยั้ง (inactivate) โอเพอรอนของ rRNA ในโครโมโซม

ทัง้หมดและให้สร้างอาร์อาร์เอน็เอพนัธุก์ลายจากพลาสมดิ ท�าให้สามารถศกึษาหน้าทีข่องอาร์อาร์

เอ็นเอพันธุ์กลายได้ (ดูรูปที่ 3-6) โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

1) การยับยั้ง rrnA ในโครโมโซม

ใช้ชิน้ดเีอน็เอซึง่มยีนี SpcR ทีด้ื่อต่อสเปกติโนมยัซินและมช้ิีนส่วนดเีอน็เอของ rrnA ประกบ

ทัง้สองข้าง มาถ่ายโอนเข้าสูเ่ซลล์ S. elongatus PCC 7942 ด้วยวธิทีรานส์ฟอร์เมชนัโดยธรรมชาติ 

แล้วคัดเลือกทรานส์ฟอร์แมนต์ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสเปกติโนมัยซิน ยีน SpcR จะเข้าแทนที ่rrnA 

ในบางโครโมโซมโดยโฮโมโลกัสรีคอมบิเนชันสองต�าแหน่ง (ท�านองเดียวกับที่แสดงในรูปที่ 3-5 ก) 

ท�าให้มีทั้งโครโมโซมพันธุ์กลายและโครโมโซมลักษณะปกติปนกันอยู่ในเซลล์ จึงน�ามาแยกให้ได้ 

โฮโมไซกัสของโครโมโซมพันธุ์กลาย ได้เซลล์ A1 (Wt rrnA::SpcR) 

2) การทดแทน rrnA ในโครโมโซมที่ถูกยับยั้งด้วยพลาสมิด pRN-B

น�าพลาสมิด pRN-B ซึ่งได้จากการแทรก rrnB เข้าใน pKGT (ดูตารางที่ 3-2) และมียีน 

KmR ทีด่ือ้ต่อกานามยัซนิ น�ามาถ่ายโอนเข้าสูเ่ซลล์ A1 ด้วยวธิทีรานส์ฟอร์เมชนัโดยธรรมชาต ิและ 

คดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่กีานามยัซนิ จะได้เซลล์ A3 (Wt  rrnA::SpcR/pRN-B)

3) การยับยั้ง rrnB ในโครโมโซม

ใช้ยีน CmR ที่ดื้อต่อยาคลอแรมเฟนิคอลและมีชิ้นส่วนดีเอ็นเอของ rrnB ประกบทั้งสอง

ข้าง น�ามาถ่ายโอนเข้าสูเ่ซลล์ A3 ด้วยวธิทีรานส์ฟอร์เมชันโดยธรรมชาต ิคดัเลอืก ทรานส์ฟอร์แมนต์ 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคลอแรมเฟนิคอล ยีน CmR จะเข้าแทนท่ี rrnB ในบางโครโมโซมโดย 

โฮโมโลกสัรคีอมบเินชนัสองต�าแหน่ง น�าเซลล์มาแยกให้ได้โฮโมไซกสัจนได้เซลล์ AB1 (Wt  rrnA:: 

SpcR rrnB::CmR/ pRN-B) ซึ่งใช้เป็นเซลล์ตั้งต้นส�าหรับการสลับเปลี่ยนพลาสมิดได้ตามต้องการ
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4) การวิเคราะห์หน้าที่ของอาร์อาร์เอ็นเอพันธุ์กลาย

น�าคาร์โกพลาสมดิ pKT-AC2611A ซึง่ยนีสร้าง 23S rRNA มกีารกลายท่ีต�าแหน่ง C2611A และ

มยีนี EmR ทีด่ือ้ต่ออริโิทรมยัซนิ (erythromycin) มาถ่ายโอนเข้าสูเ่ซลล์ AB1 ด้วยวธิไีทรพาเรนทลั

คอนจูเกชัน แล้วคัดเลือกทรานส์ฟอร์แมนต์ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอิริโทรมัยซิน จะได้ทั้งพลาสมิด 

pKT-AC2611A และ pRN-B อยู่ด้วยกันภายในเซลล์ ท�าการแยกเซลล์จนได้โคลนที่ไวต่อกานามัยซิน 

แต่ดื้อต่ออิริโทรมัยซิน นั่นคือมีแต่ pKT-AC2611A ผลที่ได้คือเซลล์ AB3 (Wt rrnA::SpcR rrnB:: 

CmR/pKT-AC2611A) ท�าให้สามารถศกึษาผลกระทบของ rrn พนัธุก์ลายทีไ่ด้จากพลาสมดิ พบว่าการ

กลายเพียงนิวคลีโอไทด์เดียว AC2611A ในยีนสร้าง 23S rRNA ส่งผลให้มีระยะการเจริญล่าช้า  

(lag time) ท�าให้การปรับตัวจากการเจริญเติบโตในที่มืดสู่ที่มีแสงต้องใช้เวลาเพิ่มขึ้น 50% และมี

ความไว (sensitive) ต่ออุณหภูมิที่ 16˚C และ 45˚C 

กลยทุธ์การยบัยัง้ rRNA ในโครโมโซมทัง้หมดของไซยาโนแบคทเีรยีแล้วทดแทนด้วย rRNA 

จากพลาสมิด อาจน�าไปประยุกต์เพื่อศึกษาผลกระทบของยีนพันธุ์กลายอื่น ๆ ที่มีความจ�าเป็นต่อ

ชีวติ เช่น ยนีเกีย่วกบัการสงัเคราะห์แสงทีท่�าให้ไซยาโนแบคทเีรยีแขง็แรงขึน้ เหมาะแก่การน�าไปใช้

ในอุตสาหกรรม เป็นต้น การทีพ่ลาสมดิถ่ายแบบซ�า้สองชนดิสามารถอยูร่่วมกนัในไซยาโนแบคทีเรยี

เซลล์เดยีวกนั อาจน�าไปใช้เพือ่การแสดงออกของยนีสองชนดิทีอ่ยูค่นละพลาสมดิและการประยกุต์

ใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพ
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รูปที่ 3-6 การยับยั้งอาร์อาร์เอ็นเอในโครโมโซมและแทนที่ด้วยอาร์อาร์เอ็นเอจากพลาสมิด

Synechococcus elongatus PCC 7942 มีอาร ์อาร ์เอ็นเอโอเพอรอน rrnA และ rrnB  

SpcR: spectinomycin resistance; CmR: chloramphenicol resistance; KmR: kanamycin 

resistance; EmR: erythromycin resistance ข้อมูลจาก [21]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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3.6 กำรประยุกต์ไซยำโนแบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรม

พันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรียเพื่อประยุกต์ทางเทคโนโลยีชีวภาพยังมีการพัฒนา

น้อยมาก มีผลิตภัณฑ์จากไซยาโนแบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรม ได้แก่ ผลิตภัณฑ์โปรตีน ผลิตภัณฑ์

เคมี วัตถุดิบส�าหรับพลังงานชีวภาพ นอกจากนี้ยังมีการดัดแปรพันธุกรรมเพื่อให้ได้เซลล์ไซยาโน

แบคทีเรียที่แข็งแรง มีความเหมาะสมในการใช้ระดับอุตสาหกรรม

3.6.1 ผลิตภัณฑ์โปรตีน

การผลติโปรตนีโดยใช้เฮเทอโรโทรฟิกแบคทเีรยี (heterotrophic bacteria) เช่น E. coli 

สามารถผลิตในระดับสูงได้ง่าย แต่แบคทีเรียเหล่านี้ต้องใช้คาร์บอนอินทรีย์ (organic carbon)  

ในขณะที่ไซยาโนแบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรมผลิตโปรตีนโดยโฟโตออโตโทรฟิก (photo- 

autotrophic) จึงต้องการเพียงแสง คาร์บอนไดออกไซด์ และแร่ธาตุเพียงเล็กน้อย (trace 

elements) ทัง้ไม่ต้องใช้ทีด่นิในการเพาะเลีย้ง เนือ่งจากวตัถดุบิคาร์บอนมจี�ากดั และความห่วงใย

ด้านสิ่งแวดล้อมเพิ่มขึ้น การใช้ไซยาโนแบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรมจึงมีความส�าคัญมากขึ้นเรื่อย ๆ 

ดังตัวอย่างที่จะกล่าวต่อไป ดังนี้

1) ไฟโคบิลิโปรตีน

ไฟโคบิลิโปรตีน (phycobiliprotein) เป็นสารสี (pigment) ที่ไซยาโนแบคทีเรีย 

สร้างขึ้น เพื่อรับแสงส�าหรับการสังเคราะห์แสง โดยธรรมชาติไฟโคบิลิโปรตีนเป็นโมเลกุลท่ีให้ 

ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent) จึงใช้เป็นตัวติดฉลากฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent tag)  

ส�าหรับการคัดแยกเซลล์ (cell sorting) การท�าภาพเนื้อเยื่อ (histological imaging) และการ

ประยุกต์ทางเทคโนโลยีอาร์เรย์ (array technology) เป็นต้น เมื่อเพิ่มไบน์ดิงแท็ก (binding tag) 

ให้ไฟโคบิลิโปรตีน ชนิดซี-ไฟโคไซยานิน (C-phycocyanin) ด้วยวิธีรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ ท�าให้ 

ไฟโคบลิิโปรตนีทีด่ดัแปลงนีม้แีอฟฟินติแีทก็ (affinity tag) ท่ีใช้ส�าหรบัการท�าให้บรสิทุธิ ์(purification)  

ช่วยให้ไม่ต้องดัดแปลงเพ่ิมเติมด้วยสารเคมี [53] เนื่องจากไฟโคบิลิโปรตีนเป็นผลิตภัณฑ์โดย

ธรรมชาติของไซยาโนแบคทีเรีย ดังน้ัน ไซยาโนแบคทีเรียจึงน่าจะเป็นเจ้าบ้านท่ีดีท่ีสุดส�าหรับ 

ผลิตรีคอมบิแนนท์ไฟโคบิลิโปรตีน

2) โปรตีนฆ่าลูกน�้ายุง

เป็นที่ทราบกันดีว่ายุงเป็นพาหะน�าโรคหลายชนิด จึงมีการควบคุมประชากรยุงด้วย 

วิธีต่าง ๆ วิธีหนึ่งคือใช้แบคทีเรีย Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) ซ่ึงสร้าง
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โปรตีนฆ่าลูกน�้ายุง แต่เน่ืองจาก Bti ลอยอยู่บนผิวน�้าไม่นานมักจมลงใต้น�้าซึ่งไม่ใช่บริเวณท่ี 

ลูกน�า้ยงุอยู ่ไซยาโนแบคทเีรยีมกัลอยอยูผ่วิน�า้เนือ่งจากต้องรบัแสงส�าหรบัการสงัเคราะห์แสง จงึมี

แนวคดิใช้ไซยาโนแบคทเีรยีสายพนัธุต่์าง ๆ  เป็นเจ้าบ้านในการสร้างโปรตนีฆ่าลกูน�า้ยงุจาก Bti เช่น  

Synechocystis sp. PCC 6803, S. elongatus PCC 7942, Synechococcus sp. PCC 7002, 

Nostoc sp. PCC 7120 [48, 52] เป็นต้น

3) ฮอร์โมนการเจริญเติบโตในปลา

ปลาแซลมอน (salmon) เป็นปลาเศรษฐกิจ เพื่อเร่งการเจริญเติบโตของปลา จึงท�า 

พันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรียให้สร้างฮอร์โมนการเจริญเติบโต (growth hormone) จาก

ปลาแซลมอน ไซยาโนแบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรมนี้สามารถสร้างฮอร์โมนและน�าไปเลี้ยงปลา

โดยตรงได้ [54]

4) เอนไซม์ย่อยสลายยาฆ่าแมลง

ออร์กาโนฟอสเฟต (organophosphate หรือ OP) เป็นยาฆ่าแมลงศัตรูพืชท่ีใช้กัน

แพร่หลาย เมื่อฝนตกเกิดการชะล้างท�าให้มี OP ปนเปื้อนลงไปในแหล่งน�้าต่าง ๆ เอนไซม์ 

ออร์กาโนฟอสฟอรัสไฮโดรเลส (organophosphorus hydrolase หรือ OPH) จากแบคทีเรีย 

Flavobacterium sp. ย่อยสลาย OP ได้ หากไซยาโนแบคทีเรียซึ่งอาศัยอยู่ในแหล่งน�้าสร้าง 

OPH จะช่วยย่อยสลาย OP ที่ปนเปื้อนได้ วิภา จึงจตุพรชัย และคณะ จึงได้ท�าพันธุวิศวกรรม 

ใน S. elongatus PCC 7942 ให้สร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน OPH โดยให้สร้างอยู่ภายในเซลล ์

หรือแสดงออกที่ผิวเซลล์ (surface display) ท�าให้ไซยาโนแบคทีเรียสามารถย่อยสลาย OP ได ้

ในขณะที่เซลล์ยังมีชีวิตอยู่ [55, 56]

5) การบ�าบัดสารมลพิษทางชีวภาพ 

มลพษิทีเ่กดิจากกจิกรรมของมนุษย์ซึง่รวมถงึโลหะหนกัต่าง ๆ  ก่อให้เกดิอนัตรายต่อมนษุย์

และสิ่งแวดล้อม จึงจ�าเป็นต้องพัฒนาเครื่องมือบ�าบัดสารมลพิษทางชีวภาพ (bioremediation) 

เน่ืองจากไซยาโนแบคทีเรียเจริญเติบโตในแหล่งน�้าและต้องการอาหารเป็นแร่ธาตุเพียงเล็กน้อย  

จึงเป็นตัวเลือกที่เหมาะสมในการบ�าบัดสารมลพิษทางชีวภาพ เช่น มีการใช้ไซยาโนแบคทีเรีย 

Nostoc sp. PCC 7120 ที่ดัดแปรพันธุกรรม เพื่อย่อยสลายมลพิษอินทรีย์ลินเดน (lindane) และ 

4-คลอโรเบนโซเอต (4-chloro-benzoate) รวมทั้งก�าจัดโลหะหนัก เช่น แคดเมียม (cadmium) 

และซิงค์ (zinc) ในน�้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม [52, 57] เป็นต้น
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6) ไบโอเซนเซอร์ 

ไซยาโนแบคทีเรียที่เป็นพิษ เมื่อเบ่งบาน (bloom) จะเป็นอันตรายต่อสุขภาพของคน 

และมผีลกระทบต่อสภาวะแวดล้อมทางน�า้ การเบ่งบานนีเ้กดิจากการชกัน�าของสารอาหารทีม่คีวาม 

เข้มข้นสูงขึน้ เช่น เหลก็ (iron) ฟอสฟอรสั (phosphorus) และไนเตรต (nitrate) เป็นต้น จงึจ�าเป็น

ต้องมีเซนเซอร์ (sensor) ส�าหรับตรวจวัดสารอาหารเหล่านี้ เพื่อจ�ากัดสารอาหารและท�านายการ

เจรญิเตบิโตของไซยาโนแบคทเีรยีทีเ่ป็นพษิ ไซยาโนแบคทเีรยีดดัแปรพนัธกุรรมเป็นตวัเลอืกส�าหรบั

ไบโอเซนเซอร์ (biosensor) ดังกล่าวเนือ่งจากเจรญิเตบิโตในแหล่งน�า้ จงึเป็นการวดัในแหล่งก�าเนดิ 

(in situ) มีการพัฒนาไซยาโนแบคทีเรียเรืองแสง (luminescent) โดยให้ยีนรายงานที่สร้างโปรตีน 

ลูซิเฟอเรส (luciferase) อยู่ภายใต้การควบคุมของโพรโมเตอร์ที่ตอบสนองต่อเหล็ก ฟอสฟอรัส 

หรือไนเตรต ท�าให้สามารถวัดความเข้มข้นของสารอาหารในแหล่งน�้าต่าง ๆ ท้ังแหล่งน�้าจืด 

และทะเล ขึ้นอยู่กับชนิดของไซยาโนแบคทีเรียที่ใช้เป็นเจ้าบ้าน [52]

3.6.2 ผลิตภัณฑ์สารเคมี

พันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรียเพื่อให้ผลิตสารเคมีนั้น ต้องค�านึงถึงธรรมชาติของ 

เมแทบอลิกฟลักซ์ (metabolic flux) วิถีเมแทบอลิก ระบบการควบคุมที่ใช้ในไซยาโนแบคทีเรีย 

เจ้าบ้าน และเมแทบอไลต์ (metabolite) ตัวตั้งต้นท่ีจะส่งผลถึงสารเคมีท่ีเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย  

แม้เมแทบอลิซึม (metabolism) ของไซยาโนแบคทีเรียจะไม่เป็นท่ีเข้าใจดีเท่ากับของ E. coli  

แต่ก็มีการสร้างไซยาโนแบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรมท่ีประสบความส�าเร็จในการสร้างสารเคมี 

หลายชนิด ได้แก่

1) ไอโซพรีน

ไอโซพรีน (isoprene) เป็นวัตถุดิบที่ส�าคัญในเคมีสังเคราะห์ พืชหลายชนิดสังเคราะห์

และปล่อยไอโซพรีนเพื่อจัดการกับความร้อน เพื่อให้ไซยาโนแบคทีเรียสังเคราะห์ไอโซพรีน  

จึงถ่ายโอนยีน IspS ที่สร้างเอนไซม์ไอโซพรีนซินเทส (isoprene synthase) จาก Pueraria 

montana เข้าสู่จโีนมของ Synechocystis sp. พบว่าการใช้โคดอนมคีวามส�าคญัต่อการแสดงออก

ของยีน IspS ภายหลังเมื่อปรับการใช้โคดอนแล้ว การแสดงออกของยีน IspS ในไซยาโนแบคทีเรีย

ดัดแปรพันธุกรรมเพิ่มขึ้นเป็น 10 เท่า และสามารถผลิตไอโซพรีนในอัตราประมาณ 50 มิลลิกรัม

ต่อกรัมเซลล์แห้งต่อวัน [10]
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2) แอซีโทน

แอซีโทน (acetone) เป็นคีโทน (ketone) ท่ีใช้เป็นตัวท�าละลาย (solvent) และสาร 

ตัง้ต้นในอตุสาหกรรมเคม ีแอซโีทนทีผ่ลติจากการหมกั (fermentation) โดยแบคทเีรยี Clostridia 

และ E. coli ดัดแปรพันธุกรรม ซึ่งเมื่อใช้น�้าตาลเฮกโซส (hexose) เป็นแหล่งคาร์บอนจะได้ผล

สูงสุดเพียง 50% อีกครึ่งหนึ่งถูกปล่อยเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ มีการสร้างไซยาโนแบคทีเรีย

ดัดแปรพันธุกรรม Synechocystis sp. PCC 6803 ให้สังเคราะห์แอซีโทนโดยก�าจัด (delete) ยีน 

PhaEC ที่สร้างพีเอชบีพอลิเมอเรส (PHB polymerase) แล้วให้ยีน adc ที่สร้างแอซีโทแอซีเทต 

ดีคาร์บอกซิเลส (acetoacetate decarboxylase) แสดงออกร่วมกับยีน ctfAB ที่สร้างโคเอนไซม์

เอทรานส์เฟอเรส (coenzyme A transferase) พบว่าได้ผลผลิตค่อนข้างต�่า แต่เมื่อก�าจัดยีน pta 

ที่สร้างฟอสฟอทรานส์แอซีทิเลส (phosphotransacetylase) ซึ่งเป็นคู่แข่งของการผลิตแอซีโทน

ออกไปด้วย ส่งผลให้ผลิตแอซีโทนเพิ่มขึ้นมากถึง 7 เท่า (36 มิลลิกรัมต่อลิตร) [58] 

3) พลาสติกชีวภาพ

ไซยาโนแบคทีเรียโดยธรรมชาติผลิตพลาสติกชีวภาพ (bioplastic) พอลิ-3-ไฮดรอกซี

บิวทิเรต (poly-3-hydroxybutyrate หรือ PHB) ซึ่งเป็นพอลิไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (poly-

hydroxyalkanoate หรือ PHA) ชนิดหน่ึงทีส่ามารถย่อยสลายได้ อย่างไรกด็ ีระดบัการผลติค่อนข้าง

ต�่า จึงมีการน�ายีนการสังเคราะห์ PHB จาก Ralstonia eutropha มาถ่ายโอนเข้า S. elongatus 

PCC 7942 เมื่อเลี้ยงในสภาวะที่ขาดแคลนไนโตรเจนพร้อมท้ังเติมแอซีเทต (acetate) ท�าให ้

ไซยาโนแบคทเีรียดัดแปรพนัธกุรรมเพิม่การสงัเคราะห์ PHB ได้สงูสดุ 25.6% ของเซลล์น�า้หนกัแห้ง 

แต่เนื่องจาก PHB ไม่สามารถหลั่งออกนอกเซลล์ จึงต้องใช้กระบวนการสกัดซึ่งยังคงเป็นอุปสรรค 

หนึ่งของการน�าไปใช้เชิงพาณิชย์ มีรายงานการสร้าง E. coli ดัดแปรพันธุกรรมที่สังเคราะห์  

3-ไฮดรอกซีบิวทิเรต (3-hydroxybutyrate หรือ 3HB) ซึ่งเป็นโมโนเมอร์ (monomer) ของ PHB 

และสามารถหลั่งสู่ออกนอกเซลล์ได้ส�าเร็จ ดังนั้น การสร้างไซยาโนแบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรมให้

สังเคราะห์ 3HB อาจแก้ปัญหาท�าให้หลั่งพลาสติกชีวภาพออกนอกเซลล์ไซยาโนแบคทีเรียได้ [59]

4) กรดแลกติก

กรดแลกติก (lactic acid) เป็นสารเคมีที่เป็นหน่วยโครงสร้าง (building block) ใช้

สังเคราะห์พอลิเอสเตอร์ (polyester) ที่ย่อยสลายได้เป็นคุณสมบัติท่ีมีประโยชน์ทางการแพทย์ 

นอกจากนี้ยังใช้เป็นสารกันเสียในอุตสาหกรรมอาหาร โดยปกติกรดแลกติกมักผลิตจากการหมัก

จุลชีพด้วยน�้าตาล เพื่อให้มีการผลิตกรดแลกติกจากไซยาโนแบคทีเรีย จึงถ่ายโอนยีน 3 ชนิด ได้แก่ 
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ldhA, lldP และ udhA ให้แสดงออกร่วมกันใน S. elongatus PCC 7942 พบว่าภายใต้สภาวะ

โฟโตออโตโทรฟิกสามารถผลิตกรดแลกติกได้ประมาณ 56 มิลลิกรัมต่อลิตร [60]

3.6.3 เชื้อเพลิงชีวภาพ

เพื่อพัฒนาให้ไซยาโนแบคทีเรียเป็นวัตถุดิบส�าหรับพลังงานทางเลือก จึงสร้างไซยาโน

แบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรมที่ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuel) ต่าง ๆ เช่น เอทานอล (ethanol) 

ไฮโดรเจน (hydrogen) กรดไขมันอิสระ (free fatty acid) ไอโซบิวทานอล (isobutanol)  

และแอลเคน (alkane) เป็นต้น (ดูรายละเอียดในบทที่ 5 เชื้อเพลิงชีวภาพจากไซยาโนแบคทีเรีย

และจุลสาหร่าย)

3.6.4 การดัดแปรพันธุกรรมให้เซลล์แข็งแรง

ความแข็งแรงและอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์เป็นปัจจัยส�าคัญที่ส่งผลกระทบต่อ

ประสิทธิภาพการผลิตโปรตีน สารเคมี และเชื้อเพลิงในระดับอุตสาหกรรม การเจริญเติบโตของ

ไซยาโนแบคทีเรยีนัน้ไม่เหมอืนกบัจลุชีพกลุม่เฮเทอโรโทรฟิก เชน่ E. coli เนือ่งจากขึน้อยู่กับอตัรา

การสังเคราะห์แสงเพื่อให้ได้มาซึ่งคาร์บอนและพลังงาน ดังนั้น การปรับปรุงการสังเคราะห์แสง 

จึงน่าจะช่วยให้ไซยาโนแบคทีเรียแข็งแรงขึ้น คาดกันว่าระดับการท�างานของเอนไซม์ Rubisco 

ที่ตรึงคาร์บอนไดออกไซด์เป็นขั้นตอนที่จ�ากัดการท�างาน อย่างไรก็ดี เมื่อเพิ่มการแสดงออก 

(overexpression) ของ Rubisco ใน S. elongatus PCC 7942 กลับไม่พบผลกระทบที่มีต่อ

การสังเคราะห์แสง นอกจากนี้การรับแสงก็อาจเป็นขั้นตอนที่จ�ากัดการสังเคราะห์แสง โดยเฉพาะ

ในการเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียในระบบเปิดขนาดใหญ่มีเซลล์หนาแน่นสูงและความลึกของระบบ

ที่เลี้ยงท�าให้จ�ากัดการผ่านของแสง การเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียในอาหารเหลวจะเกิดการดูดกลืน

แสงอาทิตย์มากเกินไป มีผลให้ลดแสงที่ผ่านลงไปเช่นกัน ก่อให้เกิดสภาวะการยับยั้งโดยแสง 

(photoinhibition) ในบริเวณใกล้กับผิวน�้าของการเลี้ยงและขาดแคลนแสงในบริเวณท่ีลึกลงไป  

จึงมีแนวคิดว่าหากลดสารสีที่ใช้รับแสง (light-harvesting pigments) อาจป้องกันการดูดกลืน 

แสงมากเกินไปโดยไม่ส่งผลกระทบต่อการสังเคราะห์แสง จึงได้สร้าง Synechocystis PCC 6714 

ดดัแปรพันธุกรรมทีข่าดแคลนไฟโคไซยานนิ (phycocyanin) ซึง่เป็นส่วนประกอบของไฟโคบลิโิซม  

(phycobilisome) เป็นสารสรีบัแสงในไซยาโนแบคทเีรยี ไซยาโนแบคทเีรยีดดัแปรพนัธกุรรมทีข่าด

ไฟโคไซยานินนี้สามารถลดการยับยั้งโดยแสงและเพิ่มการสังเคราะห์แสง [52] 
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3.7 บทสรุป

พันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรียยังอยู่ในระยะเริ่มต้น ไซยาโนแบคทีเรียที่ได้รับการ

ส�ารวจและประสบความส�าเรจ็ในการท�าพนัธวุศิวกรรมมน้ีอยมาก อปุสรรคส�าคญัคอืการขาดระบบ 

ถ่ายโอนยีนในไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ เนื่องจากไซยาโนแบคทีเรียมักสร้างเอนไซม์ 

เอนโดนิวคลีเอสซึ่งท�าลายดีเอ็นเอแปลกปลอม จึงท�าให้การพัฒนาระบบถ่ายโอนยีนท�าได้ยาก  

พันธวุศิวกรรมในไซยาโนแบคทเีรยีเพ่ือประยกุต์ทางเทคโนโลยชีวีภาพยงัมกีารพฒันาไม่มากนกั เช่น  

ผลิตภัณฑ์โปรตีนและเคมีรวมทั้งเชื้อเพลิงชีวภาพ นอกจากนี้ยังมีการดัดแปรพันธุกรรมในไซยาโน 

แบคทีเรียเพื่อให้ได้เซลล์ที่แข็งแรงเหมาะสมที่จะใช้ผลิตในอุตสาหกรรม เนื่องจากมีการส�ารวจ 

ศกึษาไซยาโนแบคทีเรยีสายพนัธุต่์าง ๆ  เพิม่ขึน้ รวมทัง้มคีวามก้าวหน้าอย่างรวดเรว็ด้านพนัธศุาสตร์ 

ระดับโมเลกุล วิศวกรรมเมแทบอลิกที่ท�านายผลกระทบจากการดัดแปรยีนได้แม่นย�ายิ่งขึ้น  

และเทคโนโลยใีหม่ ๆ  ส�าหรบัการดดัแปรพนัธกุรรม ความก้าวหน้าเหล่านีท้�าให้ความสนใจทีจ่ะน�า 

ไซยาโนแบคทีเรียไปใช้ทางด้านอุตสาหกรรมมีการขยายตัวอย่างต่อเนื่อง มีความเป็นไปได้สูงมาก 

ที่ไซยาโนแบคทีเรียจะถูกพัฒนาให้เทียบเท่ากับ E. coli ส�าหรับอุตสาหกรรมในยุคต่อไป
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4.1 บทน�ำ

จุลสาหร่ายเป็นยูแคริโอต (eukaryote) มีคลอโรพลาสต์ซึ่งคาดว่าวิวัฒนาการมาจาก 

ไซยาโนแบคทีเรีย [1] จุลสาหร่ายมีความหลากหลาย (biodiversity) คาดว่ามีประมาณ 200,000 

ถึงหลายล้านสปีชีส์ (species) [2] จึงมีองค์ประกอบทางเคมีหลากหลายมาก เป็นแหล่งของ 

สารธรรมชาตใิหม่ ๆ  สารเคมมีลูค่าสงู และการประยกุต์ใช้ทางเทคโนโลยชีวีภาพ (ดรูายละเอยีดใน 

บทที ่1) เพ่ือให้จลุสาหร่ายผลติสารธรรมชาติปรมิาณมาก หรอืเกดิคณุสมบัตใิหม่ เช่น ผลติสารใหม่  

หรือเจริญเติบโตในบ่อเปิดหรือในสภาวะที่สุดขีด (extreme conditions) เพื่อลดความเสี่ยง 

จากการปนเป้ือน เป็นต้น เหล่านีจ้ะน�าไปสูก่ารเปลีย่นแปลงครัง้ใหญ่ในอตุสาหกรรมท่ีใช้เทคโนโลยี

ชีวภาพจุลสาหร่าย จึงต้องปรับปรุงพันธุ์ให้จุลสาหร่ายมีคุณสมบัติตามต้องการ โดยใช้วิศวกรรม

เมแทบอลิก (metabolic engineering) ซึ่งรวมถึงการใช้พันธุวิศวกรรม (genetic engineering) 

จัดการให้ยีนในวิถีเมแทบอลิก (metabolic pathway) มีการแสดงออกเหมาะแก่การสังเคราะห ์

สารเป้าหมายจ�านวนมาก (ดรูายละเอยีดในบทที ่2) การท�าพนัธวุศิวกรรมต้องใช้ความรูด้้านพนัธศุาสตร์ 

ระดับโมเลกุล (molecular genetics) เช่น การควบคุมการแสดงออกของยีน และเทคโนโลยี

การถ่ายโอนยีน (gene transformation) เป็นต้น ปัจจุบันจุลสาหร่ายที่ใช้ท�าพันธุวิศวกรรม 

มีน้อยมาก มีประมาณ 25 สปีชีส์เท่านั้นที่ประสบความส�าเร็จในการพัฒนาระบบถ่ายโอนยีนใน

นวิเคลยีส องค์ความรูส่้วนใหญ่ในจุลสาหร่ายได้จากการศกึษาสายพนัธุต้์นแบบ Chlamydomonas 

reinhardtii ในบทนีจ้ะกล่าวถงึการควบคมุการแสดงออกของยนี องค์ประกอบของพนัธวุศิวกรรม

ทั้งในนิวเคลียสและคลอโรพลาสต์ของจุลสาหร่าย รวมทั้งกรณีศึกษาและการประยุกต์จุลสาหร่าย

ดัดแปรพันธุกรรม

บทที่ 4
พันธุวิศวกรรมในจุลสำหร่ำย
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4.2 กำรควบคุมกำรแสดงของยีนในจุลสำหร่ำย

การผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีน (recombinant protein) ในจุลสาหร่ายเพื่อใช้ในเชิง

พาณิชย์น้ัน จ�าเป็นต้องมีผลผลิตที่สูงอย่างสม�่าเสมอ ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อระดับการแสดงออก

ของยีนที่สร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน เช่น ในนิวเคลียสมีการแสดงออกของยีนเป็นแบบยูแคริโอต 

(eukaryote) และในคลอโรพลาสต์เป็นแบบโพรแคริโอต (prokaryote) การเลือกใช้ชนิดของ 

โพรโมเตอร์ (promoter) การใช้โคดอน (codon usage) สญัญาณการตดัเช่ือม (splicing signal) และ 

ยนีไซเลนซิง (gene silencing) เป็นต้น นอกจากนีต้�าแหน่งท่ีรคีอมบิแนนท์ดเีอน็เอ (recombinant 

DNA) แทรกรวมเข้ากบันิวเคลยีร์จีโนม (nuclear genome) หรอืคลอโรพลาสต์จโีนม (chloroplast 

genome) ก็มีผลกระทบต่อการแสดงออกของยีนเช่นกัน

4.2.1 การควบคุมการแสดงออกของยีนในนิวเคลียส

1) โพรโมเตอร์

เพื่อให้เฮเทอโรโลกัสยีน (heterologous gene) มีการแสดงออกอย่างมีประสิทธิภาพ 

จึงต้องใช้โพรโมเตอร์ที่ท�างานแข็งขัน (strong promoter) โดยทั่วไปมักใช้เอนโดจีนัสโพรโมเตอร์ 

(endogenous promoter) ถ่ายโอนเข้านิวเคลียร์จีโนมของจุลสาหร่าย อย่างไรก็ดี จุลสาหร่าย 

ส่วนใหญ่มีข้อมูลทางพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุลน้อย อาจไม่มีข้อมูลโพรโมเตอร์เลย จึงมักน�า 

โพรโมเตอร์จาก C. reinhardtii มาใช้ในจุลสาหร่ายสายพนัธุอ์ืน่ ๆ  เพือ่การผลติรคีอมบแินนท์โปรตนี

โพรโมเตอร์ RbcS2 ของยีนสร้างไรบูโลสบิสฟอสเฟตคาร์บอกซีเลส หน่วยย่อยเล็ก 2 

(ribulose bisphosphate carboxylase small subunit 2) สามารถท�างานอย่างมปีระสทิธภิาพ

ใน C. reinhardtii ที่ดัดแปรพันธุกรรม [3] เมื่อน�าโพรโมเตอร์ RbcS2 มาเชื่อมต่อด้าน 3’ ของ

โพรโมเตอร์ Hsp70A ของยีนสร้างโปรตีนฮีตช็อก 70 เอ (heat shock protein 70A) ซึ่งเป็นตัว

ส่งเสริมการถอดรหัส (transcriptional enhancer) และสามารถเหนี่ยวน�าด้วยความร้อน (heat  

inducible) [4] ผลที่ได้เป็นโพรโมเตอร์ลูกผสม Hsp70A-RbcS2 (AR) [4] ท่ีเหมาะส�าหรับ 

การแสดงออกของยีนในนิวเคลียร์จีโนม ในบางกรณีส่วนของโพรโมเตอร์อาจยับยั้งการแสดงออก 

ของเฮเทอโรโลกัสยีน เช่น เมื่อถ่ายโอนยีน ble ที่ดื้อต่อยาซีโอซีน (zeocine) โดยอยู่ภายใต้การ

ควบคุมของโพรโมเตอร ์RbcS2 เซลล์ทรานส์ฟอร์แมนต์ (transformant) ที่ได้มีถึง 80% ที่เกิดยีน 

ไซเลนซงิ (ยนีไม่ท�างาน) แต่เมือ่ถ่ายโอนยนี ble โดยอยูภ่ายใต้การควบคมุของโพรโมเตอร์ AR มกีาร 

เกิดยีนไซเลนซิงเพียง 36% ของเซลล์ทรานส์ฟอร์แมนต์เท่านั้น [5] การดัดแปลงโพรโมเตอร์ AR  
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โดยใส่อินทรอน (intron) ของยีน RbcS2 เข้าไประหว่างโพรโมเตอร์ Hsp70A และ RbcS2  

ช่วยเพิ่มการแสดงออกของยีนถูกควบคุม [6]

โพรโมเตอร์ Cyc6 ของยีนสร้างไซโทโครมซี 6 (cytochrome c6) ที่ตอบสนองต่อโลหะ 

(metal responsive) และถูกยับยั้งด้วยทองแดง (copper) เมื่อน�ามาใช้เหนี่ยวน�าการแสดงออก

ของยีนใน C. reinhardtii บริเวณล�าดับดีเอ็นเอที่ตอบสนองต่อทองแดง (CuRE) จะตอบสนอง

ต่อทั้งนิกเกิล (nickel) และไอออนโคบอลต์ (cobalt ions) ด้วย แต่จะถูกยับยั้งด้วย EDTA [7] 

ตัวอย่างของโพรโมเตอร์ในนิวเคลียสได้แสดงไว้ในตารางที่ 4-1

2) การส่งรีคอมบิแนนท์โปรตีนไปยังต�าแหน่งเป้าหมาย

การส่งรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่สร้างขึ้นจากการถ่ายโอนยีนในนิวเคลียสไปยังเป้าหมาย

ที่ต�าแหน่งต่าง ๆ ของเซลล์ เช่น คลอโรพลาสต์ ไมโทคอนเดรีย และการหลั่งออกนอกเซลล์ 

(secretion) ท�าได้โดยเชื่อมต่อยีนสร้างเปปไทด์เป้าหมาย (targeting peptide หรือ TP) เข้ากับ

ด้าน 5’ ของยีนสร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีน มีความพยายามน�าโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ท�านาย 

TP ของพืชชั้นสูงมาใช้กับจุลสาหร่ายสีเขียวแต่ไม่ได้ผล จึงได้พัฒนาโปรแกรม PredAlgo ด้วย 

ข้อมูลจาก C. reinhardtii เพื่อใช้ท�านาย TP ที่มีเป้าหมายไปยังคลอโรพลาสต์หรือไมโทคอนเดรีย  

[8] เมื่อเร็ว ๆ นี้การศึกษาจีโนมของ Phaeodactylum tricornutum และ Thalassiosira 

pseudonana ช่วยการวิเคราะห์โมทิฟ (motif) TP ของยีนในนิวเคลียสที่ส่งไปยังเป้าหมายที ่

คลอโรพลาสต์ของไดอะตอม [9] นอกจากนีม้กีารสร้างเวกเตอร์ (vector) ทีม่ส่ีวนของ TP ทีเ่จาะจง 

ส่งรีคอมบิแนนท์โปรตีนไปยังเป้าหมาย ได้แก่ นิวเคลียส คลอโรพลาสต์ ไมโทคอนเดรีย  

เอนโดพลาสมิกเรติคิวลัม (endoplasmic reticulum หรือ ER) และการหลั่งออกนอกเซลล์ [10]

3) สัญญาณการตัดเชื่อม

อินทรอนซึ่งประกอบด้วยสัญญาณการตัดเชื่อม มีผลกระทบเชิงบวกต่อการแสดงออก

ของยีนในยูแคริโอต เน่ืองจากการตัดเชื่อมจะเร่งเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) ออกจากนิวเคลียส  

ดังน้ัน การใส่เอนโดจีนัสอินทรอนอาจช่วยปรับปรุงการแสดงออกของเฮเทอโรโลกัสยีนได้ เช่น  

พบว่าเฮเทอโรโลกัสยีนมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นใน C. reinhardtii เมื่อมีอินทรอน 1 (intron1)  

ของเอนโดจีนัสยีน RbcS2 [11]

4) ยีนไซเลนซิง

ยนีไซเลนซงิเป็นกลไกส�าคญัในการควบคมุการแสดงออกของยนีในยแูครโิอต โดยควบคมุ

หลังกระบวนการถอดรหัส (posttranscriptional gene regulation) ท่ีพบมากคือการรบกวน 
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อาร์เอ็นเอ (RNA interference หรือ RNAi) เป็นกลไกท่ีใช้โมเลกุลอาร์เอ็นเอขนาดเล็กท่ีมี

ล�าดับเบสจ�าเพาะไปรบกวนการแสดงออกของยีนเป้าหมายในเซลล์ โดยเอนไซม์ไดเซอร์ (dicer)  

ตัดอาร์เอ็นเอสายคู่ (double-stranded RNA) ที่มาจากจีโนมของเจ้าบ้านเป็นอาร์เอ็นเอชนิด

ไม่ก�าหนดรหัส (noncoding RNA) ได้โมเลกุลอาร์เอ็นเอขนาดเล็กเรียกว่า ไมโครอาร์เอ็นเอ 

(microRNA หรือ miRNA) ส่วนการตัดอาร์เอน็เอสายคูท่ีม่าจากภายนอกเซลล์ได้โมเลกลุอาร์เอน็เอ 

ขนาดเล็กเรียกว่า สมอลล์อินเทอเฟียริงอาร์เอ็นเอ (small interfering RNA หรือ siRNA) เมื่อ 

miRNA หรือ siRNA สายเดี่ยวที่เป็นแอนติเซนส์ (antisense) รวมกับอาร์โกนอต (argonaute) 

และโปรตีนอื่น ๆ เป็นอาร์เอ็นเอไอไซเลนซิงคอมเพล็กซ์ (RNAi-silencing complex หรือ RISC) 

แล้วน�าทางไปพบเอ็มอาร์เอ็นเอเป้าหมายที่มีล�าดับเบสเป็นคู่สมกัน (complementary) เพื่อ 

ท�าลายเอ็มอาร์เอ็นเอเป้าหมาย เป็นการป้องกันมิให้แปลรหัสเป็นโปรตีน RNAi พบในจุลสาหร่าย

หลายสายพันธุ์ เช่น C. reinhardtii, Volvox carteri, Dunaliella salina, P. tricornutum และ  

Euglena gracilis เป็นต้น โดยเฉพาะใน C. reinhardtii มีการศึกษาวิถียีนไซเลนซิง และใช้เป็น

เครื่องมือในการน็อกดาวน์ (knockdown) ยีนอย่างเจาะจง [12] ในด้านหนึ่งยีนไซเลนซิงส่งผลให ้

การแสดงออกของเฮเทอโรโลกัสยีนในนิวเคลียสไม่เสถียรและท�าให้ได้รีคอมบิแนนท์โปรตีนต�่า  

แต่อีกด้านหนึ่งกลไกนี้ใช้ควบคุมอย่างเจาะจงให้เอนโดจีนัสยีนท�างานลดลง (down regulation) 

สามารถใช้ตรวจสอบการท�าหน้าทีข่องยนีต่าง ๆ  นอกจากนีอ้าจน�ามาใช้ในพนัธวุศิวกรรมเมแทบอลกิ  

เช่น ใช้ลดการท�างานของยีนในกลไกกลัยโคซิเลชัน (glycosylation) เพื่อดัดแปลงรูปแบบ 

(pattern) ของกลัยโคซิเลชัน เป็นต้น

4.2.2 การควบคุมการแสดงของยีนในคลอโรพลาสต์

ในการควบคมุการแสดงออกทีม่ปีระสทิธภิาพของเฮเทอโรโลกสัยนีในคลอโรพลาสต์ของ

จุลสาหร่าย โดยปกติมักใช้ส่วนควบคุมชนิดเอนโดจีนัส (endogenous regulatory elements) 

ของยนีทีม่กีารแสดงออกสงู เช่น โพรโมเตอร์ RbcL ของยนีสร้างไรบโูลสบสิฟอสเฟตคาร์บอกซเิลส 

หน่วยย่อยใหญ่ (ribulose bisphosphate carboxylase large subunit) โพรโมเตอร์ psbA ของ

ยีนสร้างโปรตีน D1 ในระบบสังเคราะห์แสงสอง (photosystem II protein D1) และโพรโมเตอร์ 

atpA ของยีนสร้างเอทีพีเอสหน่วยย่อยแอลฟา (ATPase alpha subunit) [13] เป็นต้น (ดูตาราง

ที่ 4-2) เมื่อยับยั้งการสะสมของเอ็มอาร์เอ็นเอจ�าเพาะในคลอโรพลาสต์ถึง 90% ไม่พบผลกระทบ 

ต่ออัตราการแปลรหัส [14] ดังน้ัน การแสดงออกของยีนในคลอโรพลาสต์จะถูกควบคุมอย่าง 

เข้มงวดในระดับแปลรหัสแต่ตอบสนองน้อยกว่าการควบคุมในระดับถอดรหัส 
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4.2.3 การใช้โคดอน

การใช้โคดอนหนึ่งในสิ่งมีชีวิตที่สปีชีส์ต่างกันก็อาจมีความถ่ีแตกต่างกัน นั่นคือโคดอนท่ี

ใช้บ่อยในสิ่งมีชีวิตสปีชีส์หนึ่งอาจเกือบไม่ได้ใช้เลยในสิ่งมีชีวิตอีกสปีชีส์หนึ่ง การขาดทีอาร์เอ็นเอ  

(tRNA) ที่เข้ากันได้กับโคดอนส่งผลกระทบอย่างมากต่อประสิทธิภาพการแปลรหัสและระดับ 

การแสดงออกของเฮเทอโรโลกัสยีน พบการใช้โคดอนแตกต่างกันในจุลสาหร่ายสปีชีส์ต่างกัน  

และระหว่างคลอโรพลาสต์และนิวเคลียสของจุลสาหร่ายในสปีชีส์เดียวกัน การปรับโคดอนให้ 

เหมาะสมกับออร์แกแนลล์จะช่วยปรับปรุงการแสดงออกของยีนอย่างมีนัยส�าคัญ 

4.3 พันธุวิศวกรรมในจุลสำหร่ำย

แม้ปัจจุบัน C. reinhardtii เป็นจุลสาหร่ายสีเขียวท่ีน�ามาใช้เพื่อการแสดงออกของ 

รีคอมบแินนท์ดเีอน็เอมากทีส่ดุ แต่อาจไม่ใช่สายพนัธุท์ีเ่หมาะสมทีส่ดุส�าหรบัการผลติรคีอมบแินนท์ 

โปรตีนในเชิงพาณิชย์ มีจุลสาหร่ายสีเขียวอีกหลายสายพันธุ์ที่ควรพิจารณาน�ามาใช้ด้วยเหตุผล

หลายประการ เช่น มีความแข็งแรงทนทานกว่า มีประสิทธิภาพในการสร้างผลผลิตมากกว่า หรือ

ได้รับการรับรองว่าปลอดภัย (GRAS certified) เช่น Chlorella sp., Scenedesmus sp. และ 

Dunaliella sp. เป็นต้น แม้ว่าสายพันธุ์เหล่านี้จะมีข้อมูลการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนไม่มาก

นัก แต่จากข้อมูลเท่าที่มีท�าให้คาดได้ว่าการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนอยู่ในระดับท่ีใกล้เคียงกับ  

C. reinhardtii ดงันัน้ จลุสาหร่ายสเีขยีวสายพนัธุอ์ืน่ ๆ  กน่็าจะมศีกัยภาพในการผลติรคีอมบแินนท์ 

โปรตีนเช่นกัน [15] โดยปกติรีคอมบิแนนท์โปรตีนมักแสดงออกในนิวเคลียสหรือคลอโรพลาสต์  

ซึ่งมีข้อดีและข้อจ�ากัดแตกต่างกัน (ดูรายละเอียดในรูปที่ 4-1) 

4.3.1 พันธุวิศวกรรมในนิวเคลียร์จีโนม

พนัธวุศิวกรรมในนวิเคลยีร์จีโนมของจุลสาหร่าย มข้ีอดขีองการแสดงออกของยนีในระบบ 

ยแูครโิอต ได้แก่ การควบคมุการแสดงออกของยนีทีถ่่ายโอนเข้าไปโดยการเหนีย่วน�า โปรตนีท่ีสร้างข้ึน 

มกีารพบั (protein folding) ทีซ่บัซ้อนอย่างมปีระสทิธภิาพ และมกีารดดัแปลงภายหลงัการแปลรหสั  

เช่น การสร้างพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) และกลัยโคซิเลชัน นอกจากนี้ยังสามารถ 

สร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนไปยังต�าแหน่งเป้าหมาย เช่น นิวเคลียส ไซโทพลาซึม (cytoplasm) 

คลอโรพลาสต์ ER ไมโทคอนเดรีย หรือการหลั่งออกนอกเซลล์ ข้อจ�ากัดของพันธุวิศวกรรม 

ในนิวเคลียร์จโีนมของจลุสาหร่าย เช่น มกีารสะสมของรคีอมบิแนนท์โปรตนีในระดบัต�า่ ซึง่เกดิจาก

ยีนไซเลนซงิและอทิธพิลของต�าแหน่งทีย่นีแทรกตัวเข้านวิเคลยีร์จโีนม (positional effects) เป็นต้น 
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ดีเอ็นเอที่ถ่ายโอนเข้าไปมักสอดแทรกตัวรวมกับนิวเคลียร์จีโนมแบบสุ่ม (random) ส่วนการท�า

พันธุวิศวกรรมที่ต�าแหน่งเป้าหมายในนิวเคลียร์จีโนมด้วยโฮโมโลกัสรีคอมบิเนชัน (homologous 

recombination) นั้นโดยทั่วไปยังไม่มีประสิทธิภาพ ปัจจุบันมีรายงานจุลสาหร่ายเพียงสอง 

สายพันธุ์เท่านั้น ที่โฮโมโลกัสรีคอมบิเนชันมีประสิทธิภาพสูงเพียงพอแก่การน�ามาใช้ในเทคโนโลย ี

ชวีภาพ ได้แก่ Cyanidioschyzon merolae [16] และ Nannochloropsis sp. [17] จงึเป็นอปุสรรค 

ส�าคัญที่ท�าให้ไม่สามารถท�ายีนน็อกเอาต์ (knockout) และยีนที่ถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์ไม่สามารถ 

แทรกรวมเข้าสู่ต�าแหน่งเป้าหมายอย่างรวดเร็ว
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รูปที่ 4-1 การเปรียบเทียบพันธุวิศวกรรมในนิวเคลียสและคลอโรพลาสต์ของจุลสาหร่ายสีเขียว 

ข้อมูลจาก [15, 30]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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พันธุวิศวกรรมในจุลสำหร่ำย

4.3.2 พันธุวิศวกรรมในคลอโรพลาสต์จีโนม

เน่ืองจากจุลสาหร่ายสเีขยีวสบืเชือ้สายจากบรรพบรุษุทีม่ไีซยาโนแบคทเีรยีสงัเคราะห์แสง

อยูร่่วมภายใน (endosymbiosis) ซึง่พัฒนาต่อมาเป็นคลอโรพลาสต์ (ดบูทที ่3) ดงันัน้ การแสดงออก

ของยีนในคลอโรพลาสต์จึงเป็นแบบโพรแคริโอตซึ่งรวมถึงไรโบโซม (ribosome) และแฟกเตอร์

แปลรหัส (translation factors) อย่างไรก็ดี สิ่งที่แตกต่างจากแบคทีเรียคือ ในคลอโรพลาสต์ 

มีแชเพอโรน (chaperone) หลากหลายชนิดที่ช่วยการพับของโปรตีน มีเอนไซม์โปรตีนไดซัลไฟด ์

ไอโซเมอเรส (protein disulfide isomerase) และเปปทดิลิโพรลลิไอโซเมอเรส (peptidylprolyl 

isomerase) ซึ่งช่วยการพับของโปรตีนเชิงซ้อน (complex protein) ส�าหรับการสังเคราะห์แสง  

รคีอมบแินนท์โปรตีนทีส่ร้างจากคลอโรพลาสต์จีโนมมกัเกดิพนัธะไดซัลไฟด์ แต่ไม่เกดิกลยัโคซิเลชัน  

[15] ดเีอน็เอทีถ่่ายโอนเข้าในคลอโรพลาสต์จะเกดิการแทรกรวมกบัคลอโรพลาสต์จโีนมทีต่�าแหน่ง 

เป้าหมายด้วยวิธีโฮโมโลกัสรีคอมบิเนชัน คล้ายกับที่เกิดขึ้นในจีโนมของไซยาโนแบคทีเรีย  

(ดูรายละเอียดในบทที่ 3) ใน C. reinhardtii รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่แสดงออกจากคลอโรพลาสต์

โดยปกติจะสูงประมาณ 1-10% ของโปรตีนทั้งหมด แต่มีบางกรณีที่สูงถึง 21% [31]

4.3.3 วิธีการถ่ายโอนดีเอ็นเอ

กว่า 20 ปีที่ผ่านมา มีรายงานการถ่ายโอนดีเอ็นเอที่ประสบความส�าเร็จในจุลสาหร่าย

ประมาณ 25 สปีชีส์เท่านั้น (ดูตัวอย่างในตารางที่ 4-3) ส่วนใหญ่มักอยู่ในกลุ่มจุลสาหร่ายสีเขียว 

(Chlorophyceae) โดยเฉพาะ C. reinhardtii ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่มีการพัฒนาวิธีทางพันธุศาสตร์

ระดับโมเลกุลก้าวหน้ามากกว่าสายพันธุ์อื่น ๆ มีข้อมูลล�าดับดีเอ็นเอ วิธีการถ่ายโอนดีเอ็นเอ  

และเวกเตอร์ส�าหรับแต่ละจีโนมของ C. reinhardtii ได้แก่ นิวเคลียร์จีโนม คลอโรพลาสต์จีโนม 

และไมโทคอนเดรียจีโนม [15] 

ปัจจัยส�าคัญที่มีผลต่อการเลือกวิธีและสภาวะการถ่ายโอนดีเอ็นเอคือ คุณสมบัติของ 

ผนังเซลล์ (cell wall) จุลสาหร่าย ผนังเซลล์จะแตกต่างกันตั้งแต่มีความยืดหยุ่นและบางกว่า เช่น 

ที่พบใน Chlamydomonas sp., Volvox sp. และ Dunaliella sp. หรือมีความแข็งไม่ยืดหยุ่น 

เช่น ที่พบใน Chlorella sp. หรือมีความแข็งแกร่งมากเป็นซิลิกา (silica) เช่น ที่พบในไดอะตอม  

การถ่ายโอนดีเอ็นเอในเซลล์แฮพลอยด์ (haploid) มีข้อได้เปรียบเพราะสามารถแสดงฟีโนไทป์ 

(phenotype) ได้ทันที หากเป็นเซลล์ดิพลอยด์ (diploid) ก็อาจจะเป็นอุปสรรค อย่างไรก็ด ี

จุลสาหร่ายส่วนใหญ่ที่ประสบความส�าเร็จในการถ่ายโอนดีเอ็นเอนั้น วงชีพของเซลล์มักสลับกัน

ระหว่างแฮพลอยด์และดิพลอยด์ [32] ในทีน่ีจ้ะกล่าวถงึวธิต่ีาง ๆ  ทีใ่ช้ถ่ายโอนดเีอน็เอเข้าสูน่วิเคลยีร์

จีโนมและคลอโรพลาสต์จีโนมของจุลสาหร่าย (ดูตารางที่ 4-3) ดังนี้
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1) การยิงอนุภาค

การถ่ายโอนดีเอ็นเอด้วยเครื่องยิงอนุภาค (microparticle bombardment,  

microprojectile bombardment, gene gun transformation หรือ biolistics) เป็นวิธีที่

ยิงดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ โดยเคลือบดีเอ็นเอบนอนุภาคทองหรือทังสเตน (tungsten) ที่มีขนาดเล็ก  

(0.5-1.5 ไมโครเมตร) แล้วใช้ปืนฮีเลียม (helium driven gun) ยิงเข้าสู่เซลล์เป้าหมายด้วย 

ความเร็วสูง (ประมาณ 500 เมตรต่อวนิาท)ี เป็นวธิทีีใ่ช้กนัมากในการถ่ายโอนดเีอน็เอเข้าสูเ่ซลล์พชื

ในกรณีของจุลสาหร่ายโดยทั่วไปมักใช้วิธียิงอนุภาคส�าหรับถ่ายโอนดีเอ็นเอเข้าสู ่ 

คลอโรพลาสต์จีโนม ซึ่งเกิดโฮโมโลกัสรีคอมบิเนชัน ท�าให้ยีนเป้าหมายสามารถสอดแทรกเข้าไป 

ในคลอโรพลาสต์จีโนม หากเป็นกรณีถ่ายโอนยีนเข้าสู่นิวเคลียส ดีเอ็นเอท่ีเข้าไปจะสอดแทรก 

เข้าไปในนิวเคลียร์จีโนมแบบสุ่มเป็นจ�านวนหลายซ�้า (copy) ทั่วจีโนมซึ่งมักเป็นลักษณะที่ 

ไม่ต้องการ [33] การถ่ายโอนดเีอน็เอด้วยการยงิอนภุาคนีส้ามารถใช้ได้กบัจลุสาหร่ายแทบทกุสายพนัธุ ์

รวมทั้งไดอะตอมซึ่งมีผนังเซลล์แข็ง
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2) การใช้ลูกปัดแก้วและเส้นใยซิลิกอน

การถ่ายโอนดเีอน็เอด้วยลกูปัดแก้ว (glass beads) โดยเขย่าลกูปัดแก้วกบัเซลล์พร้อมทัง้

ดีเอ็นเอและพอลิเอทิลีนกลัยคอล (polyethylene glycol) ลูกปัดแก้วส่งผลกระทบต่อผนังเซลล์

ท�าให้ดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ เป็นวิธีที่นิยมใช้เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่ายและค่าใช้จ่ายน้อย แต่มีข้อเสียคือ

เป็นวธีิทีใ่ช้ได้เฉพาะกบัจลุสาหร่ายสายพนัธุก์ลายทีข่าดผนงัเซลล์ (cell wall-deficient mutants) 

หรือเซลล์โพรโทพลาสต์ (protoplast) ที่ผนังเซลล์ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ ซึ่งอาจไม่สามารถใช้ได้กับ

จุลสาหร่ายทุกสายพันธุ์ วิธีนี้มักใช้เซลล์ที่เจริญเติบโตอยู่ในระยะแบ่งตัวทวีคูณ (log phase) ซึ่ง

เซลล์อยู่ในสภาวะไมโทซิส (mitosis) ที่ไม่มีนิวเคลียร์เมมเบรน (nuclear membrane) เป็นการ

ช่วยให้ดีเอ็นเอผ่านเข้าไปถึงนิวเคลียสได้สะดวก [32] การถ่ายโอนดีเอ็นเอด้วยลูกปัดแก้วส่งผลให้

ดีเอ็นเอสอดแทรกเข้าไปในนิวเคลียร์จีโนมเป็นจ�านวนหลายซ�้า ด้วยจ�านวนที่น้อยกว่าวิธีการยิง

อนุภาค [35] การถ่ายโอนดีเอ็นเอด้วยลูกปัดแก้วสามารถใช้ได้กับจุลสาหร่าย C. reinhardtii [35] 

การถ่ายโอนดีเอ็นเอด้วยเส้นใยซิลิกอนคาร์ไบด์ (silicon carbide whiskers) เป็นวิธี

ที่มิได้ใช้ทั่วไป เน่ืองจากเส้นใยซิลิกอนคาร์ไบด์มีราคาแพงและเป็นอันตรายต่อสุขภาพ แต่วิธีนี้ 

มีข้อดีคือใช้ได้กับจุลสาหร่ายสายพันธุ์ลักษณะปรกติ (wild type strain) แทนที่จะเป็นสายพันธุ์

ขาดผนังเซลล์ [37]

การถ่ายโอนดีเอ็นเอด้วยลูกปัดแก้วและเส้นใยซิลิกอนคาร์ไบด์ใน C. reinhardtii 

พบว่าการใช้พลาสมิดที่เป็นเส้น (linearized plasmid) มักให้ความถี่ในการถ่ายโอนดีเอ็นเอ 

(transformation frequency) สูงกว่าดีเอ็นเอที่เป็นซูเปอร์คอยล์ (supercoiled DNA) [35, 37]

3) อิเล็กโทรพอเรชัน

อิเล็กโทรพอเรชัน (electroporation) เป็นวิธีถ่ายโอนดีเอ็นเอโดยผ่านกระแสไฟฟ้า 

(electric pulse) ที่มีความเข้มและระยะเวลาที่เหมาะสมไปยังเซลล์ วิธีนี้ใช้ถ่ายโอนดีเอ็นเอเข้า

นวิเคลยีร์จโีนมของจลุสาหร่ายทัง้ทีเ่ป็นโพรโทพลาสต์ สายพนัธุก์ลายทีข่าดผนงัเซลล์ และสายพนัธุ์ 

ลักษณะปรกติซึ่งมีผนังเซลล์ เป็นวิธีที่ใช้ได้กับจุลสาหร่ายหลายชนิด เช่น C. reinhardtii [36],  

D. salina [43], Chlorella vulgaris [42], Scenedesmus obliquus [50], Nannochloropsis 

sp. [17] และ Neochloris oleoabundans [18] เป็นต้น (ดูตารางที่ 4-3) ในกรณีไดอะตอม 

เช่น P. tricornutum ใช้วิธีอิเล็กโทรพอเรชันได้โดยปรับลดความหนาของผนังเซลล์ด้วยการเลี้ยง

ในอาหารที่ปราศจากซิลิกา (silica) 
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4) การใช้อะโกรแบคทีเรียม

การถ่ายโอนดีเอ็นเอโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม (Agrobacterium tumefaciens)  

เป็นวิธีที่ปกติใช้กับพืช เนื่องจากแบคทีเรียดังกล่าวมีความสามารถในการถ่ายโอน T-DNA จาก 

พลาสมิด Ti เข้าไปแทรกรวมกับนิวเคลียร์จีโนมของพืช เมื่อน�ามาปรับใช้ในจุลสาหร่าย C. 

reinhardtii พบว่าประสิทธิภาพในการถ่ายโอนดีเอ็นเอสูงกว่าวิธีใช้ลูกปัดแก้วถึง 50 เท่า [60]  

วิธีน้ีเป็นวิธีที่ง่ายและใช้ได้กับเซลล์ที่มีผนังเซลล์ จึงอาจปรับใช้ได้กับจุลสาหร่ายสายพันธุ์อื่น ๆ 

ปัจจุบันพบว่าวิธีนี้สามารถใช้ได้กับจุลสาหร่ายหลายสายพันธุ์ เช่น Haematococcus pluvialis 

[46] และ Isochrysis galbana [51] เป็นต้น (ดูตารางที่ 4-3)

5) คอนจูเกชัน

คอนจูเกชัน (conjugation) เป็นการถ่ายโอนดีเอ็นเอโดยเซลล์สัมผัสกัน แล้วเคลื่อนย้าย

ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียชนิดหนึ่ง (มักจะเป็น E. coli) ไปสู่อีกชนิดหนึ่งโดยใช้คอนจูเกทิฟพลาสมิด

ชนิดช่วงเจ้าบ้านกว้าง (broad-host-range conjugative plasmid) เมื่อเร็ว ๆ นี้มีการพัฒนาวิธี

คอนจเูกชนัเพือ่ถ่ายโอนดเีอน็เอจาก E. coli เข้าสูไ่ดอะตอมสองสปีชส์ี ได้แก่ P. tricornutum และ 

T. pseudonana [56] โดยเวกเตอร์ที่ใช้ประกอบด้วยล�าดับดีเอ็นเอจากยีสต์ที่สามารถถ่ายแบบ

ซ�้า (replicate) ในไดอะตอมดังกล่าว ซึ่งเอพิโซม (episome) นี้สามารถคงสภาพเป็นวง (closed 

circle) ในนิวเคลียสโดยมีจ�านวนส�าเนา (copy number) เทียบเท่ากับโครโมโซมของเจ้าบ้าน  

วิธีน้ีมีข้อดีคือเป็นวิธีที่ง่ายในการถ่ายโอนดีเอ็นเอชิ้นใหญ่เข้าสู่จุลสาหร่าย จึงมีประโยชน์ในการ 

ถ่ายโอนยีนหลาย ๆ ยีนในวิถีเมแทบอลิกพร้อมกัน นอกจากนี้เนื่องจากดีเอ็นเอมิได้แทรกรวม 

เข้ากับโครโมโซม จึงคาดว่าการแสดงออกของยีนจากเอพิโซมจะไม่ถูกกระทบจากกลไก 

เอพิเจเนติกส์ (epigenetics) หรือต�าแหน่งที่ยีนแทรกตัวเข้านิวเคลียร์จีโนม

4.3.4 เครื่องหมายคัดเลือก

1) เครื่องหมายคัดเลือกในนิวเคลียส

ความเสถยีรของการถ่ายโอนยนีในนวิเคลยีสของจลุสาหร่าย มกัขึน้กบัการใช้เครือ่งหมาย

คัดเลือก (selectable marker) ที่เหมาะสม เช่น ยีนที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะหรือยาฆ่าแมลง  

ยีนสร้างเอนไซม์เมแทบอลิกที่ควบคุมการเจริญเติบโตภายใต้สภาวะอาหารเฉพาะ เป็นต้น  

ในที่นี้จะกล่าวเฉพาะยีนที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะที่ใช้ทั่วไป (ดูตารางท่ี 4-4) ยีน ble จากแบคทีเรีย 

Streptoalloteichus hindustanus ซึ่งดื้อต่อยาซีโอซีนและฟลีโอมัยซิน (phleomycin) ใช้ได้
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กับจุลสาหร่ายหลายสายพันธุ์ ยีน aadA สร้างอะมิโนกลัยโคไซด์ 3’ แอดีนิลทรานส์เฟอเรส 

(aminoglycoside 3’ adenyltransferase) ที่ดื้อต่อยาสเปกติโนมัยซิน (spectinomycin) และ  

สเตรปโตมัยซิน (streptomycin) เดิมน้ันใช้ aadA ส�าหรับการถ่ายโอนยีนในคลอโรพลาสต ์

ต่อมาน�ามาปรบัใช้กบัการถ่ายโอนยนีในนวิเคลยีสของ C. reinhardtii [61] และ H. pluvialis [47]  

นอกจากน้ียังมียีน Aph7” สร้างอะมิโนกลัยโคไซด์ฟอสฟอทรานส์เฟอเรส (aminoglycoside 

phosphotransferase) จากแบคทเีรยี Streptomyces hygroscopicus ทีด่ือ้ต่อยาไฮโกรมยัซนิบี  

(hygromycin B) น�ามาใช้ได้กับจุลสาหร่ายหลายสายพันธุ์ เช่น C. reinhardtii [11] และ  

N. oleoabundans [18] เป็นต้น ยีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะส่วนใหญ่มักประสบความส�าเร็จ 

เมื่อน�ามาใช้ในการถ่ายโอนยีน อย่างไรก็ดี การใช้ยีนดื้อต่อยาปฏิชีวนะเป็นเครื่องหมายคัดเลือก 

อาจเกดิความกงัวลเกีย่วกบัสขุภาพและสิง่แวดล้อมได้ ในกรณทีีม่กีารผลติจลุสาหร่ายปรมิาณมาก

2) เครื่องหมายคัดเลือกในคลอโรพลาสต์

ในกรณีของคลอโรพลาสต์ เครื่องหมายคัดเลือกชนิดดื้อต่อยาปฏิชีวนะที่ใช้กันบ่อย ๆ 

ในการถ่ายโอนยีนในคลอโรพลาสต์ของจุลสาหร่ายและพืช ได้แก่ ยีน aadA ที่ดื้อต่อยาสเปกติโน

มัยซินและสเตรปโตมัยซิน มีการใช้ในจุลสาหร่ายหลายชนิด เช่น C. reinhardtii [62], Euglena 

gracilis [59], และ H. pluvialis [47] เป็นต้น นอกจากนี้ยังใช้ยีน aphA6 ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ

กลุ่มอะมิโนกลัยโคไซด์ (aminoglycoside) ใน C. reinhardtii การใช ้ aadA ร่วมกับ aphA6 

ท�าให้ขยายความเป็นไปได้ที่จะถ่ายโอนหลาย ๆ ยีนเพื่อการแสดงออกในคลอโรพลาสต์ [63] 

ยีน ereB ซึ่งสร้างอิริโทรมัยซินเอสเทอเรส (erythromycin esterase) ที่ดื้อต่อยาอิริโทรมัยซิน 

(erythromycin) ประสบความส�าเร็จในการใช้เป็นเครื่องหมายคัดเลือกในคลอโรพลาสต์ของ 

Dunaliella tertiolecta [44] นอกจากนีย้นี cat ซึง่สร้างคลอแรมเฟนคิอลแอซทีลิทรานส์เฟอเรส 

(chloramphenicol acetyltransferase) ที่ดื้อต่อยาคลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) 

สามารถใช้ใน P. tricornutum [55] (ดูตารางที่ 4-5)

4.3.5 ยีนรายงาน

ยีนรายงาน (reporter gene) เมื่อถูกขับเคลื่อนด้วยโพรโมเตอร์ของยีนท่ีสนใจ 

จะมีประโยชน์มาก สามารถใช้ตรวจสอบต�าแหน่งและลกัษณะการแสดงออกของยนีนัน้ ยนีรายงาน

ทีใ่ช้ในจลุสาหร่ายส่วนใหญ่พฒันาโดยปรบัการใช้โคดอนให้เหมาะกบัคลอโรพลาสต์หรอืนวิเคลยีส

ของ C. reinhardtii เช่น ยีนรายงาน gfp สร้างโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescent  

protein หรือ GFP) และยีน luc (lux) สร้างลูซิเฟอเรส (luciferase) เป็นต้น (ดูตารางที่ 4-6)
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4.4 กรณศีกึษำ: กลยทุธ์กำรพฒันำระบบถ่ำยโอนยนีในนวิเคลยีร์
จีโนมของจุลสำหร่ำยที่ไม่มีข้อมูลพันธุศำสตร์ระดับโมเลกุล [18] 

Neochloris oleoabundans เป็นจลุสาหร่ายน�า้จดืเซลล์เดยีวทีม่คีวามเป็นไปได้ในการ 

ใช้เป็นแหล่งลพิิด (lipid) เพือ่ผลติไบโอดีเซล (biodiesel) เพราะภายใต้สภาวะขาดแคลนไนโตรเจน 

N. oleoabundans ผลิตลิพิด 36-54% ของน�้าหนักเซลล์แห้ง และพบสูงสุดถึง 80% ของลิพิด

ทั้งหมดเป็นไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol หรือ TAG) ที่ส่วนใหญ่ประกอบด้วยกรดไขมัน

อิ่มตัว (saturated fatty acids) ที่มีคาร์บอนประมาณ 16-20 อะตอม [75] ซึ่งเป็นคุณสมบัติ 

ในอุดมคติส�าหรับผลิตไบโอดีเซล 

เนื่องจากความรู้เกี่ยวกับ N. oleoabundans มีอย่างจ�ากัด ไม่มีข้อมูลล�าดับจีโนม 

(genomic sequences) และไม่มรีายงานเกีย่วกบัวธิทีางพนัธศุาสตร์ระดบัโมเลกลุ เพือ่ให้สามารถ

ดัดแปรพันธุกรรมในการสังเคราะห์ TAG และศึกษาพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล วิภา จึงจตุพรชัย 

และคณะ จึงได้พัฒนาระบบถ่ายโอนยีนเข้านิวเคลียร์จีโนมของ N. oleoabundans อย่างเสถียร  

ซ่ึงสิ่งส�าคัญที่ต้องมีเพื่อใช้พัฒนาระบบดังกล่าว ได้แก่ 1) เครื่องหมายคัดเลือกที่เหมาะสม  

2) โพรโมเตอร์ที่ขับเคลื่อนการแสดงออกของยีนเครื่องหมายคัดเลือก และ 3) ยีนรายงานเพื่อ 

ประเมนิการท�างานของโพรโมเตอร์ทีเ่ลอืกมาทดลอง เนือ่งจากยงัไม่มข้ีอมลูใน N. oleoabundans  

จึงเลือกยีนเครื่องหมายคัดเลือก โพรโมเตอร์ และยีนรายงานท่ีท�างานได้ใน C. reinhardtii  

มาทดลองในเซลล์ N. oleoabundans

1) ยีนรายงานที่เหมาะสม

เพื่อประเมินประสิทธิภาพของโปรตีนรายงาน GFP จึงเลือกยีน Acgfp ซึ่งปรับการใช้ 

โคดอนให้เหมาะกับการแสดงออกในเซลล์มนุษย์ [76] และ Chgfp (crgfp) ซึ่งปรับการใช้โคดอน 

ให้เหมาะกบัการแสดงออกในนวิเคลยีสของ C. reinhardtii [71] โดยสร้างพลาสมดิให้มยีนีรายงาน 

ดังกล่าวอยู่ภายใต้การควบคุมของโพรโมเตอร์ Hsp70A-RbcS2 (AR) [4] แล้วทดลองถ่ายโอน 

พลาสมิดเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน เมื่อวัดการแสดงออกชั่วครู่ (transient expression)  

พบว่ากิจกรรม (activity) ของ GFP ในเซลล์ที่มีการถ่ายโอนยีน Chgfp สูงกว่า Acgfp ถึง 1.8 เท่า  

แสดงให้เห็นว่า Chgfp มีประสิทธิภาพมากกว่า Acgfp เป็นการบ่งช้ีว่า การใช้โคดอนของ N. 

oleoabundans น่าจะใกล้เคยีงกบัของ C. reinhardtii มากกว่าของมนษุย์ ดงันัน้ จงึเลอืก Chgfp 

เป็นยนีรายงานเพ่ือประเมนิการท�างานของเฮเทอโรโลกสัโพรโมเตอร์ (heterologous promoter) 
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2) โพรโมเตอร์ที่ท�างานใน N. oleoabundans

เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการท�างานของเฮเทอโรโลกัสโพรโมเตอร์ จึงใช้วิธีอิเล็กโทร- 

พอเรชันถ่ายโอนพลาสมิดที่มียีนรายงาน Chgfp ที่อยู่ภายใต้การควบคุมของโพรโมเตอร์ AR จาก 

C. reinhardtii ซึ่งเหนี่ยวน�าได้ด้วยความร้อน [4] หรือโพรโมเตอร์ท�างานถาวร (constitutive 

promoter) ได้แก่ โพรโมเตอร์ β2-tubulin (β2-Tub) จาก C. reinhardtii [77] และโพรโมเตอร์  

CaMV35S จากไวรัสก่อโรคใบด่างของดอกกะหล�่า (cauliflower mosaic virus) [78] เมื่อวัด

การแสดงออกชั่วครู่พบว่ากิจกรรมของ GFP ในเซลล์ท่ีใช้โพรโมเตอร์ AR (เมื่อยังไม่เหนี่ยวน�า) 

β2-Tub และ CaMV35S ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ แสดงให้เห็นว่าโพรโมเตอร์ทั้งสามชนิด

สามารถท�างานได้ใน N. oleoabundans ส�าหรับโพรโมเตอร ์ AR เมื่อเหนี่ยวน�าด้วยความร้อน 

จะมกีจิกรรมของ GFP สงูกว่าเมือ่ไม่เหน่ียวน�าถงึ 2.75 เท่า ดงันัน้ โพรโมเตอร์ AR จงึมปีระสทิธภิาพ

สูงสุด และน�ามาใช้ขับเคลื่อนการแสดงออกของยีนเครื่องหมายคัดเลือก ส�าหรับระบบถ่ายโอนยีน

เข้าสู่นิวเคลียร์จีโนมอย่างเสถียรใน N. oleoabundans 

3) การถ่ายโอนดีเอ็นเอเข้าสู่นิวเคลียร์จีโนมด้วยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน

เพื่อเลือกยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมต่อการใช้เป็นเครื่องหมายคัดเลือก จึงได้ทดสอบ  

N. oleoabundans กับยาปฏิชีวนะกานามัยซิน (kanamycin) แอมพิซิลิน (ampicillin) และ 

ไฮโกรมัยซินบี (hygromycin B หรือ HygB) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่า N. oleoabundans  

ดือ้ต่อกานามยัซนิและแอมพิซลินิทีค่วามเข้มข้น 160 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร (µg/ml) แต่ไวต่อ HygB  

โดยมีค่าความเข้มข้นของยาในระดับต�่าสุด ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ (minimal  

inhibitory concentration หรือ MIC) ที่ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้น จึงใช้ HygB  

ทีค่วามเข้มข้น 5 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ในการคดัเลอืกทรานส์ฟอร์แมนต์ (transformant) ต่อไป

เพื่อทดสอบว่ายีน Hyg3 (ประกอบด้วย ยีน Aph7” และ intron1 ของยีน RbcS2)  

ซึ่งดื้อต่อ HygB [11] จะใช้เป็นเครื่องหมายคัดเลือกใน N. oleoabundans ได้หรือไม่ จึงสร้าง 

พลาสมิด pAR-Hyg3 ซึ่งมียีน Hyg3 อยู่ภายใต้การควบคุมของโพรโมเตอร์ AR (รูปท่ี 4-2 ก)  

แล้วถ่ายโอนเข้าเซลล์ด้วยวธิอีเิลก็โทรพอเรชนั โดยใช้พลัส์เดยีว (a single pulse) มคีวามต้านทาน 

ที่ 200 โอห์ม (Ω) และความจุ (capacitance) ที่ 25 ไมโครฟารัด (µF) แล้วทดสอบความแรง 

สนามไฟฟ้า (electric field strength) ที่ความแรงต่าง ๆ ระหว่าง 500 ถึง 2,000 โวลต ์

ต่อเซนติเมตร (V/cm) เพื่อหาความแรงสนามไฟฟ้าที่เหมาะสมที่สุดในการท�าอิเล็กโทรพอเรชัน  

พบว่าที่ 1000 โวลต์ต่อเซนติเมตร ให้จ�านวนทรานส์ฟอร์แมนต์สูงสุด ดังนั้น 1000 โวลต์ต่อ

เซนติเมตร จึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการท�าอิเล็กโทรพอเรชันต่อไป
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4) ประสิทธิภาพของยีน Hyg3 และ Hyg4 ใน N. oleoabundans

เนื่องจากใน C. reinhardtii เฮเทอโรโลกัสยีนสามารถแสดงออกเพิ่มขึ้นเมื่อมี intron1 

ของเอนโดจีนัสยีน RbcS2 [11] จึงได้เปรียบเทียบประสิทธิภาพของยีน Hyg3 (ประกอบด้วย

ยีน Aph7” และ intron1 ของยีน RbcS2) และ Hyg4 (ยีน Aph7” ท่ีไม่มีอินทรอน) ใน N. 

oleoabundans โดยถ่ายโอนพลาสมิด pAR-Hyg3 และ pAR-Hyg4 (ซึ่งมียีน Hyg3 และ Hyg4 

อยูภ่ายใต้การควบคมุของโพรโมเตอร์ AR) เข้าสูเ่ซลล์โดยอเิลก็โทรพอเรชนั พบว่าประสทิธภิาพของ

การถ่ายโอนดเีอ็นเอ (transformation frequency) ของ pAR-Hyg3 (5.2×10−4 ทรานส์ฟอร์แมนต์ 

ต่อมลิลิกรัมดเีอน็เอ (transformants/mg DNA)) สงูกว่า pAR-Hyg4 (2.0×10−4 ทรานส์ฟอร์แมนต์ 

ต่อมิลลิกรัมดีเอ็นเอ) ถึง 2.6 เท่า ดังนั้น intron1 ของยีน RbcS2 สามารถเพิ่มประสิทธิภาพ 

ของการถ่ายโอนดีเอ็นเอใน N. oleoabundans ดังนั้น ยีน Hyg3 จึงเป็นเครื่องหมายคัดเลือก 

ที่เหมาะสมใน N. oleoabundans

5) การแสดงออกของยีน Chgfp ใน N. oleoabundans

เพือ่ทดสอบระบบถ่ายโอนยนีทีพ่ฒันาขึน้ จึงถ่ายโอนพลาสมดิ 2 แบบ ได้แก่ 1) ใช้พลาสมดิ  

ชนิดเดียว pChgfp-Hyg3 ที่มีทั้งยีน Chgfp และ Hyg3 อยู่ในพลาสมิดเดียวกัน ได้เซลล ์

ทรานส์ฟอร์แมนต์ Chgfp-Hyg3 และ 2) ถ่ายโอนพลาสมิดสองชนิด pAR-Hyg3 ที่มียีน Hyg3 และ 

pAR-Chgfp ที่มียีน Chgfp เข้าสู่เซลล์พร้อมกัน (co-transformation) ได้เซลล์ทรานส์ฟอร์แมนต์ 

Chgfp/Hyg3 สามารถตรวจพบฟลูออเรสเซนต์ของ GFP ในเซลล์ทรานส์ฟอร์แมนต์ Chgfp-Hyg3 

และ Chgfp/Hyg3 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ดูรปูที ่4-2) นัน่คอืระบบท่ีพฒันาข้ึนประสบความส�าเรจ็

ในการถ่ายโอนพลาสมิดทั้งสองแบบ

ความส�าเร็จในการพฒันาระบบถ่ายโอนยีนในนิวเคลยีร์จโีนมนี้ ไมเ่พยีงแต่ท�าใหส้ามารถ

ศึกษาพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุลได้ แต่ยังท�าให้เป็นไปได้ท่ีจะท�าพันธุวิศวกรรมในจุลสาหร่ายเพื่อ 

เพิ่มลิพิดส�าหรับการผลิตไบโอดีเซลต่อไป กลยุทธ์ที่ใช้พัฒนาระบบถ่ายโอนยีนในนิวเคลียร์จีโนม 

ที่กล่าวมานี้สามารถน�าไปใช้กับจุลสาหร่ายสปีชีส์อื่น ๆ ที่ยังไม่มีข้อมูลล�าดับจีโนม [18]
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รูปที่ 4-2 การแสดงออกของยีนสร้าง GFP ในจุลสาหร่าย Neochloris oleoabundans 

(ก) แผนภาพพลาสมิด ท่ีใช้ถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน AR: โพรโมเตอร์จาก C. 

reinhardtii; Chgfp: gfp ทีป่รบัโคดอนให้เหมาะกบันวิเคลยีสของ C. reinhardtii; Hyg3: ยนี Aph7” 

ที่มี intron1 ของยีน RbcS2

(ข) ภาพทรานส์ฟอร์แมนต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลเลเซอร์สแกนนิง (confocal laser 

scanning microscope) ทรานส์ฟอร์แมนต์ Chgfp-Hyg3 ได้จากการถ่ายโอน pChgfp-Hyg3  

ส่วนทรานส์ฟอร์แมนต์ Chgfp/Hyg3 ได้จากการถ่ายโอนทั้ง pAR-Chgfp และ pAR-Hyg3  

เข้าสู่เซลล์พร้อมกัน Wt: สายพันธุ์ลักษณะปรกติ; DIC: differential interference; ChGFP: GFP 

ฟลูออเรสเซนต์ (ex: 488 nm; em: 507 nm)

ที่มา: ดัดแปลงจาก Chungjatupornchai et al., 2016 [18]

(ก)

(ข)
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4.5 กำรประยุกต์จุลสำหร่ำยดัดแปรพันธุกรรม

พันธุวิศวกรรมในจุลสาหร่ายยังมีการพัฒนาไม่มากนัก C. reinhardtii เป็นจุลสาหร่าย

ต้นแบบที่มีการประยุกต์ใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพมากที่สุด เช่น ใช้ผลิตโปรตีนบ�าบัดโรค ใช้เป็น

วัคซีน เอนไซม์ส�าหรับอุตสาหกรรม และพลังงานชีวภาพ เป็นต้น

4.5.1 โปรตีนบ�าบัดโรค

1) แอนติบอดี

รีคอมบิแนนท์โปรตีนตัวแรกจากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ท่ีผลิตในคลอโรพลาสต์ของ 

จุลสาหร่ายคือแอนติบอดีโคลนเดี่ยว (monoclonal antibody) ของมนุษย์ ซึ่งจดจ�าเป้าหมาย 

จ�าเพาะกบักลยัโคโปรตีนดี (glycoprotein D) ของไวรสัเฮอร์พส์ีซมิเพลก็ซ์ (herpes simplex virus  

หรือ HSV) แอนติบอดีนี้เป็น large single chain (lsc) ที่ประกอบด้วย IgA heavy chain ทั้งสาย 

เชื่อมต่อกับส่วนแปรผัน (variable region) ของ light chain โดยใช้ flexible linker แล้วให ้

แสดงออกในคลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii รีคอมบิแนนท์โปรตีน HSV-lsc ท่ีได้เป็นชนิด 

ละลายน�้า (soluble protein) ซึ่งเกี่ยวพันจับคู่ (dimerized) ด้วยพันธะไดซัลไฟด์ภายในเซลล ์

อย่างถูกต้อง และสามารถจับกับโปรตีนของ HSV [79] นอกจากนี้มีการน�ายีนที่สร้าง light chain  

และ heavy chain ซึง่จดจ�าเป้าหมายจ�าเพาะกบั antigen 83 (PA83) ของแอนแทรกซ์ (anthrax) 

มาถ่ายโอนแบบอสิระแยกจากกนัเข้าสูค่ลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii พบว่าท้ัง light chain และ 

heavy chain ที่ได้เป็นชนิดละลายน�้า และที่ส�าคัญคือ light chain สองสายและ heavy chain 

สองสายมาประกอบกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์เป็นแอนติบอดีสมบูรณ์ที่ท�าหน้าที่ได้ [80] 

2) อิมมูโนทอกซิน 

เนื่องจากคลอโรพลาสต์ของจุลสาหร่ายมีกลไกพับ (folding) โปรตีน จึงใช้ผลิตและ

ประกอบโปรตีนเชิงซ้อนของยูแคริโอต เช่น แอนติบอดี แต่มีกลไกการแปลรหัสที่ก�าเนิดจาก

โพรแคริโอต จึงเป็นลักษณะพิเศษเฉพาะที่เหมาะแก่การใช้ผลิตโปรตีนเช่นอิมมูโนทอกซิน 

(immunotoxin) อมิมโูนทอกซินประกอบด้วยแอนตบิอดีทีเ่ชือ่มต่อ (couple) กบัทอกซนิส�าหรบั

ยแูคริโอต แอนตบิอดีท�าหน้าทีล่�าเลยีง (endocytosis) ทอกซนิเข้าสูเ่ซลล์เพือ่ใช้ในการบ�าบัดรกัษา

โรคมะเร็ง โดยฆ่าเซลล์มะเร็งที่เป้าหมายอย่างเจาะจง แอนติบอดีอาจเช่ือมต่อกับทอกซินโดยวิธี

ทางเคมีหรือพันธุกรรม อย่างไรก็ดี การเชื่อมต่อโดยวิธีทางพันธุกรรมนั้น ไม่สามารถกระท�าได้ 

ในเซลล์ยูแคริโอต เช่น เซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (mammalian cells) หรือยีสต์ เพราะโดย
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ปกติทอกซินมักมีเป้าหมายที่กลไกการแปลรหัสของโปรตีน ดังนั้น จะส่งผลยับยั้งการเจริญเติบโต 

ของเซลล์เจ้าบ้าน ในทางตรงกันข้ามก็ไม่สามารถใช้ระบบการผลิตโปรตีนแบบโพรแคริโอต เช่น  

E. coli เพราะไม่สามารถพับโปรตีนเชิงซ้อนอย่างแอนติบอดีได้อย่างถูกต้อง จึงต้องใช้วิธีที่ยุ่งยาก 

และมค่ีาใช้จ่ายสูงในการพบัโปรตนีและท�าให้เกดิพนัธะไดซลัไฟด์ภายนอกเซลล์ก่อน แล้วจงึใช้เพือ่

การบ�าบัดรักษาได้ ตัวอย่างการผลิต เช่น การใช้คลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii ในการผลิต 

และประกอบอมิมโูนทอกซนิแบบโมโนวาเลนต์ (monovalent) และไดวาเลนต์ (divalent) โดยใช้

ชิ้นแอนติบอดี single chain ซึ่งจดจ�าเป้าหมายเจาะจงที่โปรตีน CD22 บนผิวของเซลล์บี (B cell)  

มาเชือ่มรวม (fused) กบัส่วนการเคลือ่นย้าย (translocation) และโดเมนทีเ่ป็นเอนไซม์ (enzymatic 

domain) ของเอกโซทอกซนิเอ (exotoxin A) จาก Pseudomonas aeruginosa พบว่าอมิมโูนทอกซนิ 

ทั้งแบบโมโนวาเลนต์และไดวาเลนต์ของ anti-CD22-exotoxin A สามารถจดจ�าอย่างเจาะจง 

และฆ่าเซลล์เพาะเลี้ยง (cell line) ที่มี CD22 จากเบอร์กิตต์ลิมโฟมา (Burkitt’s lymphoma) 

โดยแบบไดวาเลนต์มปีระสทิธภิาพมากกว่าแบบโมโนวาเลนต์ถงึ 20 เท่า นอกจากนีอ้มิมโูนทอกซนิ 

ทั้งสองแบบยังสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเนื้องอก (tumor) ในหนูทดลองซึ่งมีผลต่อ 

การรอดชีวิต [81] การผลิตอิมมูโนทอกซินนี้ แสดงให้เห็นถึงการประยุกต์ท่ีมีลักษณะพิเศษเพื่อ

ผลิตโปรตีนในคลอโรพลาสต์ เพราะไม่มีระบบผลิตโปรตีนอื่นใดที่จะสามารถสร้างโปรตีนดังกล่าว

3) สารเลียนแบบแอนติบอดี 

สารเลียนแบบแอนติบอดี (antibody mimics) เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่จับอย่าง

จ�าเพาะเจาะจงกับแอนติเจน แต่โดยโครงสร้างไม่มีความสัมพันธ์กับแอนติบอดี ตัวอย่างเช่น  

เปปไทด์หรือโปรตีนที่ประดิษฐ์ขึ้น โดยทั่วไปสารเลียนแบบแอนติบอดีมีข้อดีกว่าแอนติบอดี เช่น 

ละลายน�า้ดกีว่า ผ่านทะลเุน้ือเยือ่ได้ดีกว่า มคีวามเสถยีรมากกว่าในสภาวะทีม่คีวามร้อนและเอนไซม์  

และค่าใช้จ่ายในการผลิตที่ถูกกว่า สารเลียนแบบแอนติบอดีถูกพัฒนาขึ้นมาเพื่อใช้ในการบ�าบัด

รักษาและการวินิจฉัยโรค มีรายงานการน�าสารเลียนแบบแอนติบอดีซึ่งมีศักยภาพใช้เพื่อการ

รักษาในมนุษย์ เช่น vascular endothelial growth factor (VEGF) และ HMGB1 มาแสดงออก 

ในคลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii พบว่าผลิตได้ประมาณ 2-3% ของโปรตีนละลายน�้าทั้งหมด 

(total soluble proteins) และท�างานได้ดีเทียบเท่ากับโปรตีนที่ผลิตโดยวิธีที่ใช้ในปัจจุบัน ดังนั้น

แสดงให้เห็นว่าคลอโรพลาสต์ของจุลสาหร่ายสามารถใช้เป็นแหล่งผลิตโปรตีนส�าหรับบ�าบัดรักษา

โรคมนุษย์ [82]

4) แอลโลไฟโคไซยานิน

แอลโลไฟโคไซยานิน (allophycocyanin) เป็นสารสี (pigment) ประกอบด้วย 
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หน่วยย่อยแอลฟาและบีตา (alpha and beta subunit) ซึ่งดูดกลืนแสงเพื่อการสังเคราะห์แสง 

ไม่พบในพืชชัน้สงู แต่พบเฉพาะในไซยาโนแบคทเีรยีและสาหร่ายสแีดงเท่านัน้ แอลโลไฟโคไซยานนิ

สามารถยับยั้งเอส-180 คาร์ซิโนมา (S-180 carcinoma) ในหนูทดลอง มีรายงานการแสดงออก

ของยนีสร้างหน่วยย่อยแอลฟาและบตีาของแอลโลไฟโคไซยานนิจากไซยาโนแบคทเีรยี Arthrospira 

(Spirulina) maxima ในคลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii พบว่าสามารถสะสมประมาณ 2-3% 

ของโปรตีนละลายน�้าทั้งหมด [83]

5) อิริโทรโพอีทิน 

พันธุวิศวกรรมในนิวเคลียร์จีโนมของจุลสาหร่ายสีเขียว ได้ถูกน�ามาใช้เพื่อการแสดงออก

ของโปรตีนที่ใช้บ�าบัดโรคเช่นกัน มีข้อดีหลายอย่างเกี่ยวกับพันธุวิศวกรรมในนิวเคลียร์จีโนม  

โดยเฉพาะกระบวนการกลัยโคซิเลชันของโปรตีน ซึ่งเกิดเมื่อโปรตีนเดินทางผ่านวิถีการหลั่ง 

(secretory pathway) ER และ กอลจ ิ(golgi) กลยัโคซเิลชนัมคีวามส�าคญัต่อการพบั การท�าหน้าที่  

และความเสถยีรของโปรตีน ตัวอย่าง เช่น อริโิทรโพอทิีน (erythropoietin) ของมนษุย์เป็นฮอร์โมน 

กลัยโคโปรตนี (glycoprotein) ทีใ่ช้ในการรกัษาโรคโลหติจางทีเ่กดิจากไตวายหรอืรกัษาโรคมะเรง็ 

ปัจจุบันอิริโทรโพอีทินผลิตจากเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม อย่างไรก็ดี อีริโทรโพอีทินของมนุษย์

สามารถผลิตจากยีนที่แสดงออกในนิวเคลียร์จีโนมของ C. reinhardtii และประสบความส�าเร็จ 

ในการหลั่งออกนอกเซลล์สู ่อาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อลิตร (µg/L)  

อิริโทรโพอีทินที่ได้มีน�้าหนักโมเลกุลใกล้เคียงกับของมนุษย์ [84]

4.5.2 ผลิตภัณฑ์รีคอมบิแนนท์วัคซีน

รคีอมบแินนท์โปรตนีมหีลายชนดิทีผ่ลติในจลุสาหร่ายและมศีกัยภาพในการใช้เป็นวคัซนี

ต่อต้านไวรัส แบคทีเรีย มาลาเรีย และโรคติดต่ออื่น ๆ เป็นต้น 

1) วัคซีนโรคปากและเท้าเปื่อย

โรคปากและเท้าเปื่อย (foot and mouth disease) เป็นโรคส�าคัญในปศุสัตว์ เพื่อสร้าง

วัคซีนต้านโรคดังกล่าวโดยผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนใน C. reinhardtii มีการใช้ยีนสร้างโปรตีน  

VP1 จากไวรัสก่อโรคปากและเท้าเปื่อย มาเชื่อมรวม (fused) กับยีนสร้างหน่วยย่อยบีของ 

คอเลราทอกซิน (cholera toxin B subunit หรือ CTB) ซึ่งเป็นสารเสริมฤทธิ์เยื่อเมือก (mucosal 

adjuvant) อย่างแรงที่จับกับเยื่อบุผิวของล�าไส้ พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีน VP1-CTB ผลิต 

และสะสมในคลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii ได้ถึง 3% ของโปรตีนละลายน�้าทั้งหมด [85] 
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2) วัคซีนป้องกัน Staphylococcus aureus

แบคทเีรีย S. aureus ก่อโรคทางเดนิหายใจ ผวิหนงัตดิเชือ้ และอาหารเป็นพษิ เมือ่น�ายนี

ที่สร้างโดเมนส�าหรับจับดี 2 ไฟโบรเนกติน (D2 fibronectin-binding domain) ของ S. aureus 

มาเชื่อมรวมกับยีนที่สร้าง CTB แล้วน�ามาแสดงออกในคลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii พบว่า 

สะสม D2-CTB ถึง 0.7% ของโปรตีนละลายน�้าทั้งหมด เมื่อให้วัคซีน D2-CTB ท่ีผลิตจาก 

จุลสาหร่ายแก่หนูทดลองทางปาก พบว่าสามารถกระตุ้นทั้ง IgA และ IgG นอกจากนี้ยังปกป้อง 

หนูจาก S. aureus ในขนาดถึงตาย (lethal dose) ได้ [86] ซึ่งเป็นครั้งแรกที่แสดงให้เห็นถึง

ประสิทธิภาพของวัคซีนให้ทางปากที่ผลิตจากจุลสาหร่าย

3) วัคซีนโรคไวรัสดวงขาว

ไวรสัก่อโรคดวงขาว (white spot syndrome virus หรอื WSSV) ในกุง้ ส่งผลกระทบต่อ

อุตสาหกรรมเลี้ยงกุ้งทั่วโลก เพื่อท�าวัคซีนจึงใช้ VP28 ซึ่งเป็นโปรตีนหลักในเปลือกหุ้มไวรัส (viral 

envelope protein) มาผลิตในคลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii และในนิวเคลียร์จีโนมของ  

D. salina พบว่าในคลอโรพลาสต์ของ C. reinhardtii มี VP28 สะสมถึง 21% ของโปรตีน 

ทั้งหมด [87] และในนิวเคลียร์จีโนมของ D. salina มี VP28 สะสมถึง 3 นาโนกรัมต่อมิลลิกรัม 

(ng/mg) ของโปรตีนทั้งหมด [88] เมื่อน�าลัยเสต (lysate) ของ D. salina ดังกล่าวมาทดลองกับ

กุ้งโดยให้ทางปาก แล้วต่อมาถูกท้าทายด้วย WSSV พบว่าอัตรารอดของกุ้งที่ได้รับวัคซีนดังกล่าว

สูงขึ้น (อัตราตาย 59%) กว่ากลุ่มควบคุมเมื่อถูกท้าทายด้วย WSSV ซึ่งมีอัตราตาย 100% [88] 

ดังนั้น วัคซีนที่ผลิตจากจุลสาหร่ายดังกล่าว เมื่อให้ทางปากสามารถป้องกันโรคที่เกิดจากไวรัสได้

4) วัคซีนโรคมาลาเรีย

โรคมาลาเรีย (malaria) เกิดจากการติดเชื้อ Plasmodium ซึ่งมียุงเป็นพาหะ เป็นโรค

ที่คุกคามประชากรครึ่งหนึ่งของโลก มีความพยายามก�าจัดโรคมาลาเรียโดยพุ่งความสนใจไปที่

ยาฆ่าแมลงก�าจัดยุงและวัคซีนต้านเชื้อ Plasmodium กลยุทธ์ท่ีมีแนวโน้มเป็นไปได้ท่ีจะก�าจัด 

โรคมาลาเรีย ได้แก่ การผสมผสานระหว่างวัคซีนที่ปิดกั้นการแพร่เชื้อ (transmission blocking 

vaccine) และการบ�าบัดรักษาผู้ป่วยด้วยยาโปรตีน Pfs25 ซึ่งมีศักยภาพในการใช้เป็นวัคซีนที่ 

ปิดกั้นการแพร่เชื้อ เป็นโปรตีนที่ผ่านกลัยโคซิเลชัน มีการพับท่ีซับซ้อนประกอบด้วยหลายพันธะ 

ไดซลัไฟด์ และผลติโดยใช้ระบบทีใ่ช้ผลติโปรตนีในปัจจบุนัได้ยาก เมือ่น�ามาแสดงออกในนวิเคลยีร์ 

จีโนมของ C. reinhardtii พบว่าโปรตีน Pfs25 สามารถพับอย่างถูกต้องส�าหรับการกระตุ้นให้เกิด

แอนติบอดีที่ปิดกั้นการแพร่เชื้อในหนูทดลองที่ได้รับวัคซีน Pfs25 นั่นคือสามารถผลิตแอนติบอด ี
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ที่จ�าเพาะต่อแอนติเจน Pfs25 นอกจากนี้แอนติบอดีที่ได้จากการต้านโปรตีน Pfs25 ที่ผลิตจาก 

จุลสาหร่ายสามารถปิดกั้นการแพร่เชื้อเซลล์ไข่ (oocytes) ของ Plasmodium อย่างสมบูรณ์ [89]

4.5.3 ผลิตภัณฑ์เอนไซม์ส�าหรับอุตสาหกรรม

1) เอนไซม์ไฟเทส 

เนื่องจากปศุสัตว์ที่มีกระเพาะเด่ียว เช่น สัตว์ปีกและสุกร ไม่มีเอนไซม์ย่อยฟอสเฟต 

ในธญัพชืซึง่อยูใ่นรปูไฟเทต (phytate) ให้เป็นฟอสเฟตอสิระ เพือ่เพิม่ไฟเทตฟอสฟอรสั (phytate 

phosphorus) จากธญัพชื ท�าให้ประสทิธภิาพการย่อยและดดูซมึสารอาหารของสตัว์ดข้ึีน และช่วย

ลดต้นทุนในการผลิตสัตว์ จึงใช้เอนไซม์ไฟเทส (phytase) เป็นอาหารเสริมส�าหรับเลี้ยงสัตว์อย่าง

แพร่หลาย มีการน�าเอนไซม์ไฟเทส AppA จาก E. coli มาผลิตใน C. reinhardtii และเมื่อเลี้ยง 

ลกูเจีย๊บไก่เน้ือด้วยอาหารปกติทีเ่สรมิด้วย AppA ทีผ่ลติจากจลุสาหร่าย พบว่ามปีรมิาณของไฟเทต 

ลดลงและพบฟอสเฟตอนินทรีย์ (inorganic phosphate) สูงขึ้นในมูลสัตว์ แสดงให้เห็นว่า AppA 

ที่แสดงออกในจุลสาหร่ายสามารถย่อยไฟเทตในระบบทางเดินอาหารและสามารถใช้จุลสาหร่าย

เป็นอาหารเสริมโดยตรงโดยไม่ต้องสกัดเป็นโปรตีนบริสุทธิ์ [90]

2) เอนไซม์ไซลาเนส

ในอุตสาหกรรมมีการใช้เอนไซม์ไซลาเนส (xylanase: β-1,4-endoxylanase) เพื่อย่อย

เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ในการท�าขนมอบ เครื่องดื่ม สิ่งทอ เยื่อกระดาษและกระดาษ  

และอาจน�าไปใช้ส�าหรับการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพจากเซลลูโลส (cellulose) ในอนาคต การใช้

ประโยชน์จากเอนไซม์ไซลาเนสในหลายกรณีต้องการใช้เอนไซม์สกัดบริสุทธิ์ จึงมีการถ่ายโอนยีน

สร้างเอนไซม์ไซลาเนสจากเชื้อรา Trichoderma reesei เข้าสู่นิวเคลียร์จีโนมของ C. reinhardtii  

เพ่ือให้หล่ังรีคอมบิแนนท์ไซลาเนสออกสู่อาหารเลี้ยงเช้ือ โดยน�ายีนสร้างไซลาเนสท่ีปรับโคดอน

แล้วมาเชื่อมรวมกับยีนสร้างเปปไทด์ส่งสัญญาณการหลั่ง (secretion signal peptide หรือ Sp)  

ของโปรตีนเอนโดจีนัสแอริลซัลฟาเทส 1 (endogenous arylsulfatase 1) จาก C. reinhardtii 

(Sp-xyn) เพ่ือป้องกันยีนไซเลนซิงซึ่งมักเป็นอุปสรรคต่อการแสดงออกของเฮเทอโรโลกัสยีน 

ในนิวเคลียร์จีโนม จึงได้น�า Sp-xyn มาเชื่อมต่อในระดับถอดรหัส (transcriptionally fused) 

กับ Ble ซึ่งเป็นเครื่องหมายคัดเลือก นอกจากนี้น�าเปปไทด์ 2A จากไวรัส ซึ่งเป็นตัวตัดเปปไทด์ 

(self-processing viral peptide) มาแทรกระหว่าง Ble และ Sp-xyn ซึ่งน�าไปสู่การตัด Sp-xyn  

ออกจาก Ble และหลั่งส่วนไซลาเนสออกนอกเซลล์สู่อาหารเลี้ยงเชื้อ การมีส่วนของ Ble-2A  

ท�าให้กิจกรรมของไซลาเนสเพิ่มขึ้น 100 เท่าเมื่อเทียบกับไม่มี [6]
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4.5.4 ไบโอดีเซล 

เนื่องจากจุลสาหร่ายมีการเจริญเติบโตและให้ชีวมวลสูงกว่าพืชชั้นสูง จึงเป็นทางเลือก

ส�าหรับใช้เป็นแหล่งลพิดิและ TAG เพือ่ผลติไบโอดีเซล มกีารใช้พนัธวุศิวกรรมเพือ่เพิม่การผลติ TAG 

ในจุลสาหร่าย เช่น เพิ่มการแสดงออกของยีนในวิถีเคนเนดี (Kennedy pathway) ที่สังเคราะห์ 

TAG การยับยั้งการสร้างแป้ง (starch) และการยับย้ังการสร้างเอนไซม์ไลเพส (lipase) เป็นต้น  

(ดูรายละเอียดในบทที่ 5 เชื้อเพลิงชีวภาพจากไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย)

4.6 บทสรุป

ในจลุสาหร่ายการแสดงออกของยนีในนวิเคลยีสเป็นแบบยแูครโิอต และในคลอโรพลาสต์

เป็นแบบโพรแคริโอตที่มีกลไกพับโปรตีน คลอโรพลาสต์ของจุลสาหร่ายจึงมีลักษณะพิเศษเฉพาะ  

น�ามาประยุกต์ผลิตโปรตีนบางชนิด ที่ไม่มีระบบผลิตโปรตีนอื่นใดจะท�าได้ เช่น อิมมูโนทอกซิน  

ซึ่งไม่สามารถผลิตได้ในเซลล์ยูแคริโอตเพราะเป็นพิษต่อเซลล์ และไม่สามารถใช้ระบบการผลิต

โปรตีนในโพรแคริโอตแบบ E. coli เพราะไม่สามารถพับโปรตีนเชิงซ้อนได้อย่างถูกต้อง ส่วน 

พันธวุศิวกรรมในนวิเคลยีร์จโีนมของจลุสาหร่ายโดยใช้เฮเทอโรโลกสัยนียงัมข้ีอจ�ากดั เช่น การเกดิ 

ยนีไซเลนซงิ หรอืการแสดงออกของยนีอย่างไม่มปีระสทิธภิาพโดยไม่ทราบสาเหต ุท�าให้มกีารสะสม

ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในระดับต�่า จึงเป็นคอขวดที่ต้องแก้ไข หากสามารถท�าพันธุวิศวกรรมใน 

จุลสาหร่ายด้วยเฮเทอโรโลกัสยีนที่เป็นส่วนประกอบของวิถีเมแทบอลิก จะท�าให้จุลสาหร่ายสร้าง

สารใหม่ ๆ  ทีม่มีลูค่าได้ แม้จะมคีวามรูเ้กีย่วกบัจุลสาหร่ายเพิม่ข้ึนมาก แต่การท�าให้เฮเทอโรโลกสัยนี

แสดงออกในระดบัสงูยงัคงเป็นเรือ่งยาก ทัง้นีอ้าจเกดิจากกลไกเอพเิจเนตกิส์ ซึง่ความรูใ้หม่ ๆ  เป็น

ส่วนส�าคญัทีจ่ะช่วยแก้ไขปัญหาดงักล่าว เช่น การพฒันาวธิกีารทีด่กีว่าส�าหรบัการท�ายนีนอ็กดาวน์

โดยใช้การรบกวนอาร์เอน็เอ (RNAi) และการตัดยนีออก (gene deletion) อย่างเจาะจง โดยใช้การ

แทนทีด้่วยยนี (gene replacement) จะเป็นประโยชน์ต่อการศกึษาจลุสาหร่ายเพือ่การประยกุต์หรอื 

การวิจัยพื้นฐาน การปฏิวัติวิธีปรับแต่งจีโนม (genome editing) โดยใช้ระบบ CRISPR-Cas9 

อาจน�ามาปรับใช้กับจุลสาหร่ายในอนาคตอันใกล้ สุดท้ายนี้ความก้าวหน้าอย่างรวดเร็วในด้าน 

โอมกิส์ของจลุสาหร่ายจะเป็นเครือ่งมอืช่วยให้พนัธวุศิวกรรมจลุสาหร่ายบรรลเุป้าหมายในอนาคต
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5.1 บทน�ำ

เนื่องจากเชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) มีปริมาณลดลงและมีราคาผันผวน ประกอบ 

กับความกังวลด้านความมั่นคงทางพลังงาน ภาวะมลพิษต่อสิ่งแวดล้อมและการเปลี่ยนแปลง 

ภมูอิากาศจากการใช้เชือ้เพลงิฟอสซลิ ท�าให้เกดิการแสวงหาและพฒันาเชือ้เพลงิทางเลอืก เพือ่มา

ทดแทนเชื้อเพลิงฟอสซิล เชื้อเพลิงทางเลือกที่ได้รับความสนใจมากชนิดหนึ่งคือเชื้อเพลิงชีวภาพ 

(biofuel) ซึง่สามารถหมนุเวยีน มคีวามยัง่ยนื และเป็นมติรต่อสิง่แวดล้อม เช้ือเพลงิชีวภาพส่วนใหญ่ 

ได้จากวัตถุดิบที่เป็นอาหาร เช่น ได้จากการหมักน�้าตาลท่ีได้จากธัญพืชโดยใช้ยีสต์ หรือปฏิกิริยา

ทรานส์เอสเทอรฟิิเคชนั (transesterification) ของน�า้มนัพชืหรอืสตัว์โดยเป็นวธิดีัง้เดมิ จงึถอืเป็น

เชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นแรก (first generation biofuels) ซึ่งส่งผลกระทบต่อความมั่นคงทางอาหาร 

เกิดปัญหาความขัดแย้งระหว่างการใช้เป็นอาหารกับการใช้เป็นพลังงาน เพื่อแก้ปัญหาดังกล่าว 

จึงเกิดเชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นที่สอง (second generation biofuels) ซึ่งใช้วัตถุดิบที่มิใช่อาหาร เช่น 

น�้ามันพืชที่มิใช่อาหาร ของเสียจากน�้ามันพืชใช้แล้ว และชีวมวลลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose 

biomass) ต่อมาเกิดเชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นที่สามและสี่ (third and fourth generation biofuels) 

ซ่ึงเกี่ยวข้องกับการใช้จุลชีพสังเคราะห์แสงในการสร้างเชื้อเพลิงหมุนเวียน โดยเชื้อเพลิงชีวภาพ 

รุ่นทีส่ามเป็นการใช้ชวีมวลจากไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายในกระบวนการผลติเชือ้เพลงิชวีภาพ  

เนือ่งจากไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายสามารถสงัเคราะห์แสง ตรงึคาร์บอนไดออกไซด์ให้เป็น 

เชื้อเพลิงโดยใช้พลังงานจากแสงอาทิตย์ เจริญเติบโตได้ในน�้าเค็มหรือน�้าทิ้งโดยไม่ต้องใช้ที่ดิน 

ในการเพาะปลูก และให้ผลผลิตชีวมวลสูงกว่าพืชบก จึงมีความเป็นไปได้สูงที่จะใช้เป็นวัตถุดิบ

บทที่ 5
เชื้อเพลิงชีวภำพจำกไซยำโนแบคทีเรีย 

และจุลสำหร่ำย
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ส�าหรับผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ ส่วนเชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นที่สี่เกี่ยวข้องกับวิศวกรรมเมเเทบอลิก  

(metabolic engineering) ของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย เพื่อการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ  

[1, 2] โดยใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาจัดการเพิ่มหรือลดการแสดงออกของยีนที่มีผลกระทบ 

ต่อวิถีเมเเทบอลิก (metabolic pathway) เป้าหมาย (รายละเอียดเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 

ในไซยาโนแบคทเีรยีดบูทที ่3 และในจลุสาหร่ายดบูทที ่4) ในบทนีจ้ะกล่าวถงึการใช้พนัธวุศิวกรรม 

ในวิถีเมเเทบอลิกของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย เพื่อผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพต่าง ๆ รวมทั้ง

กรณีศึกษา

5.2 เชื้อเพลิงชีวภำพจำกไซยำโนแบคทีเรีย

การท�าพนัธวุศิวกรรมในไซยาโนแบคทเีรยีมข้ีอได้เปรยีบกว่าจลุสาหร่ายซึง่เป็นยแูครโิอต 

(eukaryote) เนื่องจากไซยาโนแบคทีเรียมีการพัฒนาวิธีท�าพันธุวิศวกรรมท่ีดีกว่าและไม่ซับซ้อน  

พนัธวิุศวกรรมในไซยาโนแบคทเีรยีเพือ่ใช้ผลติเชือ้เพลงิชวีภาพต่าง ๆ  ได้แก่ ไฮโดรเจน (hydrogen)  

เอทานอล (ethanol) เอทลินี (ethylene) ไอโซบวิทรีลัดไีฮด์และไอโซบิวทานอล (isobutyraldehyde 

และ isobutanol) และแอลเคน (alkane) (ดังแสดงในรูปที่ 5-1) การสังเคราะห์เชื้อเพลิงชีวภาพ

เหล่าน้ีได้ถกูรวมเข้ากบัวถิเีมเเทบอลกิธรรมชาตขิองไซยาโนแบคทเีรยี ทัง้ทีเ่ป็นปฐมภมู ิ(primary) 

และทุติยภูมิ (secondary) โดยเฉพาะจุดต่อใหญ่สองจุดของเมเเทบอลิกที่ควบคุมคาร์บอนฟลักซ์  

(carbon flux) ส�าหรับการสังเคราะห์เชื้อเพลิงชีวภาพ ได้แก่ จุดต่อไพรูเวต (pyruvate) และ 

แอซีทิลโคเอ (acetyl-CoA) ปัจจุบันวิศวกรรมเมเเทบอลิกในไซยาโนแบคทีเรียได้มุ่งความสนใจ 

ไปที่การใส่วิถีการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพเข้าไปยังเจ้าบ้านต้นแบบ ได้แก่ Synechocystis sp.  

PCC 6803 และ Synechococcus elongatus PCC 7942 
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รูปที่ 5-1 วิถีเมเเทบอลิกที่ใช้ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพในไซยาโนแบคทีเรีย

ลูกศรทึบ หมายถึง เอนไซม์หรือวิถีตามธรรมชาติ ลูกศรประ หมายถึง ต้องใช้รีคอมบิแนนท์เอนไซม์ 

(recombinant enzyme) เชื้อเพลิงชีวภาพเป้าหมายได้แสดงไว้ในกรอบ เอนไซม์แทนด้วยสีน�้าเงิน  

AD: aldehyde decarbonylase; AAR: acyl-ACP reductase; ADH: alcohol dehydrogenase; 

HydA: [FeFe] hydrogenase; PDC: pyruvate decarboxylase; KDC: ketoacid decarboxylase; 

EFE: ethylene-forming enzyme. *: มิได้ระบุรายละเอียดของปฏิกิริยา ข้อมูลจาก [3-6]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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5.2.1 ไฮโดรเจน

ไฮโดรเจนเป็นเชื้อเพลิงที่มีความหนาแน่นของพลังงานมวล (mass energy density) 

สงูสุด ไม่ท�าให้เกิดคาร์บอนไดออกไซด์หรอืมลภาวะอืน่ ๆ  น�าไปใช้ในการขับเคลือ่นยานอวกาศ และ

มีศักยภาพที่จะผลิตในเชิงพาณิชย์เพื่อการขนส่งทั้งภาคพื้นดินและทางอากาศ ไซยาโนแบคทีเรีย

ผลิตไฮโดรเจนโดยใช้เอนไซม์ 3 ชนิด ได้แก่ ไนโตรจีเนส (nitrogenase) อัพเทกไฮโดรจีเนส 

(uptake hydrogenase) และไฮโดรจเีนสปฏกิริยิาสองทาง (bidirectional hydrogenase) [4, 7]  

(ดังแสดงในรูปที่ 5-2) เอนไซม์ไนโตรจีเนสตรึงไนโตรเจนในสภาวะแวดล้อมที่เป็นแอนแอโรบิก 

(anaerobic) ภายในเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย แล้วให้ผลพลอยได้ (byproduct) เป็นไฮโดรเจน  

แต่อย่างไรกด็ไีฮโดรเจนทีไ่ด้จะถกูรอีอกซไิดซ์ (re-oxidized) อย่างรวดเรว็โดยเอนไซม์อพัเทกไฮโดร 

จเีนส ส่วนเอนไซม์ไฮโดรจีเนสปฏกิริิยาสองทางได้อเิลก็ตรอน (electron) โดยตรงจากเฟอร์รดีอกซนิ  

(ferredoxin) หรอื NADPH ขึน้อยูก่บัชนดิของไฮโดรจเีนส [8] (ดงัแสดงในรปูที ่5-1) ข้อจ�ากดัหลกั

คอืเอนไซม์ไฮโดรจเีนสปฏกิริยิาสองทางน้ีถกูยบัยัง้โดยออกซิเจนท่ีผลติข้ึนในกระบวนการสงัเคราะห์

แสง นอกจากน้ีการได้มาซึง่เฟอร์รดีอกซนิและ NADPH กเ็ป็นคอขวด เนือ่งจากเป็นสารทีเ่กีย่วข้อง

กับวิถีอื่น ๆ เช่น การหายใจ เป็นต้น การสร้างไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรียพวกที่สร้างเฮเทอโร-

ซสิต์ (heterocyst) จะมปีระสทิธภิาพดีกว่าพวกทีไ่ม่สร้างเฮเทอโรซสิต์ มไีซยาโนแบคทเีรยีมากกว่า 

40 สายพันธุ์ (strains) ใน 14 จีนัส (genus) ที่สามารถผลิตไฮโดรเจนโดยธรรมชาติ แม้ว่าจะผลิต

ในระดับค่อนข้างต�่า เช่น Anabaena sp., Cyanothece sp., Nostoc sp., Synechocystis sp. 

และ Synechococcus sp. เป็นต้น [9] เพื่อปรับปรุงให้ผลิตไฮโดรเจนในปริมาณสูงขึ้น จึงมีการ

ท�าพันธุวิศวกรรมให้ไซยาโนแบคทเีรยีสามารถสร้างเอนไซม์ไฮโดรจเีนสปฏกิริยิาสองทางจากจลุชพี

อื่น ๆ เพราะโดยธรรมชาติไซยาโนแบคทีเรียมีไฮโดรจีเนสชนิด [NiFe] ([NiFe] hydrogenase)  

ท่ีมกัจะรบัอเิลก็ตรอนจาก NADPH มากกว่าจากเฟอร์รดีอกซนิซึง่ให้พลงังานมากกว่า ตวัอย่างเช่น 

ใน S. elongatus PCC 7942 ที่สร้างไฮโดรจีเนส (HydA) ชนิด [FeFe] ([FeFe] hydrogenase) 

จาก Clostridium acetobutylicum (ดูรูปที่ 5-1) พบว่าสร้างไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นกว่า 500 เท่า

ภายใต้สภาวะแอนแอโรบิกภายนอกเซลล์ (in vitro) [4] และ S. elongatus PCC 7942 ที่สร้าง

ไฮโดรจีเนสชนิด [NiFe] จาก Alteromonas macleodii ท�าให้ทนทานต่อออกซิเจน 1-3% แต่

อย่างไรก็ดี ยังไม่มีรายงานผลการผลิตไฮโดรเจน [10] การท�าพันธุวิศวกรรมเพื่อผลิตไฮโดรเจน 

สงูขึน้ ส่วนใหญ่เกีย่วข้องกบัการเอาออก (deletion) ของยนี hupL ซึง่สร้างเอนไซม์อพัเทกไฮโดร- 

จีเนส โดยทดลองในหลายสายพันธุ์ เช่น Anabaena variabilis ATCC 29413, Nostoc sp.  

PCC 7120, และ Synechocystis sp. PCC 6803 เป็นต้น ซึ่งล้วนแต่มีผลท�าให้ผลิตไฮโดรเจน 

สูงขึ้นเมื่อเทียบกับสายพันธุ์ลักษณะปรกติ (wild type) [3]
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นอกจากนี้วิถีการดูดซึมไนโตรเจน (nitrogen assimilation pathway) อาจมีผลลด

อิเล็กตรอนส�าหรับไฮโดรจีเนสส่งผลต่อการผลิตไฮโดรเจน เมื่อใช้วิธีทางพันธุวิศวกรรมท�าให้วิถี

การดูดซึมไนโตรเจนของ Synechocystis sp. PCC 6803 หยุดชะงัก พบว่าเอนไซม์ไฮโดรจีเนส

ปฏิกิริยาสองทางท�าให้ผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น [11]

รูปที่ 5-2 ปฏิกิริยาของเอนไซม์ผลิตไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรีย

เอนไซม์ไนโตรจีเนสเร่งปฏิกิริยา (1) ได้ไฮโดรเจน แต่ไฮโดรเจนที่ได้นี้ถูกรีออกซิไดซ์โดยเอนไซม์อัพเทก 

ไฮโดรจีเนสในปฏิกิริยา (2) เพื่อป้องกันการสะสมของไฮโดรเจนภายใต้สภาวะธรรมชาติ ส่วนเอนไซม์ 

ไฮโดรจีเนสชนิดปฏิกิริยาสองทาง ช่วยเร่งปฏิกิริยา (3) ข้อมูลจาก [4, 7]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

5.2.2 เอทานอล

เอทานอลเป็นเชื้อเพลิงที่เผาไหม้สมบูรณ์กว่าเช้ือเพลิงท่ัวไปและไร้สารมลพิษ สามารถ

ผสมกับน�้ามันเบนซินหรือน�้ามันดีเซลในสัดส่วนต่าง ๆ ตามการเลือกใช้ของแต่ละประเทศ และ

ใช้ได้โดยไม่ต้องดัดแปลงเครื่องยนต์ที่มีอยู่ ปัจจุบันไบโอเอทานอลส่วนใหญ่ผลิตจากพืชจ�าพวก

แป้ง เช่น มันส�าปะหลัง ข้าว ข้าวโพด และพืชประเภทน�้าตาล เช่น อ้อย เป็นต้น โดยการน�าพืชมา

หมัก (fermentation) เพื่อเปลี่ยนแป้งเป็นน�้าตาล จากนั้นจึงเปลี่ยนจากน�้าตาลเป็นแอลกอฮอล์

เอทานอลที่ผลิตจากไซยาโนแบคทีเรียมีข้อได้เปรียบกว่าท่ีผลิตจากพืช เพราะไซยาโน

แบคทเีรียมคีวามสามารถในการหมกัแล้วผลติและหลัง่เอทานอลออกจากเซลล์ได้เองตามธรรมชาติ  
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โดยไม่ต้องเติมยีสต์ (yeast) เหมือนการหมักพืชอื่น ๆ จากการคัดกรองไซยาโนแบคทีเรีย  

37 สายพนัธุ ์พบว่าม ี16 สายพนัธุท์ีส่ามารถผลติเอทานอลได้แม้ในระดบัต�า่ เช่น Oscillatoria sp. 

เป็นต้น [12] การหมักเกิดขึ้นภายใต้สภาวะมืดและมิได้เป็นแหล่งพลังงานที่ส�าคัญในเซลล์ไซยาโน

แบคทีเรีย การหมักจึงเกิดในระดับต�่าสุดเพียงเพื่อให้เซลล์อยู่รอดเท่านั้น [13] ดังนั้น การปรับแต่ง

พันธุกรรม อาจช่วยให้ไซยาโนแบคทีเรียสามารถผลิตเอทานอลสูงขึ้นได้

พันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรียเพื่อเพิ่มการผลิตเอทานอล ท�าได้โดยการถ่ายโอนยีน

ของแบคทีเรียที่จ�าเป็นต้องสร้างเอทานอล Zymomonas mobilis เข้าสู่เซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย 

ได้แก่ ยีน pdc ซึ่งสร้างเอนไซม์ไพรูเวตดีคาร์บอกซีเลส (pyruvate decarboxylase หรือ PDC) 

และยีน adhII ซึ่งสร้างเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase หรือ ADH) 

(ดรููปที ่5-1) มกีารท�าพนัธวุศิวกรรมดังกล่าวในไซยาโนแบคทเีรยีหลายสายพนัธุ ์เช่น S. elongatus 

PCC 7942, Synechococcus sp. PCC 7002 และ Synechocystis sp. PCC 6803 เป็นต้น  

ซ่ึงส่งผลให้สายพนัธุด์ดัแปรพนัธกุรรมเหล่านีส้ร้างเอทานอลสงูกว่าสายพนัธุล์กัษณะปรกต ิ[4, 13, 

14] บรษิทัทีผ่ลติเอทานอลจากไซยาโนแบคทเีรียในระดบัอตุสาหกรรม ได้แก่ แอลจนีอลไบโอฟแูอลส์  

(Algenol Biofuels) และจูลอันลิมิเต็ด (Joule Unlimited) ในประเทศสหรัฐอเมริกา โดยทั้งสอง

บรษิทัได้จดสิทธบิตัรหลายฉบบัเกีย่วกบัการปรบัปรงุไซยาโนแบคทเีรยีให้ผลติเอทานอลสงูขึน้ด้วย

พันธุวิศวกรรม โดยอาศัยความรู้พื้นฐานที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น [2, 14] แต่อย่างไรก็ดี ปัจจุบัน 

เอทานอลจากไซยาโนแบคทีเรียของทั้งสองบริษัทดังกล่าวยังไม่สามารถท�าเป็นเชิงพาณิชย์ได้ 

เนื่องจากยังไม่สามารถแข่งขันกับราคาที่ผันผวนของเชื้อเพลิงฟอสซิลได้

5.2.3 เอทิลีน

เอทิลีนเป็นแอลคีนไม่อิ่มตัว (unsaturated alkene) เป็นหน่วยโครงสร้าง (building 

block) ส�าคัญมากที่สุดตัวหน่ึงที่ใช้ในการสังเคราะห์สารเคมีในระดับอุตสาหกรรม มักใช้ผลิต

พลาสติก เช่น พอลิเอทิลีน (polyethylene) พอลิสไตรีน (polystyrene) พีวีซี (PVC) และเส้นใย

พอลิเอสเตอร์ (polyester) เป็นต้น นอกจากนี้ยังสามารถท�าพอลิเมอไรเซชัน (polymerization) 

เอทลินีไปเป็นเชือ้เพลงิ เช่น น�า้มนัเบนซนิ น�า้มนัดีเซล น�า้มนัเครือ่งบินไอพ่น หรอืไฮเดรต (hydrate) 

เพื่อผลิตเอทานอล ปัจจุบันเอทิลีนผลิตจากเชื้อเพลิงฟอสซิลเท่านั้น และกระบวนการผลิต 

ดังกล่าวปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์มากที่สุดในอุตสาหกรรมเคมี [15] จึงมีความจ�าเป็นในการ 

พัฒนากระบวนการผลิตเอทิลีนที่ยั่งยืน และปลดปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์สุทธิเท่ากับศูนย์  

(carbon neutral) การใช้ไซยาโนแบคทีเรียเป็นเจ้าบ้านผลิตเอทิลีนจึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่ใช้

กระบวนการทางชวีภาพเปลีย่นคาร์บอนไดออกไซด์เป็นเอทลินี มกีารท�าพนัธวุศิวกรรมโดยถ่ายโอน 
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ยีน efe ที่สร้างเอนไซม์เอทิลีนฟอร์มิง (ethylene-forming enzyme หรือ EFE) (ดูรูปที่ 5-1)  

ซ่ึงได้จากจลุชพีต่าง ๆ  เช่น Pseudomonas syringae และ Penicillium digitatum เข้าสูไ่ซยาโน 

แบคทีเรียหลายสายพันธุ์ เช่น S. elongatus PCC 7942 และ Synechocystis sp. PCC 6803 

เป็นต้น พบว่าไซยาโนแบคทีเรียที่สร้าง EFE เหล่านี้สามารถสร้างเอทิลีนได้ตามต้องการ [15, 16] 

5.2.4 ไอโซบิวทีรัลดีไฮด์และไอโซบิวทานอล 

ไอโซบิวทีรัลดีไฮด์เป็นสารเคมีที่ใช้ตั้งต้นผลิตเคมีภัณฑ์อื่น ๆ เช่น กรดอะมิโนจ�าเป็น 

(essential amino acids) น�า้หอม พอลเิมอร์ ยาฆ่าแมลง และไอโซบวิทานอล เป็นต้น การถ่ายโอน 

ยีน kivD ซึ่งสร้างเอนไซม์คีโตเอซิดดีคาร์บอกซีเลส (ketoacid decarboxylase หรือ KDC) จาก 

Lactobacillus lactis (รูปที่ 5-1) เข้าสู่ S. elongatus PCC 7942 ท�าให้ผลิตไอโซบิวทีรัลดีไฮด์

ที่มีจุดเดือดต�่า (63 �C) และความดันไอ (vapor pressure) สูง ท�าให้ง่ายต่อการท�าให้บริสุทธิ์

ไอโซบวิทานอลเป็นตัวท�าละลาย (solvent) ทีม่กัใช้ในอตุสาหกรรม มคีวามเป็นไปได้ทีจ่ะ 

ใช้ไอโซบิวทานอลเป็นเชื้อเพลิงทดแทนเบนซิน และเป็นตัวทดแทนดีกว่าเอทานอล เพราะมีการ 

ดูดความชื้น (hygroscopicity) ต�่ากว่า มีความหนาแน่นของพลังงาน (energy density) สูงกว่า 

การกัดกร่อนน้อยกว่า ค่าออกเทน (octane) สูงกว่า ยังไม่พบว่ามีสิ่งมีชีวิตชนิดใดที่สามารถผลิต

ไอโซบิวทานอลในระดับสูง [3, 4, 6] เพื่อให้ไซยาโนแบคทีเรียสร้างไอโซบิวทานอล จึงถ่ายโอนยีน 

YqhD ที่สร้างเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนสจาก Escherichia coli เข้าสู่ไซยาโนแบคทีเรีย  

ซึ่งเปลี่ยนไอโซบิวทีรัลดีไฮด์เป็นไอโซบิวทานอล (ดูรูปท่ี 5-1) และสกัดผลผลิตไอโซบิวทานอล 

ออกจากเฟสของเหลว (liquid phase) ได้ถึง 50% [17]

5.2.5 แอลเคน

แอลเคนเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนชนิดอิ่มตัว ที่พันธะระหว่างคาร์บอนยึดเหนี่ยว

ด้วยพันธะเดี่ยว มีสูตรทั่วไปเป็น CnH2n+2 เช่น รูปแบบง่ายท่ีสุดคือมีเทน (CH
4
) ข้ันถัดไปคือ 

อเีทน (C
2
H

6
) เป็นต้น แอลเคนทีม่คีณุสมบตัขิองการเผาไหม้ในอดุมคตส่ิวนใหญ่มลีกัษณะเป็นแก๊ส 

(C ≤ 4) หรือของเหลว (5 ≤ C4 ≤ 20) ภายใต้สภาวะมาตรฐาน และมักกลั่นจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 

[4] มกีารค้นพบเอนไซมส์องชนดิที่เกีย่วขอ้งกับกระบวนการการผลติแอลเคนในไซยาโนแบคทเีรยี

ได้แก่ เอซิลเอซิลแคร์รีเออร์โปรตีนรีดักเทส (acyl-acyl carrier protein reductase หรือ AAR) 

และแอลดีไฮด์ดีคาร์บอนิเลส (aldehyde decarbonylase หรือ AD) [18] โดยเปลี่ยนกรดไขมัน

ให้เป็นแอลเคนและแอลคีน (ดูรูปที่ 5-1) เมื่อถ่ายโอนยีนสร้างเอนไซม์ท้ังสองชนิดดังกล่าวเข้าสู ่
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ไซยาโนแบคทเีรีย Thermosynechococcus elongatus BP-1, Synechococcus sp. PCC 7002 

และ Synechocystis sp. PCC 6803 พบว่าไซยาโนแบคทีเรียดัดแปรพันธุกรรมเหล่านี้สามารถ

สร้างแอลเคนและแอลคีนเพิ่มขึ้น [19, 20]

รูปที่ 5-3 วิถีเมเเทบอลิกที่ใช้ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพในจุลสาหร่ายสีเขียว

ข้อมูลจาก [21, 22]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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5.3 เชื้อเพลิงชีวภำพจำกจุลสำหร่ำย

จลุสาหร่ายสงัเคราะห์สารหลายชนดิทีใ่ช้เป็นเชือ้เพลงิได้ (ดรูปูที ่5-3) คลอโรพลาสต์ของ

จุลสาหร่ายนั้นวิวัฒนาการมาจากไซยาโนแบคทีเรียท่ีอยู่ร่วมภายในกับเซลล์ (endosymbiosis) 

[23] ดังนั้น คลอโรพลาสต์ของจุลสาหร่ายจึงสามารถสังเคราะห์สารที่ใช้เป็นเชื้อเพลิงได้คล้ายคลึง

กับที่ผลิตได้ในไซยาโนแบคทีเรีย เช่น ไฮโดรเจน เอทานอล และแอลเคน (ดูรูปที่ 5-1 และ 5-3) 

ในที่นี้จะกล่าวเฉพาะการผลิตไบโอดีเซล (biodiesel) จากจุลสาหร่าย 

ไบโอดีเซลเป็นเชื้อเพลิงชีวภาพที่ใช้กันทั่วไป ส่วนใหญ่ผลิตจากการท�าปฏิกิริยาทรานส ์

เอสเทอริฟิเคชันกับน�้ามันพืช เนื่องจากจุลสาหร่ายผลิตลิพิด (lipid) และชีวมวลได้สูงกว่าพืชบก  

ทัง้ยงัสามารถเจรญิเติบโตได้ในน�า้จืด น�า้เค็ม หรอืน�า้ท้ิง โดยไม่ต้องใช้ท่ีดนิในการเพาะเลีย้ง [24, 25] 

ดังนั้น จึงมีความเป็นไปได้ที่จะใช้จุลสาหร่ายเป็นแหล่งลิพิดไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol 

หรือ TAG) ส�าหรับผลิตไบโอดีเซล เช่น Botryococcus sp., Chlorella sp., Dunaliella sp., 

Nannochloropsis sp., Schizochytrium sp. และ Neochloris oleoabundans เป็นต้น 

[25-29] อย่างไรก็ดี ยังมีความท้าทายหลายประการที่จะต้องฟันฝ่าก่อนที่การผลิตไบโอดีเซลจาก 

จุลสาหร่ายจะมีความคุ้มทุนในเชิงพาณิชย์ ความท้าทายที่ส�าคัญอย่างหนึ่งคือการขาดจุลสาหร่าย 

สายพนัธุท์ีม่ทีัง้ TAG และชวีมวลในระดับสงู [24, 30, 31] มรีายงานการสร้างลพิดิสงูข้ึนในจลุสาหร่าย  

Chlamydomonas reinhardtii ด้วยการยบัยัง้การสงัเคราะห์แป้ง [32] แต่วธิดีงักล่าวมผีลกระทบ 

ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ เมื่อท�าพันธุวิศวกรรมในไดอะตอม Cyclotella cryptica ให้เพิ่ม 

การแสดงออก (overexpression) ของยนีทีส่ร้างเอนไซม์แอซทีลิโคเอคาร์บอกซเิลส (acetyl-CoA 

carboxylase หรือ ACCase) ซึ่งเป็นขั้นตอนที่ปฏิกิริยาผันกลับไม่ได้ (committing step) และน�า

ไปสู่วิถีการสังเคราะห์กรดไขมัน (ดูรูปที่ 5-4) พบว่าแม้มีกิจกรรม (activity) ของ ACCase เพิ่มขึ้น 

2-3 เท่า แต่การสงัเคราะห์ลพิดิไม่เพิม่ [33] ดังน้ัน การเพิม่ปรมิาณ TAG ของจลุสาหร่ายในสายพนัธุ์

ท่ีมคีณุสมบตัติามต้องการ อาจท�าได้ด้วยพนัธวุศิวกรรมของยนีทีม่คีวามส�าคญัในวถิกีารสงัเคราะห์ 

TAG ซึง่จะเป็นขัน้แรกในการน�าไปสูก่ารผลติไบโอดเีซลจากจลุสาหร่ายในเชงิพาณชิย์ [22, 25, 34]

แม้ความรู้เกี่ยวกับวิถีการสังเคราะห์ TAG ในจุลสาหร่ายมีน้อยมาก แต่ก็คาดว่าน่าจะ

คล้ายคลึงกับในพืชช้ันสงู [35] การสงัเคราะห์ TAG ในจลุสาหร่ายสเีขียวนัน้เกดิข้ึนในคลอโรพลาสต์

ก่อน และมีอีกทางหนึ่งคือการส่งกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) ออกจากคลอโรพลาสต์มาสู ่

ไซโทซอล (cytosol) แล้วไปยงัเอนโดพลาสมกิเรทคิวิลมั (endoplasmic reticulum หรอื ER) เพือ่

สังเคราะห์ TAG โดยมีไดเอซิลกลีเซอรอลเอซิลทรานส์เฟอเรส (diacylglycerol acyltransferase 

หรือ DGAT) เป็นเอนไซม์ในขั้นสุดท้ายและเป็นขั้นตอนที่ปฏิกิริยาผันกลับไม่ได้ ซึ่งจากการศึกษา 
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ในพืชพบว่าเป็นขั้นที่ช้าที่สุดของปฏิกิริยา (rate-limiting step) [36, 37] (ดูรูปที่ 5-4) จุลสาหร่าย

ส่วนใหญ่มีกลุ่มไอโซฟอร์ม (isoforms) ของ DGAT โดยมียีน DGAT แบบที่ 1 (DGAT1) จ�านวน

หน่ึงยีนและแบบที่ 2 (DGAT2) จ�านวนหลายยีน [35] เอนไซม์ DGAT1 อยู่ในคลอโรพลาสต์  

ส่วน DGAT2 ซึง่อยูใ่น ER เป็นเอนไซม์ทีท่รงพลงัในการสงัเคราะห์ TAG ในจลุสาหร่าย [38-40] ดงันัน้ 

จงึมแีนวคดิเพิม่การสะสม TAG ในจุลสาหร่ายด้วยการเพิม่การแสดงออกของยนี DGAT2 ซึง่ปัจจบัุน 

มรีายงานค่อนข้างน้อย ได้แก่ ใน C. reinhardtii แม้พบการสร้างเอม็อาร์เอน็เอ (mRNA) ของเอนโดจนีสั  

(endogenous) DGAT2 เพิ่มขึ้น แต่ไม่พบการสะสม TAG เพิ่มขึ้น และไม่พบการเปลี่ยนแปลง 

องค์ประกอบของกรดไขมนั [41] อย่างไรกดี็ เมือ่ให้ DGAT2 แสดงออกภายใต้โพรโมเตอร์ท่ีเหนีย่วน�า 

ด้วยการขาดแคลนฟอสฟอรัส (phosphorus-starvation) พบว่าการสร้าง TAG เพิ่มข้ึน [42]  

แม้การแสดงออกโดยใช้เฮเทอโรโลกัส (heterologous) DGAT2 เพิ่มการสร้างลิพิด แต่ต่อมาต้อง

ประสบปัญหายนีไซเลนซงิ (gene silencing) [43] การสะสมลพิดิเพิม่ข้ึนพบใน Nannochloropsis 

oceanica ที่เพิ่มการแสดงออกของเอนโดจีนัส DGAT2 [44] และ Scenedesmus obliquus  

ที่เพิ่มการแสดงออกของเฮเทอโรโลกัส DGAT2 [45] อย่างไรก็ดี ปริมาณ TAG สูงสุดเท่าที่พบ 

จากรายงานดังกล่าวคือ 11% ของน�้าหนักเซลล์แห้ง (dry cell weight หรือ DCW)
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รูปที่ 5-4 การสังเคราะห์ลิพิดไตรเอซิลกลีเซอรอลในจุลสาหร่ายสีเขียว

เอนไซม์แทนด้วยสนี�า้เงนิ ACCase: acetyl-CoA carboxylase; DGAT: diacylglycerol acyltransferase; 

FAT: fatty acyl-ACP thioesterase; GPAT: glycerol 3-phosphate acyltransferase; LACS:  

long-chain acyl-CoA synthetase; LPAAT: lysophosphatidic acid acyltransferase; MAT: 

malonyl-CoA:ACP transferase; PAP: phosphatidic acid phosphatase; TAG: triacylglycerol; *:  

มิได้ระบุรายละเอียดของปฏิกิริยา ข้อมูลจาก [22, 46]

ที่มา: แผนภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล
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5.4 กรณีศึกษำ: กำรปรับปรุงพันธุ์จุลสำหร่ำยให้เพิ่มกำรสร้ำง 
TAG ด้วยพันธุวิศวกรรม

จุลสาหร่าย Neochloris oleoabundans (Ettlia oleoabundans) [47] เมื่อย้อมด้วย

สารเรืองแสงไนล์เรด (fluorescent dye Nile red) จะเห็นลิพิดบอดี (lipid body) ภายในเซลล์ 

(รูปที่ 5-5) เป็นสายพันธุ์ที่เหมาะสมที่สุดที่จะเป็นแหล่ง TAG ส�าหรับการผลิตไบโอดีเซล [48]  

ภายใต้สภาวะขาดแคลนไนโตรเจน N. oleoabundans สามารถผลิตลิพิด 35-54% ของน�้าหนัก

เซลล์แห้ง และประมาณ 80% ของลพิดิทัง้หมดเป็น TAG ซึง่ส่วนใหญ่ประกอบด้วยกรดไขมนัอิม่ตวั 

(saturated fatty acids) ทีม่ ี16-20 คาร์บอน [49] ทีเ่หมาะส�าหรบัการผลติไบโอดเีซล อย่างไรกด็ ี

ความรู้เกี่ยวกับ N. oleoabundans มีอย่างจ�ากัด และยังไม่มีข้อมูลล�าดับดีเอ็นเอของจีโนม

เพือ่ให้สามารถศึกษาพนัธศุาสตร์ระดับโมเลกลุและท�าพนัธวุศิวกรรมให้สร้าง TAG เพิม่ขึน้ 

วิภา จงึจตพุรชยั และคณะ จงึได้พฒันาระบบถ่ายโอนยนีใน N. oleoabundans ด้วยวธิอีเิลก็โทร-

พอเรชัน (electroporation) [50] (ดูบทที่ 4) และได้โคลน cDNA ที่สร้างเอนไซม์ DGAT2 จาก N. 

oleoabundans (NeoDGAT2) [38] พร้อมทัง้ตรวจสอบการท�างานของเอนไซม์ NeoDGAT2 ในยสีต์  

Saccharomyces cerevisiae H1246 (Δdga1 Δlro1 Δare1 Δare2) [51] ซึ่งเป็นพันธุ์กลายที ่

ไม่มียีน DGAT ท�าให้ไม่สามารถสร้าง TAG เมื่อถ่ายโอน NeoDGAT2 cDNA เข้าสู ่S. cerevisiae 

H1246 ผลปรากฏว่ายีสต์ดังกล่าวกลับมาสร้าง TAG ได้ (รูปที่ 5-6) แสดงให้เห็นว่า NeoDGAT2 

cDNA สร้างเอนไซม์ DGAT2 ที่ท�าหน้าที่ได้ [38] เพื่อให้ N. oleoabundans สร้าง TAG เพิ่มขึ้น

โดยใช้วิธีทางพันธุวิศวกรรม จึงถ่ายโอน NeoDGAT2 cDNA เข้าสู่เซลล์ด้วยวิธีอิเล็กโทรพอเรชันที่

พฒันาขึน้ เมือ่เปรียบเทยีบกบัสายพนัธุล์กัษณะปรกต ิพบว่าในทรานส์ฟอร์แมนต์ (transformant) 

มีนิวทรัลลิพิด (neutral lipid) เริ่มสะสมก่อนและสูงกว่า 1.9 เท่า และลิพิดบอดีก็มีขนาดใหญ่กว่า 

มีการสร้างเอ็มอาร์เอ็นเอของ NeoDGAT2 สูงกว่า 2 เท่า และมีการสร้าง TAG ปริมาณสูงขึ้น 1.8 

ถึง 3.2 เท่า ซึ่งสูงถึง 46.1±1.6% ของน�้าหนักเซลล์แห้ง ทั้งพบการเปลี่ยนแปลงส่วนประกอบของ

กรดไขมัน (fatty acid composition) โดย C16:0 เพิ่มขึ้นสองเท่าเป็น 49% ขณะที่ C18:0 ลดลง 

3 เท่า เหลือเพียง 6% (ดังแสดงในรูปที่ 5-7) ทรานส์ฟอร์แมนต์ที่ได้มีความคงตัว (stability) และ

ยังคงสังเคราะห์ TAG สูงกว่าสายพันธุ์ลักษณะปรกติ แม้ถูกเพาะเลี้ยงมามากกว่า 100 รุ่นในเวลา

มากกว่า 4 ปี ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึงการเพิ่มการสังเคราะห์ TAG ใน N. oleoabundans 

โดยเพิ่มการแสดงออกของ NeoDGAT2 ซึ่งอาจเป็นขั้นตอนแรกในการท�าให้จุลสาหร่ายเป็นแหล่ง 

ผลิตไบโอดีเซลที่เป็นไปได้ทางเศรษฐกิจ กลยุทธ์ส�าหรับการปรับปรุงพันธุ์จุลสาหร่ายท่ีน�าเสนอ 

ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถน�ามาประยุกต์กับจุลสาหร่ายสายพันธุ์อื่นที่มีคุณลักษณะเหมาะแก ่

การใช้ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพในระดับอุตสาหกรรม [52]
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รูปที่ 5-5 ลิพิดบอดีในเซลล์ Neochloris oleoabundans 

ลิพิดบอดีในเซลล์ย้อมด้วยสารเรืองแสงไนล์เรด รูปซ้ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์ไบรต์ฟิลด์ (bright field)  

และรูปขวาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ ลิพิดบอดีเห็นเป็นสีเหลือง ส่วนสีแดงเป็น 

ออโตฟลูออเรสเซนต์จากคลอโรฟิลล์ (chlorophyll autofluorescence)

ที่มา: ภาพโดย วิภา จึงจตุพรชัย สถาบันชีววิทยาศาสตร์โมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล

รูปที่ 5-6 การสังเคราะห์ TAG ในยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ที่สร้าง NeoDGAT2

(ก) ลพิดิบอดใีนยสีต์ทีย้่อมด้วยไนล์เรด ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ ลพิดิบอดเีหน็เป็นสเีหลอืง 

(ข) ลิพิดที่สกัดจากเซลล์ยีสต์และแยก TAG โดยใช้โครมาโทกราฟีแบบช้ันบาง (thin-layer 

chromatography) TAG: triacylglycerol; FFA: free fatty acids; ST: sterol; DAG: 

diacylglycerol

C-: ยีสต์พันธุ์กลาย H1246 (Δdga1 Δlro1 Δare1 Δare2) [51] (ใช้เป็นตัวคุมเชิงลบ); NeoDGAT2: 

H1246 ที่สร้าง NeoDGAT2; C+: ยีสต์สายพันธุ์ลักษณะปรกติ (ใช้เป็นตัวคุมเชิงบวก) 

ที่มา: ภาพดัดแปลงจาก Chungjatupornchai and Watcharawipas, 2015 [38]

(ก) (ข)
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รูปท่ี 5-7 การวิเคราะห์ลิพิดของจุลสาหร่าย Neochloris oleoabundans ที่เพิ่มการแสดงออกของ 

NeoDGAT2

เซลล์เลี้ยงในสภาวะขาดแคลนไนโตรเจน 

(ก) การตรวจนิวทรัลลิพิดด้วยการย้อมไนล์เรด ฟลูออเรสเซนต์ของทรานส์ฟอร์แมนต์ AR-DGAT2-40 

เริ่มขึ้นก่อน และมีระดับสูงกว่าสายพันธุ์ลักษณะปรกติ 

(ข) ลิพิดบอดีของเซลล์จาก (ก) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ไบรต์ฟิลด์ (ภาพซ้าย) และภายใต้กล้อง 

จลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์ (ภาพขวา) ลพิดิบอดใีน AR-DGAT2-40 มสีทีองเข้มกว่าและขนาดใหญ่กว่า 

สายพันธุ์ลักษณะปรกติ 

(ค) ปริมาณลิพิดที่สกัดได้ต่อ % น�้าหนักเซลล์แห้ง 

(ง) ส่วนประกอบของกรดไขมันในทรานส์ฟอร์แมนต์ AR-DGAT2-40 พบ C16:0 และ C16:1 เพิ่มขึ้น  

แต่ C18:0, C18:1 และ C18:2 ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ลักษณะปรกติ 

ข้อมลูแสดง mean ± SD (n = 3) ความแตกต่างอย่างมนียัส�าคญัระหว่างทรานส์ฟอร์แมนต์ AR-DGAT2-40  

กับสายพันธุ์ลักษณะปรกติ (**p < 0.01, *p < 0.02, t test) 

ที่มา: ภาพดัดแปลงจาก Klaitong et al., 2017 [52]

(ก)

(ค)

(ข)

(ง)
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5.5 บทสรุป

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายสามารถเจริญเติบโตในสภาวะแวดล้อมที่หลากหลาย 

โดยไม่ต้องใช้ทีด่นิในการเพาะปลกู และให้ผลผลติชวีมวลสงูกว่าพชืบก ทัง้มสีายพนัธุท์ีห่ลากหลาย

ท�าให้มีวิถีเมเเทบอลิกใหม่ ๆ ที่น�ามาใช้ประโยชน์ในการผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพต่าง ๆ จึงมีความ 

เป็นไปได้ทีจ่ะใช้ไซยาโนแบคทเีรียและจุลสาหร่ายเป็นวัตถุดบิผลติเช้ือเพลงิชีวภาพ นอกจากนีก้ารท�า 

พันธุวิศวกรรมในไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายท�าให้เซลล์ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพที่ปกติไม่ผลิต

ในธรรมชาต ิหรอืเพิม่การผลติเชือ้เพลงิชวีภาพให้มากขึน้ ในช่วงสบิปีทีผ่่านมามกีารวจิยัอย่างมาก

เกีย่วกบัการใช้ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายในการผลติเชือ้เพลงิชวีภาพ เป็นการกระตุน้อย่าง

ส�าคัญต่อการพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย แต่เนื่องจากความ 

ล้าหลังด้านการวิจัยพื้นฐานในไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายท�าให้การผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ 

มต้ีนทนุสงู จงึยงัไม่สามารถแข่งขนักบัเชือ้เพลงิฟอสซลิได้ในเชงิพาณชิย์ มคีวามเป็นไปได้สงูทีจ่ะมี 

การศกึษาวิจยัพ้ืนฐานของไซยาโนแบคทเีรยีและจุลสาหร่ายมากขึน้ในอนาคต ความก้าวหน้าใหม่ ๆ   

เช่น การหาล�าดับดีเอ็นเอของจีโนมที่รวดเร็วขึ้น การวิเคราะห์โดยใช้เทคโนโลยีให้ข้อมูลสูง  

เทคนิคทางวิศวกรรมเมเเทบอลิกและพันธุวิศวกรรม และเทคนิค CRISPR-Cas9 อาจน�ามาใช ้

ปรบัปรงุพนัธุไ์ซยาโนแบคทเีรียและจุลสาหร่าย เพ่ือเพ่ิมผลผลติเชือ้เพลงิชวีภาพให้สามารถแข่งขนัได้ 

ในเชิงพาณิชย์ 
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6.1 บทน�ำ

ในช่วงสิบปีที่ผ่านมาทั่วโลกมีการวิจัยอย่างมากเกี่ยวกับการใช้ไซยาโนแบคทีเรียและ 

จุลสาหร่ายส�าหรบัผลติเชือ้เพลงิชวีภาพ (biofuel) ส่งผลให้เกดิการตืน่ตวัต่อการพฒันาเทคโนโลยี

ชีวภาพของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายส�าหรับผลิตผลิตภัณฑ์มูลค่าสูง และการประยุกต์ใช ้

ทางสิ่งแวดล้อม แม้ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายมีความหลากหลาย (biodiversity) แต ่

สายพันธุ์ที่ใช้ท�าวิจัยมีน้อยมาก มักใช้สายพันธุ์ต้นแบบ (model) จึงท�าให้ความรู้พื้นฐานเกี่ยวกับ 

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายมีอย่างจ�ากัด อุตสาหกรรมการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพและ 

ผลิตภัณฑ์มูลค่าสูงจากไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายยังอยู ่ในระยะการวิจัยและพัฒนา 

(research & development phase) ท�าให้ต้นทุนการผลิตสูง ไม่สามารถแข่งขันในเชิงพาณิชย์

กับการผลิตจากแหล่งอื่นได้ ในที่นี้จะกล่าวถึงแนวโน้มในอนาคตของการวิจัยและพัฒนาไซยาโน 

แบคทเีรียและจลุสาหร่าย เพือ่ให้ผลติภณัฑ์สามารถแข่งขันในเชิงพาณชิย์ ซ่ึงน่าจะเป็นการวจิยัพืน้ฐาน 

ทีน่�าไปสู่ความรู้และความเข้าใจเกีย่วกบั การคดัเลอืกและการปรบัปรงุสายพนัธุ ์การเพาะเลีย้งและ

การเก็บเกี่ยวชีวมวล และการผลิตสารต่าง ๆ  จากชีวมวลด้วยระบบโรงกลั่นชีวภาพ (biorefinery) 

6.2 กำรคัดเลือกและปรับปรุงสำยพันธุ์

การคัดเลือกสายพันธุ์ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายที่มีคุณสมบัติเหมาะสมต่อการ

ผลิตสารเป้าหมาย มีความส�าคัญต่อความสามารถในการแข่งขันในเชิงพาณิชย์ ปัจจุบันมีไซยาโน

บทที่ 6
แนวโน้มในอนำคต
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แบคทเีรียและจลุสาหร่ายน้อยมากทีไ่ด้ส�ารวจและศกึษา ท�าให้มสีายพนัธุใ์ห้เลอืกใช้ประโยชน์อย่าง

จ�ากดั จงึหลกีเล่ียงไม่ได้ทีต้่องมกีารพฒันาวธิคีดักรองจ�านวนมากในคราวเดยีว (high throughput 

screening) เพื่อให้ได้สายพันธุ์ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายที่มีคุณลักษณะตามต้องการ 

อนุกรมวิธาน (taxonomy) ของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายที่ได้จากการใช้ข้อมูลจีโนม  

จะมคีวามถกูต้องและสมบรูณ์มากขึน้ สามารถใช้เป็นข้อมลูในการคดัเลอืกสายพนัธุท์ีม่คีณุลกัษณะ

เฉพาะของสปีชีส์ (species) นั้น และน�ามาใช้ประโยชน์ได้ง่ายขึ้น การเลือกใช้สายพันธุ์ท้องถิ่น 

มีข้อดีคือมักเจริญเติบโตดีกว่าสายพันธุ์ต่างถิ่น เนื่องจากปรับตัวเข้ากับสภาวะแวดล้อมได้ดีกว่า 

เป็นการลดต้นทุนการผลิตอีกทางหนึ่ง 

การปรับปรุงสายพันธุ์ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายให้มีคุณลักษณะใหม่ เช่น การ

สังเคราะห์สารใหม่ การผลิตสารเป้าหมายโดยไม่กระทบการเจริญเติบโต การเพิ่มการสังเคราะห์

แสงเพื่อเพิ่มการเจริญเติบโต การท�าให้เซลล์แข็งแรงเหมาะท่ีจะใช้ผลิตในอุตสาหกรรมเป้าหมาย 

และการเปลี่ยนแปลงผิวเซลล์ให้เกาะกลุ่มตกตะกอนเองโดยไม่ต้องเติมสารเคมี เป็นต้น เหล่านี้มี

ความเป็นไปได้สูง เนื่องจากโอมิกส์ (omics) ของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย เช่น จีโนมิกส์  

(genomics) ทรานสคริปโตมิกส์ (transcriptomics) โปรตีโอมิกส์ (proteomics) และ 

เมแทบอโลมกิส์ (metabolomics) มแีนวโน้มทีจ่ะก้าวหน้าอย่างรวดเรว็ จะน�าไปสูก่ารใช้วศิวกรรม 

เมแทบอลกิและพนัธวุศิวกรรมเพ่ือการปรบัปรงุสายพันธุอ์ย่างมปีระสทิธภิาพ นอกจากนีค้วามรูใ้หม่

และความก้าวหน้าทางเทคโนโลย ีเช่น การรบกวนอาร์เอน็เอ (RNAi) การตรวจแก้จโีนม (genome 

editing) โดยใช้ระบบ CRISPR-Cas9 และเทคโนโลยีท่ีให้ข้อมูลสูง (high-throughput data)  

จะถูกน�ามาใช้มากขึ้น ท�าให้มีความรู้และความเข้าใจในไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายมากข้ึน 

ซึ่งจะช่วยให้การปรับปรุงสายพันธุ์บรรลุเป้าหมาย 

6.3 กำรเพำะเลี้ยงและกำรเก็บเกี่ยวชีวมวล

การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายต้องใช้แสง คาร์บอนไดออกไซด์ และ 

แร่ธาตุ เช่น ไนโตรเจน และฟอสเฟต เป็นต้น การปรับปรุงสภาวะการเลี้ยงให้เหมาะสม เช่น  

แสง อณุหภมู ิสารอาหาร การระบายอากาศ มส่ีวนช่วยลดต้นทนุการผลติชวีมวลส�าหรบัผลติภณัฑ์

มูลค่าสูงและเชื้อเพลิงชีวภาพ ในกรณีที่ใช้ชีวมวลเพื่อผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ อาจเพาะเลี้ยงโดย 

ใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ที่ปล่อยจากโรงงานอุตสาหกรรม และใช้สารอาหารแร่ธาตุจากน�้าเสีย 

เป็นการลดคาร์บอนไดออกไซด์ซึง่เป็นสาเหตสุ�าคญัของภาวะโลกร้อน (global warming) ร่วมกบั 

การบ�าบัดน�้าเสีย เป็นการรักษาสิ่งแวดล้อม ขณะเดียวกันก็ลดต้นทุนการผลิตให้สามารถแข่งขัน 
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ในเชิงพาณิชย์กับเชื้อเพลิงฟอสซิล (fossil fuel) มีไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายเพียงไม่กี่ตัว 

ที่สามารถเพาะเลี้ยงในระบบเปิด อย่างไรก็ดี มีการพัฒนาการเพาะเลี้ยงระบบปิดต่าง ๆ ที่ท�าด้วย

วัสดุที่ถูกลง เช่น เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพให้แสง (photobioreactor) แบบใช้ถุงพลาสติก เป็นต้น 

อาจน�าไปสู่การเพาะเลี้ยงระบบปิดในเชิงพาณิชย์มากขึ้นในอนาคต

การเก็บเกี่ยวชีวมวลไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายในปัจจุบันมักใช้วิธีเติมสารเคมี

ช่วยตกตะกอน แม้เป็นวิธีที่ค่าใช้จ่ายถูกกว่าวิธีปั่นตกตะกอน แต่ก็ยังมีค่าใช้จ่ายสูง เป็นคอขวด

ส�าหรับการผลติเชือ้เพลงิชวีภาพและผลติภณัฑ์อืน่ ๆ  จ�าเป็นต้องมนีวตักรรมการตกตะกอนชวีมวล 

เช่น การเลี้ยงเซลล์ร่วมกับแบคทีเรียที่ชักน�าให้เกิดการตกตะกอน หรือใช้ไซยาโนแบคทีเรียและ 

จุลสาหร่ายสายพันธุ์ที่มีคุณสมบัติเฉพาะบนผิวเซลล์ท�าให้เซลล์เกาะกลุ่มตกตะกอนเองโดยไม่ต้อง 

เติมสารเคมี แต่มีเพียงบางสายพันธุ์เท่านั้นที่มีคุณสมบัติดังกล่าว อาจปรับปรุงไซยาโนแบคทีเรีย

และจุลสาหร่ายสายพันธุ์เป้าหมายโดยวิธีพันธุวิศวกรรมให้เซลล์เกาะกลุ่มตกตะกอนเอง เป็นการ

ลดต้นทุนการผลิตชีวมวล

6.4 กำรผลิตสำรต่ำง ๆ จำกชีวมวลด้วยระบบโรงกลั่นชีวภำพ

โรงกลั่นชีวภาพเป็นระบบการแปรรูปชีวมวลที่เทียบเคียงกับระบบโรงกลั่นปิโตรเคมี  

ซ่ึงแปรรปูน�า้มนัดบิโดยใช้การแปรรปูหลายหน่วยผสานกนัอย่างเป็นระบบ ตัง้แต่กระบวนการกลัน่  

การแยก การท�าให้บริสุทธิ์ และการสังเคราะห์ทางเคมี เพื่อดึงเอาสารเคมีในน�้ามันดิบออกมา 

ใช้ประโยชน์อย่างครบถ้วน ได้ผลติภณัฑ์ทีม่มีลูค่าจ�านวนมาก เช่น เชือ้เพลงิเหลว ตวัท�าละลายเคมี  

พอลิเมอร์ และอนุมูลเคมีต่าง ๆ เป็นต้น ชีวมวลจากไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายก็มี 

องค์ประกอบทางเคมีที่หลากหลายและซับซ้อนไม่ต่างไปจากน�้ามันดิบ หากสามารถพัฒนาระบบ

โรงกลั่นชีวภาพให้มีประสิทธิภาพ ดึงเอาสารเคมีในชีวมวลของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย

ออกมาใช้ประโยชน์มากขึ้น ดังนี้ 1) ผลิตภัณฑ์มูลค่าสูงที่ใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องส�าอาง อาหาร 

และยา เช่น สารสี (pigment) ลิพิด (lipid) คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) วิตามิน (vitamin) 

สารแอนติออกซิแดนต์ (anti-oxidant) เป็นต้น 2) ผลิตภัณฑ์เชื้อเพลิงชีวภาพ เช่น ไฮโดรคาร์บอน 

(hydrocarbon) ไฮโดรเจน (hydrogen) ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) ส�าหรับ 

ไบโอดเีซล (biodiesel) แอลกอฮอล์ (alcohol) และมเีทน (methane) เป็นต้น และ 3) ปุย๋ชวีภาพ 

(biofertilizer) ดังนั้นจึงจ�าเป็นต้องวิจัยและพัฒนาวิธีและขั้นตอนการแปรรูปต่าง ๆ ของชีวมวล 

ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายให้ครบถ้วน การได้ผลิตภัณฑ์หลากหลายจากชีวมวลตั้งต้นเดียว  

จะท�าให้ต้นทนุการผลติลดลง และสามารถแข่งขนักบัผลติภณัฑ์ทีผ่ลติจากแหล่งอืน่ ๆ  ได้ในเชงิพาณชิย์
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6.5 บทสรุป 

แม้ปัจจุบันความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายยังไม่ลึกซึ้งมาก

พอที่จะแก้ไขปัญหาต่าง ๆ ที่เป็นสาเหตุท�าให้ผลิตภัณฑ์ท่ีได้ไม่สามารถแข่งขันในเชิงพาณิชย์  

แต่แนวโน้มในอนาคตที่จะมีการวิจัยพื้นฐานมากขึ้น น�าไปสู่ความรู้และความเข้าใจที่ลึกซึ้งยิ่งขึ้น  

จะท�าให้ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายซึง่มศีกัยภาพสงูในการเป็น “โรงงาน” ผลติสารธรรมชาติ

ทีม่มีลูค่าสงูในปริมาณมากระดับอตุสาหกรรม สามารถแข่งขันได้กบัแหล่งผลติอืน่ ๆ  ในเชงิพาณชิย์
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กลัยโคซิเลชัน,  28, 80, 81, 87, 104, 105

กานามัยซิน,  58, 63, 64, 99

การเก็บเกี่ยวชีวมวล,  135, 136, 137

การคัดเลือกสายพันธุ์,  135, 136

การจ�าแนก 

 จุลสาหร่าย,  5, 7 

 ไซยาโนแบคทีเรีย,  5

การใช้โคดอน,  49, 68, 78, 81, 94, 98

การถ่ายโอนดีเอ็นเอ,  44, 56, 57, 58, 60, 87,  

  88, 89, 92, 93, 99, 100 

 การใช้อะโกรแบคทีเรียม,  93 

 การยิงอนุภาค,  88, 92 

 คอนจูเกชัน,  50, 56, 57, 58, 59, 64, 93 

 ทรานส์ฟอร์เมชันโดยธรรมชาติ,  50, 56, 57, 63 

 ลูกปัดแก้ว,  92, 93 

 เส้นใยซิลิกอน,  92 

 อิเล็กโทรพอเรชัน,  50, 56, 58, 92, 98, 99,  

  100, 101, 126 

การบ�าบัดน�้าเสีย,  1, 12, 14, 136

การบ�าบัดสารมลพิษทางชีวภาพ,  67

การเพาะเลี้ยง,  9, 11, 12, 14, 20, 135, 136, 137 

 ระบบที่ใช้กระบวนการสะอาด,  10 

 ระบบที่ใช้น�้าทิ้งหรือน�้าเสีย,  10 

 ระบบปิด,  9, 14, 137 

 ระบบเปิด,  9, 14, 70, 137

การยับยั้งโดยแสง,  70

การยับยั้งอาร์อาร์เอ็นเอ,  63, 65

การแยกโฮโมไซกัส,  61

การรบกวนอาร์เอ็นเอ (อาร์เอ็นเอไอ),  31, 107, 136

การหลั่งออกนอกเซลล์,  79, 81, 104

การหายใจแสง,  21

ค
คลอโรพลาสต์,  25, 26, 27, 29, 33, 35

คลอโรฟิลล์,  1, 5, 127

คอนจูเกทิฟพลาสมิด,  57, 58, 59, 93

คาร์โกพลาสมิด,  58, 59, 64

คาร์บอนไดออกไซด์,  1, 2, 9, 12, 14, 21, 66, 69,  

  70, 115, 118, 120, 136

เครื่องหมายคัดเลือก,  58, 93, 94, 98, 99, 106

แคโรทีนอยด์,  11, 12, 32, 35

 บีตาแคโรทีน,  12, 13, 32, 33, 34, 35 

 แอสตาแซนทีน,  12, 13, 22, 32, 33, 34, 35

โครงสร้างของเซลล์,  3, 4

จ
จีโนม 

 การประกอบล�าดับดีเอ็นเอ,  19, 20 

 การแสดงข้อมูลประกอบจีโนม,  19, 25 

 การหาล�าดับดีเอ็นเอ,  17, 18, 20, 129 

 คลอโรพลาสต์จีโนม,  25, 26, 27, 78, 87, 88 

 นิวเคลียร์จีโนม,  25, 26, 78, 81, 82, 87, 88, 89,   

  92, 93, 98, 99, 100, 104, 105, 106 

 เมตาจีโนม,  19, 20 

 ไมโทคอนเดรียจีโนม,  17, 25, 87 

จีโนมของจุลสาหร่าย,  25, 26, 27, 78, 81, 87, 104, 107

จีโนมของไซยาโนแบคทีเรีย,  19, 20, 21, 23, 46

จีโนมิกส์,  17, 18, 19, 25, 34, 136 

 จุลสาหร่าย,  25 

 ไซยาโนแบคทีเรีย,  19

จีโนมิกไอส์แลนด์,  21

ช
ชีววิทยาสังเคราะห์,  43, 44

ชีวสารสนเทศ,  14, 17, 18, 36

เชื้อเพลิงชีวภาพ,  2, 14, 70, 71, 106, 107, 115, 116,  

  117, 122, 123, 126, 129, 135, 136, 137

เชื้อเพลิงฟอสซิล,  115, 120, 121, 129, 137

ไชน์-ดาลการ์โน,  49
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ซ
ซิกมาแฟกเตอร์,  45

ซีโอซีน,  78, 93

ไซลาเนส,  106

ด
ไดเอซิลกลีเซอรอลเอซิลทรานส์เฟอเรส,  123

ต
ต�าแหน่งจับของไรโบโซม,  44, 47, 49

ไตรเอซิลกลีเซอรอล,  28, 98, 123, 125, 137

ท
ทรานสคริปโตม,  17, 27, 28, 29, 31, 32, 34

ทรานสคริปโตมิกส์,  17, 27, 34, 136

เทคโนโลยีที่ให้ข้อมูลสูง,  17, 18, 22, 25, 34, 36, 136

เททระซัยคลิน,  58

น
นิวทรัลลิพิด,  126, 128

โนพาลีนซินเทส,  46

ไนโตรจีเนส,  118, 119

ไนล์เรด,  126, 127, 128

บ
บีตาแคโรทีนคีโทเลส,  21, 34

บูรณาการโอมิกส์,  18, 22, 31, 36

แบบจ�าลองเมแทบอลิก,  29, 30

ไบโอเซนเซอร์,  68

ไบโอดีเซล,  14, 98, 100, 107, 123, 126, 137

ป
ปุ๋ยชีวภาพ,  1, 12, 14, 137

เปปทิดิลโพรลิลไอโซเมอเรส,  87

โปรตีนฆ่าลูกน�้ายุง,  68

โปรตีนไดซัลไฟด์ไอโซเมอเรส,  87

โปรตีนเรืองแสงสีเขียว,  46, 47, 94

โปรตีโอม,  17, 28

โปรตีโอมิกส์,  17, 28, 35, 136

ผ
แผนภูมิวิวัฒนาการชาติพันธุ์,  5, 20, 24

พ
พลาสติกชีวภาพ,  13, 14, 69

พลาสมิดชนิดฆ่าตัวตาย,  51, 52, 56, 57, 62

พลาสมิดชนิดถ่ายแบบซ�้า,  50, 51, 52, 53, 57

พลาสมิดชนิดรวมเข้ากับโครโมโซม,  50, 51, 52, 54

พลาสมิดผู้ช่วย,  58, 59

พันธะไดซัลไฟด์,  81, 87, 102, 103, 105

พืช C3,  21

พืช C4,  21

โพรโมเตอร์,  44, 45, 46, 47, 48, 50, 55, 78, 79, 80, 

  83, 85, 94, 98, 99, 101

ไพรูเวตดีคาร์บอกซีเลส,  120

ฟ
ฟลักโซมิกส์,  30

ฟีโนมิกส์,  31

แฟกเตอร์ถอดรหัส,  28, 32, 45, 46

ไฟโคบิลิน,  9, 13 

 ไฟโคไซยานิน,  13, 66, 70 

 ไฟโคอิริทริน,  13 

 แอลโลไฟโคไซยานิน,  13, 103, 104

ไฟโคบิลิโปรตีน,  66

ไฟเทส,  106

ภ
ภาวะโลกร้อน,  2, 136

ม
เมทัลโลไทโอนีน,  22

เมแทบอลิซึม,  17, 29, 30, 68

เมแทบอโลม,  17, 29

เมแทบอโลมิกส์,  17, 29, 136

เมแทบอไลต์,  2, 17, 29, 30, 68

ไมโครอาร์เอ็นเอ,  80
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ย
ยีนไซเลนซิง,  32, 78, 79, 80, 81, 106, 107, 124

ยีนรายงาน,  44, 46, 50, 68, 94, 97, 98, 99

ร
โรคปากและเท้าเปื่อย,  104

โรคมาลาเรีย,  105

โรคไวรัสดวงขาว,  105

โรงกลั่นชีวภาพ,  135, 137

ไรแฟมพิซิน,  58

ล
ลิพิด,  13, 14, 32, 98, 100, 107, 123, 124, 

  125, 126, 127, 128, 137

ลิพิดบอดี,  126, 127, 128

ลีแวนซูเครส,  61, 62

ลูซิเฟอเรส,  68, 94

ว
วิถีเมแทบอลิก,  27, 30, 31, 34, 35, 36, 43, 68,   

  93, 107

วิศวกรรมเมแทบอลิก,  18, 31, 32, 35, 36, 43,  

  71, 77, 80, 136

ไวรัสเฮอร์พีส์ซิมเพลกซ์,  102

ส
สเปกติโนมัยซิน,  58, 63, 94

สัญญาณการตัดเชื่อม,  78, 79

สารเลียนแบบแอนติบอดี,  103

สารสี,  1, 13, 32, 66, 70, 103, 137

อ
อนุกรมวิธาน,  5, 20, 136

ออร์กาโนฟอสเฟต 67

ออร์กาโนฟอสฟอรัสไฮโดรเลส,  67

อาร์อาร์เอ็นเอพันธุ์กลาย,  63, 64

อาหารของคน,  1, 10, 14

อาหารสัตว์,  1, 10, 11, 12

อาหารเสริม,  10, 11, 13, 14, 32, 106

อินทรอน,  79, 100, 101

อิมมูโนทอกซิน,  102, 103, 107

อิริโทรโพอีทิน,  104

อิริโทรมัยซิน,  64, 94

แอซีทิลโคเอคาร์บอกซิเลส,  123

เอซิลเอซิลแคร์รีเออร์โปรตีนรีดักเทส,  121

เอทานอล,  70, 116, 119, 120, 121, 123

เอทิลีน, 116, 120, 121

เอนไซม์ตัดจ�าเพาะ,  56, 58

เอนโดนิวคลีเอส,  56, 57

เอสไออาร์เอ็นเอ,  80

แอซีโทน,  69

แอนติเซนส์อาร์เอ็นเอ,  28, 49

แอมพิซิลิน,  58, 99

แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส,  120, 121

แอลคีน, 120, 121, 122

แอลเคน,  70, 116, 121, 122, 123

แอลดีไฮด์ดีคาร์บอนิเลส,  121

ไอโซบิวทานอล,  70, 116, 121

ไอโซบิวทีรัลดีไฮด์,  116, 121

ไอโซพรีน,  68

ไอโซพรีนซินเทส, 49, 68

ฮ
โฮโมโลกัสรีคอมบิเนชัน,  51, 52, 55, 57, 61,  

  62, 63, 82, 87, 88

ไฮโกรมัยซินบี,  94, 99

ไฮโดรจีเนส,  118, 119, 120

ไฮโดรเจน,  14, 70, 116, 118, 119, 123, 137
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Gene Index 

A
aadA,  94, 95, 96

Acgfp,  98

adc,  69

adhII,  120

Aph7”,  94, 95, 99, 100, 101

aphA6,  94, 96

arg9,  96

atpA,  80, 85

B
bar,  58, 96

ble,   78, 93, 95, 106

C
cabII-1,  85

CaMV35S,  48, 83, 99

cat,   94, 96

cgluc,  97

Chgfp,  97, 98, 99, 100, 101

crluc,  97

crtO,  21

ctfAB,  69

Cyc6,  79, 83

D
DGAT1,  124

DGAT2,  124, 126

E
efe,   121

ereB,  94, 96

G
gfp,   46, 47, 50

gfpCt,  97

gus,  50, 97

H
Hsp70A-RbcS2 (AR),  78, 84, 98

hupL,  118

Hyg3,  99, 100, 101

Hyg4,  100

I
ictB,  21

IspS,  68

K
kivD, 121

L
lacZ,  50

ldhA,  70

lldP,  70

lucCP,  97

luxAB,  50

luxCt,  97

M
mob,  58, 59

N
NeoDGAT2,  126, 127, 128

nirA,  48

Nos,  84

NR,    84

P
pdc,  120

PhaEC, 69

λP
R
,  48

psaD,  84

psbA,  80, 85

psbA2,  48

pta,  69
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Gene Index 

R
RbcL,  21, 80, 85

RbcS,  21

RbcS2,  78, 79, 83, 84, 98, 99, 100, 101

rrnA,  46, 47, 48, 63, 65

rrnB,  46, 63, 65

S
sacB,  61, 62

stmA,  22

T
tac,   48

tra,    57, 59

trc,    48

tRNAPro,  48

β2-Tub,  83, 99

U
udhA,  70

Y
YqhD,  121
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Species Index

A
Agmenellum quadruplicatum.  

See Synechococcus sp. PCC 7002

Agrobacterium tumefaciens,  84, 89, 90, 93

Alteromonas macleodii,  118

Amphidinium sp.,  83, 84, 91, 97

Anabaena cylindrical,  14

Anabaena sp. PCC 7120.  

See Nostoc sp. PCC 7120

Anabaena sp.,  6, 12, 23, 44, 56, 58, 60, 118

Anabaena variabilis, 56

Anabaena variabilis ATCC 29413,  23, 57, 60, 118

Anacystis nidulans R2.  

See Synechococcus elongatus PCC 7942

Ankistrodesmus sp.,  10, 12

Arabidopsis thaliana,  21, 25, 26

Arthrospira maxima,  6, 104

Arthrospisa maxima CS-328,  20

Arthrospira platensis,  6, 13, 14, 20, 56

Arthrospira platensis C1,  20, 23, 28, 60

Arthrospira platensis NIES-39,  20

Arthrospira platensis Paraca,  20

Arthrospira sp.,  1, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 20

Arthrospira sp. PCC 8005,  20

Aulosira fertilissima,  6, 14

Aulosira sp.,  12

B
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis,  66

Botryococcus braunii,  14, 27

Botryococcus sp.,  2, 123

C
Caenorhabditis elegans,  31

Calothrix scytonemicola,  14

Calothrix sp.,  1, 6, 12

Calothrix sp. PCC 6303,  23

Chaetoceros calcitrans,  11

Chaetoceros sp.,  84

Chaetophora sp.,  2

Chlamydomonas reinhardtii,  7, 18, 25, 26, 27, 28,  

  29, 30, 32, 35, 77, 78, 79, 80, 81, 83, 84,  

  85, 87, 89, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,  

  101, 102, 103, 104, 105, 106, 123, 124 

Chlamydomonas reinhardtii cc-503,  26

Chlamydomonas sp.,  2, 7, 10, 87

Chlorella ellipsoidea,  95

Chlorella kessleri,  83, 89

Chlorella sorokiniana, 89

Chlorella sp.,  7, 10, 11, 12, 14, 81, 87, 123

Chlorella vulgaris,  26, 27, 89, 92

Chlorella zofingiensis, 33, 35

Clostridium acetobutylicum,  118

Coelastrum sp.,  10

Cyanidioschyzon merolae,  82

Cyanidioschyzon merolae strain 10D,  26

Cyanothece ATCC 51142,  29, 30 

Cyanothece sp.,  118

Cyanothece sp. PCC 7822,  23

Cyclotella cryptica,  90, 123

Cylindrotheca fusiformis,  91

D
Drosophila melanogaster,  31

Dunaliella bardawil,  12, 32

Dunaliella salina,  7, 34, 35, 80, 83, 89, 92, 95, 105

Dunaliella salina CCAP 19/18,  27

Dunaliella sp.,  10, 81, 87, 123

Dunaliella tertiolecta,  89, 94, 96

E
Escherichia coli, 45, 46, 47, 49, 51, 52, 53, 54, 56,  

  57, 58, 59, 66, 68, 69, 70, 71,  

  93, 103, 106, 107

Ettlia oleoabundans.  

See Neochloris oleoabundans

Euglena gracilis,  80, 91, 94, 96

Euglena sp.,  10
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F
Fischerella sp.,  6

Fischerella sp. PCC 9339,  23

Flavobaterium sp.,  67

Fremyella diplosiphon PCC 7601,  57, 60

G
Galdieria sp.,  13

Gloeocapsa alpicola,  14

Gonium pectorale,  84, 89

Gymnodinium sp.,  8

H
Haematococcus pluvialis,  7, 13, 32, 33, 34, 35,  

  90, 93, 94, 95, 96, 

I
Isochrysis galbana,  90, 93

L
Lactobacillus acidophilus,  10

Lactobacillus lactis,  121

Leptolyngbya sp. strain BL0902,  44

M
Micractinium sp.,  10

Micromonas sp.,  7

Micromonas sp. RCC 299,  26, 27

N
Nannochloris sp.,  7

Nannochloropsis gaditana,  95

Nannochloropsis gaditana CCMP 526,  26

Nannochloropsis granulata,  27, 95

Nannochloropsis oceanica,  95, 124

Nannochloropsis oculata,  95

Nannochloropsis sp., 8, 11, 13, 82, 90, 92, 123

Navicula saprophila,  90

Neochloris oleoabundans,  4, 7, 14, 28, 83, 84, 90,  

  92, 95, 98, 101, 123, 126, 127, 128

Neochloris sp.,  2

Nicotiana tabacum,  21

Nitzschia sp.,  9

Nostoc muscorum,  6

Nostoc punctiforme,  14, 53, 54

Nostoc punctiforme ATCC 29133,  57, 60

Nostoc sp.,  1, 6, 10, 12, 118

Nostoc sp. PCC 7120,  23, 48, 52, 54, 57,  

  58, 60, 67, 118

O
Odontella aurita,  10

Oedogonium sp.,  2

Oocystis sp.,  10

Oscillatoria acuminata PCC 6304,  23

Oscillatoria sp., 10, 14, 120

Ostreococcus lucimarinus,  30

Ostreococcus lucimarinus CCE 9901,  26

Ostreococcus tauri,  30, 90

Ostreococcus tauri OTTH 0595,  27

P
Penicillium digitatum,  121

Phaeodactylum sp.,  9

Phaeodactylum tricornutum,  79, 80, 91, 92,  

  93, 94, 95, 96, 97

Platyrnonas subcordiformis,  90, 96

Porphyridium sp.,  7, 10, 13

Prochlorococcus sp.,  2, 5, 6, 19, 20, 27

Prochlorococcus sp. MIT 0604,  23

Prochlorothrix sp.,  5, 6

Pseudomonas aeruginosa,  103

Pseudomonas syringae,  121

Pueraria montana,  68

Pyramimonas sp.,  7
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R
Ralstonia eutropha,  69

Renilla reniformis,  97

Rhodella sp.,  13

S
Saccharomyces cerevisiae,  31, 127

Saccharomyces cerevisiae H1246,  126

Scenedesmus obliquus,  90, 92, 124

Scenedesmus sp.,  7, 10, 11, 12, 81

Schizochytrium sp.,  13, 123

Scytonema sp.,  12

Skeletonema costatum,  11

Spirulina maxima.  

See Arthrospira maxima

Spirulina platensis.  

See Arthrospira platensis

Spirulina platensis C1.  

See Arthrospira platensis C1

Spirulina sp.,  

See Arthrospira sp. 

Staphylococcus aureus,  105

Streptoalloteichus hindustanus,  93

Streptomyces hygroscopicus,  94

Symbiodinium microadriaticum,  91

Symbiodinium sp.,  83, 84, 97

Synechococcus elongatus PCC 6301,  20, 57, 60

Synechococcus elongatus PCC 7942,  3, 5, 6, 19, 20,  

  21, 22, 23, 44, 46, 47, 48, 49, 50, 51,  

  53, 54, 56, 57, 60, 61, 63, 65, 67, 69,  

  70, 116, 118, 120, 121
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ไซยาโนแบคทเีรยี (สาหร่ายสเีขยีวแกมน�า้เงนิ) และจลุสาหร่าย มศีกัยภาพสงูในการประยกุต์
ใช้ต่าง ๆ  เช่น เป็นอาหารของคน อาหารเสริมของสัตว์ ปุ๋ยชีวภาพ ผลิตภัณฑ์มูลค่าสูง และเชื้อเพลิง
ชวีภาพ เป็นต้น “ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่าย : พนัธศุาสตร์ระดับโมเลกลุและเทคโนโลยชีวีภาพ” 
เป็นหนงัสอืท่ีรวบรวมเน้ือหาเกีย่วกบัการประยกุต์ใช้ไซยาโนแบคทเีรยีและจลุสาหร่ายด้านเทคโนโลยี
ชีวภาพ ที่ใช้องค์ความรู้พันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล แสดงให้เห็นถึงแนวคิดและความหลากหลายของ
เทคโนโลยีที่มีการรายงานในปัจจุบัน รวมทั้งชี้ให้เห็นถึงการพัฒนาที่เป็นไปได้ในอนาคต

• กล่าวถึง :
  - ศาสตร์โอมิกส์ (omics) ต่าง ๆ ของไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย เช่น จีโนมิกส์ 

(genomics) โปรตีโอมิกส์ (proteomics) และเมแทบอโลมิกส์ (metabolomics)
  - การปรับปรุงพันธุ์ให้ไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่ายเป็น “โรงงาน” ส�าหรับผลิต

สารธรรมชาติใหม่ ๆ ในเชิงพาณิชย์ โดยใช้วิศวกรรมเมแทบอลิก (metabolic 
engineering) และพันธุวิศวกรรม (genetic engineering)

  - การผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพจากไซยาโนแบคทีเรียและจุลสาหร่าย

• เหมาะส�าหรับนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา นักวิจัย และนักวิชาการ
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