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บทคัดย่อ 
  

การใช้ระบบ CRISPR/Cas เป็นเคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพในการก าจดัแบคทีเรียอย่าง
จ าเพาะต้องอาศัยการส่งระบบ  CRISPR/cas ท่ีมีประสิทธิภาพ  การส่ง CRISPR/cas ด้วย Phage 
transduction มีประสิทธิภาพการส่งสูง แต่อย่างไรก็ตามวิธีดงักล่าวพบขอ้จ ากดัคือเฟจหน่ึงตวัท่ีถูก
ใชเ้ป็นเซลลผ์ูใ้ห้ไม่สามารถส่งดีเอ็นเอเขา้สู่แบคทีเรียผูรั้บหลายชนิดได้ ขณะท่ีการส่ง CRISPR/cas 
ดว้ย Conjugation มีขอ้ดีคือสามารถส่งดีเอ็นเอระหวา่งแบคทีเรียสามารถใชเ้ซลลผ์ูใ้หส่้งดีเอ็นเอเขา้
สู่เซลล์ผูรั้บหลายชนิด อย่างไรก็ตามยงัคงพบปัญหาด้านประสิทธิภาพการส่งท่ีต ่า  งานวิจยัน้ีจึง
สนใจท่ีจะพฒันาระบบการส่ง CRISPR/cas ดว้ยวิธีการ conjugation ท่ีมีประสิทธิภาพการส่งและ
การก าจัดดีเอ็นเอเป้าหมายสูง  ผูว้ิจัยได้พัฒนาระบบการส่งให้มีประสิทธิภาพสูงโดยการส่ง 
CRISPR/cas บนพลาสมิดกลุ่ม R1162 ท่ีสามารถเคล่ือนยา้ยได้ (Mobilizable plasmid) ร่วมกับพ
ลาสมิดตัวช่วยกลุ่ม  RK2 ท่ีสามารถถ่ายโอนตนเองได้  (Conjugative plasmid) เพื่อช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการส่งระบบ  CRISPR/cas เข้าสู่แบคทีเรียเป้าหมาย และใช้การแทนท่ีพลาสมิด
เป้าหมายด้วยพลาสมิดอ่ืนจากกลุ่ม เดียวกัน  (Incompatibility group) ช่วยเข้าไปแทนท่ีการ
แพร่กระจายของพลาสมิดเป้าหมายในกลุ่มประชากร ผลการทดลองพบว่าสามารถแทนท่ีพลาสมิด
เป้าหมายได้ 100% แมใ้ช้อตัราส่วนเซลล์ผูใ้ห้ต่อเซลลผ์ูรั้บต ่า (1:100) และไม่มีการใช้ยาปฏิชีวนะ
ในคดัเลือก การน าส่งระบบ CRISPR/cas อย่างมีประสิทธิภาพสู่ประชากรแบคทีเรียมีความส าคญั
อยา่งยิง่ต่อการพฒันายาตา้นจุลชีพ CRISPR และเคร่ืองมือทางพนัธุกรรมส าหรับวิศวกรรมจุลินทรีย์
ในอนาคต 
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ABSTRACT 
  

The use of CRISPR/Cas for sequence-specific elimination of bacteria or resistance 
genes is a powerful tool for combating antibiotic resistance. However, this approach requires 
efficient delivery of CRISPR/Cas DNA cassette into the targeted bacterial population. Compared 
to phage transduction, plasmid conjugation can deliver DNA to a broader host range but often suffer 
from low delivery efficiency. Here, we developed a multi-plasmid conjugation system for 
efficient CRISPR/Cas delivery, target DNA elimination and plasmid replacement. The 
CRISPR/Cas system, delivered via a broad-host-range R1162 mobilizable plasmid, specifically 
eliminated targeted plasmid in recipient cells. Self-transmissible RK2 helper plasmid facilitated the 
spread of mobilizable CRISPR/Cas. The replacement of target plasmid with another plasmid from 
the same compatibility group helped to prevent re-entering of the target plasmid. Together, we 
showed that up to 100% of target plasmid from the entire recipient population could be replaced 
even at a low (1:100) donor-to-recipient ratio and in the absence of transconjugant selection. Such 
ability to modify genetic content of microbiota efficiently in the absence of selection will be critical 
for future development of CRISPR antimicrobials as well as genetic tools for in situ microbiome 
engineering. 
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ประกาศคุณูปก าร 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงดว้ยดี ดว้ยความกรุณาและการให้ความช่วยเหลืออย่างดียิ่ง 
จาก ดร.ภาคภูมิ ทรัพยสุ์นทร อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ซ่ึงท่านให้ค  าแนะน า ขอ้คิดเห็น และแนะ
แนวทางปฏิบติั ตลอดจนตรวจแกข้อ้บกพร่องต่างๆ อนัเป็นประโยชน์ต่อผูวิ้จยัอย่างยิ่ง ผูว้ิจยัขอกราบ
ขอบพระคุณดว้ยความเคารพอย่างสูง ขอขอบคุณ คุณพลิศา มหาชยั และเพื่อนร่วม PS Lab ทุกท่าน 
ส าหรับขอ้แนะน าและความช่วยเหลือในทุกดา้นของการท าวิจยั อีกทั้งตอ้งขอบคุณเพื่อนนิสิตทุกท่าน
ท่ีให้ค  าปรึกษาในเร่ืองต่างๆ นอกจากน้ีผูวิ้จยัขอขอบพระคุณบิดามารดา และครอบครัว ท่ีสนับสนุน 
ให้ก าลงัใจ และให้ความช่วยเหลือในทุกดา้น จนงานวิจยัฉบบัน้ีส าเร็จดว้ยดี รวมถึงขอบคุณทุกท่านท่ี
ใหก้ าลงัใจมาโดยตลอด 

อน่ึง ผูว้ิจัยคาดหวงัว่า งานวิจัยฉบับน้ีจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อผูท่ี้สนใจ คุณค่าและ
ประโยชน์อนัพึงมีแก่งานวิจยัฉบบัน้ี ผูว้ิจยัขอน้อมบูชาพระคุณบิดา มารดา คณาจารย  ์และผูท่ี้มีส่วน
เก่ียวขอ้งทุกท่านท่ีท าใหง้านวิจยัฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงดว้ยดี 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
ชีวนิเวศน์จุลชีพ (Microbiota) 
 ร่างกายมนุษยมี์จุลชีพอาศยัอยู่เป็นปกติ จุลินทรียเ์หล่าน้ีประกอบรวมกนัขึ้นเป็นชีวนิเวศน์
จุลชีพ (Microbiota) สามารถพบไดบ้นผิวหนัง ช่องปาก ระบบทางเดินอาหาร ล าไส้ รวมไปถึงมี
ความเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัดว้ย จุลชีพท่ีพบนั้นมีจ านวนของเซลลมี์มากกว่าจ านวนเซลล์ใน
ร่างกายมนุษย์ 1-2 เท่า ปัจจุบันมีงานวิจัยแสดงให้เห็นว่าการเปล่ียนแปลงของจุลชีพมีผลต่อ
ความสัมพนัธ์กับการเกิดโรค เช่น ล าไส้อกัเสบ (Shimizu et al., 2018) อาการทอ้งเสีย (Li et al., 
2021) เป็นต้น งานวิจัยบางฉบับรายงานว่าความสัมพันธ์ของจุลชีพกับมนุษย์ส่งผลถึงระบบ
ภูมิคุ ้มกันของร่างกาย (Michaudel & Sokol., 2020) หรือการเผาผลาญอาหาร (Thursby & Juge., 
2017) นอกจากน้ีงานวิจยัก่อนหนา้ไดศึ้กษาความแตกต่างของจุลชีพในมนุษย ์พบวา่มนุษยแ์ค่ละคน
มีจีโนมเหมือนกัน 99.9% แต่ทีจุลชีพเหมือนกันเพียง 80-90% (Mohajeri et al., 2018) ส่งผลให้
มนุษยมี์ความแตกต่างกนัในเร่ืองสุขภาพ ระบบเผาผลาญ หรือระบบย่อยอาหาร เป็นตน้ ดว้ยเหตุน้ี
จุลชีพในมนุษยจึ์งเป็นท่ีน่าสนใจอยา่งมาก นอกจากน้ียงัมีการศึกษาในสัตว ์พืช และส่ิงแวดลอ้ม  
 

 

ภาพ 1 ความส าคัญของชีวนิเวศน์จุลชีพ 
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 ปี 2018 นกัวิเคราะห์ของ LUX RESEARCH ไดร้วบรวมขอ้มูลเก่ียวกบัจ านวนการเผยแพร่
งานวิจยัดา้นจุลชีพ ผลิตภณัฑ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัจุลชีพ รวมถึงบริษทัท่ีใชเ้ทคโนโลยีท่ีเก่ียวขอ้งกบัจุล
ชีพตั้งแต่ปี 1997 - 2017 พบว่า ช่วงปี 2012 มีอตัราการเผยแพร่งานวิจยัและการประยุกต์ใชจุ้ลชีพ
สูงขึ้น (ภาพ 1) ดงันั้นจะเห็นไดว้า่จุลชีพมีความส าคญัอยา่งยิง่ หากตอ้งการใชป้ระโยชน์จากจุลชีพท่ี
ดีตอ้งอาศยัวิธีการจดัการกบัจุลชีพท่ีดีดว้ย   
 
การวิศวกรรมประชากรจุลนิทรีย์   
 การจัดการและศึกษาประชากรจุลินทรีย์เดิมจ าเป็นต้องอาศัยกระบวนการวิศวกรรม
จุลินทรียใ์นกลุ่มประชากรท่ีมีคุณภาพ กระบวนการวิศวกรรมจุลินทรียแ์บ่งออกเป็น 3 กลุ่ม แต่ละ
กลุ่มมีความจ าเพาะและระดบัการปรับเปลี่ยนกลุ่มประชากรจุลินทรียเ์ดิมท่ีแตกต่างกนั กลุ่มท่ี 1 คือ
วิธีการทางเคมี (Chemical base) เป็นการใชส้ารเคมีในการปรับเปล่ียนกลุ่มประชาการของจุลินทรีย ์
เช่น การใช้ยาปฏิชีวนะ (Antibiotic) การใช้พรีไบโอติก (Prebiotic) เป็นตน้ กลุ่มท่ี 2 คือวิธีการส่ง
เซลลเ์ขา้สู่กลุ่มประชากร (Cellular base) เป็นวิธีการส่งเซลลเ์ขา้สู่กลุ่มประชากรจุลินทรีย ์เพื่อเขา้ไป
ปรับสัดส่วนแบคทีเรียในกลุ่มประชากร เช่น การปลูกถ่ายจุลชีพประจ าถ่ิน (Microbiota transplant) 
การใชโ้พรไบโอติก (Probiotic) เป็นตน้ วิธีการท่ี 3 คือวิธีการส่งดีเอน็เอเขา้สู่ประชากรจุลินทรียแ์ละ
เขา้ไปปรับเปล่ียนระดบัดีเอน็เอของแบคทีเรีย เช่น การส่งพลาสมิด เป็นตน้  
 

 

ภาพ 2 วิธีการวิศวกรรมจุลชีพในแหล่งก าเนิด (in situ microbiome engineering)  
(Ravi et al., 2016) 
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 วิธีทางเคมี เช่น การใชย้าปฏิชีวนะนั้น มีความจ าเพาะต ่า เน่ืองจากไม่สามารถระบุเป้าหมาย
แบคทีเรียท่ีตอ้งการก าจดัได ้เน่ืองจากการใชย้าปฏิชีวนะจะท าลายแบคทีเรียท่ีไม่มีคุณสมบติัในการ
ตา้นยาปฏิชีวนะทุกตวั ขณะท่ีแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการตา้นยาปฏิชีวนะ (Drug resistance 
bacteria) ยงัคงรอดชีวิตและเพิ่มจ านวนในกลุ่มประชากร ขณะท่ีวิธีการส่งเซลลเ์ขา้สู่กลุ่มประชากร 
ยงัคงมีความจ าเพาะค่อนข้างต ่าเช่นเดียวกับการใช้สารเคมี เน่ืองจากไม่สามารถระบุชนิดของ
แบคทีเรียท่ีตอ้งการให้เพิ่มจ านวนได ้อีกทั้งการเพิ่มแบคทีเรียเขา้สู่กลุ่มประชากรเดิมนั้น อาจถูก
รบกวนจากแบคทีเรียประจ าถ่ินส่งผลให้แบคทีเรียท่ีส่งเข้าไปไม่สามารถอยู่ในสภาวะนั้นได้ 
อยา่งไรก็ตามวิธีการส่งดีเอ็นเอน้ี จะมีความจ าเพาะสูง เน่ืองจากระบุต าแหน่งท่ีจะเขา้ไปปรับเปล่ียน
ระดบัดีเอ็นเอของเป้าหมายได ้อีกทั้งดีเอ็นเอท่ีส่งเขา้ไปจะฝังตวัอยู่ภายในเซลล์ท าให้อยู่ในกลุ่ม
ประชากรจุลินทรียเ์ป็นระยะเวลานาน 
 การเลือกใช้วิธีการส าหรับวิศวกรรมจุลชีพในแหล่งก าเนิดเป็นตอ้งค านึงถึงความจ าเพาะ 
(Specificity) และระดับความสามารถเปล่ียนแปลงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์เดิม  (Magnitude) 3 
วิธีการท่ีกล่าวไปขา้งตน้ คือ ทางเคมี (ภาพ 2, สีเขียว) การส่งเซลล ์(ภาพ 2, สีฟ้า) และการส่งดีเอน็เอ 
(ภาพ 2, สีส้ม) นั้น มีคุณสมบติัความจ าเพาะและผลกระทบต่อกลุ่มประชากรจุลินทรียเ์ดิมแตกต่าง
กนั ตวัอย่างเช่น การปลูกถ่ายจุลชีพประจ าถ่ิน คือการลา้งประชากรจุลินทรียก์ลุ่มเดิม และถ่ายโอน
กลุ่มประชากรจุลินทรียท์ั้งกลุ่มใหม่เขา้ไปแทนท่ี ซ่ึงจะมีความจ าเพาะต ่า เน่ืองจากไม่สามารถระบุ
หรือแยกเฉพาะแบคทีเรียบางชนิดได ้อีกทั้งยงัมีผลกระทบต่อกลุ่มประชากรจุลินทรียเ์ดิมอย่างมาก 
เน่ืองจากเป็นการเปล่ียนกลุ่มจุลินทรียใ์หม่ทั้งหมดโดยไม่เหลือกลุ่มจุลินทรียเ์ดิม ขณะท่ีใช้เฟจ 
(Phage) คือการส่งเฟจเขา้ไปในกลุ่มประชากรจุลินทรีย ์ซ่ึงมีความจ าเพาะสูง เน่ืองจากเฟจจะเขา้ฝัง
ตวักบัแบคทีเรียจ าเพาะ ตรงกนัขา้มการใชเ้ฟจมีผลกระทบต่อกลุ่มประชากรจุลินทรียต์ ่า เน่ืองจาก
เขา้ไปท าลายเฉพาะเจาะจงท าใหไ้ม่เป็นผลต่อประชากรจุลินทรียอ่ื์น เป็นตน้  
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ภาพ 3 เปรียบเทียบวิธีการก าจัดแบคทีเรียระหว่างแบบจ าเพาะกับแบบไม่จ าเพาะ 
 ความจ าเพาะมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของกลุ่มประชากรจุลินทรีย ์ตวัอย่างเช่น การใช้ยา
ปฏิชีวนะท่ีมีความจ าเพาะต ่าส่งผลให้เกิดการท าลายแบคทีเรียอ่ืนในกลุ่มประชากร ขณะท่ีแบคทีเรีย
ด้ือยาสามารถอยูร่อด จากนั้นแบคทีเรียด้ือยาจะมีพื้นท่ีในการเพิ่มปริมาณตวัเองในกลุ่มประชากรท า
ให้เกิดการแพร่กระจายของแบคทีเรียด้ือยา ทางตรงกนัขา้ม หากยาปฏิชีวนะท่ีใชมี้ความจ าเพาะสูง
จะสามารถเลือกท าลายเฉพาะแบคทีเรียเป้าหมายท่ีตอ้งการโดยไม่กระทบต่อแบคทีเรียอ่ืนในกลุ่ม
ประชากร งานวิจยัน้ีมุ่งเนน้วิธีการวิศวกรรมบนพื้นฐานทางดีเอ็นเอ ซ่ึงท่ีมีความจ าเพาะสูงสามารถ
ท าลายเป้าหมายท่ีเฉพาะเจาะจงและมีผลกระทบต่อกลุ่มประชากรจุลินทรียด์ั้งเดิมต ่า (Ravi et al., 
2016) 
 
การใช้ CRISPR/cas ตัดดีเอน็เอจ าเพาะล าดับเบส 
 ระบบ Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) ค้นพบคร้ัง
แรกใน E. coli ในปี ค.ศ.1987 (Ishino et al., 1987) มีลกัษณะเป็นส่วนดีเอ็นเอท่ีมีล าดบัเบสเรียงตวั
คลา้ยคลึงกันเป็นสายสั้น พบได้ในส่ิงมีชีวิตกลุ่ม prokaryote ซ่ึงต่อมาพบว่ามีโปรตีนท่ีท าหน้าท่ี
ร่วมกนักบั CRISPR โดยท าหน้าท่ีในการสร้างเอนไซม์ท่ีใช้ในการคลายเกลียวดีเอ็นเอ (Helicase) 
และตัดท าลายสายดีเอ็นเอ (Endonuclease) เรียกว่า CRISPR-associated (Cas) ซ่ึงมีหลายกลุ่ม
แตกต่างกันไปตามชนิดของแบคทีเรียท่ีแตกต่างกัน โดยระบบ Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats – CRISPR associated (CRISPR/cas) ในธรรมชาติเปรียบเสมือนระบบ
ภูมิคุม้กนัของแบคทีเรียท่ีช่วยในการต่อตา้นดีเอ็นเอแปลกปลอมท่ีบุกรุกเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย เช่น 
พลาสมิด (Plasmid) หรือไวรัสของแบคทีเรีย (Phages) (Marraffini and Sontheimer., 2008; Redman 
et al., 2016) 
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 ระบบ CRISPR/cas ประกอบดว้ยเอนไซม ์Cas ท าหนา้ท่ีตดัท าลายดีเอน็เอและ Guide RNA 
(gRNA) ท าหน้าท่ีเป็นตวัก าหนดล าดบัเบสของดีเอ็นเอเป้าหมาย ซ่ึงกลไกการท างานเร่ิมจากการ
รวมตวักนัระหวา่ง gRNA กบัเอนไซม ์Cas จากนั้น gRNA จะพาเอนไซม ์Cas ไปท่ีดีเอน็เอเป้าหมาย
และเกิดการตดัท าลายดีเอ็นเอเป้าหมายอย่างจ าเพาะ  ความจ าเพาะและการเปล่ียนดีเอ็นเอเป้าหมาย
อย่างง่ายของระบบ CRISPR/cas ส่งผลให้ระบบ CRISPR/cas นั้น ถูกน าไปประยุกต์ในการท า 
Genome editing ส าหรับศึกษาการปรับเปล่ียนจีโนมภายในเซลล์ด้วย ซ่ึงจากการรวบรวมสถิติ
งานวิจยัเก่ียวกบัระบบ CRISPR/cas ยอ้นหลงั พบว่ามีงานวิจยัท่ีศึกษาและเผยแพร่เก่ียวกบัการใช้
ระบบ CRISPR/cas จ านวนเพิ่มสูงอยา่งรวดเร็ว (ภาพ 4) 

 

ภาพ 4 CRISPR/cas และการประยกุต์ใช้ 
 

 นอกจากน้ีระบบ CRISPR ยงัถูกน ามาประยุกตใ์ชใ้นการก าจดัแบคทีเรียแบบจ าเพาะไดอี้ก
ดว้ย โดยออกแบบ gRNA ให้ไปตดัท าลายดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีตอ้งการ เช่น หากตอ้งการก าจดั
แบคทีเรียด้ือยา ให้ออกแบบ gRNA ท่ีตรงกบัล าดบัเบสของยีนด้ือยานั้น เม่ือส่งระบบ CRISPR เขา้
สู่เซลล์ ระบบ CRISPR จะก าจัดแบคทีเรียเป้าหมายด้วยการตัดท าลายยีนด้ือยาหรือท าให้เซลล์
เป้าหมายตาย โดยไม่กระทบต่อแบคทีเรียอ่ืนในกลุ่มประชากร (ภาพ 5, บน) 
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ภาพ 5 CRISPR antimicrobial 
 
 การน าระบบ CRISPR มาประยุกต์ใช้ส าหรับก าจดัแบคทีเรียเป้าหมาย จะตอ้งมีการน าส่ง
ระบบ CRISPR เข้า สู่กลุ่ มประชากรเซลล์ด้วยวิ ธีการ  Transformation, Transduction หรือ 
Conjugation เป็นตน้ โดยระบบ CRISPR จะมี gRNA มุ่งไปท่ีดีเอ็นเอเป้าหมาย (ภาพ 5, แบคทีเรียสี
แดง) เม่ือถูกน าส่งเขา้สู่กลุ่มประชากรแลว้ ระบบ CRISPR จะตดัท าลายแบคทีเรียเป้าหมายอย่าง
จ าเพาะ โดยไม่กระทบแบคทีเรียตวัอ่ืน (ภาพ 5, บน) วิธีน าส่งดีเอ็นเอาเขา้สู่แบคทีเรียมี 3 วิธีนั้น มี
ขอ้ดีและขอ้จ ากัดท่ีแตกต่างกัน Transformation คือการส่งดีเอ็นเอเข้าสู่แบคทีเรียโดยตรง อาศยั
ความพร้อมของเซลลใ์นการรับดีเอ็นเอเขา้ไป (Competent bacteria) การ Transformation เป็นวิธีท่ี
ง่ายท่ีสุดในการน าส่งดีเอ็นเอและมีขอ้ดีคือ ไม่ตอ้งอาศยัพาหะในการส่งดีเอ็นเอเขา้สู่แบคทีเรีย 
(Chung et al., 1989) อย่างไรก็ตามขอ้จ ากดัของกระบวนการ Transformation คือตอ้งอาศยัสารเคมี
ในขั้นตอนการเตรียมเซลลใ์ห้พร้อมรับดีเอ็นเอ ซ่ึงการทดลองในห้องปฏิบติัการสามารถใชส้ารเคมี
ในการท าให้เซลลพ์ร้อมรับดีเอ็นเอได ้ในขณะท่ีสภาวะธรรมชาติแบคทีเรียไม่มีความพร้อมในการ
รับดีเอ็นเอเขา้สู่เซลล์และไม่สามารถใช้สารเคมีในธรรมชาติได้ ขณะท่ี Transduction คือการส่งดี
เอ็นเอเขา้สู่แบคทีเรียโดยอาศยัเฟจเป็นพาหะในการน าส่ง ซ่ึงวิธีการใช้เฟจเป็นพาหะมีขอ้ดีคือ มี
ประสิทธิภาพการส่งดีเอ็นเอสูง เน่ืองจากเฟจมีความสามารถในการเพิ่มจ านวนไดอ้ย่างรวดเร็ว เม่ือ
มีจ านวนพาหะมากก็จะสามารถส่งดีเอ็นเอเขา้สู่แบคทีเรียเป้าหมายไดม้ากขึ้นดว้ย อย่างไรก็ตาม
ขอ้จ ากดัของกระบวนการ Transduction คือ การท่ีเฟจจะสามารถส่งถ่ายดีเอ็นเอเขา้สู่แบคทีเรียได้
ตอ้งอาศยั Receptor ท่ีเขา้กนัไดร้ะหว่างเฟจกบัแบคทีเรีย ดงันั้น เฟจหน่ึงตวัจะไม่สามารถน าไปใช้
กับแบคทีเรียหลายชนิดได้ หากต้องการเปล่ียนแบคทีเรียผู ้รับจ าเป็นต้องหาเฟจตัวใหม่ด้วย 
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นอกจากน้ีขอ้จ ากดัของการใชเ้ฟจคือสามารถน าส่งดีเอ็นเอเขา้สู่แบคทีเรียไดดี้เม่ือเซลลแ์บคทีเรีย
นั้นลอยอยู่ในสภาวะของเหลว (Planktonic cells) ซ่ึงแบคทีเรียส่วนใหญ่ในธรรมชาติอยู่ในรูปแบบ
ท่ีเกาะติดอยู่กับพื้นผิว (Biofilm) ขณะท่ี Conjugation คือการส่งดีเอ็นเอระหว่างแบคทีเรียผู ้ให้ 
(Donor) ไปยงัแบคทีเรียผูรั้บ (Recipient) โดยอาศยัการสร้างท่อน าส่งจากแบคทีเรียผูใ้ห้เพื่อส่งดีเอ็น
เอไปยงัแบคทีเรียผูรั้บ ดีเอ็นเอท่ีส่งไปยงัแบคทีเรียผูรั้บไดจ้ าเป็นตอ้งมีล าดบัดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย
แสดงถึงความสามารถในการถูกถ่ายโอนไปยงัแบคทีเรียผูรั้บ (Origin of transfer) อีกทั้งการส่งดีเอ็น
เอดว้ยกระบวนการ Conjugation นั้น ยงัตอ้งอาศยักลไกของ Conjugative gene ในการสร้าง Pilus 
ท าหน้าท่ีดึงแบคทีเรียผูใ้ห้กบัแบคทีเรียผูรั้บมาอยู่ใกลก้นั จากนั้นจะมีกลไกการสร้างท่อระหว่าง
แบคทีเรียทั้งสองเพื่อถ่ายโอนดีเอ็นเอ อย่างไรก็ตามวิธี Conjugation สามารถปิดข้อจ ากัดของ 
Transformation และ Transduction ได ้เน่ืองจากการส่งดว้ยวิธี Conjugation ไม่ตอ้งอาศยัสารเคมีใน
การท าใหแ้บคทีเรียพร้อมรับการถ่ายโอนดีเอ็นเอ หากแบคทีเรียผูใ้ห้มีกลไก Conjugative gene และ
ดีเอ็นเอมีล าดบัดีเอ็นเอสัญลกัษณ์ก็จะสามารถถ่ายโอนดีเอ็นเอเขา้สู่แบคทีเรียผูรั้บได ้การส่งดว้ยวิธี 
Conjugation เป็นการส่งระหวา่งแบคทีเรียกบัแบคทีเรีย ซ่ึงแบคทีเรียผูใ้หห้น่ึงชนิดสามารถน าไปใช้
ในการส่งถ่ายดีเอ็นเอเข้าสู่แบคทีเรียผูรั้บได้หลายชนิด นอกจากน้ีการส่งดีเอ็นเอด้วยวิธีการ 
Conjugation นั้น ยงัสามารถน าส่งดีเอน็เอไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเม่ือแบคทีเรียอยูใ่นสภาวะ Biofilm 
ซ่ึงในธรรมชาติแบคทีเรียส่วนมากอยู่ในสภาวะ Biofilm แต่อย่างไรก็ตาม การ Conjugation ยงัคงมี
ประสิทธิภาพการส่งดีเอ็นเอต ่าเป็นสาเหตุให้งานวิจยัท่ีผ่านมาใช้อตัราส่วนเซลลผ์ูใ้ห้ต่อเซลล์ผูรั้บ
สูงถึง 300 ต่อ 1 อีกทั้งยงัตอ้งมีการใชย้าปฏิชีวนะในการคดัเลือกร่วมดว้ย (Citorik et al., 2014) 
 ดังนั้ นผูวิ้จัยมุ่งเน้นไปท่ีกระบวนการส่งดีเอ็นเอเข้าสู่แบคทีเรียเป้าหมายด้วยวิธีการ 
Conjugation ท่ีมีประสิทธิภาพการส่งดีเอ็นเอสูง มาประยุกต์ใช้กับการน าส่งระบบ CRISPR 
antimicrobial ส าหรับก าจดัแบคทีเรียเป้าหมายอย่างมีประสิทธิภาพและก าจดัแบคทีเรียเป้าหมาย
อยา่งเฉพาะเจาะจง  
 

จุดมุ่งหมายของการศึกษา 
 เพื่อพฒันาระบบการน าส่ง CRISPR antimicrobial ประสิทธิภาพสูง บนพื้นฐานการน าส่งดี
เอน็เอแบบ Conjugation และการถ่ายโอนพลาสมิดมากกว่า 1 ชนิด (Multi-plasmid)     
 
ขอบเขตของงานวิจัย 

 ศึกษาประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR/cas เขา้สู่แบคทีเรียท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย ดว้ย
วิธีการ Conjugation โดยใช ้Self-transmissible conjugative plasmid ร่วมกบัระบบ CRISPR/cas เพื่อ
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ก าจัด พลาสมิดเป้าหมายในแบคทีเรียและแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมายด้วยพลาสมิดในกลุ่ม 
Incompatibility group เดียวกนั  
 

สมมุติฐานของการวิจัย  
 รูปแบบการน าส่งระบบ CRISPR/cas ร่วมกบั Self-transmissible conjugative plasmid ดว้ย
วิธีการ conjugation ประสิทธิภาพสูงเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรียท่ีมีดีเอ็นเอเป้าหมาย และเกิดกลไกการตดั
ท าลายดีเอ็นเป้าหมายภายในเซลลอ์ย่างจ าเพาะ จากนั้นพลาสมิดแทนท่ีจะถูกน าส่งเขา้สู่เซลล์เพื่อ
ป้องกนัมิให ้พลาสมิดเป้ากลบัเขา้สู่เซลล ์
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บทที่ 2  
เอกสารที่เกีย่วข้อง 

 
 งานวิจยัท่ีผ่านมามีการศึกษา CRISPR antimicrobial ในการก าจดัแบคทีเรียอย่างจ าเพาะสูง
ในแบคทีเรีย Escherichia coli (Citorik et al., 2014; Gomaa et al., 2014; Yosef et al., 2015; Dong et 
al., 2019; Wang et al., 2019)  Staphylococcus aureus (Bikard et al., 2014; Ram et al., 2018) Listeria 
monocytogenes (Ram et al., 2018) และ Zymomonas mobilis (Cao et al., 2017)  
 

 

ภาพ 6 งานวิจัยก่อนหน้าท่ีศึกษา CRISPR antimicrobial (Citorik et al., 2014) 
 
 ตวัอย่างงานวิจยัปี 2014 ของ Citorik et al., ศึกษาการน าส่งระบบ CRISPR antimicrobial 
เข้าสู่แบคทีเรียเป้าหมายคือ E. coli ด้วยการส่งระบบ CRISPR/cas ท่ีมีดีเอ็นเอเป็นหมายเป็นพ
ลาสมิดด้ือยา พบว่าระบบ CRISPR/cas มีความจ าเพาะสูง ตดัท าลายเฉพาะแบคทีเรียเป้าหมายอยา่ง
เจาะจงโดยไม่ท าลายแบคทีเรียอ่ืน กราฟแสดงผลความสัมพนัธ์ระหว่างเซลล์ผูรั้บ (แกน X) และ
จ านวนท่ีรอดชีวิต (แกน Y) การทดลองน าส่งระบบ CRISPR ท่ีมียีนเป้าหมายคือยีนด้ือยา New 
Delhi metallo-beta-lactamase 1 (NDM1) (ภาพ 6, จุดสีฟ้า) การส่งระบบ CRISPR ท่ีมียีนเป้าหมาย
คือยีนด้ือยา SHV extended-spectrum betta-lactamases 18 (SHV-18) (ภาพ 6, จุดสีม่วง) และการส่ง
ระบบ CRISPR ทั้งสองชนิด (ภาพ 6, จุดสีน ้าเงิน) เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีเพียง SM buffer (ภาพ 
6, จุดสีส้ม) พบว่าเม่ือระบบ CRISPR เขา้สู่เซลล์ผูรั้บท่ีมีเป้าหมายจะเกิดกลไกการก าจดัเป้าหมาย
ส่งผลให้มีจ านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตลดลง ทางตรงกันข้าม เม่ือระบบ CRISPR เข้าสู่เซลล์ท่ีไม่มี
เป้าหมายก็จะไม่พบการลดลงของเซลล์นั้น ขณะท่ีการส่งระบบ CRISPR ทั้งสองชนิดไปดว้ยกัน 
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ระบบ CRISRP สามารถท างานและตดัท าลายเซลล์เป้าหมายไดอ้ย่างจ าเพาะ นอกจากน้ี Citorik et 
al., ยนืยนัคุณสมบติัการตดัท าลายท่ีจ าเพาะสูงน้ีดว้ยการส่งระบบ CRISPR/cas ท่ีมีดีเอน็เอเป้าหมาย
เป็นเอนไซม์ gyrase ท่ีเกิดการกลายพนัธ์หน่ึงเบส (ภาพ 6, จุดสีชมพู) โดยศึกษาการส่งระบบ 
CRISPR/cas ระหว่างแบคทีเรียชุดควบคุมท่ีเอนไซม ์gyrase ปกติเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียท่ีมีการ
กลายพนัธ์หน่ึงเบสบนเอนไซม์ gyrase พบว่าระบบ CRISPR/cas สามารถเลือกตดัท าลายเฉพาะ
แบคทีเรียท่ีมีการกลายพนัธ์ท่ีเอนไซม ์gyrase จะเห็นไดว้า่ระบบ CRISPR/cas นั้น มีความจ าเพาะสูง
แมว้่าแบคทีเรียเป้าหมายจะมีความแตกต่างกนัเพียงแค่ดีเอ็นเอหน่ึงเบส ระบบ CRISPR/cas ก็ยงัคง
สามารถเลือกท าลายเฉพาะแบคทีเรียเป้าหมายได ้ซ่ึงการศึกษาท่ีกล่าวมาขา้งตน้ใชว้ิธีการส่งระบบ 
CRISPR/cas เขา้สู่แบคทีเรียดว้ยวิธี Transduction 
 

 

ภาพ 7 การน าส่งระบบ CRISPR antimicrobial ด้วยวิธีการ Conjugation (Citorik et al., 2014). 
  

 Citorik และคณะ (2014) ศึกษาการส่งระบบ CRISPR/cas เขา้สู่แบคทีเรียเป้าหมายดว้ยวิธี 
Conjugation ร่วมด้วยโดยส่งระบบ CRISPR จากเซลล์ผู ้ให้ไปยังเซลล์ผู ้รับ จากกราฟแสดง
ความสัมพนัธ์ระหว่างเซลลผ์ูรั้บ (แกน X) และเซลลร์อดชีวิต (แกน Y) โดยน าส่งระบบ CRISPR ท่ี
มีเป้าหมายคือยนี NDM1 (ภาพ 7, สีด า) และระบบ CRISPR ท่ีมีเป้าหมายคือยนี SHV-18 (ภาพ 7, สี
ขาว) พบว่าระบบ CRISPR สามารถก าจดัเป้าหมายไดอ้ย่างจ าเพาะเช่นเดียวกนั อย่างไรก็ตามการ 
Conjugation มีประสิทธิภาพการน าส่งดีเอ็นเอต ่า จึงท าให้การทดลองของ Citorik และคณะ (2014) 
ใชอ้ตัราส่วนเซลลผ์ูใ้หต้่อเซลลผ์ูรั้บสูง (340:1)   
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ภาพ 8 งานวิจัยก่อนหน้าเกี่ยวกับ CRISPR antimicrobial 
 

 นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัก่อนหนา้ท่ีศึกษาการน าส่งระบบ CRISPR ส าหรับใชเ้ป็นเคร่ืองมือ

ก าจดัแบคทีเรียเป้าหมาย (ภาพ 8)  
 งานวิจยัของ Gomaa et al., แสดงให้เห็นว่าพลาสมิตท่ีมี CRISPR/cas เจาะจงกบั จีโนม E. 
coil มีประสิทธิภาพการ transform เขา้สู่เซลล์ต ่ากว่าพลาสมติควบคุม  ~ 1E+5 เท่า (Gomaa et al., 
2014) การลดต ่าของประสิทธิภาพการtransform โดย CRISPR/cas เจาะจงต่อต าแหน่งต่าง ๆ บนจี
โนม มีความคลา้ยคลึงกนัโดยสถิติ ไม่ว่าต าแหน่งตดัมียีนส าคญัหรือไม่ก็ตาม ดงันั้นการตายของ
เซลลน่์าจากเกิดจากการท าลายจีโนมโดยตรงมากกว่าการสูญเสียการท างานของยนีตรงต าแหน่งตดั 
นอกจากน้ี Gomaa et al., ยงัไดแ้สดงวา่  CRISPR/cas สามารถถูกออกแบบใหต้ดัล าดบัเบสจ าเพาะท่ี
มีแต่ในแบคทีเรียบางสายพนัธุ์ในกลุ่มประชากรผสม โดยจะฆ่าเซลล์ท่ีมีล าดับเบสจะเพาะตรง
ต าแหน่งตดัแต่ไม่ท าอนัตรายต่อเซลลอ่ื์น ๆ 
 งานวิจยัของ Bikard et al., ใชไ้วรัส  phiNM1 ในการส่ง CRISPR/cas ท่ีถูกออกแบบให้ตดั
ล าดบัเบสในยีนตา้นยาปฏิชีวนะชนิด Kanamycin ในแบคทีเรียชนิด S. aureus (Bikard et al., 2014)
วิธี น้ีสามารถก าจัด S. aureus เกือบทั้ งหมดท่ีมียีนต้าน Kanamycin  (อัตราการรอด ~ 1E-4 ท่ี  
Multiplicity of Infection ~ 20)  แต่ไม่ท าอนัตรายต่อ S. aureus ท่ีไม่มียนีตา้น Kanamycin นอกจากน้ี 
Bikard et al., ยงัแสดงให้เห็นว่าการก าจดั S. aureus แบบจ าเพาะเจาะจงไม่ได้น าไปสู่การด้ือยาท่ี
รวดเร็วเม่ือเทียบกับการใช้ยาปฏิชีวนะ งานวิจยัอีกงานของ Citorik et al., ใช้ไวรัส M13 หรือการ
คอนจูเกชัน่ดว้ยพลาสมิต RP4  ในการส่ง CRISPR/cas ท่ีจ าเพาะต่อยีน beta-lactamase (bla) ใน E. 
coli (Citorik et al., 2014) เช่นเดียวกบังานของ Bikard et al., งานวิจยัช้ินน้ีแสดง การก าจดั E. coli ท่ี
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มียีน bla แต่ไม่ท าอันตรายต่อ E.coli อ่ืน ๆ ในประชากรผสม   และน าไปสู่การเปล่ียนแปลง
ส่วนประกอบชนิดเซลลใ์นประชากร 

  Cui & Bikard ศึกษาการตายของ E. coli จากการถูกตดัดีเอ็นเอสายคู่บนจีโนม โดยเอนไซม ์
Cas9 (Cui & Bikard, 2016) การทดลองน้ีครอบคลุมต าแหน่งการตดัทั้งหมด 12 ต าแหน่งบนจีโนม
ของ E. coli ส่ิงท่ีน่าสนใจคือมีเพียง 4 ต าแหน่ง จาก 12 ต าแหน่งท่ีถูกตดัแลว้จะน าไปสู่การตายของ
เซลล ์สมมติฐานท่ีตามมาคือ 8 ต าแหน่งท่ีเหลืออาศยัการซ่อมแซมดีเอ็นเอโดย HR เป็นไปไดว้่าการ
ตดัจีโนมท่ีต าแหน่งเหล่าน้ีมีประสิทธิภาพสูงไม่มากพอท่ีจะตดัจีโนมทุกชุดในเซลล์พร้อมกนั จึง
สามารถเกิด HR เพื่อซ่อมแซมดีเอ็นอีท่ีถูกตดัได ้เพื่อพิสูจน์สมมติฐานน้ี คณะผูวิ้จยัไดแ้สดงว่า 1) 
การใหดี้เอน็เอตน้แบบเพื่อซ่อมแซมแบบ HR สามารถกูชี้วิตเซลลท่ี์ถูกตดัจีโนมตรงต าแหน่งตายได ้
2) การป้องกนั HR โดยใชโ้ปรตีน Gam จาก ไวรัส Mu ท าใหทุ้กต าแหน่งตดัเป็นต าแหน่งตาย ความ
ต่างส าคญัระหว่างการทดลองน้ีกบัการทดลองก่อนหนา้โดย Gomaa et al., (Gomaa et al., 2014) ซ่ึง
แสดงให้เห็นว่าการตดัจีโนมตรงต าแหน่งใด ๆ ท าให้เซลล์ตาย คือชนิดของเอนไซม์ Cas ท่ีใช้ ซ่ึง
การทดลองของ Cui & Bikard ใช้ Cas9 เพียงแต่ตดัดีเอ็นเอสายคู่ ขณะท่ีการทดลองของ Gomaa et 
al., ใช้ Cas3/CasABCDE ซ่ึงทั้ งตัดดีเอ็นเอสายคู่และย่อยสลายดี เอ็นเอจากปลาย 3’ ไป 5’ 
ความสามารถของจุลินทรียใ์นการซ่อมแซมดีเอ็นเอจะเป็นตวัก าหนดระดบัความทดทานต่อการถูก
ท าลายดีเอ็นเอด้วย CRISPR/cas ตวัอย่างเช่น  Streptomyces coelicolor สามารถซ่อมแซมดีเอ็นเอ
อย่างมีประสิทธิภาพดว้ย NHEJ (Tong et al., 2015) ขณะท่ี Clostridium cellulolyticum จะถูกก าจดั
แมว้่าจะมีกลไก NHEJ อยู่ในเซลล์ (Xu et al., 2015) แบคทีเรียส่วนมากไม่มีกลไกการซ่อมแซมดี
เอ็นเอแบบ NHEJ และมีแนวโน้มจะถูกก าจดั ถา้จีโนมโดนตดัด้วย Cas และไม่มีดีเอ็นเอต้นแบบ
ส าหรับการซ่อมแซมแบบ HR (Bowater et al., 2006; Shuman et al., 2007) 

 ดงันั้น การศึกษาก่อนหนา้เก่ียวกบั CRISPR antimicrobial ไม่มีการรายงานผลเก่ียวกบัการ
ส่งระบบ CRISPR/cas เขา้สู่กลุ่มประชากรท่ีมีประสิทธิภาพสูงดว้ยวิธีการ Conjugation  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ภาพรวมของงานวิจัย 
 งานวิจยัน้ีเป็นการน าส่งระบบ CRISPR/cas ดว้ยวิธีการ Conjugation จากเซลล์ผูใ้ห้ไปยงั
เซลล์ผูรั้บ เม่ือระบบ CRISPR/cas ถูกส่งเขา้สู่เซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมายจะเกิดกลไกการตดั
ท าลายดีเอ็นเอเป้าหมายนั้น ระบบ CRISPR/cas ท่ีใช้มีดีเอ็นเอเป้าหมายคือยีน NDM1 ซ่ึงเป็นยีนท่ี
สามารถพบได้ในแบคทีเรียด้ือยากลุ่ม Beta-lactamase และพบในแบคทีเรียแกรมลบ (Negative 
bacteria) พลาสมิดเป้าหมายท่ีงานวิจยัน้ีใชค้ือพลาสมิดท่ีมีดีเอ็นเอบางส่วนของยีน NDM1 แยกมา
จาก Acinetobacter baumannii  (ภาพ 9) 
 

 

ภาพ 9 ภาพรวมงานวิจัย 
  
 พลาสมิดท่ีใช้ในงานวิจยัประกอบดว้ยพลาสมิด 3 กลุ่มหลกั คือ พลาสมิด CRISPR กลุ่ม 
R1162, พลาสมิดเป้าหมาย กลุ่ม pBBR1 และพลาสมิดตวัช่วย กลุ่ม RK2 ซ่ึงพลาสมิดตวัช่วยนั้นจะ
ถูกใชใ้นการการทดลองหลงั  
 การทดลองทั้งหมดของงานวิจยัน้ีใชวิ้ธีการ Conjugation เร่ิมจากการน าเซลลผ์ูใ้ห้ (Donor) 
ผสมกบัเซลล์ผูรั้บ (Recipient) และหยดลงบนแผ่น Nitrocellulose membrane เพื่อให้เซลล์เกิดการ 
Conjugation จากนั้นเซลลท่ี์ไดจ้ากการ Conjugation มาเจือจาง (Serial-dilution assay) และคดัเลือก
บนอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะเฉพาะ เพื่อค านวณหาเซลล์ผูใ้ห้  เซลล์ผูรั้บและเซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิด 
(Transconjugant) และค านวณประสิทธิภาพการน าส่งดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์และประสิทธิภาพการ
ท างานของระบบ CRISPR ตามล าดบั  
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ภาพ 10 กระบวนการวัดประสิทธิภาพการน าส่งดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ 
  

 การวดัประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR เพื่อต้องการทราบว่าจ านวนเซลล์ผูรั้บ
ทั้งหมดมีสัดส่วนเซลลท่ี์รับ พลาสมิดและเปล่ียนเป็น Transconjugant เท่าใด (ภาพ 10) กล่าวคือ หา
จ านวนเซลล์ผูรั้บท่ีรับพลาสมิด CRISPR โดยการทดลองเร่ิม Conjugation ดว้ย การผสมระหว่าง
เซลล์ผู ้ให้ E.coli EcGT2 ท่ีมีพลาสมิด CRISPR (pgNDM1) และเซลล์ผู ้รับ E.coli SAR08 การ
ทดลองน้ีใช้เซลล์ผู ้ให้ E.coli EcGT2 ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย E.coli ท่ีถูกดัดแปลงเป็น Auxotrophic 
(Δasd::mCherry; Spec) ซ่ึงตอ้งอาศยัอาหารท่ีมี Diaminopimelic acid (DAP) ในการเจริญเติบโต 
โดยผูวิ้จัยเลือกใช้เซลล์ผูใ้ห้น้ี เน่ืองจากสะดวกต่อการคัดเลือก Transconjugant กล่าวคือ ผูว้ิจัย
สามารถก าจัดเซลล์ผู ้ให้ออกได้เพียงแค่ เ ล้ียงเซลล์ในอาหารท่ีไม่มี DAP ผสมอยู่  เ ม่ือผ่าน
กระบวนการ Conjugation บนแผ่น nitrocellulose ท่ีวางอยู่บนอาหาร LB ผสม DAP เซลล์ผูรั้บ
บางส่วนจะรับพลาสมิด CRISPR เขา้สู่เซลลเ์กิดเป็น Transconjugant จากนั้นผูวิ้จยัจะคดัเลือกดว้ย
อาหาร LB ผสม Cm ส าหรับหาจ านวน Transconjugant น าไปหารกับการคดัเลือกบนอาหาร LB 
ส าหรับหาจ านวนเซลลผ์ูรั้บทั้งหมด เพื่อค านวณประสิทธิภาพการน าส่งดีเอน็เอ (ภาพ 10, สีเขียว)    
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ภาพ 11 กระบวนการวัดประสิทธิภาพการท างานของระบบ CRISPR 
  

 ต่อมาผูว้ิจยัจะค านวณหาประสิทธิภาพการท างานของระบบ CRISPR เพื่อตอ้งการทราบวา่
จ านวน Transconjugant ท่ีรับเอาพลาสมิด CRISPR เข้าสู่เซลล์แล้ว มีสัดส่วนเซลล์ท่ี เกิดการ
สูญเสียพลาสมิดเป้าหมายเท่าใด (ภาพ 11, สีเขียว) โดยการทดลองส่งระบบ CRISPR จากเซลลผ์ูใ้ห้
ไปยงัเซลลผ์ูรั้บน้ีจ าเป็นตอ้งมีพลาสมิดเป้าหมาย (ptNDM1) เขา้มาเก่ียวขอ้ง เน่ืองจากมีจุดประสงค์
ท่ีจะวดัการก าจดัพลาสมิดเป้าหมาย การทดลองเร่ิมจากการผสมเซลลผ์ูใ้หก้บัเซลลผ์ูรั้บท่ีมีพลาสมิด
เป้าหมาย เม่ือผ่านกระบวนการ Conjugation บนแผ่น Nitrocellulose วางอยู่บนอาหาร LB ผสม 
DAP เซลล์ผูรั้บบางส่วนจะรับพลาสมิด CRISPR เข้าสู่เซลล์เกิดเป็น Transconjugant เม่ือระบบ 
CRISPR เจอกับพลาสมิดเป้าหมายส่งผลให้ Transconjugant บางส่วนสูญเสียพลาสมิดเป้าหมาย 
โดยผูว้ิจยัสามารถค านวณประสิทธิภาพการก าจดัพลาสมิดเป้าหมายไดจ้ากจ านวนเซลล์ท่ีคดัเลื อก
บนอาหาร LB ท่ีมี CmKm ส าหรับหาจ านวน Transconjugant ท่ียงัคงมีพลาสมิดเป้าหมายอยู่น าไป
หารกับจ านวนเซลล์ท่ีคดัเลือกบนอาหาร LB ท่ีมี Cm ส าหรับหาจ านวน Transconjugant ทั้งหมด 
นอกจากน้ีผูวิ้จัยยงัมีความประสงค์หาประสิทธิภาพโดยรวมของการส่งระบบ CRISPR เข้าไป
ก าจัดพลาสมิดเป้าหมาย กล่าวคือ ประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR เข้าสู่ เซลล์และ
ประสิทธิภาพการท างานของระบบ CRISPR ในการก าจดัแบคทีเรียเป้าหมาย เพื่อตอ้งการทราบว่า
จ านวนเซลลผ์ูรั้บทั้งหมด มีสัดส่วนท่ีรับพลาสมิด CRISPR เขา้สู่เซลลแ์ละยงัคงมีพลาสมิดเป้าหมาย
เหลืออยู่เท่าใด (ภาพ 11, สีส้ม) โดยสามารถค านวณไดจ้ากจ านวนเซลล์ท่ีคดัเลือกบนอาหาร LB 
ผสม Km ส าหรับคัดเลือกเซลล์ผูรั้บท่ีคงเหลือพลาสมิดเป้าหมายน าไปหารกับจ านวนเซลล์ท่ี
คดัเลือกบนอาหาร LB ส าหรับหาจ านวนเซลลผ์ูรั้บทั้งหมด ซ่ึงงานวิจยัก่อนหนา้แสดงประสิทธิภาพ
การท างานของระบบ CRISPR โดยใช้สูตรแรกท่ีค านวณเพียงแค่เซลลท่ี์รับระบบ CRISPR เขา้ไป
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เท่านั้น ขณะท่ีงานวิจยัน้ีมุ่งเน้นไปท่ีการค านวณภาพรวมทั้งประสิทธิภาพด้านการน าส่งระบบ 
CRISPR เขา้สู่เซลลแ์ละประสิทธิภาพการท างานของระบบ CRISPR 
 
หมายเหตุ : รายละเอียดวสัดุ อุปกรณ์ และกระบวนการทดลองระบุในภาคผนวก  
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

การทดสอบระบบ CRISPR/cas 
 ผูว้ิจยัตรวจสอบการท างานของระบบ CRISPR โดยการส่งระบบ CRISPR จากเซลลผ์ูใ้หสู่้
เซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมายดว้ยวิธีการ Conjugation (ภาพ 12, บน) การทดลองน้ีผูวิ้จยัมีเซลล์
ผูใ้ห้ 2 ชนิดคือ เซลล์ผูใ้ห้ท่ีมีพลาสมิด CRISPR ท่ีมี Spacer ต่อยีน NDM1 (pgNDM1) และเซลล์
ผูใ้ห้ท่ีมีพลาสมิด CRISPR ท่ีมี Spacer ต่อยีน gfp (pgGFP) น าส่งเขา้สู่เซลล์ผูรั้บ 2 ชนิดคือ เซลล์
ผูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมาย NDM1 (ptNDM) และเซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมายยีน gfp (ptGFP) 
ผูว้ิจัยคาดหวงัว่าเม่ือระบบ CRISPR ถูกส่งเข้าไปยงัเซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมายตรงกันกับ 
Spacer  ในระบบ CRISPR พลาสมิดเป้าหมายในเซลลผ์ูรั้บนั้นจะถูกก าจดั ในทางตรงกนัขา้มหาก
ระบบ CRISPR ถูกส่งเขา้เซลลผ์ูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมายไม่ตรงกบัระบบ CRISPR ก็จะไม่เกิดการ
ก าจดัพลาสมิดนั้น 

 

  

ภาพ 12 แผนภาพและกราฟแสดงประสิทธิภาพการน าส่ง CRISPR/cas  
และก าจัดพลาสมิดเป้าหมายใน E. coli  

( * p < 0.05 : เทียบระหว่าง All Transconjugant และ Transconjugant with target) 
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 ผลการทดลองพบการน าส่งระบบ CRISPR เขา้สู่เซลล์เป้าหมายเพื่อวดัประสิทธิภาพการ
ท างานของระบบ CRISPR (ภาพ 12) ชนิดเซลล์ผูใ้ห้และเซลลผ์ูรั้บแต่ละการทดลอง (แกน X) กบั
ประสิทธิภาพการ Conjugation (แกน Y) ผูว้ิจัยคัดเลือก Transconjugant ท่ีมีพลาสมิดเป้าหมาย
เหลืออยู่ (ภาพ12, วงกลมสีฟ้า) และคดัเลือก Transconjugant ทั้งหมด (ภาพ12, วงกลมสีชมพู) ซ่ึง
สามารถน ามาค านวณหาประสิทธิภาพการท างานของระบบ CRISPR โดยการน าค่าของวงกลมสีฟ้า
มาหารดว้ยค่าของวงกลมสีชมพู พบว่า เม่ือเกิดการส่งระบบ CRISPR ท่ีมีเป้าหมายเขา้สู่เซลลผ์ูรั้บท่ี
มีพลาสมิดเป้าหมายไม่ตรงกนั ระบบ CRISPR จะไม่เกิดกระบวนการก าจดัพลาสมิดเป้าหมายจะ
เห็นได้ว่าจากกราฟจุดสีฟ้าและจุดสีชมพูจะซ้อนทบักัน กล่าวคือ Transconjugant ท่ีรับพลาสมิด 
CRISPR เขา้ไปยงัคงเหลือพลาสมิดเป้าหมายอยู่ภายในเซลล์ ขณะท่ีการส่งระบบ CRISPR เขา้สู่
เซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมายตรงกัน จะเห็นได้ว่าจากกราฟจุดสีฟ้าจะลดลงจากจุดสีชมพู 
กล่าวคือ Transconjugant ท่ีรับพลาสมิด CRISPR เขา้ไปถูกก าจัดพลาสมิดเป้าหมาย โดยชุดการ
ทดลองส่ง pgNDM1 เขา้สู่เซลล์เป้าหมายท่ีมี ptNDM1 มีจ านวน Transconjugant ท่ีเหลือพลาสมิด
เป้าหมายลดลงอยา่งมีนยัส าคญั ขณะท่ีชุดการทดลองส่ง pgGFP เขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายท่ีมี ptNDM1 มี
จ านวน Transconjugant ท่ีเหลือพลาสมิดเป้าหมายลดลงอย่างไม่มีนยัส าคญั อย่างไรก็ตามผูว้ิจยัได้
ทดสอบยนืยนัการท างานของ ptGFP (ภาคผนวก)  
  

 
ภาพ 13 แผนภาพและกราฟแสดงประสิทธิภาพการน าส่ง CRISPR/cas และก าจัดพลาสมิด

เป้าหมายในประชาการแบบผสม ( *** p < 0.001) 
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 กรณีขา้งตน้ผูว้ิจยัศึกษาการน าส่งระบบ CRISPR เขา้สู่เซลลผ์ูรั้บเป้าหมายทีละชนิด อยา่งไร
ก็ตามในธรรมชาติแบคทีเรียอาศยัอยู่รวมกนัมากกวา่หน่ึงชนิด ผูว้ิจยัจึงท าการศึกษาการน าส่งระบบ 
CRISPR ในกลุ่มประชากรเซลลผ์ูรั้บแบบผสม 
 ผูว้ิจยัน าส่งระบบ CRISPR ด้วยวิธีการ Conjugation เขา้สู่กลุ่มประชากรเซลล์ผูรั้บแบบ
ผสมระหวา่งเซลลผ์ูรั้บท่ีมี ptNDM1 และเซลลผ์ูรั้บท่ีมี ptGFP อตัราส่วนร้อยละ 50 ผูว้ิจยัคาดหวงัวา่
กรณีท่ีส่ง pgNDM1 เขา้สู่กลุ่มประชากรจะเกิดกระบวนการก าจดัเซลลผ์ูรั้บท่ีมี ptNDM1 และเหลือ
เพียงเซลลผ์ูรั้บท่ีมี ptGFP ซ่ึงโคโลนีท่ีพบจะมีการเรืองแสงสีเขียว ทางตรงกนัขา้มกรณีท่ีส่ง pgGFP 
เขา้สู่กลุ่มประชากรจะเกิดกระบวนการก าจดัเซลล์ผูรั้บท่ีมี ptGFP และเหลือเพียงเซลล์ผูรั้บท่ีมี 
ptNDM1 ซ่ึงโคโลนีท่ีพบจะไม่มีการเรืองแสงสีเขียว (ภาพ 13, บน) ผูว้ิจยัท าการ Conjugation โดย
กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างชุดการทดลอง (แกน X) กบัอตัราส่วนการเรืองแสงสีเขียวของ
โคโลนี (แกน Y) โดยคดัเลือก Transconjugant ท่ีมีพลาสมิดเป้าหมาย (ภาพ 13, วงกลมสีฟ้า) และ
คดัเลือก Transconjugant ทั้งหมด (ภาพ 13, วงกลมสีเขียว) พบว่าเม่ือคดัเลือก Transconjugant ท่ีมี 
พลาสมิดเป้าหมายอยู่ด้วยนั้น ชุดการทดลอง pgNDM1 มีโคโลนีเรืองแสงสีเขียวเพิ่มขึ้น 100% 
ขณะท่ีชุดการทดลอง pgGFP มีโคโลนีเรืองแสงสีเขียวลดลงจากท่ีเร่ิมตน้ 50% เหลือเพียง 25% แต่
อยา่งไรก็ตาม การคดัเลือก Transconjugant ของทั้งสองชุดการทดลองไม่เห็นความเปล่ียนแปลงของ
โคโลนีเรืองแสงอย่างมีนัยส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบัสัดส่วนเซลล์เรืองแสงเร่ิมตน้ (50%) ดงันั้น 
การทดลองน้ีสามารถสรุปไดว้า่ระบบ CRISPR สามารถก าจดัแบคทีเรียเป้าหมายไดอ้ยา่งจ าเพาะ แต่
อย่างไรก็ตามการน าส่งระบบ CRISPR เขา้สู่กลุ่มประชากรเซลล์ผูรั้บนั้นมีประสิทธิภาพต ่า เม่ือ
ผูว้ิจยัคดัเลือกเฉพาะ Transconjugant ท่ีมีพลาสมิดเป้าหมาย จะไม่เห็นผลของการก าจดัพลาสมิด
เป้าหมายดว้ยระบบ CRISPR  
 
การเพิม่ประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR 
 ต่อมาผูว้ิจัยออกแบบระบบการน าส่งพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ท่ีมีประสิทธิภาพสูงด้วยการ
อาศยัพลาสมิดตวัช่วย (pHELP) เน่ืองจากการทดลองก่อนหนา้อาศยักลไกการ Conjugation ท่ีอยูบ่น
จีโนมของเซลล์ผูใ้ห้ ท าให้สามารถส่งพลาสมิดไดเ้ฉพาะเซลล์ผูรั้บท่ีอยู่ใกลก้ับเซลล์ผูใ้ห้เท่านั้น 
ผูว้ิจยัจึงออกแบบระบบส่งพลาสมิดท่ีมี pHELP อยู่ในระบบดว้ย เน่ืองจาก pHELP เป็นพลาสมิด 
ตระกูล Conjugative plasmid ซ่ึงสามารถถ่ายโอนตวัเองไปยงัเซลล์ผูรั้บได ้ผูว้ิจยัคาดหวงัว่าเม่ือมี 
pHELP อยูใ่นเซลลผ์ูรั้บตวัท่ีหน่ึง pHELP จะสามารถแพร่กระจายตวัเองและพลาสมิด CRISPR จาก
เซลลผ์ูรั้บตวัท่ีหน่ึงไปยงัเซลลผ์ูรั้บตวัอ่ืนในประชากรได ้   
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ภาพ 14 พลาสมิดตัวช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการส่งระบบ CRISPR 

 ( ** p < 0.01 และ *** p < 0.001) 
  
 ผูว้ิจยัท าการทดลอง Conjugation เปรียบเทียบระหว่างชุดการทดลองท่ีมี pHELP (ภาพ 14, 
วงกลมสีฟ้า) และชุดการทดลองท่ีไม่มี pHELP (ภาพ 14, วงกลมสีชมพู) โดยท าการทดลอง 2 
สภาวะคือ อตัราส่วนเซลลผ์ูใ้ห้ต่อเซลลผ์ูรั้บ 1:10 และ 1:100 (แกน X) และวดัประสิทธิภาพการส่ง
ระบบ CRISPR เขา้สู่เซลล์ผูรั้บ (แกน Y) ผลการทดลองพบว่า สภาวะท่ีไม่มี pHELP ท่ีอตัราส่วน 
1:10 มีประสิทธิภาพการส่งระบบ CRISPR สูงกวา่ท่ีอตัราส่วน 1:100 อยา่งมีนยัส าคญั ขณะท่ีสภาวะ
ท่ีมี pHELP อยู่ในระบบมีประสิทธิภาพการส่งระบบ CRISPR เขา้สู่เซลล์สูง แมว้่าเม่ืออตัราส่วน
เซลลผ์ูใ้หต่้อเซลลผ์ูรั้บสูงขึ้น การมี pHELP อยูก่็ยงัคงช่วยใหมี้การน าส่งระบบ CRISPR สูงเช่นเดิม 
จะเห็นว่ากรณีท่ีให้อัตราส่วนเซลล์ผู ้ให้ต่อเซลล์ผู ้รับท่ีสูง (1 :100) การมี pHELP ช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการส่งระบบ CRISPR สูงขึ้นอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบัการไม่มี pHELP ดงันั้นการ
ทดลองน้ีสามารถสรุปไดว้่า pHELP ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR/cas เขา้สู่เซลล์
ผูรั้บได ้การทดลองต่อจากน้ีจะใชอ้ตัราส่วนเซลลผ์ูใ้หต่้อเซลลผ์ูรั้บท่ี 1:100 ทั้งหมด 
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ภาพ 15 กราฟแสดงผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการส่งระหว่างพลาสมิด pgNDM1, 

pHELP และพลาสมิด pgNDM1 ร่วมกับ pHELP  

( a, b และ c มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ, Turkey's test, p < 0.05) 
 

 ต่อมาผูว้ิจยัศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างพลาสมิด CRISPR และ pHELP ท่ีถูกส่งเขา้สู่เซลล์
ผูรั้บร่วมกนั (ภาพ 15) จากการทดลองมีเซลลผ์ูใ้ห้แบ่งออกเป็น 3 ชนิด คือเซลลผ์ูใ้ห้ท่ีมี CRISPR, 
เซลล์ผูใ้ห้ท่ีมี pHELP และเซลล์ผูใ้ห้ท่ีมีทั้ง CRISPR และ pHELP (แกน X) โดยวดัประสิทธิภาพ
การส่งพลาสมิดเขา้สู่เซลล ์(แกน Y) เม่ือส่งระบบ CRISPR เขา้สู่เซลลเ์พียงหน่ึงพลาสมิด พบว่ามี
ประสิทธิภาพการส่งต ่า (อตัราส่วน Transconjugant per Recipient = 0.001) ขณะท่ีการส่ง pHELP 
เข้าสู่เซลล์เพียงหน่ึงพลาสมิด พบว่ามีประสิทธิภาพการส่งสูง  (อัตราส่วน Transconjugant per 
Recipient = 1) และเม่ือส่งพลาสมิดทั้งสองชนิดไปดว้ยกนัพบวา่ พลาสมิด CRISPR มีประสิทธิภาพ
การส่งสูงขึ้ นอย่างมีนัยส าคัญ ทางตรงกันข้าม pHELP มีประสิทธิภาพการส่งลดลงอย่างไม่มี
นยัส าคญั แต่อยา่งไรก็ตามพลาสมิดทั้งสองชนิดสามารถถูกน าส่งเขา้สู่เซลลผ์ูรั้บดว้ยกนั   

 
ภาพ 16 กราฟแสดงผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการส่งพลาสมิดร่วมกับ pHELP ท่ี

ระยะเวลาต่างกัน 
 

 ผูว้ิจยัทดลองส่งพลาสมิด CRISPR และ pHELP เขา้สู่เซลล์ผูรั้บด้วยวิธีการ Conjugation 
โดยมีระยะเวลา Conjugation ท่ีเวลา 0, 10, 60, 120, 240, 1440 และ 2880 นาที (ภาพ 16) โดย
คดัเลือกพลาสมิด CRISPR (ภาพ 16,ว งกลมสีชมพู) คดัเลือก pHELP (ภาพ 16, วงกลมสีฟ้า) และ
คดัเลือกทั้งพลาสมิด CRISPR และ pHELP (ภาพ 16, วงกลมสีเขียว) โดยกราฟแสดงความสัมพนัธ์
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ระหว่างระยะเวลา (แกน X) และประสิทธิภาพการถ่ายโอนพลาสมิด (แกน Y) ผลการทดลองพบวา่
เม่ือพลาสมิดทั้ งสองจะถูกถ่ายโอนไปยงัเซลล์ผู ้รับด้วยกันและมีประสิทธิภาพการส่งสูงขึ้ น
ระยะเวลาผา่นไป ดงันั้นการทดลองน้ีสามารถสรุปไดว้า่ pHELP สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการ
น าส่งระบบ CRISPR เขา้สู่เซลลผ์ูรั้บไดแ้ละจะมีประสิทธิภาพสูงขึ้นเม่ือระยะเวลาผา่นไป  
 
การใช้ pHELP มีผลต่อการแพร่กระจายพลาสมิดเป้าหมาย 
 งานวิจัยก่อนหน้าใช้ดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีไม่สามารถเคล่ือนท่ีได้ในการทดสอบระบบ 
CRISPR แต่งานวิจยัน้ีเป็นงานวิจยัแรกท่ีใชพ้ลาสมิดเป้าหมายท่ีสามารถเคล่ือนท่ีได ้เน่ืองจากดีเอ็น
เอเป้าหมายในงานวิจยัน้ีอยู่บนพลาสมิดเคล่ือนท่ีได ้(Mobilizable plasmid) การใช ้pHELP ในการ
ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการส่งระบบ CRISPR นั้นมีผลกระทบต่อพลาสมิดเป้าหมายอยา่งไร 

 

 
ภาพ 17 พลาสมิดตัวช่วยแพร่กระจายพลาสมิดเป้าหมาย 

  
 การส่งพลาสมิดมากกว่าหน่ึงชนิดเขา้สู่เซลลอ์าจเกิดขึ้นหลายรูปแบบเช่น ระบบ CRISPR 
ถูกส่งเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายก่อนและเกิดกระบวนการก าจดัพลาสมิดเป้าหมาย หรือ pHELP ถูกส่งเขา้
สู่เซลลเ์ป้าหมายก่อนและไปแพร่กระจายพลาสมิดเป้าหมายในกลุ่มประชากร (ภาพ17, บน) ผูว้ิจยั
ออกแบบการทดลองเพื่อยืนยันโดยการน าส่งพลาสมิด CRISPR และ pHELP ด้วยวิ ธีการ 
Conjugation เข้าสู่กลุ่มประชากรเซลล์ผูรั้บแบบผสม โดยเพียง 1% ของเซลล์ผูรั้บมีพลาสมิด
เป้าหมาย ptNDM1  
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ภาพ 18 ผลการแพร่กระจายของพลาสมิดเป้าหมาย โดย pHELP 

( a, b, c และ d มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ, Turkey's test, p < 0.05) 
 
 ผูว้ิจัยท าการทดลอง 4 ชุดการทดลอง คือ เซลล์ผูใ้ห้ท่ีมีระบบ CRISPR, เซลล์ผูใ้ห้ท่ีมี 
pHELP, เซลลผ์ูใ้หท่ี้มีทั้งระบบ CRISPR และ pHELP และชุดควบคุมท่ีเซลลผ์ูใ้หท่ี้ไม่มีพลาสมิดใด
ใด (แกน X) วดัสัดส่วนของเซลลผ์ูรั้บท่ียงัคงเหลือพลาสมิดเป้าหมาย (แกน Y) พบวา่ชุดการทดลอง
ควบคุม เม่ือผ่านการ Conjugation มีเซลลผ์ูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 ท่ี 1E-03 โดยใชค้่าน้ี
เป็นค่าเร่ิมตน้ (ภาพ18, เส้นประ) ของการมี พลาสมิดเป้าหมายอยู ่เม่ือส่งระบบ CRISPR เขา้สู่กลุ่ม
ประชากร พบว่ามีจ านวนเซลล์ท่ีมีพลาสมิด ptNDM1 ลดลง เน่ืองจากระบบ CRISPR เขา้ไปตดั
ท าลายพลาสมิดเป้าหมาย ขณะท่ีเม่ือส่ง pHELP เขา้สู่กลุ่มประชากร  จ านวนเซลล์ท่ีมี ptNDM1 
เพิ่มขึ้นอย่างมีนยัส าคญั เน่ืองจาก pHELP เขา้ไปแพร่กระจายพลาสมิด ptNDM1 ในกลุ่มประชากร 
การส่งพลาสมิดทั้งสองชนิด กล่าวคือ CRISPR และ pHELP เขา้สู่กลุ่มประชากร ท าใหจ้ านวนเซลล์
ท่ีมีพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 ลดลงเพียงเล็กนอ้ย เน่ืองจากเกิดการหักลา้งกนัระหว่างการก าจดัพ
ลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 ด้วยระบบ CRISPR กับการแพร่กระจายพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 
ด้วย pHELP ดังนั้นการทดลองน้ีสรุปได้ว่าการมี pHELP อยู่ในระบบการน าส่งนั้น สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR เขา้สู่เซลล์ผูรั้บ แต่อย่างไรก็ตาม pHELP ก็แพร่กระจายพ
ลาสมิดเป้าหมายดว้ย  
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การแทนท่ีพลาสมิดเพ่ือป้องกนัการแพร่กระจายของพลาสมิดเป้าหมาย (Plasmid replacement) 
        

 
ภาพ 19 แนวทางการแก้ปัญหาการแพร่กระจายของพลาสมิดเป้าหมาย 

  
 ผูว้ิจยัจึงหาแนวทางแกไ้ขปัญหาการแพร่กระจายพลาสมิดเป้าหมาย พลาสมิดท่ีถูกจดัเป็น
กลุ่ม Incompatibility เดียวกันจะไม่สามารถอาศัยอยู่ร่วมกันภายในเซลล์ได้ (Novick, 1987) ซ่ึง
งานวิจยัน้ีใชพ้ลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 กลุ่ม pBBR1 หากตอ้งการพลาสมิดท่ีจะมาแทนท่ีนั้นตอ้ง
เป็นพลาสมิดกลุ่ม pBBR1 เช่นกนั การทดลองก่อนหนา้มีพลาสมิดท่ีเคยถูกน ามาใชเ้ป็นเป้าหมายใน
การทดสอบ CRISPR ท่ีก าจดัยีน gfp ซ่ึงเป็นพลาสมิดกลุ่ม pBBR1 เช่นกัน ผูว้ิจยัจึงน าพลาสมิด
ดังกล่าวมาทดลองใช้เป็นพลาสมิดแทนท่ี (pSubt) ผูว้ิจยัคาดหวงัว่าเม่ือมี pSubt อยู่ภายในเซลล์ 
พลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 จะไม่สามารถเขา้มาได ้(ภาพ 19) 
 

 
ภาพ 20 แนวทางการแก้ปัญหาการแพร่กระจายของพลาสมิดเป้าหมาย (ต่อ) 
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 ผูว้ิจยัจะใช ้CRISPR ก าจดัพลาสมิดเป้าหมาย จากนั้นเกิดกระบวนการแทนท่ีของพลาสมิด 
pSubt เข้าไปอยู่แทนท่ีพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 ภายในเซลล์ (ภาพ 20) การทดลองท่ีผูว้ิจัย
ออกแบบมีสองสภาวะคือ สภาวะท่ีระบบ CRISPR สามารถท างานได ้เม่ือเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายจะเกิด
การก าจัดพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 และเกิดกระบวนการแทนท่ีด้วย pSubt ภายในเซลล์กับ
สภาวะท่ีระบบ CRISPR ไม่ท างาน เม่ือถูกส่งเข้าสู่เซลล์แลว้จะไม่เกิดก าจัดพลาสมิดเป้าหมาย 
ptNDM1 ท าให ้pSubt ไม่สามารถเขา้ไปแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 (ภาพ 21, บน)  

 

 
ภาพ 21 ระบบ CRISPR มีผลต่อการแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมาย (*** p < 0.001) 

 
 จากกราฟผลการทดลองแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเซลล์ผูใ้ห้สองรูปแบบ (แกน X) กบั
อตัราส่วนโคโลนีเรืองแสงสีเขียว (แกน Y) พบวา่เม่ือระบบ CRISPR เขา้ไปก าจดัพลาสมิดเป้าหมาย 
ptNDM1 ภายในเซลลแ์ลว้ จะเกิดกระบวนการแทนท่ีดว้ย pSubt โดยพบการเรืองแสสงสีเขียวของ
โคโลนีเพิ่มขึ้น 75% ขณะท่ีในสภาวะท่ีระบบ CRISPR ไม่ท างานไม่พบการเรืองแสงสีเขียวของ
โคโลนี ซ่ึงทั้งสองสภาวะมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั (ภาพ 21) จากกราฟขา้งตน้ ผูวิ้จยั
คดัเลือกเฉพาะเซลลไ์ดรั้บระบบ CRISPR เขา้ไปเท่านั้น 
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ภาพ 22 ระบบ CRISPR มีผลต่อการแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมาย (ต่อ) 

  
 เม่ือ Conjugation พลาสมิดจากเซลล์ผูใ้ห้เขา้สู่เซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 
เร่ิมตน้ (ภาพ 22, X) จะเกิดการรับพลาสมิด CRISPR เขา้สู่เซลล์ (ภาพ 22, Y) จากนั้นเม่ือระบบ 
CRISPR อยู่ภายในเซลลก์บัพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 จะเกิดการก าจดัพลาสมิดเป้าหมาย เหลือ
เพียงแค่พลาสมิด CRISPR ภายในเซลล ์(ภาพ 22, Z) เม่ือไม่มีพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 แลว้จะ
เกิดกระบวนการแทนท่ีพลาสมิดท าให้ภายในเซลล์มี พลาสมิด pSubt เขา้มาอยู่ดว้ย (ภาพ 22, W) 
จากผลการทดลองหาจ านวนเซลล์แต่ละชนิดหลงัจากผ่านการ Conjugation พบว่าเซลล์ส่วนใหญ่
ไม่ไดรั้บพลาสมิด CRISPR เขา้ไป แต่เม่ือวดัเฉพาะเซลลท่ี์รับพลาสมิด CRISPR เขา้ไปนั้น พบว่า
ส่วนใหญ่เซลลท่ี์รับพลาสมิด CRISPR จะมีพลาสมิด pSubt ตามเขา้ไปดว้ยเสมอ (ภาพ 22, แผนภาพ
วงกลม)    

 
ภาพ 23 ระบบ CRISPR มีผลต่อการแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมาย (*** p < 0.001) (ต่อ) 
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 ดังนั้น จากกราฟสัดส่วนการเรืองแสงสีเขียวของโคโลนี เม่ือคดัเลือกเซลล์ผูรั้บทั้งหมด 
พบว่ามีโคโลนีท่ีเรืองแสงสีเขียวมีสัดส่วนน้อยมาก (ภาพ 23, วงกลมสีเขียว) เม่ือเทียบกับการ
คดัเลือก Transconjugant ท่ีมีโคโลนีสีเขียว 75% ดงันั้นการทดลองน้ีสรุปไดว้า่ การใช ้pSubt ในการ
แทนท่ีพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 สามารถป้องกนัการกลบัเขา้มาของพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 
ได ้แต่อย่างไรก็ตามในการทดลองน้ีพบประสิทธิภาพการส่งระบบ CRISPR ท่ีต ่าอีกคร้ัง เน่ืองจาก
ในระบบการน าส่งไม่มี pHELP เหมือนการทดลองก่อนหนา้  

 

 
ภาพ 24 สรุปชนิดพลาสมิดท่ีให้ในการทดลอง 

  
 จากการทดลองก่อนหนา้สามารถสรุปเซลลผ์ูใ้ห้ท่ีใชใ้นการทดลองไดด้งัน้ี (ภาพ24) เซลล์
ผูใ้ห้ท่ีมี พลาสมิด CRISPR เพียงอย่างเดียว พบว่ามีประสิทธิภาพการถ่ายโอนต ่า ต่อมามีการน า 
pHELP เขา้มาช่วยในระบบการน าส่ง ซ่ึงเซลลผ์ูใ้ห้จะมีพลาสมิด CRISPR ร่วมกบั pHELP พบว่ามี
ประสิทธิภาพการถ่ายโอนตวัเองและพลาสมิด CRISPR สูง แต่อย่างไรก็ตามการมี pHELP อยู่ใน
ระบบเป็นผลให้พลาสมิดเป้าหมายแพร่กระจายในกลุ่มประชากร ต่อมาผูว้ิจยัจึงแกไ้ขปัญหาการ
แพร่กระจายของพลาสมิดเป้าหมายด้วยการใช้เซลล์ผูใ้ห้ท่ีมีพลาสมิด CRISPR และ pSubt ท่ีจะ
เป็นพลาสมิดแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมาย ซ่ึงสามารถป้องกนัการแพร่กระจายของพลาสมิดเป้าหมาย
ในกลุ่มประชากรได ้แต่อยา่งไรก็ตามในการทดลองการแทนท่ีของพลาสมิดนั้น มีประสิทธิภาพการ
น าส่งพลาสมิดท่ีต ่า เน่ืองจากไม่มี pHELP เป็นตัวช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการส่ง ดังนั้น ในการ
ทดลองถดัไป ผูว้ิจยัจึงใช้เซลล์ผูใ้ห้ท่ีมีพลาสมิด 3 ชนิด คือพลาสมิด CRISPR, พลาสมิด pHELP 
และพลาสมิด pSubt ผูว้ิจยัคาดหวงัว่า pHELP จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR 
เขา้ไปก าจดัพลาสมิดเป้าหมาย และเกิดกระบวนการแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมายดว้ย pSubt     
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ภาพ 25 ประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR และการแทนท่ีการแพร่กระจายพลาสมิด

เป้าหมาย (** p < 0.01, เทียบ t-test ระหว่าง with pHELP กับ without pHELP) 
  
 ผูว้ิจยัทดสอบระบบ 3 พลาสมิดเปรียบเทียบกนัระหว่างการมี pHELP (ภาพ 25, วงกลมสี
ฟ้า) และไม่มี pHELP (ภาพ 25, วงกลมสีชมพู) จากกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างยาปฏิชีวนะท่ี
ใชใ้นการคดัเลือก (แกน X) และอตัราส่วนการเรืองแสงสีเขียวของโคโลนี (แกน Y) พบวา่ในสภาวะ
ท่ีไม่มี pHELP จ าเป็นตอ้งมีการคดัเลือกดว้ยยาปฏิชีวนะจึงจะเห็นสัดส่วนของโคโลนีท่ีเรืองแสงสี
เขียว 100% ทางตรงกนัขา้มหากไม่มีการคดัเลือกดว้ยยาปฏิชีวนะ พบสัดส่วนโคโลนีท่ีเรืองแสงสี
เขียวเพียง 50% ขณะท่ีสภาวะท่ีมี pHELP อยูใ่นระบบดว้ย พบสัดส่วนโคโลนีเรืองแสงสีเขียว 100% 
แมว้่าจะไม่มีการคดัเลือกดว้ยยาปฏิชีวนะ ซ่ึงการมี pHELP กบัการไม่มี pHELP นั้นมีสัดส่วนการ
เรืองแสงสีเขียวแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั ซ่ึงผลการทดลองน้ีคือจุดเด่นของงานวิจยัน้ี เน่ืองจากผูวิ้จยั
สามารถปรับเปล่ียนสัดส่วนในประชากรแบคทีเรียได ้100% โดยท่ีไม่มีการใช้ยาปฏิชีวนะ อีกทั้ง
การน าส่งพลาสมิดเขา้สู่เซลล์ผูรั้บดว้ยวิธีการ Conjugation ในงานวิจยัน้ีใช้อตัราส่วนเซลล์ผูใ้ห้ต่อ
เซลลผ์ูรั้บต ่า    
 นอกจากน้ีผูวิ้จยัได้ยืนยนัผลการอยู่ร่วมกันไม่ได้ระหว่างพลาสมิด Incompatibility กลุ่ม
เดียวกัน ด้วยการน าโคโลนีท่ีมีการเรืองแสงสีเขียวบนอาหาร LB มาท าการตรวจหาพลาสมิด 
ptNDM1 ดว้ยวิธีการ Colony PCR  
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ภาพ 26 การวิเคราะห์หา ptNDM1 ในโคโลนีเรืองแสงสีเขยีว 

  
 จากภาพแสดงผลการรัน Agarose gel ของ PCR product ท่ีได้จากการท าโคโลนี PCR 
เรียบร้อยแล้ว M=Maker, S1-S10=โคโลนีท่ีเรืองแสงสีเขียว, P=Positive control (ptNDM1) และ 
N=Negative control (ptGFP) ผลการทดลองพบว่าโคโลนีท่ีมีการเรืองแสงสีเขียว กล่าวคือ เซลลท่ี์
รับพลาสมิด pSubt เขา้ไปในเซลล ์ไม่พบ พลาสมิด ptNDM1 หลงเหลือภายในเซลล ์(ภาพ 26) 
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บทที่ 5 
บทสรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 งานวิจัยน้ีบรรลุวตัถุประสงค์ในการพฒันาระบบการน าส่ง CRISPR/cas ส าหรับก าจัด
แบคทีเรียเป้าหมายอยา่งจ าเพาะ โดยระบบการน าส่ง CRISPR ดว้ยวิธีการ Conjugation ในงานวิจยัน้ี
มีประสิทธิภาพสูง แม้ว่าจะใช้อัตราส่วนเซลล์ผูใ้ห้ต่อเซลล์ผูรั้บต ่า (1 :100) และไม่มีการใช้ยา
ปฏิชีวนะในการคดัเลือก นอกจากน้ีผูวิ้จยัยงัแสดงให้เห็นถึงการแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมายได ้100% 
อีกทั้งงานวิจยัน้ีเป็นงานแรกท่ีใชพ้ลาสมิดเป้าหมายท่ีสามารถเคล่ือนท่ีไดอี้กดว้ย (ภาพ 27, บน)     
 

 
ภาพ 27 สรุปผลงานวิจัย 

  
 ระบบการน าส่งท่ีผูวิ้จยัพฒันาขึ้น (ภาพ 27, ดาวสีเหลือง) โดยอาศยัความจ าเพาะสูงของ
ระบบ CRISPR และสามารถการปรับเปล่ียนสัดส่วนของกลุ่มประชากรแบคทีเรียอยา่งกวา้งดว้ยการ
ใชร้ะบบ Conjugation 
 

 
ภาพ 28 วิธีการน าส่งระบบ CRISPR ในงานวิจัยก่อนหน้า 
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 งานวิจยัก่อนหนา้ท่ีศึกษา CRISPR antimicrobial บางส่วนนิยมใชว้ิธีการส่งระบบ CRISPR 
ด้วยวิธี Transduction การส่งด้วยวิธี Transduction น้ีมีประสิทธิภาพการส่งสูง แต่ยงัคงมีขอ้จ ากดั
เร่ืองการเป็นโฮสตช่์วงแคบ กล่าวคือ เฟจหน่ึงชนิดไม่สามารถใชก้ับแบคทีเรียหลายชนิดได ้(Yosef 
et al., 2017) จึงเป็นผลใหง้านวิจยับางส่วนใชว้ิธีการส่งระบบ CRISPR ดว้ยการ Conjugation โดยใช้
อตัราส่วนเซลลผ์ูใ้ห้ต่อเซลลผ์ูรั้บสูง (300:1) และบางงานวิจยัมีการคดัเลือก Transconjugant ดว้ยยา
ปฏิชีวนะเพื่อให้มีประสิทธิภาพการก าจดัแบคทีเรียเป้าหมาย (ภาพ2 8) (Bikard et al., 2014; Citorik 
et al., 2014; Yosef et al., 20215; Hullahalli et al., 2017; Dong et al., 2019; Wang et al., 2019; 
Hamilton et al., 2019 and Rodrigues et al., 2019)  ซ่ึงผู ้วิจัยแก้ไขปัญหาด้วยการใช้พลาสมิดท่ี
สามารถส่งถ่ายไดด้ว้ยตวัเอง (Self-transmissible plasmid) เพื่อช่วยในการส่งพลาสมิดไปยงัเซลล์
ผูรั้บล าดบัถดัไปเม่ือไม่มีเซลลผ์ูใ้ห ้(ภาพ 29, บน) 

 

 
ภาพ 29 ระบบ CRISPR บนพลาสมิดถ่ายโอนตัวเองได้ (Hamilton et al., 2019) 

 
 Hamilton และคณะ (2019) ศึกษาการน าส่งระบบ CRISPR/cas ท่ีอยู่บนพลาสมิด Self-
transmissible เปรียบเทียบกบัระบบ CRISPR/cas บนพลาสมิดท่ีไม่สามารถส่งถ่ายดว้ยตวัเอง พบวา่
การใช ้พลาสมิด Self-transmissible มีผลท าใหป้ระสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR/cas สูงขึ้น แต่
อย่างไรก็ตาม งานวิจยัของ Hamilton et al., ไม่ไดศึ้กษาเปรียบเทียบว่าการท่ีระบบ CRISPR/cas อยู่
บน พลาสมิดท่ี Self-transmissibleนั้น มีผลต่อประสิทธิภาพการท างานของระบบ CRISPR/cas 
อยา่งไร (Hamilton et al., 2019) 
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ภาพ 30 ระบบ CRISPR บนพลาสมิดถ่ายโอนตัวเองได้มีผลต่อประสิทธิภาพการท างาน

ของ CRISPR (Dong et al., 2019) 
 
 Dong และคณะ (2019) ศึกษาการส่งระบบ CRISPR/cas บนพลาสมิด Self-transmissible 
โดยงานวิจยัของ Dong et al., พบว่าระบบ CRISPR/cas ท่ีอยู่บนพลาสมิด Self-transmissible มีประ
สิทธิการก าจดัดีเอน็เอเป้าหมายสูงกว่าระบบ CRISPR/cas บนพลาสมิดท่ีถ่ายทอดตวัเองไม่ได ้เพียง 
1.6 เท่า (Dong et al., 2019) (ภาพ 30) และดว้ยประสิทธิภาพการ Conjugation ท่ีต ่าจึงท าให้งานวิจยั
ท่ีผ่านมาน้ีจ าเป็นตอ้งใชอ้ตัราส่วนเซลลผ์ูใ้ห้ต่อเซลลผ์ูรั้บสูง หรือบางงานวิจยัจ าเป็นตอ้งอาศยัการ
คดัเลือกดว้ยยาปฏิชีวนะร่วมดว้ย แต่อยา่งไรก็ตามการน าส่งระบบ CRISPR/cas เขา้สู่เซลลเ์ป้าหมาย
ดว้ยการใชห้น่ึงพลาสมิดยงัคงมีขอ้จ ากดัดา้นการปรับสัดส่วนจ านวนการจ าลองตวัของพลาสมิดได ้
เช่น ผูวิ้จยัไม่สามารถเพิ่มจ านวนระบบ CRISPR/cas ใหม้ากกวา่การเพิ่มจ านวนของยนี Conjugative 
เป็นตน้ ดงันั้นงานวิจยัน้ี ผูวิ้จยัเลือกใชร้ะบบ CRISPR/cas บนพลาสมิดท่ีไม่สามารถถ่ายโอนตวัเอง
ได ้(Mobilizable plasmid) แยกกบัพลาสมิด Self-transmissible เพื่อให้สะดวกในการปรับสัดส่วน
ระหวา่งพลาสมิดทั้งสองชนิด (ภาพ 31) 
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ภาพ 31 การใช้ 2 พลาสมิดร่วมกันในการน าส่งระบบ CRISPR ในงานวิจัยก่อนหน้า 

(Ruotsalainen et al., 2019) 
  
 Ruotsalainen และคณะ (2019) ใช้ระบบ CRISPR/cas บน Mobilizable plasmid ร่วมกับพ
ลาสมิด Self-transmissible พบวา่เซลลส่์วนใหญ่รับพลาสมิด Self-transmissible แต่มีเซลลส่์วนนอ้ย
เพียงแค่ร้อยละ 1 ท่ีได้รับระบบ CRISPR/cas บน Mobilizable plasmid โดย Ruotsalainen et al., 
สรุปไวว้า่พลาสมิดทั้งสองชนิดนั้น ไม่ไดถู้กถ่ายโอนไปดว้ยกนั ซ่ึงงานวิจยัของ Ruotsalainen et al., 
ใช้ระบบ CRISPR/cas บน Mobilizable plasmid กลุ่ม p15A ร่วมกับพลาสมิด Self-transmissible 
กลุ่ม RK2 (Ruotsalainen et al., 2019) (ภาพ 31) ขณะท่ีงานวิจัยน้ีน าส่งดีเอ็นเอโดยใช้ระบบ 
CRISPR/cas บน Mobilizable plasmid กลุ่ม R1162 ร่วมกบัพลาสมิด Self-transmissible กลุ่ม RK2 
(ภาพ 32, บน) 

 

 
ภาพ 32 พลาสมิดกลุ่ม RK2 และ R1162 สามารถถ่ายโอนไปด้วยกัน (Cabezon et al., 1994) 
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 Cabezon และคณะ (1994) ศึกษาการส่ง Mobilizable plasmid กลุ่ม R1162 ร่วมกับ Self-
transmissible กลุ่ม RK2 พบว่าพลาสมิดทั้งสองชนิดสามารถถูกส่งเขา้สู่เซลลผ์ูรั้บดว้ยกนั โดยร้อย
ละ 70 ของเซลลท่ี์รับพลาสมิด RK2 จะมีพลาสมิดกลุ่ม R1162 อยูร่่วมดว้ยภายในเซลล ์(Cabezon et 
al., 1994) (ภาพ32) เช่นเดียวกับงานวิจัย น้ี ซ่ึงพบว่าการมีอยู่ของพลาสมิด RK2 ช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการกระจายพลาสมิดได ้100%  
 

 
ภาพ 33 ประสิทธิภาพการ Conjugation ของพลาสมิดกลุ่ม RK2  

(Baharoglu et al., 2010, Gama et al., 2017) 
  
 งานวิจยัน้ีพบว่าประสิทธิภาพการน าส่ง Self-transmissible กลุ่ม RK2 นั้น มีประสิทธิภาพ
ใกลเ้คียงกับรายงานวิจยัก่อนหน้า (Eden & Blackmore 1991, Cabezon et al., 1994, Baharoglu et 
al., 2010, Gama et al., 2017) Baharoglu และคณะ (2010)  วดัประสิทธิภาพ Conjugation ของพ
ลาสมิด กลุ่ม RK2 ใน E.coli บนอาหารแข็งนาน 24 ชม. พบว่ามีประสิทธิภาพการน าส่ง 100% เม่ือ
ใช้อัตราส่วนเซลล์ผูใ้ห้ต่อเซลล์ผูรั้บสูง (1:1) (Baharoglu et al., 2010) ในขณะท่ีงานวิจัยน้ีใช้
อตัราส่วนเซลลผ์ูใ้หต้่อเซลลผ์ูรั้บสูง (1:100) พบวา่มีประสิทธิภาพการน าส่ง 100% เม่ือใชร้ะยะเวลา
การ Conjugation 48 ชม. เม่ือเปรียบเทียบในด้านระยะเวลาสั้นนั้น Gama และคณะ (2017)ได้วดั
ประสิทธิภาพการ Conjugation ในรูปแบบของเหลว ท่ีระยะเวลา 1 ชม. โดยมีอตัราส่วนเซลล์ผูใ้ห้
ต่อเซลลผ์ูรั้บสูง (1:1) พบว่ามีความถ่ีในการน าส่งท่ี 1E-4 (Gama et al., 2017) ในขณะท่ีงานวิจยัน้ี 
Conjugation บนอาหารเเขง็ท่ีระยะเวลา 1 ชม. พบวา่มีความถี่ในการน าส่งท่ี 3.5E-4 ดงันั้นความถ่ีใน
การ Conjugation ในงานวิจยัน้ีจึงอยู่ในล าดบัความส าคญัตามท่ีรายงานก่อนหน้าน้ี โดยความถ่ีใน
การ Conjugation ของ RK2 ในงานวิจยัน้ีสูงกวา่ค่าท่ีวดัไดโ้ดย Gama และคณะ (2017) เพียงเลก็นอ้ย 
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ซ่ึงอาจเป็นเพราะสถานะหรือรูปแบบการ Conjugation ท่ีต่างกนั โดยรูปแบบอาหารแข็งมีแนวโนม้
ท่ีจะมีประสิทธิภาพมากกวา่ในรูปแบบของเหลว (ภาพ 33) 
 

 
ภาพ 34 การศึกษาการส่งพลาสมิดมากกว่า 1 ชนิด เข้าสู่เซลล์ 

 

 งานวิจัยก่อนหน้ามีการศึกษาการส่งพลาสมิดร่วมกันระหว่าง Self-transmissible กับ 
Mobilizable plasmid (Cabezon et al., 1994) การส่งพลาสมิดร่วมกนัระหว่าง Self-transmissible กบั 
Self-transmissible (Gama et al., 2017)  ง าน วิจัย ก่อนหน้ารายงานพบว่ าการมีอยู่ ของ  self-
transmissible plasmid ภายในเซลล์จะยับยั้ งหรือลดประสิทธิภาพการน าส่งพลาสมิด self-
transmissible plasmid อีกชนิด (Gama et al., 2017) แต่ยงัไม่มีการศึกษาการส่งพลาสมิดระหว่าง 
Mobilizable plasmid กับ  Mobilizable plasmid ซ่ึงงานวิจัยน้ีได้ศึกษาการส่งพลาสมิดระหว่าง 
Mobilizable plasmid กับ Mobilizable plasmid ซ่ึงพบว่า Mobilizable plasmid ตัวแรกเข้าสู่เซลล์
ส่งผลให้ Mobilizable plasmid ตัวถัดไปเข้าสู่เซลล์ได้ ซ่ึงมีความน่าสนใจอย่างยิ่ง ซ่ึงระบบท่ี
ผูวิ้จัยพฒันาขึ้นคือ การน าระบบ CRISPR/cas มาอยู่บน mobilizable plasmid ล าดับท่ี 1 ซ่ึงเข้าสู่
เซลล์เป้าหมายและตดัท าลายพลาสมิดเป้าหมาย จากนั้นพลาสมิด mobilizable plasmid ล าดบัท่ี 2 
คือพลาสมิดแทนท่ีโดยจดัอยูใ่นกลุ่ม pBBR1 ซ่ึงเป็นกลุ่มเดียวกนักบัพลาสมิดเป้าหมายจะเขา้มาใน
เซลล์เพื่อแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมายท่ีถูกตัดท าลาย กรณีท่ีไม่มีพลาสมิด CRISPR/cas ล าดับท่ี 1 
พลาสมิดแทนท่ีล าดับท่ี 2 จะไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ได้ กล่าวอีกนัยหน่ึงคือระบบ CRISPR/cas 
นับเป็นอาวุธในการบุกรุกเขา้เซลล์เพื่อก าจดัพลาสมิดและเปิดทางให้พลาสมิดล าดับท่ี 2 เขา้ไป
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แทนท่ีพลาสมิดเป้าหมายเดิม (ภาพ 34) ผูว้ิจยัคาดว่าระบบ CRISPR/cas อาจมีส่วนส าคญัในการบุก
รุกเซลล์ในธรรมชาติ เน่ืองจากระบบ CRISPR/cas นั้นสามารถพบได้ในพลาสมิดท่ีอยู่ภายใน
แบคทีเรียตามธรรมชาติ ซ่ึงในสภาวะธรรมชาติแบคทีเรียมกัมีพลาสมิดอยู่ภายในเซลลม์ากกว่า 1 
ชนิด (Dionisio et al., 2019) มากกว่า 25% ของพลาสมิดในธรรมชาติ เป็น mobilizable plasmid 
(Alderliesten et al., 2020)  
 

ข้อเสนอแนะ 
 งานวิจยัน้ีแสดงผลประสิทธิภาพการน าส่งระบบ CRISPR/cas ท่ีดีดว้ยวิธีการ conjugation 
แต่ยงัคงมีขอ้จ ากดัอยู ่3 ประการท่ีควรศึกษาต่อในอนาคต 1) ผูวิ้จยัยงัไม่ไดท้ดลองระบบการน าส่งน้ี
ในแบคทีเรียกลุ่ม Non-E.coli นอกจากแบคทีเรีย A.baumannii (ภาคผนวก) ซ่ึงงานวิจยัก่อนหน้า
แสดงให้เห็นถึงความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการท่ีลดลงระหว่างเซลล์ผูใ้ห้กับเซลล์ผูรั้บส่งผลให้มี
ประสิทธิภาพการ conjugation ต ่ าในสภาวะอาหารเหลว ในทางกลับกันความสัมพันธ์ทาง
วิวฒันาการท่ีลดลงดงักล่าวนั้นไม่มีผลต่อประสิทธิภาพของการ conjugation ในสภาวะอาหารแข็ง 
(Alderliesten et al., 2020) ดังนั้ นผู ้วิจัยคาดหวังว่าระบบการน าส่งในงานวิจัย น้ีจะสามารถ
ประยุกต์ใช้ส าหรับน าส่ง CRISPR/cas ในแบคทีเรียกลุ่ม Non-E.coli บน biofilm ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพนอกจากแบคทีเรีย A.baumannii 2) ระบบ CRISPR/cas ท่ีส่งไปยงัเซลลเ์ป้าหมายอาจ
เกิดการสูญเสียการท างานจากการ Mutation ซ่ึงระบบ CRISPR/cas ท่ีท างานผิดปกติหรือสูญเสียการ
ท างานอาจจะเป็นตวัรบกวนการท างานของระบบ CRISPR/cas ท่ีปกติ เช่น การมีระบบ CRISPR/cas 
ท่ีผิดปกติอยู่ภายในเซลล์จะเป็นการป้องกนัไม่ให้ระบบ CRISPR/cas ท่ีใช้งานไดป้กติเขา้สู่เซลล์ 
เน่ืองจากระบบ CRISPR/cas นั้นอยู่บนพลาสมิด ซ่ึงพลาสมิดชนิดเดียวกนัจะไม่สามารถอยูร่่วมกนั
ไดภ้ายในเซลล ์ดงันั้นงานวิจยัในอนาคตควรมีการศึกษาเก่ียวกบัพลาสมิดท่ีสามารถก าจดัตวัเองได้
เม่ือสูญเสียการท างาน (vector self-clearance) (Lazdins et al., 2020) และ 3) การใช้พลาสมิดหลาย
ชนิดร่วมกนัอาจส่งผลดา้นการรวมตวักนัของพลาสมิด (plasmid recombination) ดงันั้น งานวิจยัใน
อนาคตควรค านึงถึงการออกแบบพลาสมิดท่ีมีจุดมุ่งหมายเพื่อลดความน่าจะเป็นของการเกิด 
plasmid recombination ตวัอย่างเช่น ผูว้ิจยัควรออกแบบพลาสมิดแต่ละชนิดท่ีใช้ให้มีต าแหน่งท่ี
เหมือนกนั (homology regions) นอ้ยท่ีสุด (Dionisio et al., 2019) 
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การสร้างพลาสมิด (Construction) 
การสร้างพลาสมิด pEMPTY ด้วยวิธี XbaI/PstI cloning  
 สร้าง pEMPTY ด้วยการน า sgRNA ท่ีถูกเพิ่มจุดตัดเอนไซม์ Bsal เพื่อให้ง่ายต่อการ
ปรับเปล่ียน sgRNA ของระบบ CRISPR/cas และยงัมีการเพิ่มจุดตดัเอนไซม์ XbaI/PstI เพื่อใช้ใน
การเช่ือมต่อกบัพลาสมิด backbone ดว้ยวิธีการ XbaI/PstI digestion    

 

 
ภาพ 35 กระบวนการสร้างช้ิน Insert DNA ท่ีใช้ประกอบเป็น pgEMPTY 

  

 การสร้างช้ินส่วนท่ีตอ้งการแทรกนั้น เป็นกระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นด้วยวิธี PCR ซ่ึง
ขั้นตอน การ PCR จะแบ่งเป็น 2 รอบ เน่ืองจากมีไพร์เมอร์ 2 คู่ ท่ีท าหนา้ท่ีในการต่อต าแหน่งจุดตดั
เอนไซม ์Bsal,  Pstl และ Xbal (ภาพ 3) โดยการ PCR รอบแรกจะใชพ้ลาสมิด pgRNA-Pfleger เป็น
ดีเอ็นเอตน้แบบ (DNA template) ร่วมกับไพร์เมอร์ ts170 และ ts171 จากนั้นน า PCR product ไป
เป็นใช ้DNA  template ในการท า PCR รอบท่ีสอง โดยใช้ไพร์เมอร์ ts172 และ ts173 จากนั้น
น าไปใชเ้ป็น Insert DNA ในขั้นตอน Xbal/Pstl cloning      
 
Restriction digestion 
 ผสมสารเคมีดงัตารางท่ี 6 ในหลอด microtube จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C 1 ชัว่โมง 
เพื่อกระตุน้ให้เกิดการท างานของเอนไซม ์และปรับอุณหภูมิ 80°C 20 นาที เพื่อหยุดการท างานของ
เอนไซม ์จากนั้นท าการ ligation  

 ตาราง 1 องค์ประกอบสารเคมีท่ีใช้ในขั้นตอนการ digestion  
สารเคมี ปริมาตร 

ddH2O 12 ul 
DNA (at least 50 ng/ul) 5 ul 
SmartCut 2 ul 
NEB XbaI 0.5 ul 
NEB PstI 0.5 ul 
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Ligation 
 ผสมสารเคมีดงัตารางท่ี 7 ในหลอด microtube จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 16°C 30 นาที 
เพื่อกระตุน้ให้เกิดการท างานของเอนไซม ์และปรับอุณหภูมิ 80°C 20 นาที เพื่อหยุดการท างานของ
เอนไซม ์จากนั้นท าการ ligation  

 

 ตาราง 2 องค์ประกอบสารเคมีท่ีใช้ในขั้นตอนการ ligation  
สารเคมี ปริมาตร 

ddH2O 7 ul 
Digested backbone (pgNDM1) 4 ul 
Digested insert DNA 2 ul 
T4 ligation buffer 2 ul 
T4 ligase 2 ul 

   
 เม่ือครบทั้งขั้นตอนการ digestion และขั้นตอนการ ligation แลว้น าดีเอน็เอใน หลอด ท่ี ได้
ไป transformation เขา้สู่ E. coli DH5a competent cells ดว้ยวิธีการ TSS transformation    
 
การสร้างพลาสมิด CRISPR มุ่งเป้าหมายท่ียีน gfp 
 การสร้างพลาสมิด pgGFP นั้น ถูกสร้างมาจาก pgEMPTY  ดว้ยการแทรกช้ินส่วนดีเอ็นเอ
ของยนี gfp ท่ีสังเคราะห์ขึ้นผา่นกระบวนการ Primer annealing ดว้ยวิธีการ Golden Gate assembly  
 
Primer annealing 
 ละลายไพร์เมอร์ ts200 และ ts201 ดว้ยน ้ากลัน่บริสุทธ์ิ ให้ไพร์เมอร์มีความเขม้ขน้ 100uM 
ผสมทั้ง 2 ไพร์เมอร์ใหเ้ขา้กนั โดยใหป้ริมาตรสุดทา้ยคือ 30 ul ดงัตารางท่ี 8  

 ตาราง 3 องค์ประกอบสารเคมีท่ีใช้ในขั้นตอนการ Primer annealing 

สารเคมี ปริมาตร  

100 µM sense oligo (ts200) 3 uL 

100 µM anti-sense oligo (ts201) 3 uL 

10 x T4 ligation (polynucleotide kinase) buffer 3 uL 

น ้ากลัน่บริสุทธ์ิ 18 uL 
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 น าไปตม้ในน ้ าเดือด 2 นาที และยา้ยออกจากความร้อน น าดีเอ็นเอ (ไพร์เมอร์ ts200 และ 
ts201) ท่ีผ่านการตม้ตั้งทิ้งไวใ้ห้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นเตรียมพลาสมิด backbone ส าหรับแทรก
ช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ยวิธี GG โดยเติมพลาสมิด backbone 1 ul และช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีตอ้งการแทรก 
(ts200/ts201 annealing) 0.75 ul จากนั้ นผสม T4 DNA ligase buffer (NEB Golden Gate assembly 
Enzyme Mix) 2.5 ul และเติมน ้ากลัน่บริสุทธ์ิจนปริมาตรสุดทา้ยคือ 25 ul จากนั้นน าไปบ่มในเคร่ือง 
thermocycle ท่ีอุณหภูมิ 37°C 5 นาที ตามด้วยอุณหภูมิ 16°C 5 นาที จ านวน 30 รอบ เพื่อให้เกิด
กระบวนการ digestion และ ligation จากนั้นตามดว้ยอุณหภูมิ 65°C 5 นาที เพื่อหยุดการท างานของ
เอนไซม ์หลงัจากกระบวนการ GG ให้น าดีเอ็นเอท่ีไดใ้นหลอดท าการ transformation เขา้สู่ E. coli 
DH5a ดว้ยวิธีการ TSS transformation  
 
 การก่อสร้างพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 และ ptGFP  
 การสร้างพลาสมิด ptNDM1 และ ptGFP นั้น ถูกสร้างมาจาก pSEVA231-CRISPR ด้วย 
การแทรกช้ินส่วนดีเอ็นเอของยีน gfp (ptGFP) และช้ินส่วนยีนบางส่วนของ NDM1 (ptNDM1) ท่ี
สังเคราะห์ขึ้นผา่นกระบวนการ PCR โดยไพร์เมอร์จะมีจุดตดัเอนไซม ์Bsal เช่ือมเขา้มาดว้ย จากนั้น
น ามา cloning ดว้ยวิธีการ Golden Gate assembly (GG) โดยเร่ิมจากการ PCR พลาสมิด pSEVA231-
CRISPR ไพร์เมอร์ ts151 และ ts152 ส าหรับใชเ้ป็น backbone ในขั้นตอนการ GG และ PCR ยนี gfp 
จากพลาสมิด p1242 ดว้ยไพร์เมอร์ ts153 และ ts154 ในขณะท่ีเพิ่มจ านวนช้ินส่วนของยีน NDM1 
จากแบคทีเรีย A. baumannii AB377 ดว้ยไพร์เมอร์ ts174 และ ts175 เม่ือเพิ่มจ านวนช้ินยีนเรียบร้อย
แล้ว จากนั้นเตรียมพลาสมิด backbone ส าหรับแทรกช้ินส่วนยีนด้วยวิธี GG โดยเติมพลาสมิด 
backbone 1 ul จ านวน 2 หลอด (ส าหรับ ptNDM1 และ ptGFP) และช้ินส่วนดีเอน็เอท่ี ต้ อ ง ก า ร
แทรก 0.75 ul (ช้ินส่วนท่ี PCR ข้างต้น) จากนั้ นผสม T4 DNA ligase buffer (NEB Golden Gate 
assembly Enzyme Mix) 2.5 ul และเติมน ้ ากลัน่บริสุทธ์ิจนปริมาตรสุดทา้ยคือ 25 ul จากนั้นน าไป
บ่มในเคร่ือง thermocycle ท่ีอุณหภูมิ 37°C 5 นาที ตามดว้ยอุณหภูมิ 16°C 5 นาที จ านวน 30 รอบ 
เพื่อให้เกิดกระบวนการ digestion และ ligation จากนั้นตามดว้ยอุณหภูมิ 65°C 5 นาที เพื่อหยุดการ
ท างานของเอนไซม์ หลงัจากกระบวนการ GG ให้น าดีเอ็นเอท่ีไดใ้นหลอดท าการ transformation 
เขา้สู่ E. coli DH5a ดว้ยวิธีการ TSS transformation  
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TSS transformation 
Competent cell (DH5a) 
 เล้ียงโคโลนี E.coli DH5a ในอาหารเล้ียงเช้ือ 2 ml น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 200 rpm ท่ี
อุณหภูมิ 37°C 16-24 ชัว่โมง ดูดเช้ือ 50 ul ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB 5 ml น าไปเขย่าดว้ยความเร็ว 
200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37°C 2-3 ชัว่โมง (วดัค่าความขุ่นท่ี OD600 =0.3-0.7) จากนั้นน าหลอดท่ีมีเช้ือ
วางลงบนน ้ าแข็งเวลา 10 นาที จากนั้นป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 5000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4°C 5 นาทีและ
เทอาหารเล้ียงเช้ือทิ้ง  ละลายตะกอนเช้ือด้วย TSS buffer (5g PEG 8000, 1.5 mL 1M MgCl2 (or 
0.30g MgCl2.6H20), 2.5 ml DMSO and adjust to 50 ml by LB; pH 6.5) ปริมาตร 1 ml อย่างเบาๆ 
และเก็บ competent cells บนน ้าแขง็ก่อนท าการทดลองต่อไป   \ 
 
Heat shock  
 ผสมพลาสมิด 1 ul ใน competent cells 50 ul และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องโดยวางบนน ้ าแข็ง 30 
นาที จากนั้นน าไป heat-shock ท่ีอุณหภูมิ 42°C 45 วินาที และยา้ยลงบนน ้าแขง็อยา่งรวดเร็ว โดยวาง
หลอดเซลลท่ี์ถูก heat-shock บนน ้าแขง็เป็นเวลา 2 นาที เติม อาหารเล้ียงเช้ือ 450 ul และน าไปเขย่า
ด้วยความเร็ว 200 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37°C 1 ชั่วโมง จากนั้นน ามา spread ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB 
agar ผสมยาปฏิชีวนะตามความสามารถการตา้นยาของพลาสมิด 

 
พลาสมิดในงานวิจัย 
 งานวิจยัน้ีศึกษาและพฒันาระบบน าส่งดีเอ็นเอดว้ยวิธีการ conjugation ให้มีประสิทธิภาพ
สูง เพื่อส่งเสริมให้ระบบ CRISPR/cas เขา้สู่เซลลเ์ป้าหมายไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ซ่ึงงานวิจยัน้ีได้
สร้างพลาสมิดเป้าหมายขึ้นเพื่อทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดพลาสมิดเป้าหมายของระบบ 
CRISPR/cas ร่วมด้วย ซ่ึง พลาสมิดท่ีใช้ทั้ งหมด 6 ชนิด แบ่งออกเป็นพลาสมิดในกลุ่ม self-
transmissible conjugative plasmid จ านวน 1 พลาสมิด ซ่ึงเป็นพลาสมิดท่ีสามารถส่งถ่ายตวัเองไป
ยงัเซลล์ผูรั้บผ่านกลไกการสร้างท่อ (pili) และเป็น พลาสมิดกลุ่ม mobilizable plasmid จ านวน 5 
พลาสมิด ซ่ึงเป็นพลาสมิดท่ีสามารถอาศยักลไกการ conjugation ของ self-transmissible conjugative 
plasmid ในการส่งถ่ายหรือเคล่ือนยา้ยไปยงัเซลลผ์ูรั้บ โดยพลาสมิดทั้งหมดท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ีเป็นพ
ลาสมิดกลุ่ม broad host range ท่ีสามารถสร้างและจ าลองตวัเองไดใ้นเซลล ์host หลายชนิด  
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ภาพ 36 พลาสมิดท่ีใช้ในงานวิจัย 

 

 งานวิจยัน้ีมีพลาสมิดท่ีใชใ้นการทดลอง 6 ชนิด ดงัภาพ 4 คือ 1) pgNDM1 ซ่ึงเป็นพลาสมิด
เดียวกนักบั pMM441 (Citorik et al., 2014) และเป็นพลาสมิดท่ีมีส่วนประกอบดว้ย R1162 origin of 
replication/transfer, ต าแหน่ง CRISPR locus, เอนไซม์ cas9, gRNA มุ่งเป้าหมายไปท่ียีน NDM1 
และยีนตา้นยาปฏิชีวนะ Cm 2) pEMPTY เป็นพลาสมิดท่ีมีโครงสร้างจาก pgNDM1 แต่ถูกแทรก
จุดตดัเอนไซม์ BsaI ตรงต าแหน่งของ gRNA เพื่อเป็นประโยชน์ในการปรับเปล่ียนหรือก าหนด
เป้าหมายให้ระบบ CRISPR/cas ซ่ึงประกอบด้วย  R1162 origin of replication/transfer, ต าแหน่ง 
CRISPR locus, เอนไซม ์cas9, gRNA ท่ีมีจุดตดัเอนไซม ์BsaI และยนีตา้นยาปฏิชีวนะ Cm 3) pgGFP 
ซ่ึงเป็นพลาสมิดท่ีถูกสร้างมาจาก pEMPTY ด้วยวิธีการ Golden Gate assembly (GG) โดยแทรก
ช้ินส่วนดี เอ็น เอของยีน  gfp เข้าไปด้วย เอนไซม์  BsaI ซ่ึ งประกอบด้วย  R1162 origin of 
replication/transfer, ต าแหน่ง CRISPR locus, เอนไซม์ cas9, gRNA มุ่งเป้าหมายไปท่ียีน gfp และ
ยีนต้านยาปฏิชีวนะ chloramphenicol 4) ptNDM1 เป็นพลาสมิดเป้าหมายของ pgNDM1 ซ่ึงน า
โครงพลาสมิดมาจากพลาสมิด pSEVA231-CRISPR (Aparicio et al., 2019)  และแทรกล าดบัดีเอ็น
เอบางส่วนของยีน NDM1 ท่ีเป็นเป้าหมายของระบบ CRISPR เขา้ไป ดว้ยวิธีการ GG ซ่ึงส่งผลให้ 
พลาสมิดน้ีประกอบด้วย  pBBR1 origin of replication, RK2 origin of transfer, ล าดับดี เอ็น เอ
บางส่วนของยีน NDM1 และยีนตา้นยาปฏิชีวนะ Km 5) ptGFP เป็นพลาสมิดเป้าหมายของ pgGFP 
ซ่ึงน าโครงพลาสมิดมาจากพลาสมิด pSEVA231-CRISPR เช่นเดียวกนั และถูกแทรกยีน gfp ท่ีเป็น
เป้าหมายของระบบ CRISPR เขา้ไป ดว้ยวิธีการ GG ซ่ึงส่งผลให้พลาสมิดน้ีประกอบดว้ย pBBR1 
origin of replication, RK2 origin of transfer, ยีน gfp และยีนตา้นยาปฏิชีวนะ Km และ 6) pHELP 
เป็นพลาสมิด กลุ่ม Conjugative plasmid หรือพลาสมิดท่ีสามารถส่งถ่ายตวัเองได ้ซ่ึง pHELP  นั้น
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คือ pRL443 (Elhai et al., 1997) ประกอบดว้ย RK2 origin of replication/transfer, Conjugative gene 
และยนีตา้นยาปฏิชีวนะ Tc 
 
ผลการสูญเสียยีนดื้อยาปฏิชีวนะและยีนเรืองแสงสีเขียว (gfp) 
 

 
ภาพ 37 การเรืองแสงของยนี gfp หลังจากถูกน าส่ง pgGFP เข้าสู่เซลล์เป้าหมาย 

 
 ผูว้ิจยัจึงน าเพลทอาหารท่ีไดผ้ลดงักล่าวมายืนยนัการสูญเสียยนี gfp โดยการน ามาส่องผ่าน
ใตแ้สง UV (ภาพ 37) ซ่ึงเซลล์ท่ีน ามาวิเคราะห์นั้นเป็นชุดการทดลองท่ีส่ง pgNDM1 หรือ pgGFP 
เขา้สู่เซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิด ptGFP ซ่ึงในการทดลองน้ีใช้เพลทท่ีถูกเจือจาง 1E-4 เท่า ก่อนน ามา
หยดเพื่อวิเคราะห์ผล พบว่าเม่ือคดัเลือก Transconjugant ท่ีมีพลาสมิด ptGFP (แถว 2, CmKm) พบ
โคโลนีเรืองแสงสีเขียวจากการมองด้วยตาและการมองผ่านแสง UV ในขณะท่ีคัดเลือก 
Transconjugant ทั้งหมด (แถว 1, Cm) เซลลท่ี์ส่ง pgNDM1 มีโคโลนีสีเขียวเม่ือมองดว้ยตาและมีการ
เรืองแสงสีเขียวเม่ือมองผ่านแสง UV ในขณะท่ีเซลล์ท่ีส่ง pgGFP มีโคโลนีสีขาวปนเขียวเล็กนอ้ย
เม่ือมองดว้ยตาและพบการเรืองแสงสีเขียวเลก็นอ้ยเม่ือมองผา่นแสง UV ดงันั้นจึงสามารถสรุปไดว้่า
การน าส่ง pgGFP เขา้ไปก าจดั ptGFP นั้น อาจจะไม่สามารถก าจดัพลาสมิดออกจากเซลลไ์ดท้ั้งหมด 
แต่ส่งผลใหสู้ญเสียหนา้ท่ีการเรืองแสงสีเขียวของยนี gfp ได ้
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ผลการแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมายด้วยพลาสมิดใน Incompatibility group 
 

 
ภาพ 38 แผนภาพและกราฟแสดงผลการวัดประสิทธิภาพการส่งระหว่างพลาสมิด pgNDM1 

และ ptGFP 

 
 ผู ้วิ จัยน าพลาสมิด  pgNDM1 และ  ptGFP ซ่ึ ง เ ป็นพลาสมิดในกลุ่ ม  pBBR1-based 
เช่นเดียวกนักบั ptNDM1 เขา้สู่เซลลผ์ูใ้ห ้จากนั้นน าส่งพลาสมิดทั้ง 2 ชนิด (กล่าวคือ pgNDM1 และ 
ptGFP) เขา้สู่เซลลผ์ูรั้บดว้ยวิธีการ Conjugation โดยผลท่ีผูว้ิจยัคาดหวงัคือ เม่ือ pgNDM1 เขา้สู่เซลล์
เป้าหมาย จะเกิดการก าจดัพลาสมิดเป้าหมายนั้นและเกิดการส่งพลาสมิด ptGFP เขา้มาตามล าดบั 
(ภาพ 38, A) โดยผูว้ิจยัพบว่า เม่ือแบ่งเซลลอ์อกเป็นกลุ่มจะเห็นไดว้่าเซลลใ์นกลุ่ม Y เป็นกลุ่มท่ีพบ
นอ้ยท่ีสุด เพียงแค่ 0.0004 ในขณะท่ีเซลลใ์นกลุ่ม Z และ W เป็นเซลลท่ี์พบมากตามมา ซ่ึงเซลลใ์น
ทั้ง 2 กลุ่มน้ีมีค่า 2.17E-3 และ 6.11E-3 ตามล าดบั จะเห็นไดว้่า เม่ือ pgNDM1 เขา้สู่เซลล์เป้าหมาย
แลว้เซลล์ส่วนใหญ่จะถูกก าจดัพลาสมิดเป้าหมายและถูกแทนท่ีพลาสมิดเป้าหมายดว้ย ptGFP แต่
อย่างไรก็ตาม เซลล์ผูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมายนั้นยงัคงได้รับ pgNDM1 ท่ีต ่าเม่ือเปรียบเทียบกบั
เซลลเ์ร่ิมตน้นั้นคือเซลลใ์นกลุ่ม X 

 
ผลการเปลี่ยนสัดส่วนการเรืองแสงของเซลล์ในประชากรแบบกลุ่ม เม่ือมีพลาสมิดตัวช่วย 
 ผูว้ิจยัได้ศึกษาและทดลองการส่งพลาสมิดร่วมกนัระหว่างระบบ CRISPR/cas ร่วมกับพ
ลาสมิดตวัช่วย หรือระบบ CRIISPR/cas ร่วมกบัพลาสมิดแทนท่ี ซ่ึงการน าส่งพลาสมิดทั้งสองชนิด
ดงักล่าวนั้นมีผลใหป้ระสิทธิภาพการแพร่กระจายของระบบ CRISPR/cas สูงและมีระบบการแทนท่ี
เพื่อป้องกนัพลาสมิดตวัช่วยแพร่กระจายพลาสมิดเป้าหมาย ต่อมาผูว้ิจยัไดน้ าระบบดงักล่าวมาศึกษา
ต่อในแบคทีเรียประชากรแบบผสม โดยแผนภาพแสดงให้เห็นถึงการมีพลาสมิด 4 ชนิด อยู่ในกลุ่ม
ประชากร (ภาพ 39, A) ซ่ึงประกอบด้วย pHELP (วงกลม, สีน ้ าเงิน) pgNDM1 (วงกลม, สีด า) 
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ptNDM1 (วงกลม, สีแดง) และ ptGFP (วงกลม, สีเขียว) ในกลุ่มประชากรนั้นมีโอกาสท่ีพลาสมิด
หลายชนิดอาจอยู่ร่วมกัน แต่มีเพียงพลาสมิด pgNDM1 และ ptNDM1 ไม่สามารถอยู่ร่วมกันได้ 
เน่ืองจาก pgNDM1 มีระบบ CRISPR/cas คอยก าจัด ptNDM1 อยู่ ในขณะท่ีเซลล์ท่ีมีพลาสมิด 
ptGFP อยู่ภายในเซลลก์็จะไม่สามารถพบพลาสมิด ptNDM1 ไดเ้ช่นกนั เน่ืองจากเป็นพลาสมิดใน 
Incompatibility group เดียวกนั      
 

 
ภาพ 39 กราฟแสดงผลประสิทธิภาพการน าส่งพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ผู้รับและการแทนท่ีของพลาสมิด

ใน Transconjugant เปรียบเทียบระหว่างมีและไม่มี pHELP 
 

 ผูว้ิจยัระบบท่ีมี pHELP และ pgNDM1 มาทดสอบในกลุ่มประชากรแบบผสมท่ีถูกผสม
ระหว่างเซลลผ์ูรั้บท่ีมีพลาสมิดเป้าหมาย ptNDM1 และเซลลท่ี์มีพลาสมิดเป้าหมาย ptGFP ซ่ึงกราฟ
แสดงอตัราส่วนโคโลนีสีเขียว (ภาพ 19, B) พบว่าเม่ือคดัเลือกพลาสมิดเป้าหมาย (วงกลม, สีเขียว) 
พบโคโลนีสีเขียวประมาณ 70-75% เม่ือมี pHELP ในการช่วยส่งเสริมการแพร่กระจายของ 
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pgNDM1 ในขณะท่ีพบโคโลนีสีเขียวประมาณ 30% เม่ือไม่มี pHELP และเม่ือคดัเลือกพลาสมิดท่ีมี
ระบบ CRISPR หรือ pgNDM1 (วงกลม, สีแดง) พบโคโลนีสีเขียว 75-80% เม่ือมี pHELP ในขณะท่ี
พบโคโลนีสีเขียวประมาณ 65% เม่ือไม่มี pHELP โดยเม่ือคัดเลือกทั้ง pgNDM1 และพลาสมิด
เป้าหมาย (ptNDM1 หรือ ptGFP) (วงกลม, สีฟ้า) พบโคโลนีสีเขียว 100% เม่ือมี pHELP ในขณะท่ี 
พบโคโลนีสีเขียวเฉล่ียประมาณ 90% เม่ือไม่มี pHELP  
 
ผลการสูญเสียยีนดื้อยาปฏิชีวนะและการตายของแบคทีเรีย A. baumannii 
 เม่ือศึกษาระบบ CRISPR/cas ใน E. coli แลว้ ผูว้ิจยัจึงน ามาศึกษาต่อในแบคทีเรียกลุ่ม Non-
E.coli ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคในโรงพยาบาล เป็นแบคทีเรียกลุ่มท่ีมีรายงานวา่เป็นปัญหาอยา่งมาก
ทางกระทรวงสาธารณสุข เน่ืองจากเป็นแบคทีเรียกลุ่มด้ือยาปฏิชีวนะหลายชนิด (Multi-drug 
resistance bacteria) ซ่ึงก าจดัยาก ผูว้ิจยัจึงน าระบบ CRISPR/cas มาทดสอบประสิทธิภาพการก าจดั 
A. baumannii  

 
ภาพ 40 ผลการน าส่งระบบ CRISPR/cas ในการก าจัด A. baumannii อย่างจ าเพาะ 

 

 ผูว้ิจยัได้ทดสอบการน าส่งระบบ CRISPR/cas เขา้แบคทีเรียเป้าหมายในกลุ่ม non-E.coli 
เพื่อศึกษาการก าจดัแบคทีเรียอย่างจ าเพาะ โดยผูว้ิจยัน าส่ง pgNDM1 เขา้สู่เซลล ์A. baumannii สาย
พนัธุ์ AB166 และ AB377 ซ่ึงมียีน NDM1 ภายในเซลล ์โดยการ Conjugation คร้ังน้ีอาศยักลไกการ 
Conjugate ของ pHELP  จากกราฟจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวิต (ภาพ 40) พบวา่ความหนาแน่นของเซลล์
ท่ีรอดชีวิตมีปริมาณลดลงเม่ือรับพลาสมิด pgNDM1 เข้าสู่เซลล์ โดยความหนาแน่นของเซลล์ 
AB166 และ AB377 ลดลง 90% เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มการทดลองควบคุม จะเห็นได้ว่าระบบ 
CRISPR/cas สามารถท างานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพใน A. baumannii  
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ผลการตรวจสอบยีนเป้าหมายและพลาสมิด CRISPR โดยวิธี PCR 
 จากผลการทดลองก่อนหนา้จะเห็นวา่มีจ านวนเซลลท่ี์รอดชีวิตจากการตดัท าลายยนี NDM1 
ในเซลล์ A. baumannii ผูว้ิจยัจึงจะวิเคราะห์ผลต่อด้วยวิธีการ Colony PCR เพื่อตรวจหาพลาสมิด 
pgNDM1 และยนี NDM1 ภายในเซลล ์ 

 
ภาพ 41 ผลการตรวจวิเคราะห์ PCR ต าแหน่งเป้าหมาย หลังจากถูก CRISPR/cas ตัดท าลาย 

 
 ผูว้ิจยัไดย้ืนยนัผลการทดลองดว้ยวิธีการ Colony PCR โดยเลือกโคโลนี A. baumannii สาย
พนัธุ์ AB166 และ AB377 จ านวนอย่างละ 10 โคโลนี มาวิเคราะห์ผลหาพลาสมิด pgNDM1 ด้วย
ไพร์เมอร์ ts18และ ts19 และวิเคราะห์ผลยีน NDM1 ภายในเซลล์ด้วยไพร์เมอร์ NDM_F และ 
NDM_R พบวา่สายพนัธุ์ AB166 จ านวน 10 โคโลนีไม่พบ pgNDM1 ภายในเซลล ์แต่พบยนี NDM1 
ทั้งหมด 10 โคโลนี ในขณะท่ีสายพนัธุ์ AB377 จ านวน 10 โคโลนีพบ pgNDM1 ทั้งหมด 10 โคโลนี 
และไม่พบยนี NDM1 เพียง 1 โคโลนี 
 
ผลการเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอยีนเป้าหมายในฐานข้อมูล GenBank 
 ต่อมาผูว้ิจยัน าดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการท า Colony PCR มาท าให้บริสุทธ์ิและส่งวิเคราะห์ล าดบั
ดีเอน็เอดว้ยวิธีการ DNA sequencing ซ่ึงผูว้ิจยัส่งวิเคราะห์สายพนัธุ์ละ 3 โคโลนี โดยเลือกจากความ
เขม้แถบดีเอน็เอบน agarose gel  
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ภาพ 42 ผลการตรวจวิเคราะห์ต าแหน่งเป้าหมายและเปรียบเทียบฐานข้อมูล 

  
 ผูว้ิจยัจึงเลือกโคโลนีท่ีมีความเขม้ขน้ของแถบดีเอ็นเอท่ีพบ โดย AB166 โคโลนีท่ี 4 , 8 และ 
9 AB377 โคโลนีท่ี 3, 5 และ 9 มาสกัดดีเอ็นเอจาก Agarose gel และส่งวิเคราะห์ล าดับเบสด้วย
วิธีการ DNA sequencing ตามล าดบั ซ่ึงผลการวิเคราะห์ล าดบัดีเอน็เอพบการหายไปของล าดบัดีเอ็น
เอ (Deletion point) ใน AB166 จ านวน 1 โคโลนี และ AB377 จ านวน 1 โคโลนี ในขณะท่ีพบการ
กลายพนัธุ์ (Mutation point) ใน AB377 จ านวน 1 โคโลนี  
 ดงันั้นสรุปไดว้่า CRISPR/cas สามารถตดัท าลายดีเอ็นเอเป้าหมายไดใ้นทั้งใน E.coli และ 
Non-E.coli ซ่ึงแต่ละต าแหน่งการตดัท าลายจะมีประสิทธิภาพท่ีต่างกนั เช่น การตดัท าลายพลาสมิด
เป้าหมายท่ีมียีน NDM1 ใน E.coli ส่งผลให้พลาสมิดนั้นถูกท าลายและหายไปจากเซลล ์ในขณะท่ี
การตดัท าลายยีน gfp นั้น อาจจะตดัท าลายไดเ้พียงการแสดงออกของยีน gfp เท่านั้น แต่พลาสมิด
ไม่ได้ถูกก าจัดหายไป ในทางกลับกัน เ ม่ือส่งระบบ CRISPR/cas เข้า สู่  Non-E.coli ระบบ 
CRISPR/cas สามารถก าจดัแบคทีเรียนั้นไดเ้พียงบางส่วนอาจเป็นเน่ืองมาจากผูวิ้จยัไม่ทราบว่ายีน 
NDM1 นั้นอยู่บนส่วนใดของเซลล์ หากอยู่บนจีโนมอาจจะส่งผลให้เซลล์ตายได ้แต่หากอยู่บนพ
ลาสมิดอาจส่งผลเพียงแค่ก าจดัพลาสมิดนั้นไปหรือสูญเสียการแสดงออกของยีนนั้น นอกจากน้ีการ
วิเคราะห์ผลดว้ย Sequencing ยงัช้ีให้เห็นถึงการเกิดการกลายพนัธุ์ของยีนเป้าหมาย ซ่ึงอาจเกิดจาก
การซ่อมแซมดีเอน็เอท่ีผิดพลาดของเซลล ์ 

 
 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	ประกาศคุณูปการ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	บทที่ 1  บทนำ
	ชีวนิเวศน์จุลชีพ (Microbiota)
	การวิศวกรรมประชากรจุลินทรีย์
	การใช้ CRISPR/cas ตัดดีเอ็นเอจำเพาะลำดับเบส
	จุดมุ่งหมายของการศึกษา
	ขอบเขตของงานวิจัย
	สมมุติฐานของการวิจัย

	บทที่ 2  เอกสารที่เกี่ยวข้อง
	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	ภาพรวมของงานวิจัย

	บทที่ 4 ผลการวิจัย
	การทดสอบระบบ CRISPR/cas
	การเพิ่มประสิทธิภาพการนำส่งระบบ CRISPR
	การใช้ pHELP มีผลต่อการแพร่กระจายพลาสมิดเป้าหมาย
	การแทนที่พลาสมิดเพื่อป้องกันการแพร่กระจายของพลาสมิดเป้าหมาย (Plasmid replacement)

	บทที่ 5 บทสรุปและอภิปรายผลการทดลอง
	ข้อเสนอแนะ

	บรรณานุกรม
	บรรณานุกรม
	ภาคผนวก
	การสร้างพลาสมิด (Construction)
	พลาสมิดในงานวิจัย
	ผลการสูญเสียยีนดื้อยาปฏิชีวนะและยีนเรืองแสงสีเขียว (gfp)
	ผลการแทนที่พลาสมิดเป้าหมายด้วยพลาสมิดใน Incompatibility group
	ผลการเปลี่ยนสัดส่วนการเรืองแสงของเซลล์ในประชากรแบบกลุ่ม เมื่อมีพลาสมิดตัวช่วย
	ผลการสูญเสียยีนดื้อยาปฏิชีวนะและการตายของแบคทีเรีย A. baumannii
	ผลการตรวจสอบยีนเป้าหมายและพลาสมิด CRISPR โดยวิธี PCR
	ผลการเปรียบเทียบลำดับดีเอ็นเอยีนเป้าหมายในฐานข้อมูล GenBank

	ประวัติผู้วิจัย

