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บทคัดยอ 
       จากการศึกษากอนหนาน้ี ในการกลายพันธุเช้ือวัณโรคโดยการแทรกทรานสโปซอน Tn5 เขาไปในจีโนมของเช้ือ 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv พบวา เช้ือสายพันธุกลาย 2 สายพันธุ คือ Tn77 และ Tn196 มีความไวตอยาในกลุม
แมโครลายด งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคในการศึกษาตําแหนงของยีนที่มีการแทรกของทรานสโปซอนของเช้ือสายพันธุ
กลายดังกลาว จากการทํา Genome walking โดยใชชุด DNA Walking SpeedUpTM Premix Kit พบวาทรานสโปซอน 
Tn5 ไดเขาไปแทรกบนจีโนมของเช้ือสายพันธุกลาย Tn77 และ Tn196 ในตําแหนงของยีน Rv0470A และยีน ksgA 
ตามลําดับ ซึ่งยีน Rv0470A ถอดและแปลรหัสเปนโปรตีนที่ยังไมทราบหนาที่ ในขณะที่ยีน ksgA ถอดและแปลรหัสเปน
เอนไซมไดเมทิลอะดีโนซีนทรานสเฟอเรส โดยคาดวายีนทั้งสองนาจะมีสวนเกี่ยวของกับการตานยาในกลุมแมโคร
ลายดของเช้ือวัณโรค  

 

ABSTRACT 
       In the previous work, two macrolide-susceptible Mycobacterium tuberculosis H37Rv mutants, Tn77 and Tn196 
were found from the insertion of Tn5 transposon in the genome of M. tuberculosis H37Rv. This work aims to study 
the Tn5 transposon localization on the genome of these mutants by Genome walking using DNA Walking SpeedUpTM 
Premix Kit. It was found that Rv0470A and ksgA were inserted by Tn5 transposon on genome of mutants Tn77 and 
Tn196, respectively. Rv0470A encodes a hypothetical protein whereas ksgA codes for dimethyladenosine transferase. 
It was proposed that both genes might be involved in macrolide resistance in M. tuberculosis. 
คําสําคัญ : เช้ือวัณโรค ทรานสโปซอน แมโครลายด  
Key Words : Mycobacterium tuberculosis, Transposon, Macrolide 
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BMP24-2 
บทนํา 

วัณโรคเปนโรคติดเ ช้ือที่ เ กิดจากเ ช้ือ
แบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis และเปน
สาเหตุการเสียชีวิตที่เกิดจากโรคติดเช้ือเปนอันดับ
ตนๆ ของประชากรโลก จากรายงานขององคการ
อนามัยโลกพบวา ในปจจุบันมีผูปวยวัณโรครายใหม
ปละประมาณ 8 ลานคนและในจํานวนน้ีเปนผูปวย
ระยะแพรเช้ือถึง 3.9 ลานคน โดยวัณโรคคราชีวิต
ประชากรปละประมาณ 1.7 ลานคน สําหรับประเทศ
ไทยมีผูปวยวัณโรคประมาณปละ 91,000 ราย และ
ในจํานวนน้ีเปนผูปวยระยะแพรเช้ือประมาณ 41,000 
ราย โดยจัดอยูในอันดับที่ 18 ของประเทศที่มีผูปวย
วัณโรคมาก (WHO report, 2007) 

วัณโรคสามารถรักษาไดดวยการใชยาตาน
วัณโรค ไดแก กลุมยาหลัก (First-line drug) และ
กลุมยาสํารอง (Second-line drug) แตหากการรักษา
ขาดความตอเน่ือง อาจทําใหเช้ือเกิดการด้ือยาจนไม
สามารถใชยาเดิมไดอีก ซึ่งมีรายงานการพบเช้ือสาย
พันธุกลายที่ด้ือตอยาตานวัณโรคคือ เช้ือวัณโรคด้ือ
ยาหลายขนาน (Multidrug-Resistant Tuberculosis) 
ที่ด้ือตอยาตานวัณโรคในกลุมยาหลักคือไอโซไนอา-
ซิด (Isoniazid) และไรแฟมปซิน (Rifampicin) และ
เช้ือวัณโรคด้ือยาเกือบทุกขนาน (Extensively Drug- 
Resistant Tuberculosis) ซึ่งเปนเช้ือวัณโรคด้ือยา
หลายขนานที่ยังด้ือตอยาในกลุมยาสํารองคือ ฟลูออ-
โรควิโนโลน (Fluoroquinolones) และยาที่ใชฉีด
หน่ึงในสามชนิดน้ี  ไดแก  อมิกาซิน  (Amikacin) 
กานามัยซิน (Kanamycin) หรือ คาปริโอมัยซิน 
(Capreomycin) นอกจากน้ียังมีรายงานยืนยันวา
ผูปวยที่ติดเช้ือสายพันธุด้ือยาเกือบทุกขนานรอยละ 
98 จะเสียชีวิตโดยเฉล่ียภายใน 16 วันหลังจากที่
ตรวจพบวาเปนวัณโรค (CDC, 2006) จากขอมูล
ดังกลาวทําใหหลายประเทศหันมาใหความสนใจกับ
ปญหาวัณโรค องคการอนามัยโลกจึงไดจัดการ

ประชุมหารืออยางเรงดวนเพ่ือหามาตรการรับมือกับ
ปญหา น้ี  รวมถึง เ กิดความพยายามของหลาย
หนวยงานในการคิดคนยาตานวัณโรคชนิดใหมที่มี
ฤทธิ์กับเช้ือด้ือยาและไมทําใหเกิดการกลับมาเปน
วัณโรคอีก  

M. tuberculosis จัดอยูในกลุมมัยโค
แบคทีเรีย (Mycobacteria) ซึ่งเช้ือกลุมน้ีมักตานทาน
ตอสารเคมีและยาปฏิชีวนะที่ ใชในการฆา เ ช้ือ
โดยท่ัวไป อันเน่ืองมาจากเช้ือเหลาน้ีมีองคประกอบ
ของโครงสรางผนังเซลลเปนสารประเภทไขมันอยู
สูง ทําใหมีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผาน สารท่ีละลาย
ในนํ้าไมสามารถซึมผานเขาสูเซลลได ยกเวนสารที่
สามารถละลายไดในไขมัน ซึ่งผนังเซลลของมัยโค
แบคทีเรียน้ีจัดเปนปจจัยสําคัญตอกลไกการตานทาน
ตามธรรมชาติ (Jarlier และ Nikaido, 1994) จึงทําให
มียาปฏิชีวนะเพียงไมก่ีกลุมที่สามารถใชตานเช้ือ
กลุมมัยโคแบคทีเรียได ซึ่งหากเปนเช้ือมัยโค
แ บ ค ที เ รี ย ก ลุ ม ก อ วั ณ โ ร ค  (Mycobacterium 
tuberculosis complex หรือ MTC) จะใชยาตาน 
วัณโรคกลุมยาหลักดังที่ไดกลาวไป แตหากเปนโรค
ติดเช้ือจากมัยโคแบคทีเรียกลุมที่ไมกอวัณโรค 
(Nontuberculous mycobacteria หรือ NTM) จะใชยา
กลุมอื่น เชน ยากลุมแมโครลายด (Macrolide) ไดแก 
ยาอาซิโทรมัยซิน (Azithromycin) และยาคลาริโทร-
มัยซิน (Clarithromycin) (Nash, 2003) 

ยาในกลุมแมโครลายดออกฤทธิ์โดยจะเขา
ไปจับกับ 23S rRNA ใน large subunit ของไรโบ-
โซม และยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของแบคทีเรีย 
(Hansen และคณะ, 2002) ยากลุมน้ีออกฤทธิ์ไดดีกับ
เ ช้ือกลุม  NTM แตก ลับไมมีฤทธิ์ กับ เ ช้ือ  MTC 
เน่ืองมาจากเช้ือกลุมน้ีด้ือตอยากลุมแมโครลายดโดย
ธรรมชาติ (Hoffner และคณะ, 1997) จากความ
แตกตางในการด้ือยาของเช้ือสองกลุมน้ี Buriánková 
และคณะ (2004) จึงทําการเปรียบเทียบความ
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แตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือทั้งสองกลุม
เพ่ือศึกษาหายีนที่เปนสาเหตุใหเกิดการตานตอยา 
กลุมแมโครลายดของเช้ือกลุม MTC โดยพบวาเช้ือ
กลุ ม  MTC มียีนที่ ผลิ ตโปร ตีน  Erm 
(methyltransferase) ซึ่งทําใหเกิดกระบวนการเมทิล
เลชัน (methylation) ในบริเวณตําแหนงจับของยาที่ 
23S rRNA ทําใหยาไมสามารถจับกับเปาหมายและ
ออกฤทธิ์ได สงผลใหเช้ือน้ันด้ือตอยา อยางไรก็ตาม
จากผลการศึกษาเบ้ืองตนในหองปฏิบัติการพบเช้ือ
วัณโรคด้ือยาหลายขนานที่แยกไดจากผูปวยมีความ
ไวกับยากลุมแมโครลายดแตกตางจากเช้ือวัณโรค
ทั่วไปท่ีด้ือตอยากลุมน้ี และไมพบความผิดปกติของ
ยีนที่กําหนดเอนไซม Erm ในเช้ือที่ไวตอยาเหลาน้ี 
(ขอมูลยังไมไดตีพิมพ)  คณะผูวิจัยคาดวา การที่เช้ือ
ไวตอยากลุมแมโครลายดน้ีนาจะเกิดจากกลไกอื่นที่
ยังไมมีรายงานในเช้ือวัณโรค 

ปจจุบันในการศึกษาถึงกลไกการตานยา
ของเช้ือนิยมใชวิธีที่ทําใหเช้ือเกิดการกลายพันธุ โดย
การใชเทคนิคยับยั้งการทํางานของยีนซึ่งเรียกวา 
gene knockout แลวคัดเลือกลักษณะของเช้ือกลาย
พันธุที่นาสนใจมาทําการศึกษาถึงหนาที่ของยีนที่ถูก
ยับยั้งน้ัน โดยการทําใหเกิดการกลายพันธุจะใช
ช้ินสวนยีนที่ไมทํางานแลวแตมีบริ เวณคัดเลือก 
(selective marker) เชน ช้ินสวนยีนทรานสโปซอน 
Tn5 ซึ่งมีบริเวณคัดเลือกคือยีนตานยาปฏิชีวนะกานา
มัยซินนํามาทําใหเกิดการกลายพันธุดวยเทคนิค 
ท ร า น ส โ ป ซ อ น มิ ว ท า เ จ เ น ซิ ส  (transposon 
mutagenesis) (EZ-Tn5™ <KAN-2> Transposon, 
Epicentre, USA) เชนเดียวกับในงานวิจัยน้ีซึ่งไดนํา
เช้ือวัณโรคสายพันธุกลาย M. tuberculosis H37Rv ที่
ผานการทําทรานสโปซอนมิวทาเจเนซิสแลวไดเช้ือ
ที่มีลักษณะไวตอยากลุมแมโครลายด ไดแก ยาคลา- 
ริโทรมัยซิน สองสายพันธุคือ Tn77 และ Tn196 มา
ศึกษาหายีนที่นาจะเก่ียวของกับการด้ือหรือไวตอ

ยากลุมแมโครลายด ซึ่งหากทราบถึงตําแหนงการ
แทรกของช้ินสวนทรานสโปซอน และทราบหนาที่
ของยีนที่ถูกทรานสโปซอนเขาไปแทรกน้ันอาจ
นําไปสูการคนพบกลไกการด้ือยากลุมแมโครลายดที่
ยังไมเคยมีรายงานมากอนในเช้ือวัณโรค และอาจ
นําไปสูการพัฒนายาตานวัณโรคชนิดใหมได 
  
อุปกรณและวิธีการวิจัย 
1. สายพันธุจุลินทรียที่ใชและสภาวะการเจริญ 
       เพาะเล้ียงเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สาย
พันธุกลายที่ไวตอยากลุมแมโครลายด Tn77 และ 
Tn196 บนอาหารแข็ง Middlebrook7H10 (Becton 
Dickinson, USA) ที่เติม Oleic Acid Albumin 
Dextrose Complex (Becton Dickinson, USA) รอย
ละ 10 และมียาปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน
สุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
        เพาะเลี้ยงเช้ือ Escherichia coli สายพันธุ 
DH5 ในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) (Becton 
Dickinson, USA) โดยเขยาที่ความเร็ว 250 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14-16 
ช่ัวโมง 
 
2. การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ  

การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอดัดแปลงมาจากวิธี
ของ van Soolingen และคณะ (1991) โดยนําเช้ือ  
M. tuberculosis H37Rv สายพันธุกลาย Tn77 และ 
Tn196 ที่เจริญบนอาหารแข็ง Middlebrook7H10 มา
กระจายในสารละลายบัฟเฟอร TE พีเอช 7.5 ที่
ประกอบดวย Tris 10 มิลลิโมลาร และ EDTA 1 
มิลลิโมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 
80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวนําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที ดูดสวนใสทิ้ง กระจายเซลลในสารละลาย Tris-
EDTA-Tween-lysozyme พี เอช  8.0 ปริมาตร  400 
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ไมโครลิตร ที่ประกอบดวย Tris 10 มิลลิโมลาร 
EDTA 1 มิลลิโมลาร Tween 80 รอยละ 0.5 โดย
ปริมาตร และ Lysozyme 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 
ช่ัวโมง หลังจากน้ันเติมสารละลายโปรตีเนสเค 
(Proteinase K) ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเติมสารละลายโซเดียมโด
เดคซิลซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate) เขมขน
รอยละ 10 โดยมวลตอปริมาตร ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ัน นําสารละลายไปใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
แลวนํามาเติมสารละลาย โซเดียมคลอไรดความ
เขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 80 ไมโครลิตร และเติม
สารละลาย CTAB เขมขนรอยละ 10 โดยมวลตอ
ปริมาตร (ที่ละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด
เขมขน 0.7 โมลาร) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร จาก
น้ันปเปตขึ้นและลง จนกระท่ังสารละลายเปล่ียนเปน
สีขาวขน นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที  เติมสารละลาย  chloroform-
isoamylalcohol (อัตราสวนปริมาตร 24:1) ปริมาตร 
600 ไมโครลิตร  กลับหลอดเบาๆ  ปน เห ว่ียงที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แยก
สวนใสด านบนที่มีสารละลายดี เอ็น เอมา เ ติม
สารละลาย chloroform-isoamylalcohol ปริมาตร 
600 ไมโครลิตร อีกครั้ง ปนเหว่ียงซ้ําอีกครั้ง จากน้ัน
แยกส วนใสด านบนที่ ไ ด ไป เติ มส ารละลาย
โซเดียมอะซีเตทความเขมขน 3 โมลาร ปริมาณ 0.1 
เทาของปริมาตร และเติมเอทานอลเขมขนรอยละ 
99.8 โดยปริมาตร ที่เย็นจัด ปริมาณ 2.5 เทาของ
ปริมาตร  จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ  -70 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ปนเหว่ียงเพื่อตกตะกอน
ดีเอ็นเอที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที  จากน้ันลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล
เขมขนรอยละ 70 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บมที่ 37
องศา เซล เซี ยส  ให แห ง  ละลาย ดี เอ็ น เอด ว ย
สารละลายบัฟเฟอร TE พีเอช 7.5 ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร แลวยอย RNA โดยการเติมเอนไซม 
RNaseA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
  
3. การทํา Genome Walking 

นําจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีไดจากการสกัดมา
ศึกษาตําแหนงที่ทรานสโปซอนเขาแทรกโดยเทคนิค 
Genome Walking โดยใชชุด DNA Walking 
SpeedUpTM Premix Kit (Seegene, Korea) ทําการ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่อยูถัดจากบริเวณของ 
ทรานสโปซอนดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ-
เรส (Polymerase chain reaction หรือ PCR) จํานวน 
3 ครั้ง (รูปที่ 1) โดยใชไพรเมอรของชุด Kit ซึ่ง
ประกอบไปดวยไพรเมอร 3 ตัว คือ DW-ACP 1 (5’-
ACP-AGGTC-3’), DW-ACP-N (5’-ACPN-GGTC-
3’) และ Universal (5’-TCACAGAAGTATGCCAA 
GCGA-3’) ซึ่งจะใชทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสคู
กับไพรเมอรที่ออกแบบใหจําเพาะเจาะจงกับบริเวณ
ของทรานสโปซอน Tn5 (Target Specific Primer 
หรือ TSP) ไพรเมอรที่ออกแบบในงานวิจัยมี 3 ตัว 
คือ TSP1 (5’-GCCAGTTTAGTCTGACCATC-3’), 
TSP2 (5’-GGCGCATCGGGCTTCCCATACAAT-
3’) และ TSP3 (5’-ATTGCCCGACATTATCGCG 
AGCCC-3’) โดยใชปฏิกิริยาและสภาวะในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสตามคําแนะนําในคูมือของชุด DNA Walking 
SpeedUpTM Premix Kit  
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BMP24-5 

Template DNA 

DNA Walking PCR (1st PCR) product 

First Nested PCR (2nd PCR) product 

Second Nested PCR (3rd PCR) 

     DW-ACP-N DW-ACP 1 TSP3 TSP2 TSP1 Universal  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 1 การทํา Genome Walking โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่อยูถัดจากบริเวณทรานสโปซอนจํานวน 3 
ครั้งโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงกับทรานสโปซอนคูกับไพรเมอรของชุด DNA Walking SpeedUpTM Premix 
Kit โดย TSP1 ใชคูกับ DW-ACP 1, TSP2 ใชคูกับ DW-ACP-N และ TSP3 ใชคูกับ Universal primer 
 
4. การโคลนผลิตภัณฑ PCR  

นําผลิตภัณฑ PCR จากการเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสคร้ังที่ 
3 มาทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดทดสอบ QIAquick® PCR 
Purification Kit (Qiagen, Germany) แลวนํา
ผลิตภัณฑ PCR ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ 80 นาโน
กรัม ไปเช่ือมตอกับ TA cloning vector pDrive 
(Qiagen, Germany) 50 นาโนกรัม ดวยเอนไซม T4 
DNA ligase 3 ยูนิต จากน้ันทรานสฟอรมพลาสมิด 
ดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู competent cell E. coli DH5 
แลวคัดเลือกทรานสฟอรมแมนทบนอาหารแข็ง LB 
ที่ประกอบดวยยาปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร IPTG (Isopropyl--D-
thiogalactopyranoside) ความเขมขน 50 ไมโคร 
โมลาร และ X-gal (5-Bromo-4-chloro-indolyl--
D-galactopyranoside) ความเขมขน 80 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร สําหรับการคัดเลือกโคโลนีแบบ blue-
white screening นําโคโลนีที่มีสีขาวมาเพาะเล้ียงและ
สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวย QIAprep® Spin Miniprep 

Kit (Qiagen, Germany) แลวตรวจสอบรีคอม-
บิแนนทดีเอ็นเอดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI  
 
5. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

สงพลาสมิดดีเอ็นเอไปวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร T7 ที่บริษัท First 
Base Laboratories ประเทศมาเลเซีย นําลําดับนิวคลี-
โอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับของ M. tuberculosis 
H37Rv (Accession No. AL123456) จากฐานขอมูล
ของธนาคารยีน  
  
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

จากการทํา Genome Walking โดยนําจีโน
มิกดีเอ็นเอของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สาย
พันธุกลาย Tn77 และ Tn196 มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของยีนที่ถูกแทรก
ดวยทรานสโปซอน Tn5 จํานวน 3 ครั้ง โดยครั้งที่ 1 
ใชคูไพรเมอร DW-ACP 1 และ TSP1 นําผลผลิตที่
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ไดมาทํา PCR ในครั้งที่ 2 กับคูไพรเมอร DW-ACP-
N และ TSP2 นําผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ครั้งที่ 
2 มาทํา PCR ในครั้งที่ 3 กับคูไพรเมอร Universal 
และ TSP3 พบวาไดผลิตภัณฑ PCR ซึ่งมีขนาด
ประมาณ 700 และ 900 คูเบส เมื่อใชจีโนมิกดีเอ็นเอ
ของเช้ือสายพันธุกลาย Tn77 และ Tn196 ตามลําดับ 
(รูปที่ 2) 
 

 
 
รูปท่ี 2 ผลิตภัณฑ PCR ครั้งที่ 3 ที่ไดจากการทํา 
Genome Walking โดยทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ของยีนที่ถูกแทรกดวยทรานสโปซอน เมื่อใชจีโนมิก
ดีเอ็นเอของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุ
กลาย Tn77 (lane 1) และ Tn196 (lane 2) (lane M 
คือ 100 bp DNA Ladder (Promega, USA))  
 

จากการนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาทําให
บริสุทธิ์ และเช่ือมตอเขากับเวกเตอร pDrive จากน้ัน 
ทรานสฟอรมพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมเขาสูเซลลให
อาศัย E. coli DH5 และคัดเลือกทรานสฟอรม
แมนทที่มีสีขาวและเจริญบนอาหาร LB ที่มียา
ปฏิชีวนะกานามัยซิน X-gal และ IPTG มาเพาะเลี้ยง
และสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอพบวา ปรากฎแถบดีเอ็นเอ 
1 แถบใน lane ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอ pTn77 และ 

pTn196 ซึ่งเกิดจากการเช่ือมตอผลิตภัณฑ PCR ที่ได
จากเช้ือสายพันธุกลาย Tn77 และ Tn196 ตามลําดับ 
(รูปที่ 3) และเมื่อวิเคราะหผลการตัดรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดดีเอ็นเอ pTn77 และ pTn196 ดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ EcoRI พบวาปรากฏแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ 
คือแถบดีเอ็นเอของเวกเตอร pDrive ที่มีขนาด 3,850 
คูเบสและแถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด
ประมาณ 700 คูเบส และ 900 คูเบส ตามลําดับ (รูปที่ 
3) จากน้ันจึงนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pTn77 และ pTn196 ไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ตอไป 
 

 
 

รูปท่ี 3 ผลการวิเคราะหรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
ดีเอ็นเอ pTn77 (lane 1) และ pTn196 (lane 3) และ
ภายหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (lane 
2 และ 4) (lane M คือดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจ  ที่ตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII (Invitrogen, USA))  

 
จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

(ไมแสดงขอมูล) แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไป
เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ฐ า น ข อ มู ล ใ น ธน า ค า ร ยี น
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ข อ ง เ ช้ื อ  M. 
tuberculosis H37Rv (Accession No. AL123456) 
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พบวา ตําแหนงที่ทรานสโปซอน Tn5 เขาไปแทรก
บนจีโนมของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุ
กลาย Tn77 และ Tn196 คือบริเวณระหวางเบส
ตําแหนงที่ 389-390 ของยีน Rv0470A และตําแหนง
ที่ 11-12 ของยีน ksgA ตามลําดับ(รูปที่ 4)โดยยีน 
Rv0470A ซึ่งมีขนาด 441 คูเบส เปนยีนที่ถอดและ
แ ป ล ร หั ส ใ ห โ ป ร ตี น ที่ ยั ง ไ ม ท ร า บ ห น า ที่ 
(Hypothetical protein) ในขณะท่ียีน ksgA ซึ่งมีขนาด 
954 คูเบส เปนยีนที่ถอดและแปลรหัสเปนโปรตีน
กลุมเมทิลทรานสเฟอเรส (Methyltransferase) ที่ช่ือ
วา ไดเมทิลอะดีโนซีน ทรานสเฟอเรส (Dimethyl 
adenosine transferase)  

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
รูปท่ี 4 ตําแหนงที่ทรานสโปซอน Tn5 เขาไปแทรก
บนจีโนมของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุ
กลาย Tn77 (ก) และ Tn196 (ข) 
 

จากการนําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่
ถอดรหัสจากยีน  Rv0470A ที่ไมทราบหนาที่ไป
วิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูลดวยโปรแกรม 
Protein Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blastp) 

พบวาโปรตีนกลุมน้ีที่พบในเช้ือกลุมมัยโคแบคทีเรีย 
เปนโปรตีนที่ยังไมทราบหนาที่ แตมีลักษณะคลาย
กับโปรตีนกลุม UbiA prenyl transferase ของเช้ือ 
Acidothermus cellulolyticus และ gamma 
proteobacterium ซึ่งพบวาเปนโปรตีนที่เก่ียวของกับ
กลไกการสรางองคประกอบของเยื่อหุมเซลลซึ่งเยื่อ
หุมเซลลของมัยโคแบคทีเรียน้ันมีคุณสมบัติในการ
เปนเย่ือเลือกผานเน่ืองมาจากองคประกอบของ
โครงสรางเซลลสวนใหญเปนไขมัน แตอยางไรก็
ตาม การท่ียีนบริเวณน้ีถูกยับยั้งอาจสงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงองคประกอบของเย่ือหุมเซลลทําใหยา
สามารถผานเขาสูเซลลไดมากกวาปกติและสงผลให
เช้ือ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุกลาย Tn77 
แสดงออกโดยการไวตอยาคลาริโทรมัยซิน ซึ่งตอง
ทําการพิสูจนตอไป 
 
 โปรตีน KsgA หรือ Dimethyladenosine 
transferase ถอดและแปลรหัสมาจากยีน ksgA ซึ่งมี
รายงานวาการกลายพันธุของยีนบริเวณน้ีทําใหเช้ือ 
Bacillus subtilis และ E. coli  ด้ือตอยาคาซูกามัยซิน 
(Kasugamycin) (Ochi และคณะ, 2009) ซึ่งเปนยาใน
กลุมอะมิโนไกลโคไซด (Aminoglycoside) โดยมี
รายงานถึงกลไกการทํางานของยาน้ีคือ จะไปกระตุน
ใหเกิดการแยกกันของ fMet-tRNA ที่จับกับบริเวณ 
30S ของไรโบโซม ระหวางกระบวนการแปลรหัส
ในชวงแรก (initial translation) (Schuwirth และ
คณะ, 2006) นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยของ 
Formenoy  และคณะ (1994) พบวา กลไกการตานยา
น้ีเกิดจากการกลายพันธุบริเวณ 16S rRNA สาเหตุ
เน่ืองมาจากโปรตีน KsgA ที่ทําหนาที่ในการยายหมู
เมทิลระหวางเบสอะดีนีนตําแหนง  A1518 และ 
A1519 ในบริเวณ 16S rRNA ทําใหบริเวณน้ีเปลี่ยน
รูปรางเกิดลักษณะเปนลูป (hairpin loop) ซึ่งบริเวณ
น้ีเองที่เกิดการเช่ือมตอกับปลาย 5’ ของ mRNA ซึ่งมี

5’ 

1 

3’ 

ksgA ksgA 

12 11 954 
(ข) 

Tn5 

(ก) 

Rv0470A Rv0470A 

3’ 

389 390 441 

5’ 

1 

Tn5 
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ผลตอกลไกการแปลรหัส ดังน้ันหากเกิดการกลาย
พันธุของยีนที่ทําหนาที่ผลิตโปรตีน KsgA น้ี อาจ
สงผลทําใหไมสามารถแปลรหัสได แตอยางไรก็ตาม 
มีรายงานการศึกษาในระดับโครงสรางและวิธีทาง
ชีวเคมียืนยันวา กลไกการทํางานของยาคาซูกามัยซิน
เกิดขึ้นที่บริเวณรอยตอของ tRNA และบริเวณ E 
และ P site ของไรโบโซมมากกวา (Schluenzen และ
คณะ, 2006) แมจะมีรายงานวายีนน้ีทําใหเกิด
กระบวนการเมทิลเลชันของ 16S rRNA แต
การศึกษาเหลาน้ีทําในเช้ือแบคทีเรียชนิดอื่น ยังไมมี
การศึกษายีนน้ีโดยละเอียดในเช้ือวัณโรคซึ่งมีความ
เปนไปไดวายีนน้ีอาจทําใหเกิดกระบวนการเมทิล 
เลชันที่อื่นไดอีก หรืออาจทําหนาที่อื่นในเช้ือวัณโรค 
นอกจากน้ียังไมมีการศึกษาความเก่ียวของของยีนน้ี
กับยากลุมแมโครลายดที่เปนยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการ
สรางโปรตีนเชนเดียวกัน ดังน้ันจึงมีความจําเปน
และมี คุ ณค า ที่ จ ะ ศึ กษ าต อ ไป ถึ งหน า ที่ แ ล ะ
ความสัมพันธของยีนน้ีกับการด้ือตอยากลุมแมโคร-
ลายดในเช้ือวัณโรค 
 

สรุปผลการวิจัย 
 จากการทดลองพบวา ตําแหนงการแทรก
ของทร านสโปซอน  Tn5 บนจี โนมของ เชื้ อ  
M. tuberculosis H37Rv สายพันธุกลาย Tn77 และ 
Tn196 คือบริเวณระหวางเบสตําแหนงที่ 389-390 
ของยีน Rv0470A และบริเวณระหวางเบสตําแหนง
ที่ 11-12 ของยีน ksgA ตามลําดับ ซึ่งยีน Rv0470A 
ถอดและแปลรหัสเปนโปรตีนที่ยังไมทราบหนาท่ี 
ในขณะท่ียีน ksgA ถอดและแปลรหัสเปนเอนไซม
ไดเมทิลอะดีโนซีนทรานสเฟอเรส โดยคาดวายีนทั้ง
สองนาจะมีสวนเก่ียวของกับการตานยาในกลุมแม-
โครลายดของเช้ือวัณโรค 
 
 
 

 ขอเสนอแนะ 
 ควรมีการศึกษาเก่ียวกับการแสดงออกของ
ยีน Rv0470A และยีน ksgA เพ่ือดูผลที่เก่ียวของกับ
การด้ือตอยาคลาริโทรมัยซินรวมถึงยากลุมแมโคร-
ลายดชนิดอื่น 
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