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บทคัดยอ 
       จากการศึกษากอนหนาน้ี ในการกลายพันธุเช้ือวัณโรคโดยการแทรกทรานสโปซอน Tn5 เขาไปในจีโนมของเช้ือ 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv พบวา เช้ือสายพันธุกลาย 2 สายพันธุ คือ Tn77 และ Tn196 มีความไวตอยาในกลุม
แมโครลายด งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคในการศึกษาตําแหนงของยีนที่มีการแทรกของทรานสโปซอนของเช้ือสายพันธุ
กลายดังกลาว จากการทํา Genome walking โดยใชชุด DNA Walking SpeedUpTM Premix Kit พบวาทรานสโปซอน 
Tn5 ไดเขาไปแทรกบนจีโนมของเช้ือสายพันธุกลาย Tn77 และ Tn196 ในตําแหนงของยีน Rv0470A และยีน ksgA 
ตามลําดับ ซึ่งยีน Rv0470A ถอดและแปลรหัสเปนโปรตีนที่ยังไมทราบหนาที่ ในขณะที่ยีน ksgA ถอดและแปลรหัสเปน
เอนไซมไดเมทิลอะดีโนซีนทรานสเฟอเรส โดยคาดวายีนทั้งสองนาจะมีสวนเกี่ยวของกับการตานยาในกลุมแมโคร
ลายดของเช้ือวัณโรค  

 

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 

วัณโรคเปนโรคติดเ ช้ือที่ เ กิดจากเ ช้ือ
แบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis และเปน
สาเหตุการเสียชีวิตที่เกิดจากโรคติดเช้ือเปนอันดับ
ตนๆ ของประชากรโลก จากรายงานขององคการ
อนามัยโลกพบวา ในปจจุบันมีผูปวยวัณโรครายใหม
ปละประมาณ 8 ลานคนและในจํานวนน้ีเปนผูปวย
ระยะแพรเช้ือถึง 3.9 ลานคน โดยวัณโรคคราชีวิต
ประชากรปละประมาณ 1.7 ลานคน สําหรับประเทศ
ไทยมีผูปวยวัณโรคประมาณปละ 91,000 ราย และ
ในจํานวนน้ีเปนผูปวยระยะแพรเช้ือประมาณ 41,000 
ราย โดยจัดอยูในอันดับที่ 18 ของประเทศที่มีผูปวย
วัณโรคมาก (WHO report, 2007) 

วัณโรคสามารถรักษาไดดวยการใชยาตาน
วัณโรค ไดแก กลุมยาหลัก (First-line drug) และ
กลุมยาสํารอง (Second-line drug) แตหากการรักษา
ขาดความตอเน่ือง อาจทําใหเช้ือเกิดการด้ือยาจนไม
สามารถใชยาเดิมไดอีก ซึ่งมีรายงานการพบเช้ือสาย
พันธุกลายที่ด้ือตอยาตานวัณโรคคือ เช้ือวัณโรคด้ือ
ยาหลายขนาน (Multidrug-Resistant Tuberculosis) 
ที่ด้ือตอยาตานวัณโรคในกลุมยาหลักคือไอโซไนอา-
ซิด (Isoniazid) และไรแฟมปซิน (Rifampicin) และ
เช้ือวัณโรคด้ือยาเกือบทุกขนาน (Extensively Drug- 
Resistant Tuberculosis) ซึ่งเปนเช้ือวัณโรคด้ือยา
หลายขนานที่ยังด้ือตอยาในกลุมยาสํารองคือ ฟลูออ-
โรควิโนโลน (Fluoroquinolones) และยาที่ใชฉีด
หน่ึงในสามชนิดน้ี  ไดแก  อมิกาซิน  (Amikacin) 
กานามัยซิน (Kanamycin) หรือ คาปริโอมัยซิน 
(Capreomycin) นอกจากน้ียังมีรายงานยืนยันวา
ผูปวยที่ติดเช้ือสายพันธุด้ือยาเกือบทุกขนานรอยละ 
98 จะเสียชีวิตโดยเฉล่ียภายใน 16 วันหลังจากที่
ตรวจพบวาเปนวัณโรค (CDC, 2006) จากขอมูล
ดังกลาวทําใหหลายประเทศหันมาใหความสนใจกับ
ปญหาวัณโรค องคการอนามัยโลกจึงไดจัดการ

ประชุมหารืออยางเรงดวนเพ่ือหามาตรการรับมือกับ
ปญหา น้ี  รวมถึง เ กิดความพยายามของหลาย
หนวยงานในการคิดคนยาตานวัณโรคชนิดใหมที่มี
ฤทธิ์กับเช้ือด้ือยาและไมทําใหเกิดการกลับมาเปน
วัณโรคอีก  

M. tuberculosis จัดอยูในกลุมมัยโค
แบคทีเรีย (Mycobacteria) ซึ่งเช้ือกลุมน้ีมักตานทาน
ตอสารเคมีและยาปฏิชีวนะที่ ใชในการฆา เ ช้ือ
โดยท่ัวไป อันเน่ืองมาจากเช้ือเหลาน้ีมีองคประกอบ
ของโครงสรางผนังเซลลเปนสารประเภทไขมันอยู
สูง ทําใหมีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผาน สารท่ีละลาย
ในนํ้าไมสามารถซึมผานเขาสูเซลลได ยกเวนสารที่
สามารถละลายไดในไขมัน ซึ่งผนังเซลลของมัยโค
แบคทีเรียน้ีจัดเปนปจจัยสําคัญตอกลไกการตานทาน
ตามธรรมชาติ (Jarlier และ Nikaido, 1994) จึงทําให
มียาปฏิชีวนะเพียงไมก่ีกลุมที่สามารถใชตานเช้ือ
กลุมมัยโคแบคทีเรียได ซึ่งหากเปนเช้ือมัยโค
แ บ ค ที เ รี ย ก ลุ ม ก อ วั ณ โ ร ค  (Mycobacterium 
tuberculosis complex หรือ MTC) จะใชยาตาน 
วัณโรคกลุมยาหลักดังที่ไดกลาวไป แตหากเปนโรค
ติดเช้ือจากมัยโคแบคทีเรียกลุมที่ไมกอวัณโรค 
(Nontuberculous mycobacteria หรือ NTM) จะใชยา
กลุมอื่น เชน ยากลุมแมโครลายด (Macrolide) ไดแก 
ยาอาซิโทรมัยซิน (Azithromycin) และยาคลาริโทร-
มัยซิน (Clarithromycin) (Nash, 2003) 

ยาในกลุมแมโครลายดออกฤทธิ์โดยจะเขา
ไปจับกับ 23S rRNA ใน large subunit ของไรโบ-
โซม และยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนของแบคทีเรีย 
(Hansen และคณะ, 2002) ยากลุมน้ีออกฤทธิ์ไดดีกับ
เ ช้ือกลุม  NTM แตก ลับไมมีฤทธิ์ กับ เ ช้ือ  MTC 
เน่ืองมาจากเช้ือกลุมน้ีด้ือตอยากลุมแมโครลายดโดย
ธรรมชาติ (Hoffner และคณะ, 1997) จากความ
แตกตางในการด้ือยาของเช้ือสองกลุมน้ี Buriánková 
และคณะ (2004) จึงทําการเปรียบเทียบความ
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BMP24-3 
แตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือทั้งสองกลุม
เพ่ือศึกษาหายีนที่เปนสาเหตุใหเกิดการตานตอยา 
กลุมแมโครลายดของเช้ือกลุม MTC โดยพบวาเช้ือ
กลุ ม  MTC มียีนที่ ผลิ ตโปร ตีน  Erm 
(methyltransferase) ซึ่งทําใหเกิดกระบวนการเมทิล
เลชัน (methylation) ในบริเวณตําแหนงจับของยาที่ 
23S rRNA ทําใหยาไมสามารถจับกับเปาหมายและ
ออกฤทธิ์ได สงผลใหเช้ือน้ันด้ือตอยา อยางไรก็ตาม
จากผลการศึกษาเบ้ืองตนในหองปฏิบัติการพบเช้ือ
วัณโรคด้ือยาหลายขนานที่แยกไดจากผูปวยมีความ
ไวกับยากลุมแมโครลายดแตกตางจากเช้ือวัณโรค
ทั่วไปท่ีด้ือตอยากลุมน้ี และไมพบความผิดปกติของ
ยีนที่กําหนดเอนไซม Erm ในเช้ือที่ไวตอยาเหลาน้ี 
(ขอมูลยังไมไดตีพิมพ)  คณะผูวิจัยคาดวา การที่เช้ือ
ไวตอยากลุมแมโครลายดน้ีนาจะเกิดจากกลไกอื่นที่
ยังไมมีรายงานในเช้ือวัณโรค 

ปจจุบันในการศึกษาถึงกลไกการตานยา
ของเช้ือนิยมใชวิธีที่ทําใหเช้ือเกิดการกลายพันธุ โดย
การใชเทคนิคยับยั้งการทํางานของยีนซึ่งเรียกวา 
gene knockout แลวคัดเลือกลักษณะของเช้ือกลาย
พันธุที่นาสนใจมาทําการศึกษาถึงหนาที่ของยีนที่ถูก
ยับยั้งน้ัน โดยการทําใหเกิดการกลายพันธุจะใช
ช้ินสวนยีนที่ไมทํางานแลวแตมีบริ เวณคัดเลือก 
(selective marker) เชน ช้ินสวนยีนทรานสโปซอน 
Tn5 ซึ่งมีบริเวณคัดเลือกคือยีนตานยาปฏิชีวนะกานา
มัยซินนํามาทําใหเกิดการกลายพันธุดวยเทคนิค 
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) เชนเดียวกับในงานวิจัยน้ีซึ่งไดนํา
เช้ือวัณโรคสายพันธุกลาย M. tuberculosis H37Rv ที่
ผานการทําทรานสโปซอนมิวทาเจเนซิสแลวไดเช้ือ
ที่มีลักษณะไวตอยากลุมแมโครลายด ไดแก ยาคลา- 
ริโทรมัยซิน สองสายพันธุคือ Tn77 และ Tn196 มา
ศึกษาหายีนที่นาจะเก่ียวของกับการด้ือหรือไวตอ

ยากลุมแมโครลายด ซึ่งหากทราบถึงตําแหนงการ
แทรกของช้ินสวนทรานสโปซอน และทราบหนาที่
ของยีนที่ถูกทรานสโปซอนเขาไปแทรกน้ันอาจ
นําไปสูการคนพบกลไกการด้ือยากลุมแมโครลายดที่
ยังไมเคยมีรายงานมากอนในเช้ือวัณโรค และอาจ
นําไปสูการพัฒนายาตานวัณโรคชนิดใหมได 
  
อุปกรณและวิธีการวิจัย 
1. สายพันธุจุลินทรียที่ใชและสภาวะการเจริญ 
       เพาะเล้ียงเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สาย
พันธุกลายที่ไวตอยากลุมแมโครลายด Tn77 และ 
Tn196 บนอาหารแข็ง Middlebrook7H10 (Becton 
Dickinson, USA) ที่เติม Oleic Acid Albumin 
Dextrose Complex (Becton Dickinson, USA) รอย
ละ 10 และมียาปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน
สุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
        เพาะเลี้ยงเช้ือ Escherichia coli สายพันธุ 
DH5 ในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) (Becton 
Dickinson, USA) โดยเขยาที่ความเร็ว 250 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14-16 
ช่ัวโมง 
 
2. การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ  

การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอดัดแปลงมาจากวิธี
ของ van Soolingen และคณะ (1991) โดยนําเช้ือ  
M. tuberculosis H37Rv สายพันธุกลาย Tn77 และ 
Tn196 ที่เจริญบนอาหารแข็ง Middlebrook7H10 มา
กระจายในสารละลายบัฟเฟอร TE พีเอช 7.5 ที่
ประกอบดวย Tris 10 มิลลิโมลาร และ EDTA 1 
มิลลิโมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 
80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวนําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที ดูดสวนใสทิ้ง กระจายเซลลในสารละลาย Tris-
EDTA-Tween-lysozyme พี เอช  8.0 ปริมาตร  400 
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ไมโครลิตร ที่ประกอบดวย Tris 10 มิลลิโมลาร 
EDTA 1 มิลลิโมลาร Tween 80 รอยละ 0.5 โดย
ปริมาตร และ Lysozyme 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 
ช่ัวโมง หลังจากน้ันเติมสารละลายโปรตีเนสเค 
(Proteinase K) ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเติมสารละลายโซเดียมโด
เดคซิลซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate) เขมขน
รอยละ 10 โดยมวลตอปริมาตร ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ัน นําสารละลายไปใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
แลวนํามาเติมสารละลาย โซเดียมคลอไรดความ
เขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 80 ไมโครลิตร และเติม
สารละลาย CTAB เขมขนรอยละ 10 โดยมวลตอ
ปริมาตร (ที่ละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด
เขมขน 0.7 โมลาร) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร จาก
น้ันปเปตขึ้นและลง จนกระท่ังสารละลายเปล่ียนเปน
สีขาวขน นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที  เติมสารละลาย  chloroform-
isoamylalcohol (อัตราสวนปริมาตร 24:1) ปริมาตร 
600 ไมโครลิตร  กลับหลอดเบาๆ  ปน เห ว่ียงที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แยก
สวนใสด านบนที่มีสารละลายดี เอ็น เอมา เ ติม
สารละลาย chloroform-isoamylalcohol ปริมาตร 
600 ไมโครลิตร อีกครั้ง ปนเหว่ียงซ้ําอีกครั้ง จากน้ัน
แยกส วนใสด านบนที่ ไ ด ไป เติ มส ารละลาย
โซเดียมอะซีเตทความเขมขน 3 โมลาร ปริมาณ 0.1 
เทาของปริมาตร และเติมเอทานอลเขมขนรอยละ 
99.8 โดยปริมาตร ที่เย็นจัด ปริมาณ 2.5 เทาของ
ปริมาตร  จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ  -70 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ปนเหว่ียงเพื่อตกตะกอน
ดีเอ็นเอที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที  จากน้ันลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล
เขมขนรอยละ 70 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บมที่ 37
องศา เซล เซี ยส  ให แห ง  ละลาย ดี เอ็ น เอด ว ย
สารละลายบัฟเฟอร TE พีเอช 7.5 ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร แลวยอย RNA โดยการเติมเอนไซม 
RNaseA เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
  
3. การทํา Genome Walking 

นําจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีไดจากการสกัดมา
ศึกษาตําแหนงที่ทรานสโปซอนเขาแทรกโดยเทคนิค 
Genome Walking โดยใชชุด DNA Walking 
SpeedUpTM Premix Kit (Seegene, Korea) ทําการ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่อยูถัดจากบริเวณของ 
ทรานสโปซอนดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ-
เรส (Polymerase chain reaction หรือ PCR) จํานวน 
3 ครั้ง (รูปที่ 1) โดยใชไพรเมอรของชุด Kit ซึ่ง
ประกอบไปดวยไพรเมอร 3 ตัว คือ DW-ACP 1 (5’-
ACP-AGGTC-3’), DW-ACP-N (5’-ACPN-GGTC-
3’) และ Universal (5’-TCACAGAAGTATGCCAA 
GCGA-3’) ซึ่งจะใชทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสคู
กับไพรเมอรที่ออกแบบใหจําเพาะเจาะจงกับบริเวณ
ของทรานสโปซอน Tn5 (Target Specific Primer 
หรือ TSP) ไพรเมอรที่ออกแบบในงานวิจัยมี 3 ตัว 
คือ TSP1 (5’-GCCAGTTTAGTCTGACCATC-3’), 
TSP2 (5’-GGCGCATCGGGCTTCCCATACAAT-
3’) และ TSP3 (5’-ATTGCCCGACATTATCGCG 
AGCCC-3’) โดยใชปฏิกิริยาและสภาวะในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสตามคําแนะนําในคูมือของชุด 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 โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่อยูถัดจากบริเวณทรานสโปซอนจํานวน 3 
ครั้งโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงกับทรานสโปซอนคูกับไพรเมอรของชุด DNA Walking SpeedUpTM Premix 
Kit โดย TSP1 ใชคูกับ DW-ACP 1, TSP2 ใชคูกับ DW-ACP-N และ TSP3 ใชคูกับ Universal primer 
 
4. การโคลนผลิตภัณฑ PCR  

นําผลิตภัณฑ PCR จากการเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสคร้ังที่ 
3 มาทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดทดสอบ QIAquick® PCR 
Purification Kit (Qiagen, Germany) แลวนํา
ผลิตภัณฑ PCR ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ 80 นาโน
กรัม ไปเช่ือมตอกับ TA cloning vector pDrive 
(Qiagen, Germany) 50 นาโนกรัม ดวยเอนไซม T4 
DNA ligase 3 ยูนิต จากน้ันทรานสฟอรมพลาสมิด 
ดีเอ็นเอลูกผสมเขาสู competent cell E. coli DH5 
แลวคัดเลือกทรานสฟอรมแมนทบนอาหารแข็ง LB 
ที่ประกอบดวยยาปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร IPTG (Isopropyl--D-
thiogalactopyranoside) ความเขมขน 50 ไมโคร 
โมลาร และ X-gal (5-Bromo-4-chloro-indolyl--
D-galactopyranoside) ความเขมขน 80 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร สําหรับการคัดเลือกโคโลนีแบบ blue-
white screening นําโคโลนีที่มีสีขาวมาเพาะเล้ียงและ
สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอดวย QIAprep® Spin Miniprep 

Kit (Qiagen, Germany) แลวตรวจสอบรีคอม-
บิแนนทดีเอ็นเอดวยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI  
 
5. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

สงพลาสมิดดีเอ็นเอไปวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร T7 ที่บริษัท First 
Base Laboratories ประเทศมาเลเซีย นําลําดับนิวคลี-
โอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับของ M. tuberculosis 
H37Rv (Accession No. AL123456) จากฐานขอมูล
ของธนาคารยีน  
  
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

จากการทํา Genome Walking โดยนําจีโน
มิกดีเอ็นเอของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สาย
พันธุกลาย Tn77 และ Tn196 มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของยีนที่ถูกแทรก
ดวยทรานสโปซอน Tn5 จํานวน 3 ครั้ง โดยครั้งที่ 1 
ใชคูไพรเมอร DW-ACP 1 และ TSP1 นําผลผลิตที่
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ไดมาทํา PCR ในครั้งที่ 2 กับคูไพรเมอร DW-ACP-
N และ TSP2 นําผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ครั้งที่ 
2 มาทํา PCR ในครั้งที่ 3 กับคูไพรเมอร Universal 
และ TSP3 พบวาไดผลิตภัณฑ PCR ซึ่งมีขนาด
ประมาณ 700 และ 900 คูเบส เมื่อใชจีโนมิกดีเอ็นเอ
ของเช้ือสายพันธุกลาย Tn77 และ Tn196 ตามลําดับ 
(รูปที่ 2) 
 

 
 
รูปท่ี 2 ผลิตภัณฑ PCR ครั้งที่ 3 ที่ไดจากการทํา 
Genome Walking โดยทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ของยีนที่ถูกแทรกดวยทรานสโปซอน เมื่อใชจีโนมิก
ดีเอ็นเอของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุ
กลาย Tn77 (lane 1) และ Tn196 (lane 2) (lane M 
คือ 100 bp DNA Ladder (Promega, USA))  
 

จากการนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาทําให
บริสุทธิ์ และเช่ือมตอเขากับเวกเตอร pDrive จากน้ัน 
ทรานสฟอรมพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมเขาสูเซลลให
อาศัย E. coli DH5 และคัดเลือกทรานสฟอรม
แมนทที่มีสีขาวและเจริญบนอาหาร LB ที่มียา
ปฏิชีวนะกานามัยซิน X-gal และ IPTG มาเพาะเลี้ยง
และสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอพบวา ปรากฎแถบดีเอ็นเอ 
1 แถบใน lane ที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอ pTn77 และ 

pTn196 ซึ่งเกิดจากการเช่ือมตอผลิตภัณฑ PCR ที่ได
จากเช้ือสายพันธุกลาย Tn77 และ Tn196 ตามลําดับ 
(รูปที่ 3) และเมื่อวิเคราะหผลการตัดรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดดีเอ็นเอ pTn77 และ pTn196 ดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ EcoRI พบวาปรากฏแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ 
คือแถบดีเอ็นเอของเวกเตอร pDrive ที่มีขนาด 3,850 
คูเบสและแถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด
ประมาณ 700 คูเบส และ 900 คูเบส ตามลําดับ (รูปที่ 
3) จากน้ันจึงนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pTn77 และ pTn196 ไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ตอไป 
 

 
 

รูปท่ี 3 ผลการวิเคราะหรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
ดีเอ็นเอ pTn77 (lane 1) และ pTn196 (lane 3) และ
ภายหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI (lane 
2 และ 4) (lane M คือดีเอ็นเอมาตรฐานฝาจ  ที่ตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII (Invitrogen, USA))  

 
จากผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

(ไมแสดงขอมูล) แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไป
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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พบวา ตําแหนงที่ทรานสโปซอน Tn5 เขาไปแทรก
บนจีโนมของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุ
กลาย Tn77 และ Tn196 คือบริเวณระหวางเบส
ตําแหนงที่ 389-390 ของยีน Rv0470A และตําแหนง
ที่ 11-12 ของยีน ksgA ตามลําดับ(รูปที่ 4)โดยยีน 
Rv0470A ซึ่งมีขนาด 441 คูเบส เปนยีนที่ถอดและ
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 คูเบส เปนยีนที่ถอดและแปลรหัสเปนโปรตีน
กลุมเมทิลทรานสเฟอเรส (Methyltransferase) ที่ช่ือ
วา ไดเมทิลอะดีโนซีน ทรานสเฟอเรส (Dimethyl 
adenosine transferase)  

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
รูปท่ี 4 ตําแหนงที่ทรานสโปซอน Tn5 เขาไปแทรก
บนจีโนมของเช้ือ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุ
กลาย Tn77 (ก) และ Tn196 (ข) 
 

จากการนําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่
ถอดรหัสจากยีน  Rv0470A ที่ไมทราบหนาที่ไป
วิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูลดวยโปรแกรม 
Protein Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blastp) 

พบวาโปรตีนกลุมน้ีที่พบในเช้ือกลุมมัยโคแบคทีเรีย 
เปนโปรตีนที่ยังไมทราบหนาที่ แตมีลักษณะคลาย
กับโปรตีนกลุม UbiA prenyl transferase ของเช้ือ 
Acidothermus cellulolyticus และ gamma 
proteobacterium ซึ่งพบวาเปนโปรตีนที่เก่ียวของกับ
กลไกการสรางองคประกอบของเยื่อหุมเซลลซึ่งเยื่อ
หุมเซลลของมัยโคแบคทีเรียน้ันมีคุณสมบัติในการ
เปนเย่ือเลือกผานเน่ืองมาจากองคประกอบของ
โครงสรางเซลลสวนใหญเปนไขมัน แตอยางไรก็
ตาม การท่ียีนบริเวณน้ีถูกยับยั้งอาจสงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงองคประกอบของเย่ือหุมเซลลทําใหยา
สามารถผานเขาสูเซลลไดมากกวาปกติและสงผลให
เช้ือ M. tuberculosis H37Rv สายพันธุกลาย Tn77 
แสดงออกโดยการไวตอยาคลาริโทรมัยซิน ซึ่งตอง
ทําการพิสูจนตอไป 
 
 โปรตีน KsgA หรือ Dimethyladenosine 
transferase ถอดและแปลรหัสมาจากยีน ksgA ซึ่งมี
รายงานวาการกลายพันธุของยีนบริเวณน้ีทําใหเช้ือ 
Bacillus subtilis และ E. coli  ด้ือตอยาคาซูกามัยซิน 
(Kasugamycin) (Ochi และคณะ, 2009) ซึ่งเปนยาใน
กลุมอะมิโนไกลโคไซด (Aminoglycoside) โดยมี
รายงานถึงกลไกการทํางานของยาน้ีคือ จะไปกระตุน
ใหเกิดการแยกกันของ fMet-tRNA ที่จับกับบริเวณ 
30S ของไรโบโซม ระหวางกระบวนการแปลรหัส
ในชวงแรก (initial translation) (Schuwirth และ
คณะ, 2006) นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยของ 
Formenoy  และคณะ (1994) พบวา กลไกการตานยา
น้ีเกิดจากการกลายพันธุบริเวณ 16S rRNA สาเหตุ
เน่ืองมาจากโปรตีน KsgA ที่ทําหนาที่ในการยายหมู
เมทิลระหวางเบสอะดีนีนตําแหนง  A1518 และ 
A1519 ในบริเวณ 16S rRNA ทําใหบริเวณน้ีเปลี่ยน
รูปรางเกิดลักษณะเปนลูป (hairpin loop) ซึ่งบริเวณ
น้ีเองที่เกิดการเช่ือมตอกับปลาย 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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ผลตอกลไกการแปลรหัส ดังน้ันหากเกิดการกลาย
พันธุของยีนที่ทําหนาที่ผลิตโปรตีน KsgA น้ี อาจ
สงผลทําใหไมสามารถแปลรหัสได แตอยางไรก็ตาม 
มีรายงานการศึกษาในระดับโครงสรางและวิธีทาง
ชีวเคมียืนยันวา กลไกการทํางานของยาคาซูกามัยซิน
เกิดขึ้นที่บริเวณรอยตอของ tRNA และบริเวณ E 
และ P site ของไรโบโซมมากกวา (Schluenzen และ
คณะ, 2006) แมจะมีรายงานวายีนน้ีทําใหเกิด
กระบวนการเมทิลเลชันของ 16S rRNA แต
การศึกษาเหลาน้ีทําในเช้ือแบคทีเรียชนิดอื่น ยังไมมี
การศึกษายีนน้ีโดยละเอียดในเช้ือวัณโรคซึ่งมีความ
เปนไปไดวายีนน้ีอาจทําใหเกิดกระบวนการเมทิล 
เลชันที่อื่นไดอีก หรืออาจทําหนาที่อื่นในเช้ือวัณโรค 
นอกจากน้ียังไมมีการศึกษาความเก่ียวของของยีนน้ี
กับยากลุมแมโครลายดที่เปนยาที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการ
สรางโปรตีนเชนเดียวกัน ดังน้ันจึงมีความจําเปน
และมี คุ ณค า ที่ จ ะ ศึ กษ าต อ ไป ถึ งหน า ที่ แ ล ะ
ความสัมพันธของยีนน้ีกับการด้ือตอยากลุมแมโคร-
ลายดในเช้ือวัณโรค 
 

สรุปผลการวิจัย 
 จากการทดลองพบวา ตําแหนงการแทรก
ของทร านสโปซอน  Tn5 บนจี โนมของ เชื้ อ  
M. tuberculosis H37Rv สายพันธุกลาย Tn77 และ 
Tn196 คือบริเวณระหวางเบสตําแหนงที่ 389-390 
ของยีน Rv0470A และบริเวณระหวางเบสตําแหนง
ที่ 11-12 ของยีน ksgA ตามลําดับ ซึ่งยีน Rv0470A 
ถอดและแปลรหัสเปนโปรตีนที่ยังไมทราบหนาท่ี 
ในขณะท่ียีน ksgA ถอดและแปลรหัสเปนเอนไซม
ไดเมทิลอะดีโนซีนทรานสเฟอเรส โดยคาดวายีนทั้ง
สองนาจะมีสวนเก่ียวของกับการตานยาในกลุมแม-
โครลายดของเช้ือวัณโรค 
 
 
 

 ขอเสนอแนะ 
 ควรมีการศึกษาเก่ียวกับการแสดงออกของ
ยีน Rv0470A และยีน ksgA เพ่ือดูผลที่เก่ียวของกับ
การด้ือตอยาคลาริโทรมัยซินรวมถึงยากลุมแมโคร-
ลายดชนิดอื่น 
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