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การใช้ functional gene ในการศึกษาประชากรของแบคทีเรียกลุ่มย่อย
สลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนของสัตว์เคี้ยวเอื้อง
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บทคัดย่อ: จากบทบาทส�ำคัญของแบคทีเรียกลุ่มย่อยสลายเยื่อใยต่อกระบวนการย่อยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนของ
สัตว์เคี้ยวเอื้องนั้น จึงได้มีนักวิจัยพัฒนาวิธีการเพื่อจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีหน้าที่ในการย่อยสลายเยื่อใย ทั้งจาก
การเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้และเทคนคิชวีโมเลกลุโดยอาศยั 16S rRNA แต่อย่างไรกต็าม ทัง้สองวธิกีารนีย้งัมข้ีอจ�ำกดั
เนื่องจากมีความแม่นย�ำต�่ำในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย ในปัจจุบัน นักวิจัยได้มีความสนใจในการใช้ 
functional gene ในการตรวจหาแบคทีเรียโดยการตรวจหายีนที่ท�ำหน้าที่ที่ต้องการศึกษาโดยตรง ซึ่งการใช้ functional 
gene เพื่อศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียให้ผลที่จ�ำเพาะเจาะจงและครอบคลุมชนิดของแบคทีเรียในกลุ่มต่างๆ 
มากกว่า 16S rRNA โดยการใช้ไพรเมอร์ cel5_392F–754R สามารถตรวจพบแบคทีเรียเฉพาะในกลุ่มย่อยสลายเยื่อใย
เท่านั้น โดยไม่ตรวจจับแบคทีเรียกลุ่มอื่นๆ
ค�ำส�ำคัญ: functional gene, 16S rRNA, แบคทีเรียย่อยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน 

ABSTRACT: Fibrolytic bacteria are the major rumen bacteria in the rumen of ruminants and have shown an important 
role in fiber degradation. Many researchers have developed methodologies to classify fibrolytic bacteria, including  
culture in a medium and rumen molecular technique using 16S rRNA gene as a basis. However, these are still 
limited due to low accuracy. Currently, researchers are interested in the use of functional genes to identify specific  
microorganisms. Functional genes are more comprehensive and specific than 16S rRNA. The cel5_392F–754R primer 
can identify rumen fibrolytic bacteria without detecting other groups of bacteria.
Keywords: functional gene, 16S rRNA, rumen fibrolytic bacteria
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บทน�ำ

	 อาหารหยาบถือเป็นแหล่งอาหารส�ำคัญส�ำหรับ
สัตว์เคี้ยวเอื้อง โดยแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของ 
สัตว์เคี้ยวเอื้องสามารถย่อยสลายเยื่อใยเป็นแหล่ง
พลงังานได้ จากบทบาทส�ำคญัของแบคทเีรยีกลุม่ย่อย
สลายเยื่อใย (fibrolyt ic bacter ia) ที่มีผลต ่อ
กระบวนการหมักในกระเพาะรูเมนของสัตว์เคี้ยวเอื้อง
นั้น ได้มีนักวิจัยให้ความสนใจและท�ำการศึกษาเพื่อ

จ�ำแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีหน้าที่ในการย่อยสลาย
เยื่อใยโดยตรง ทั้งจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ตลอดจนการใช้เทคนคิทางชวีโมเลกลุในกระเพาะรเูมน
โดยอาศัยลักษณะของ 16S rRNA ในการจ�ำแนก การ
ใช้เทคนคินีส้ามารถแยกชนดิของแบคทเีรยีทีย่่อยสลาย
เยื่อใยในรูเมนได้อย่างชัดเจนและแม่นย�ำมากยิ่งขึ้น 
แต่อย่างไรกต็าม พบว่าการใช้ 16S rRNA ยงัมข้ีอจ�ำกดั
เนื่องจากมีความแม่นย�ำต�่ำ เนื่องจากมีรหัสพันธุกรรม
คล ้ายคลึงกันในแบคที เรียหลายกลุ ่มส ่งผลให ้มี
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ความคลาดเคลื่อนในการศึกษาความหลากหลายของ
ประชากร (Mendum et al., 1999; Delorme et al., 
2003; Heylen et al., 2006; Vianna et al., 2006) 
นอกจากนี้ การใช้ยีน 16S rRNA บ่งชี้ได้เพียงกลุ่มของ
แบคทีเรียโดยไม่สามารถบ่งชี้ความสามารถในการ
ท�ำงานของแบคทเีรยีได้ เนือ่งจากเป็นยนีของ 16S rRNA 
ทีท่ีเ่กีย่วข้องกบัการผลติโปรตนีทัง้หมดของแบคทเีรยี จงึ
ไม่สามารถระบกุารท�ำงานเฉพาะของแบคทเีรยีได้ ดงันัน้ 
ในปัจจุบันได้มีการให้ความสนใจในการใช้ functional 
gene ในการหาความหลากหลายของแบคทีเรียมากยิ่ง
ขึ้น โดยการตรวจหายีนที่ท�ำหน้าที่ในการผลิตเอนไซม์ที่
ต้องการศึกษาโดยตรง จึงสามารถตรวจหาประชากร
แบคทีเรียทั้งหมดที่มีความสามารถท�ำงานตรงกันได้
	 ดงันัน้ บทความนี ้มวีตัถปุระสงค์เพือ่เป็นแนวทาง
ในการน�ำใช้ functional gene เพือ่เป็นแนวทางในการ
ศึกษาประชากรและความหลากหลายของแบคทีเรีย
กลุ่มย่อยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนของสัตว์เคี้ยว
เอื้องอันจะน�ำไปสูการพัฒนาระบบการวิจัยและการ
ผลิตสัตว์เคี้ยวเอื้องให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น

แบคทีเรียกลุ่มย่อยสลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมน
	 ส�ำหรับแบคทีเรียในกระเพาะรูเมนของสัตว ์ 
เคี้ยวเอื้องที่สามารถประโยชน์เยื่อใยได้ ดังแสดงใน  

Table 1 ซึ่งประกอบด้วยแบคทีเรีย 2 กลุ ่ม คือ 
แบคทเีรยีกลุม่ย่อยสลายเยือ่ใยเซลลโูลส (cellulolytic 
bacteria) และกลุ่มย่อยสลายเยื่อใยเฮมิเซลลูโลส 
(xylanolytic bacteria) (ฉลอง, 2541) ส�ำหรับ
แบคทีเรียกลุ ่มย่อยสลายเยื่อใยเซลลูโลสที่ส�ำคัญ   
ได้แก่ Ruminococcus albus, R. flavefaciens และ 
Fibrobactor succinogenes นอกจากนีย้งัม ีClostidium 
lochheadii และ C. longisporum แม้จะย่อยเซลลโูลส
ได้บ้าง แต่ไม่ค่อยพบในกระเพาะรูเมน โดยแบคทีเรีย
ในกลุ ่มย ่อยสลายเฮมิเซลลูโลสที่ส�ำคัญที่สุดคือ  
Butyrivibrio fibrisolvens แต่ชนดิอืน่ๆ เช่น Prevotella 
ruminocola, F. succinogenes และ Lachnospira 
multiparus ก็สามารถย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสได้ 
(Kamra, 2005) อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียกลุ่มนี้ชนิด
เดียวจะสามารถย่อยสลายเยื่อใยได้น้อยกว่ากลุ ่ม
แบคทีเรียท�ำงานร่วมกัน (ฉลอง, 2541) ทั้งนี้เนื่องจาก
โครงสร ้างของพืชประกอบด้วยการรวมตัวของ
คาร์โบไฮเดรตที่ซับซ้อน เอนไซม์จากแบคทีเรียชนิดใด
ชนิดหนึ่งโดยเฉพาะอาจมีผลเฉพาะจุดใดจุดหนึ่ง
เท่านัน้  การมเีอนไซม์จากแบคทเีรยีต่างชนดิกนัแต่อยู่
ในประเภทเดียวกัน อาจจะมีผลในการเขาย่อยในจุด

ต่างๆ ร่วมกัน ท�ำให้การย่อยสลายเยื่อใยเกิดได้เร็วขึ้น

Table 1 Bacterial diversity of the rumen microbial ecosystem of domestic and wild animals

Group Species References

Cellulolytic Fibrobacter succinogenes 
(Bacteroides succinogenes)

Hungate (1950), Flint et al. (1990)

Ruminococcus flavefaciens 
Ruminococcus albus

Dehority (1986)
Dehority et al. (1967), Stewart et al. (1979), 
Bryant et al. (1986)

Clostridium cellobioparum Hungate  (1944)

Clostridium longisporum 
Clostridium lochheadii

Hungate (1957)

Eubacterium cellulosolvens 
(Cillobacterium cellulosolvens)

Bryant et al. (1958)
Van Gylswyk et al. (1970)

Xylanolytic Butyrivibrio fibrisolvens Bryant and Burkey (1953), Bryant and Small (1956)

Prevotella ruminicola 
(Bacteroides ruminicola)

Cotta (1992)

Eubacterium xylanophilum, 
Eubacterium uniformis

Van Gylswyk and Van der Toorn (1985)

Source: Modified from Kamra (2005) 
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การศึกษาชนิดและจ�ำนวนประชากรแบคทีเรียใน

กระเพาะรูเมน

จากบทบาทที่ส�ำคัญของแบคทีเรียที่มีผลต่อ

กระบวนการหมักในกระเพาะรูเมนของสัตว์เคี้ยวเอื้อง

นั้น จึงได้มีนักวิจัยให้ความสนใจศึกษาชนิดของ

แบคทเีรยีทีม่หีน้าทีใ่นการย่อยสลายเยือ่ใยเพิม่มากขึน้ 

ปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิคทางชีวโมเลกุลขึ้น เพื่อ

ใช้ในการตรวจจับแบคทีเรียให้ได้ผลที่แม่นย�ำมากขึ้น 

ท�ำให้นักวิจัยสามารถน�ำไปปรับใช้เทคโนโลยีชีวภาพ

ในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียใน

กระเพาะรูเมนของสัตว์เคี้ยวเอื้องให้มีประสิทธิภาพดี

ที่สุด โดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลในการศึกษา

แบคทีเรียส่วนใหญ่เป็นการศึกษายีน 16S ribosomal 

ribonucleic acid (rRNA) ที่จ�ำเพาะเจาะจงเป็น

มาตรฐานในการจ�ำแนก (Forster et al., 1997; Shinkai 

and Kobayashi, 2007) ในการศึกษาแบคทีเรียกลุ่ม

ต่าง ๆ จากตัวอย่างของเหลวในกระเพาะรูเมนซึ่งเป็น

วธิทีีม่คีวามถกูต้องแม่นย�ำและใช้เวลาในการวเิคราะห์

สั้น 

การศกึษาความหลากหลายของแบคทเีรยีกลุม่ย่อย

สลายเยื่อใยในกระเพาะรูเมนโดยใช้ 16S RNA

rRNA หมายถึง RNA ที่เป็นส่วนประกอบของ 

ไรโบโซม โดย rRNA ของแบคทีเรียมี 3 ขนาด ได้แก่ 

23S, 16S และ 5S  โดยความยาวเฉลี่ยเท่ากับ 2,971, 

1,522, และ 120 bp ตามล�ำดับ  (Bouchetet al., 

2008) ซึ่ง 16S rRNA ได้มาจากไรโบโซมชิ้นเล็ก (30s) 

ในขณะที ่5s และ 23s rRNA ได้มาจากไรโบโซมชิน้ใหญ่ 

(50s) ซึ่ง rRNA ทั้งสามชนิดมีความเชื่อมโยงกับ 

ชนดิของแบคทเีรยีด้วยหน้าทีพ่ืน้ฐานในการสงัเคราะห์

โปรตีน (Woese, 1996) แต่เนื่องจากยีน 16S rRNA 

สามารถศึกษาชนิดของแบคทีเรียได้หลากหลายชนิด

กว่า 5s และ 23s rRNA ดังนั้น ยีน 16S rRNA จึงจัด

เป็นยีนหลักที่ใช้ส�ำหรับการจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรีย 

(Kolbert and Persing, 1999) โดย Forster et al. 

(1997), Krause et al. (1999) และ Wanapat and 

Cherdthong (2009)  รายงานว ่า  การใช ้ยีน  

16S rRNA สามารถจําแนกชนิดของ B. fibrisolvens, 

F. succinogenes, R. albus และ R. flavefaciens ได้

ละเอียดเพิ่มมากขึ้น  แต ่อย ่างไรก็ตาม พบว ่า  

ในสัตว  เคี้ยวเอื้องแต ่ละชนิดจะพบจ�ำนวนของ

แบคทีเรียเหล่านี้แตกต่างกันไป นอกจากนี้ จากการ

ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียกลุ่มย่อยสลาย

เยื่อใยโดยใช้ 16S rRNA ในสัตว์เคี้ยวเอื้องแต่ละชนิด 

พบว่าสัดส่วนของแบคทีเรียกลุ่มย่อยสลายเยื่อใย คือ 

F. succinogenes, R. albus และ R. flavefaciens  

มีความแปรปรวนของสูง (Table 2)

Table 2 	Distribution of F. succinogenes, R. flavefaciens and R. albus in the rumen quantified by molecular-
based techniques

Animal
Proportion (% total bacteria)

Sources
F. succinogenes R. flavefaciens R. albus

Dairy cows 0.09-0.40 0.06-0.32 0.59-1.59 Weimer et al. (1999)

Dairy cows 0.61-1.00 0.34-0.80 0.001-0.008 Stevenson and Weimer (2007)

Dairy heifers 2.9-10.1 1.1-1.9 0.8-1.7 Uyeno et al. (2007)

Cattle 5.36 6.57 0.24 Kim and Yu (2012)

Sheep 2.0 1.6 0.9 Michalet-Doreau et al. (2002)

Sheep 2.60 0.14 0.03 Koike et al. (2007)

Sheep 0.01 2.15 18.12 Stiverson et al. (2011)
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นอกจากนี้ Nercessian et al. (2005) รายงานถึง

ข้อจ�ำกดัของ rRNA อกีอย่างหนึง่คอืขาดความสมัพนัธ์

ระหว่างลักษณะทางกายภาพและความสามารถใน

กระบวนการเมแทบอลิซึม เช่นเดียวกับ Shinkai et al. 

(2010) ได้ท�ำการศึกษาชนิดของแบคทีเรียกลุ่มย่อย

สลายเยื่ อ ใยโดยใช ้ยีนจาก 16S rRNA ของ  

F. succinogenes เป็นพื้นฐาน ร่วมกับการใช้เทคนิค 

denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 

ซึ่งสามารถตรวจพบแบคทีเรียกลุ่มย่อยสลายเยื่อใย

อื่นๆได้ แต่อย่างไรก็ตาม พบว่าความจ�ำเพาะเจาะจง

ของการใช้ 16S rRNA ต�ำ่ เนือ่งจากตรวจพบแบคทเีรยี

ที่ไม่ใช่แบคทีเรียกลุ่มย่อยสลายเยื่อใยด้วย

การศึกษาชนิดและจ�ำนวนประชากรแบคทีเรียใน

กระเพาะรูเมนโดยใช้ functional gene

จากข้อจ�ำกัดของการใช้ 16S rRNA ในการศึกษา

ความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียนั้น นักวิจัย

จงึให้ความสนใจในการใช้ functional gene ซึง่เป็นยนี

ของเอนไซม์ส�ำคัญในกระบวนการเมแทบอลิซึม (key 

enzymes) ส�ำหรบัแบคทเีรยีแต่ละกลุม่ (Hallam et al., 

2003; Nercessian et al., 2005; Junier et al., 2010) 

เพื่อใช้ในการจ�ำแนกประชากรแบคทีเรีย โดยนิยมใช้

เอนไซม์ตัวสุดท้าย (terminal enzyme) เพื่อออกแบบ

ไพรเมอร ์ในการตรวจสอบแบคทีเรียกลุ ่มต ่างๆ 

เนื่องจากเอนไซม์ดังกล่าวจะพบได้เฉพาะในสิ่งมีชีวิต 

นั้นๆ เช่น ยีน pmoA และ mcrA  ในแบคทีเรียกลุ่ม 

ผลิตแก๊สเมทเธน ยีน amoA, narG, nirK, nirS และ 

nosZ ของแบคที เรียกลุ ่มย ่อยโปรตีนและผลิต

แอมโมเนีย ยีน celA, celB, celD, xynA, xynB และ 

endC ของแบคทเีรียกลุม่ยอ่ยสลายเยือ่ใย เป็นต้น แต่

อย่างไรก็ตามพบว่า functional gene บางชนิด

ประกอบด้วย operon หลายๆ กลุ่มรวมกัน ซึ่งแต่ละ 

operon ไม่สามารถใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ได้

ทั้งหมด เนื่องจากบาง operon ไม่มีจุด conservative 

ทีส่ามารถใช้ระบชุนดิของแบคทเีรยีทีถ่กูต้องได้  (Luton 

et al., 2002) ท�ำให้ functional gene ของเอนไซม์แต่

ละชนิดมีความแตกต ่างกัน   (Thauer ,  1998)  

อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันได้มีนักวิจัยออกแบบไพรเมอร์

โดยใช้ functional gene เพือ่ตรวจสอบแบคทเีรยีต่างๆ 

เพิ่มมากขึ้น เนื่องจากการใช้ functional gene ในการ

ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียสามารถแบ่ง

แยกชนิดของแบคทีเรียจากการท�ำงานและเห็นความ

แตกต่างของชนดิและจ�ำนวนประชากรได้อย่างชดัเจน

ผลการศึกษาความหลากหลายของประชากร

แบคทีเรียโดยการใช้ 16S rRNA และ functional 

gene

การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียโดยใช้

ล�ำดับยีนที่จ�ำเพาะเจาะจงในช่วงก่อนทศวรรษที่ผ่าน

มานิยมใช้ 16S rRNA อย่างไรก็ตาม Costello and 

Lidstrom (1999) พบว่าการใช้ยีน 16S rRNA เพื่อ

ศึกษาประชากรและความหลากหลายของแบคทีเรีย

นั้นไม่สามารถบ่งชี้ถึงความหลากหลายอย่างแท้จริง

ของประชากรแบคทีเรียกลุ่มออกซิเดชั่นแก๊สเมทเธน 

(methanotrophs) ทั้งหมดได้ แต่การใช้ยีนผลิต

เอนไซม์ methane monooxygenase และ methanol 

dehydrogenase (pmoA) สามารถตรวจกลุ ่ม

แบคทเีรยีทีส่ามารถออกซเิดชัน่แก๊สเมทเธนได้ทัง้หมด 

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่พบว่าการใช้ 16S rRNA  

มีความคลาดเคลื่อนสูง และให้ผลการค�ำนวณค่า

ประชากรของแบคทเีรยีมค่ีาค่อนข้างสงู ดงัการรายงาน

ของ Mendum et al. (1999) ที่ได้ศึกษาเปรียบเทียบ

ไพรเมอร์ระหว่าง 16S rRNA และยีนผลิตเอนไซม์  

ammonia monooxygenase (amoA) เพื่อตรวจสอบ

แบคทีเรียกลุ่มที่ออกซิเดชั่นแอมโมเนีย (ammonia 

oxidation) พบว่าการใช้ 16S rRNA รายงานจ�ำนวน

ประชากรของแบคทเีรยีทีอ่อกซเิดชัน่แอมโมเนยีสงูเกนิ

กว่าการใช้ยนี amoA (Figure 1) เนือ่งจาก amoA เป็น 

operon ของเอนไซม์ ammonia monooxygenase  

ที่ท�ำหน้าที่เปลี่ยน ammonia เป็น hydroxylamine  

ดังนั้นจึงสามารถตรวจพบยีน amoA ได้เฉพาะใน

แบคทีเรียกลุ่มออกซิเดชั่นแอมโมเนีย (Hermansson 

and Lindgren, 2001; Norton et al., 2002) สอดคล้อง

กับการรายงานของ Henry et al. (2006) ที่รายงาน



109KHON KAEN AGR. J. 42 (1) : 105-118 (2014).

ว่าการใช้ยีน nitrous oxide reduction (nosZ) จ�ำนวน 

2 ชุด เพื่อศึกษาปริมาณประชากรแบคทีเรียให้ผลที ่

ใกล้เคียงกัน ในขณะที่การใช้ยีน 16S rRNA ให้ผล

จ�ำนวนประชากรแบคทเีรยีสงูกว่าการใช้ยนี nosZ เช่น

เดียวกับการรายงานของ Heylen et al. (2006)  

ทีร่ายงานว่าการศกึษาความหลากหลายโดยใช้ยนีผลติ

เอนไซม์ nitrite reductase (nirS) ให้ผลที่แตกต่างกับ

การใช้ 16S rRNA จึงเห็นได้ว่าการใช้ 16S rRNA  

อาจไม่เหมาะสมส�ำหรับการจัดกลุ่มแบคทีเรีย

Figure 1 	The number of amoA ( ) and 16S rRNA ( ) gene copies in DNA extracts from samples from plots 

NO, N144, and FYM/N

Source: Mendum et al. (1999)

	 จากการรายงานของ Kandeler et al. (2006) ได้

ศึกษาจ�ำนวนประชากรแบคทีเรียโดยใช้ 16S rRNA 

เปรียบเทียบกับ narG, nirK, nirS, และ nosZ ซึ่งเป็น 

functional gene ของเอ็นไซม์ nitrate reductase ซึ่ง

เป็นเอนไซม์ที่ส�ำคัญในกระบวนการเปลี่ยนไนเตรตให้

เป็นแก๊สไนโตรเจน พบว่าการใช้ 16S rRNA แสดงถึง

ปริมาณของดีเอ็นเอสูงกว่าการใช้ narG, nirK, nirS, 

และ nosZ แต่อย่างไรก็ตาม functional gene แต่ละ

ชนิดส่งผลต่อปริมาณดีเอ็นเอที่แตกต่างกันด้วย โดย

พบว่า narG และ nirS แสดงปริมาณดีเอ็นเอสูงกว่า 

nirK และ nosZ ดงัแสดงใน Table 3 ซึง่แสดงให้ทราบ

ว่า functional gene ที่แตกต่างกันให้ปริมาณดีเอ็นเอ

ที่แตกต ่างกันและต ้องศึกษาเพิ่ม เติมเกี่ยวกับ  

functional gene ในอนาคต 

Table 3	 Copy numbers of the 16S rRNA and the narG, nirK, nirS, and nosZ genes from soils

Samples
No. of gene copies (ng-1 of DNA)

16S rRNA narG nirK nirS nosZ

1 5.1 x 105 2.3 x 104 1.1 x 103 2.9 x 103 1.8 x 103

2 8.9 x 105 2.1 x 104 1.4 x 103 2.9 x 103 4.7 x 103

3 7.5 x 105 6.4 x 103 9.1 x 102 4.1 x 103 2.0 x 103

4 6.6 x 105 3.3 x 103 1.3 x 103 2.5 x 102 4.8 x 103

5 6.3 x 105 2.1 x 103 9.5 x 102 5.7 x 102 4.7 x 103

Source: Modified from Kandeler et al. (2006)
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นอกจากนี้ พบว่าการสร้างแผนภาพ phyloge-

netic tree ด้วยการใช้ 16S rRNA ไม่สามารถสร้าง

แผนภาพได้อย่างถูกต้อง (Felske et al., 2003) โดย

งานวิจัยส่วนใหญ่แสดงแผนภาพ phylogenetic tree 

มคีวามคลาดเคลือ่นสงูกว่าการใช้ functional gene ซึง่ 

Vianna et al. (2006) พบว่าผลการสร้างแผนภาพ 

phylogenetic tree ระหว่างตัวอย่างที่ใช้ 16S rRNA 

และยนีผลติเอนไซม์ methyl coenzyme M reductase 

(mcrA) ซึ่งเป็นที่ทราบดีว่าจะพบเอนไซม์ชนิดนี้ได้

เฉพาะในแบคทีเรียกลุ่มผลิตแก๊สเมทเธน (methano-

genic archaea) เท่านั้น โดยบ่งบอกว่าการใช้ 16S 

rRNA มีการนับแบคทีเรียที่ไม่ใช่ methanogenic ar-

chaea จึงส่งผลให้สามารถตรวจจับจ�ำนวนของ

แบคทีเรียเป้าหมายได้มากกว่าการใช้ยีน mcrA 

นอกจากนี้การใช้ 16S rRNA ยังให้ผลการจ�ำแนกชนิด

ของแบคทีเรียผิดพลาดด้วย โดยไม่สามารถจ�ำแนก

ความแตกต่างของ methanogenic archaea 2 ชนิด 

(Methanobrevibacter oralis และ M. smithii) ออก

จากกันได้ ในขณะที่การใช้ยีน mcrA สามารถจ�ำแนก 

methanogenic archaea แต่ละชนิดออกจากกันได้

อย่างชดัเจน Figure 2 ดงันัน้เพือ่การตรวจจบัแบคทเีรยี

กลุ่ม methanogenic archaea ที่เหมาะสมจึงควรใช้

ยีน mcrA นอกจากนี้ Gregory et al. (2003) ที่ได้

ท�ำการศึกษาเปรียบเทียบระหว่าง 16S rRNA และยีน

ผลิตเอนไซม์ nitrate reductase gene (NarG) ในการ

สร้างแผนภาพ phylogenetic tree พบว่ามีเพียงบาง

ส่วนที่เหมือนกันเท่านั้น นอกจากนี้แบคทีเรียบางสาย

พนัธุท์ีม่ ีNarG sequences แบบเดยีวกนัแต่ถกูจดัแยก

เป็นต่างสายพันธุ์ในกรณีที่ใช้ 16S rRNA เช่นเดียวกับ

การรายงานจาก Goregues et al. (2005) ทีพ่บว่า 16S 

rRNA จดัแบคทเีรยีบางชนดิอยูใ่นสายพนัธุเ์ดยีวกนั แต่

ยนี nirS จดัแบคทเีรยีเหล่านัน้ต่างกลุม่กนัอย่างชดัเจน 

Figure 3 สอดคล้องกับการรายงานของ Delorme et 

al. (2003) ทีก่ล่าวว่าไม่พบความสมัพนัธ์ของแผนภาพ 

phylogenetic tree จากยีน narG, nosZ และ 16S 

rRNA นอกจากนี้ Regan et al. (2003) พบว่าการใช้ 

16S rRNA เพื่อสร้างแผนภาพ phylogenetic tree ไม่

สามารถแสดงความแตกต่างระหว่าง nitrobacter และ

แบคทเีรยีกลุม่ non-nitriteoxidizing bacteria ได้ ท�ำให้

ขาดความน่าเชือ่ถอืในการใช้ยนี 16S rRNA สอดคล้อง

กับการรายงานของ Bothe et al. (2000) รายงานว่า

ล�ำดบัเบสของยนี 16S rRNA ของ ammonia-oxidizing 

bacteria มีความคล้ายคลึงกับ Rhodocyclus pur-

pureus และแบคทีเรียที่ออกซิไดส์ธาตุเหล็ก โดย

เฉพาะ Gallionella ferruginea ดงันัน้การใช้ 16S rRNA 

ที่ขาดความจ�ำเพาะเจาะจงมีความเสี่ยงสูงที่จะท�ำให้

แผนภาพ phylogenetic tree มีความคลาดเคลื่อน 
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Figure 2 	Dissociation curves of archaeal 16S rRNA gene PCR products (A) and methanogenic mcrA gene 

PCR products (B and C). E, endodontic samples; Mo = M. oralis; Ms = M. smithii; Mb = M. bryantii; 

Mm = M. maripaludis; Mh = M. hungatei; NTC = nontarget control.

Source:	 Vianna et al. (2006) 
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ผลของการใช้ไพรเมอร์จาก functional gene ในการ

ศึกษาประชากรของแบคทีเรียย่อยสลายเยื่อใย

จากการรายงานของ Stevenson and Weimer 

(2007) รายงานว่า จากการนับจ�ำนวนแบคทีเรียย่อย

เยื่อใย 3 ชนิด คือ R. flavefaciens, R. albus และ  

F. succinogenes โดย 16S rRNA พบว่าจ�ำนวน

แบคทีเรียรวมทั้งสามชนิดมีประมาณ 2-4 เปอร์เซ็นต์

ของแบคทีเรียทั้งหมด ซึ่งคิดเป็นปริมาณที่น้อยมาก 

อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียอื่นๆในกระเพาะรูเมนมีความ

สามารถในการย่อยสลายเยื่อใยได้เช่นกัน ดังนั้น  

การศึกษาความหลากหลายของประชากรแบคทีเรีย

โดยใช้ 16S rRNA เพื่อศึกษาจ�ำนวนประชากรของ  

R. flavefaciens, R. albusและ F. succinogenes ไม่

เพียงพอต่อการศึกษาจ�ำนวนประชากรแบคทีเรียกลุ่ม

ย่อยสลายเยื่อใยทั้งหมด นอกจากนี้การใช้ 16S rRNA 

ยังมีการตรวจจับรวมแบคทีเรียกลุ่มอื่นๆ ด้วย ซึ่งการ

ใช้ยีน 16S rRNA บ่งชี้ได้เพียงกลุ่มของแบคทีเรียที่มี

ยีน 16S rRNA ตรงกับยีนที่ต้องการศึกษาโดยไม่

สามารถบ่งชี้ถึงความสามารถในการท�ำงานได้ ซึ่งการ

ใช้ functional gene สามารถตรวจหาแบคทเีรยีในกลุม่

ทีม่คีวามสามารถท�ำงานตรงกนัได้ โดยการตรวจหายนี

ที่ท�ำหน้าที่ที่ต้องการศึกษาโดยตรง

Selinger et al. (1996) รายงานถึงชนิดของยีน

และเอนไซม์ทีผ่ลติจากแบคทเีรยีในกระเพาะรเูมนกลุม่

ย่อยสลายเยื่อใย ดัง Table 4 โดยเอนไซม์ที่ท�ำหน้าที่

ในการย่อยสลายเยื่อใยเซลลูโลสถูกควบคุมโดยยีน 

celA, celB, celB, celD, celE, egIV, Egl, end-1, 

endA, endAFS, endB, endC, endI และ pRA201 

และเอนไซม์ที่ท�ำหน้าที่ในการย่อยสลายเยื่อใย

เซลลูโลสถูกควบคุมโดยยีน xylB, xynA, xynB, xynC 

และ xynD ซึง่เอนไซม์ย่อยสลายเยือ่ใยเหล่านีจ้ดัอยูใ่น

กลุ่มเอนไซม์ glycoside hydrolases families (GHF) 

ซึ่ง Henrissat (1991) และ Davison and Blaxter 

(2005) รายงานว่ามีเอนไซม์ GHF 14 กลุ ่มจาก

ทัง้หมด131 กลุม่ ทีท่�ำหน้าทีย่่อยเซลลโูลส โดยเอนไซม์

ในกลุ่ม GHF 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 26, 44, 45, 48, 

51 และ 74 เป็นเอนไซม์กลุม่ย่อยสลายเยือ่ใยเซลลโูลส

และเฮมเิซลลโูลส สอดคล้องกบัการรายงานของ Berg 

et al. (2009) ที่พบว่า ใน R. flavefaciens มีการ

แสดงออกของยีน GHF หลายกลุ่ม แต่ที่ส�ำคัญคือ 

GHF 5,  9, 11 และ 43 (Figure 4) โดย Dai et al. 

(2012) แสดงถงึส่วนประกอบของกลุม่ยนีทีค่วบคมุการ

สร้างเอนไซม์ย่อยสลายเยื่อใยของแบคทีเรีย ซึ่งแสดง

ให้เห็นว่าการสร้างเคราะห์เอนไซม์ย่อยสลายเยื่อใยมี

กลไกการท�ำงานที่ซับซ ้อนและมียีนขนาดใหญ่ 

นอกจากนี้จะเห็นว่ายีนสังเคราะห์เอนไซม์ย่อยเยื่อใย

ทัง้ของเยือ่ใยเซลลโูลสและเฮมเิซลลโูลสมกีารกระจาย

ตวั และท�ำงานร่วมกนัเป็นคอมเพลก็ สอดคล้องกบัการ

รายงานของ McSweeney and Mackie (2012) ที่

กล่าวว่ายีนของเอนไซม์ GHF  มีขนาดใหญ่ (มากกว่า 

100 ยนี) ซึง่มกัอยูร่วมกนัเป็นกลุม่หรอือยูใ่กล้ๆ กนัเช่น

เดียวกับ Izquierdo et al. (2010) ที่กล่าวว่าเอนไซม์

ย่อยสลายเยื่อใยเซลลูโลสประกอบด้วยเอนไซม์ GHF 

หลายชนดิท�ำงานร่วมกนั โดยม ีGHF 5 และ 9 เป็นส่วน

หลัก 
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Table 4 	 Cloning and characterization of genes from rumenbacteria

Source Gene Enzyme Reference

B. fibrisolvens celA Endoglucanase Hazlewood et al. (1990)

endI Endoglucanase Berger et al. (1989)

xynA Xylanase Mannarelli et al. (1990)

xynB Xylanase Lin and Thomson (1991)

xylB Xylosidase Sewell et al. (1989), Utt et al. (1991)

Clostridium sp. celA Endoglucanase Mittendorf and Thomson (1993, 1995)

F. succinogenes endAFS Endoglucanase Cavicchioli et al. (1991)

endB Endoglucanase Broussolle et al. (1994)

end-1 Endoglucanase Ozcan et al. (1996)

endC Endoglucanase Bera et al. (1996)

xynC Xylanase Paradis et al. (1993),  Zhu et al. (1994)

P. ruminicola celA Endoglucanase Vercoe and Gregg (1992)

xyl Xylanase Whitehead  (1993)

xynA, xynB Xylanase Gasparic et al. (1995)

R. albus celA Endoglucanase Attwood et al. (1996), Vercoe and Gregg  (1993)

celA, celB Endoglucanase Poole et al. (1990)

Egl Endoglucanase Ohmiya et al. (1989), Duguchi et al. (1991)

egIV Endoglucanase Karita et al. (1993)

pRA201 β-Glucosidase Takano et al. (1992), Ohmiya et al. (1985)

R. flavefaciens celA Cellodextrinase Wang and Thomson (1990, 1992)

celB Endoglucanase Vercoe et al. (1995)

celD Glucanase Howard  and White (1990), Vercoe et al. (1994)

celE Endoglucanase Wang et al. (1993)

xynA Xylanase Zhang and Flint et al. (1992)

xynB Xylanase Zhang et al. (1994)

xynD Xylanase/glucanase, 

Xylanase, β-1,3-1,4-glucanase

Flint et al. (1993)

Source: Modified from Selinger et al. (1996)
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Figure 4 	Abundance of glycoside hydrolase modules and carbohydrate-binding modules detected in  

R. flavefaciens FD-1. The 101 GH family modules predicted in R. flavefaciens

Source: Berg et al. (2009)

Dodd et al. (2010) ท�ำการศกึษาแบคทเีรยีทีย่่อย

สลายเยื่อใย กลุ่ม Prevotella ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ผลิต

เอนไซม์ GHF 5 พบว่าแบคทเีรยีกลุม่นีท้ัง้ทีอ่าศยัอยูใ่น

กระเพาะรเูมน ล�ำไส้ใหญ่ของมนษุย์ ดนิและน�้ำ มกีลุม่

ของยีนที่ท�ำหน้าที่ย ่อยสลายเยื่อไยเฮมิเซลลูโลส 

ประกอบด้วยยนีหลายๆยนีเป็นกลุม่ โดยโครงสร้างหลกั

ประกอบด้วยยีน SusC, SusD, hypp และ GH10 ซึ่ง 

Dai et al. (2012) ศึกษาความหลากหลายของ

แบคทเีรยีย่อยสลายเยือ่ใย (fibrolytic microorganism) 

โดยใช้ยนีสร้าง SusC และ SusC รายงานว่าการใช้ยนี

สร้าง SusC และ SusC ในการจ�ำแนกกลุ ่มของ

แบคทีเรียย่อยสลายเยื่อใย สามารถตรวจพบเชื้อใน

กลุ่ม GH5, GH9 และ GH10 ได้ แต่ไม่พบเชื้อกลุ่ม 

GH48 อย่างไรก็ตาม Pereyra et al. (2010) ศึกษา

แบคทเีรยีกลุม่ย่อยเซลลโูลส โดยอาศยัยนีของเอนไซม์ 

GHF 5 (cel5) และ 48 (cel48) โดย พบว่าการใช้ไพรเมอร์ 

cel5_392F–754R สามารถใช้เป ็น functional  

gene ของการศึกษาแบคทีเรียกลุ่มย่อยสลายเยื่อใย 

คือ Clostridium thermocellum, C. cellulovorans,  

R. flavefaciens และ F. succinogenes โดยไม่ตรวจ

นับรวมแบคทีเรียในกลุ ่มอื่นๆ ในขณะที่ไพรเมอร์ 

cel48_490F–920R และ cel48_880F–980R ตรวจพบ

เพียง C. thermocellumส่วนไพรเมอร์ cel5_392F–

525R ไม่สามารถตรวจพบเชื้อใดๆเลย (Table 5)
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Wang et al. (2012) รายงานว่า functional gene 

ของเอนไซม์ย่อยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียชนิด

ต่างๆยงัมคีวามหลากหลาย โดย functional gene ของ

เอนไซม์ endoglucanase ของ F. succinogenes,  

R. flavefaciens, R. albusและ B. fibrisolvens 

สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุม่ทีแ่ตกต่างกนัอย่างชดัเจน 

จึงส่งผลให้การใช้ไพรเมอร์ของ functional gene ของ

เอนไซม์ endoglucanase เพียงคู่เดียวในการศึกษา

จ�ำนวนประชากรของแบคทีเรียไม่เพียงพอต่อการ

ศึกษาซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Koike and 

Kobayashi (2009) ที่กล่าวว่ายีนของเอนไซม์ย่อย

สลายเยื่อใยของเชื้อ F. succinogenes แตกต่างจาก

แบคทีเรียและเชื้อราอื่นๆอย่างชัดเจน แสดงให้เห็นว่า

กลไกการท�ำงานของเอนไซม ์ย ่อยเยื่ อใยจาก  

F. succinogenes แตกต่างจากเชือ้อืน่ๆ อย่างไรกต็าม 

functional gene ของเอนไซม์ xylanase มีความ 

หลากหลายที่น้อยมาก จึงมีความเป็นไปได้ในการ

ศึกษาความหลากหลายของแบคที เรียโดยใช ้  

functional gene ได้ง่ายกว่า

นอกจากนี้ การใช้ไพรเมอร์ของ functional gene 

ทีจ่�ำเพาะเจาะจงมากเกนิไป ส่งผลให้ไม่สามารถตรวจ

นับจ�ำนวนประชากรแบคทีเรียได้ครอบคลุมทั้งหมด 

ทุกชนิด ซึ่ง Pereyra et al. (2010) รายงานว่าการใช้

ยีน cel48 ตรวจพบเพียง C. thermocellum เท่านั้น  

ไม่ครอบคลมุถงึ R. flavefaciensและF. Succinogenes 

เช่นเดียวกับการรายงานของ Gaby and Buckley 

(2012) ซึ่งท�ำการรวบรวมไพรเมอร์จากยีน nitrogen-

fixing (nifH) ในแบคทีเรียและ archaea รายงานว่า 

ไพรเมอร์ทีอ่อกแบบจากยนี nifH ให้ผลการทดลองทีไ่ม่

ครอบคลมุยนี nifH ทัง้หมดในแบคทเีรยีและ Archaea 

โดยพบว่า จากไพรเมอร ์ทั้งหมด 51 ไพรเมอร ์  

มไีพรเมอร์เพยีง 15 แบบ ทีส่ามารถตรวจจบัแบคทเีรยี

กลุ่มจับไนโตรเจนได้สูงกว่า 90 เปอร์เซ็นต์

สรุปและข้อเสนอแนะ

	 จากการศึกษาข้างต้นท�ำให้ทราบว่าการใช้  

functional gene เพือ่ศกึษาชนดิและจ�ำนวนประชากร

แบคทีเรียให้ผลการศึกษาที่ครอบคลุมและจ�ำเพาะ

เจาะจงกว่า 16S rRNA เนื่องจาก 16S rRNA รายงาน

จ�ำนวนประชากรแบคทเีรยีสงูกว่า นอกจากนีย้งัจ�ำแนก

ชนิดของแบคทีเรียคลาดเคลื่อน แต่อย่างไรก็ตาม การ

ใช้ไพรเมอร์ของ functional gene ที่จ�ำเพาะเจาะจง

มากเกินไป ส่งผลให้ไม่สามารถตรวจนับจ�ำนวน

ประชากรแบคทีเรียในกลุ ่มที่ศึกษาได้ครอบคลุม 

ทุกชนิดดังนั้น จึงยังต้องมีการศึกษาเพื่อหาไพรเมอร์ที่

เหมาะสมและครอบคลุมแก่การย่อยสลายในการ

ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียต่อไป ซึ่งใน 

เบื้องต้นมีการรายงานการใช้ functional gene ของ 

cel5 สามารถตรวจพบแบคทีเรียหลักที่ย่อยสลาย 

เยื่อใย คือ R. flavefaciens และ F. succinogenes ได้

Table 5 	 Results of PCR specificity tests with positive and negative controls

Primer combination C. thermocellum C. cellulovorans R. flavefaciens F. succinogenes D. autotrophicum M. maripaludis 

cel48_490F–920R + - - - - -

cel48_880F–980R + - - - - -

cel5_392F–525R - - - - - -

cel5_392F–754R + + + + - -

mcrA_1035F–1530R - - - - - +

mcrA_1035F–1450R - - - - - +

mcrA_1430F–1530R - - - - - +

Source: Pereyra et al. (2010)
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