
 

 

บทท่ี 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 

เช้ือ Malassezia 

 เชื้อ Malassezia ที่ใช้ในการทดลองคือ M. furfur CBS 1878T (Westerdijk Fungal 
Biodiversity Institute, Utrecht, The Netherlands) ได้รบัความอนุเคราะห์จาก Prof. Susumu 
Kajiwara แห่งมหาวทิยาลยั Tokyo Institute of Technology ประเทศญีปุ่่ น 

อปุกรณ์และเครื่องมือ 

 1.   อำหำรเล้ียงเชื้อ (ภำคผนวก ก) 

(1)   YPD broth (1% yeast extract, 2% bacto peptone, 2% glucose, 2% 
agar, 0.5% Tween 60, 2% agar) 

(2)   YPD agar (1% yeast extract, 2% bacto peptone, 2% glucose, 2% agar, 
0.5% Tween 60, 2% agar) 

 2.   สำรเคมี 
(1)   Yeast extract 
(2)   Bacto peptone 
(3)   D-glucose 
(4)   Tween 60 
(5)   Tween 80 
(6)   Ethanol 
(7)   Agar 
(8)   Isolation buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 2% Triton X-100, 1 mM 

EDTA, 100mM NaCl, 1% SDS) 
(9)   Protein extraction buffer (PEB) (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 5 mM 

MgCl2, 50 mM NaCl, 2% Triton X-100, 5 % glycerol, pH 7.5) 
(10)   Glass beads (450-600 µm, Sigma) 
(11)  Tris-HCl 
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(12)   Ethylenediaminetetraacetic acid 
(13)   Phenol 
(14)   Chloroform 
(15)   Triton X-100 
(16)   NaCl 
(17)   Agarose 
(18)   2X Taq Master Mix (Vivantis) 
(19)   10X TAE buffer (Vivantis) 
(20)   UltraPower™ DNA stain (Syngene) 
(21)   6X Loading dye (Vivantis) 
(22)   GeneRuler DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) 
(23)   GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific) 
(24)   TRI Reagent® (Molecular Research Center, Inc., USA) 
(25)   ReverTra Ace® qPCR RT Kit (Toyobo, Japan) 
(26)   Luna® Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs) 
(27)   Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Unit 30 kDa cut off (Merck 

Millipore, USA) 
(28)  Bradford reagent (Bio-Rad, USA) 
(29)   4-nitrophenyl palmitate (4-NPP) (Sigma, USA) 
(30)   4-nitrophenol (4-NP) (Sigma, USA) 
(31)   microplate 

 3.   อุปกรณ์เครื่องมือ 
(1)   Incubator 
(2)   Shaking incubator 
(3)   Autoclave 
(4)   Digital balance 
(5)   Laminar air flow hood 
(6)   Vortex 
(7)   Spatula 
(8)   Flask 
(9)   Beaker 
(10)   Cylinder 
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(11)   Alcohol burner 
(12)   Vial tubes 
(13)   Micropipettes and tips 
(14)   Eppendorf tube 
(15)   Electrophoresis chamber (Biometra) 
(16)   Gel documentation (Biorad 
(17)   Microwave machine 
(18)   Refrigerator 
(19)   Deep freezer (-80°C) 
(20)   Spectrophotometer (Biorad) 
(21)   Microplate Reader (BioTek) 
(22)   PCR Thermal Cycler (Biometra)  

 4.   ไพรเมอร ์

ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการตรวจสอบ RT-PCR และ qPCR แสดงในตารางที ่3.1 และ 3.2 ตามล าดบั 

   ตารางที ่3.1 ไพรเมอรส์ าหรบั RT-PCR 

Genes Primers Sequences (5’ to 3’) Annealing temperature 
(°C) 

beta-tubulin 
(βtub) 

βtub-F2 AGGGCTTCCAGATCACTCACT 55 
βtub-R2 CTCCACAAAGTAGGACGAGTTCTT 

Lipase 1 (LIP1) Lip1-F2 AACTCGGAGAGCAATTTTGTATTC 55 
Lip1-R2 GAATACGTTGTGAATTTGACCTGA 

Lipase 2 (LIP2) Lip2-F2 TCATTATCCCTGAAAACTACGACA 55 
Lip2-R2 GTGAGCTTGTTGAGGATGTTGAG 

Lipase 3 (LIP3) Lip3-F2 CTGACCAGGACCCCTTCTACTAC 52 
Lip3-R1 GTCCAGATCTGGTTGTTGAA 

Lipase 4 (LIP4) Lip4-F2 AACTTGGTTGTTGATGAAAGTTTG 55 
Lip4-R2 GTTCAACTTGTCATCCGTGTATGT 

Lipase 5 (LIP5) Lip5F CCAGTGTGCTCCTTCCTATTCTAT 52 
Lip5R CTAAACGGAACAATCTCATCATGT 

Lipase 6 (LIP6) Lip6F CCGACTACGAAGGCAAGAAC 55 
Lip6R GTCCTGGATAAAGAAGAGCACATT 

 

   ตารางที ่3.2 ไพรเมอรส์ าหรบั qPCR 

Genes Primers Sequences (5’ to 3’) 
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beta-tubulin (βtub) TUB1-RTf  GGAGAACAGTGACGAGACGTTCTGTA 

TUB1-RTr  CACAAGCTGGTTCAGGTCGTCGTA 

Lipase 1 (LIP1) LIP1-RTf  TCTTTTCTGGTCTCATCCTTGCAGGT 

LIP1-RTr  CCTTCCCTCTGGTCTGGAACTCATAC 

Lipase 2 (LIP2) LIP2-RTf  CCCTGAAAACTACGACAAGGACAAGC 

LIP2-RTr  CCTCGTGCAGCAGTGTCGTAATAAAG 

Lipase 3 (LIP3) LIP3-RTf  TGTGTACGAGATGGTGTTCCTGTTCA 

LIP3-RTr  CATGGTCAGCTTGTTGGTGATCTTGG 

Lipase 4 (LIP4) LIP4-RTf  CTCGCCAAAGAATCCTCAACACTCTG 

LIP4-RTr  TACGGGACGAGCAAACTTTCATCAAC 

Lipase 5 (LIP5) LIP5-RTf  ACTTCGGTTGTTACCTACGGCTACTC 

LIP5-RTr  CAGTAATACCTGCAACACACAGTCCG 

Lipase 6 (LIP6) LIP6-RTf  GCTCTTCTTTATCCAGGACCGCTTTG 

LIP6-RTr  GTCACCCACAATGTTCTGGATCTGGT 

 

วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 1.   กำรตรวจสอบหำควำมเข้มข้นของ Tween ท่ีเหมำะสมส ำหรบัเล้ียงเชื้อ M. 
furfur 

       เนื่องจากเชื้อ Malassezia เป็นเชื้อทีไ่ม่สามารถสงัเคราะหก์รดไขมนัไดเ้อง ในการ
เลี้ยงเชื้อจึงจ าเป็นต้องเติมไขมันลงไปในอาหาร เพื่อหาปริมาณไขมันที่เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของเชื้อ M. furfur จึงท าการเติม Tween 60 หรือ Tween 80 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
YPD broth ที่ความเข้มข้นตั ้งแต่  0 – 2% (v/v) โดยบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30ºC ที่  150 rpm 
ระยะเวลา 11 วนั และท าการวดัค่า optical density (OD) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 600 nm ทุก 24 ชัว่โมง 

 2.   กำรเล้ียงเชื้อ M. furfur 

       จากการตรวจสอบหาความเข้มข้นของ Tween ที่เหมาะสม พบว่า Tween 60 
ความเขม้ข้น 0.5% เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ จงึก าหนดให้ขัน้ตอนนี้ใช้ความเข้มข้นดงักล่าว
เลีย้งเชือ้ เตรยีมเชือ้โดยการท า pre-culture น าเชือ้ M. furfur ประมาณ 1 loop ลงใน YPD broth 
ปรมิาตร 2 ml ในหลอดทดลอง น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30ºC ที ่150 rpm ระยะเวลา 2 วนั จากนัน้
น าเชื้อไปล้างด้วยน ้ากลัน่ 2 ครัง้ วดัค่า OD ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
600 nm เตมิเชื้อทีเ่ตรยีมไวล้งในอาหาร YPD broth ในฟลาสก์ ซึ่งแต่ละชุดการทดลองได้ปรบั
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ค่า pH ต่าง ๆ (pH 2-10) ไวแ้ลว้ โดยก าหนดใหเ้ชื้อเริม่ต้นมคี่า OD = 0.02 (ประมาณ 5 x 105 
cells/ml) ให้ชุดควบคุม (control) คอื YPD broth (pH 6.4) ที่ไม่ได้ปรบัค่า pH ใด ๆ ด้วย HCl 
หรอื NaOH น าเชือ้แต่ละชุดการทดลองบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30ºC ที ่150 rpm ระยะเวลา 9 วนั ท าการ
วัดค่า OD ด้วยเครื่อง spectrophotometer และสังเกตลักษณะสัณฐานของเซลล์ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ทุก 24 ชัว่โมง 

 3.   กำรสกดั RNA และสงัเครำะห์ cDNA 

       ในการศกึษาการแสดงออกของยนีในระดบั transcription ได้สกดั total RNA โดย
เริม่จากการเก็บเซลล์จากแต่ละชุดการทดลองของวนัที ่2 และ 6 น าเซลล์มาล้างดว้ยน ้ากลัน่ 2 
ครัง้ และน าไปผสมกบัน ้ายา TRI Reagent® (Molecular Research Center, Inc., USA) โดยท า
ตามวธิทีี่ระบุไว้ในคู่มอื หลงัจากนัน้น า total RNA ที่ได้เป็นแม่พมิพ์เพื่อสงัเคราะห์ cDNA ต่อ 
ด้วยชุด Kit ของ ReverTra Ace® qPCR RT Kit (Toyobo, Japan) โดยท าตามวิธีที่ระบุไว้ใน
คู่มอื cDNA ที่สงัเคราะห์ได้เก็บรกัษาไว้ที่ -20ºC และน าไปใช้เป็นแม่พมิพ์ส าหรบัการท า RT-
PCR และ qPCR ต่อไป 

 4.   กำรท ำ RT-PCR และ qPCR 

        ในการตรวจสอบการแสดงออกของยนี LIP1-6 ไดใ้ชเ้ทคนิค RT-PCR โดยใชไ้พร

เมอรต์ามตารางที ่3.1 โดยผสม cDNA เขา้กบั 2X Taq Master Mix (Vivantis) ตามวธิทีีร่ะบุใน

คู่มอื และน าไปท า PCR โดยเริม่ต้นจาก (1) pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 2 

นาท ี1 รอบ (2) denaturation ที่อุณหภูม ิ94°C เป็นเวลา 30 วนิาท ี(3) annealing ที่อุณหภูม ิ

52-55°C เป็นเวลา 30 วนิาท ี(4) extension ทีอุ่ณหภูม ิ72°C เป็นเวลา 1 นาท ี30 วนิาท ีโดย

ซ ้าขัน้ตอน (2)-(4) จ านวน 40 รอบ และ (5) final extension ทีอุ่ณหภูม ิ72°C เป็นเวลา 5 นาท ี

      ต ร ว จสอบชิ้ น ส่ ว น  DNA ที่ ไ ด้ จ า ก  RT-PCR ด้ ว ย เ ทคนิ ค  agarose gel 
electrophoresis โดยใช้ตัวอย่างจาก RT-PCR ปริมาตร 5 µl ผสมกับ loading dye 1 µl และ 
UltraPower™ DNA stain 1 µl หยอดลงในช่องบน 1% agarose gel แล้วต่อขัว้ไฟฟ้าเข้ากบั 
electrophoresis chamber ใชค้วามต่างศกัยท์ี่ 70 V ใน 1X TAE buffer เป็นเวลา 1 ชัว่โมง น า 
agarose gel ไปตรวจผลภายใตแ้สง UV โดยบนัทกึผลดว้ยเครื่อง Gel documentation 

      ในการตรวจหาปรมิาณการแสดงออกของยนี ไดใ้ชเ้ทคนิค qPCR โดยใชไ้พรเมอร์
ตามตารางที ่3.2 โดยผสม cDNA เขา้กบั Luna® Universal qPCR Master Mix (New England 
Biolabs) และท าขัน้ตอนต่าง ๆ ตามวธิีที่ระบุในคู่มอื ค านวณค่า relative expression จากผล
การท า qPCR เป็นจ านวน 3 ครัง้ 
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      ทัง้ RT-PCR และ qPCR ใช้ยีน beta-tubulin (βtub) ของ M. furfur CBS 1878T 

(GenBank, accession number KC573799) เป็น reference gene 

 5.   กำรสกดัและเตรียม extracellular protein และ intracellular protein 

       ในการเตรยีม extracellular protein ของเชื้อ M. furfur ดูดเซลล์ที่เลี้ยงในแต่ละชุด
การทดลองของระยะเวลาต่าง ๆ ปรมิาตร 1 ml มาปัน่ตกตะกอนทีอุ่ณหภูม ิ4°C ที ่2000 g เป็น
เวลา 5 นาที เก็บส่วนใส (supernatant) ที่มี extracellular protein ไปกรองด้วย 0.22 µm 
membrane filter (Merck Millipore, USA) เกบ็ supernatant ทีป่ราศจากเซลลไ์วท้ีอุ่ณหภูม ิ4°C 
ส าหรบัการทดลองต่อไป 

        ส าหรบัการสกดั intracellular protein ของเชื้อ M. furfur น าส่วน pellet ที่มเีซลล์
จากขัน้ตอนทีก่ล่าวขา้งต้นมาล้างดว้ยน ้ากลัน่จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้เตมิ PEB ปรมิาตร 400 µl 
และ glass beads ตามความเหมาะสมลงไป น าเซลล์ไป vortex ให้แตก น าไปปัน่ตกตะกอนที่
อุณหภูม ิ4°C ที ่15000 g เป็นเวลา 15 นาท ีเพื่อใหเ้ซลล์ทีไ่ม่แตกและเศษซากเซลลต์กตะกอน 
น าส่วนใสที่มี intracellular protein ไปกรองด้วย protein ไปกรองด้วย 0.22 µm membrane 
filter ตามดว้ย Amicon® Ultra Centrifugal Filters (molecular weight cutoff of 30 kDa) (Merck 
Millipore, USA) วดัความเขม้ขน้ของโปรตีนทีไ่ดด้ว้ย Bradford reagent (Bio-Rad, USA) ตาม
วธิทีี่ระบุไว้ในคู่มอื ปรบัความเขม้ขน้ของโปรตีนแต่ละตวัอย่างให้เท่ากบั 1mg ml-1 ด้วย PEB 
เกบ็ตวัอย่างโปรตนีทีป่ราศจากเซลลไ์วท้ีอุ่ณหภูม ิ4°C ส าหรบัการทดลองต่อไป 

 6.   กำรทดสอบ lipase activity 

       ในการตรวจหา lipase activity ประยุกต์จากวธิกีารของ Juntachai et al. [16] โดย
ใช้หลกัการที่เอนไซม์ lipase จะไฮโดรไลซ์ (hydrolyze) 4-NPP ให้กลายเป็น 4-NP ที่สามารถ
ตรวจสอบด้วย spectrophotometry ได้ ซึ่งในสารละลายส าหรบัปฏกิริยิา 100 µl ประกอบด้วย 
ตวัอย่างโปรตนี 10 µl และ assay mixture 90 µl ทีป่รบัความเขม้ขน้สุดทา้ยของสารต่าง ๆ ดงันี้ 
0.5 M 4-NPP, 0.5% Triton X-100, 100 mM citrate buffer (pH 5.0) น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30°C 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เตมิ 1 M Tris-HCl (pH 8.0) ปรมิาตร 200 µl ตามลงไปเพือ่หยุด
ปฏกิริยิา น าสารละลายไปวดัค่าการการดูดกลนืแสงดว้ยเครื่อง spectrophotometer ทีค่่าความ
ยาวคลื่น 405 nm (ใช้ 4-NP เป็นสารมาตรฐานในการหาความเขม้ขน้ของ 4-NP ที่ได้จากการ
ไฮโดรไลซ ์4-NPP) 

 6.   กำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 
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       ส าหรบัการวเิคราะห์ทางสถิติ ใช้โปรแกรม  SPSS statistics for Windows (IBM, 
New York, USA) ค านวณ โดยก าหนดใหแ้ตกต่างอย่างมนียัส าคญัที ่p < 0.05




