
 

 

บทท่ี 4 

ผลกำรทดลอง 

 

กำรตรวจสอบหำควำมเข้มข้นของ Tween ท่ีเหมำะสมส ำหรบัเลี้ยงเช้ือ M. 

furfur 

 เนื่องจากเชื้อ M. furfur ไม่สามารถสงัเคราะหก์รดไขมนัได ้ในการทดลองจงึจ าเป็นต้อง
เตมิไขมนัลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อเลอืกอาหารทีเ่หมาะสมส าหรบัการเจรญิเตบิโตของเชื้อ M. 
furfur CBS 1878T ซึ่งเป็นเชื้อมาตรฐานที่รู้จกักนัแพร่หลายที่สุดและมรีายงานวจิยัมากที่สุดใน
บรรดาไอโซเลทต่าง ๆ ของสปีชีส์ M. furfur โดยเติม Tween 60 และ 80 ลงในอาหาร YPD 
broth ทีค่วามเขม้ขน้ 0-2% พบว่า เมื่อไม่ใส่ Tween เชื้อไม่สามารถเจรญิไดใ้น YPD broth แต่
เชื้อเจรญิไดด้ทีีสุ่ดที ่1% Tween 80 และเจรญิไดน้้อยทีสุ่ดในชุดการทดลองที ่0.1% Tween 60 
ทีน่่าสนใจคอืพบว่าทีค่วามเขม้ขน้ Tween ต ่ากว่า 0.2% การเจรญิของเชื้อจะลดลงอย่างชดัเจน 
และเพิม่ขึ้นมากที่ความเข้มข้นตัง้แต่ 0.5% ขึ้นไป ดงันัน้ในการทดลองต่อไปจะเลอืกใช้ความ
เขม้ขน้ทีไ่ม่มากไม่น้อยเกนิไปและเชื้อสามารถเจรญิไดใ้นเกณฑ์ดคีอื 0.5% Tween 60 (ภาพที่ 
4.1) 
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ภาพที่ 4.1 การเจริญของเชื้อ M. furfur CBS 1878T ในอาหาร YPD broth ที่เติม Tween 60 
และ 80 ทีค่วามเขม้ขน้ต่าง ๆ ทีอุ่ณหภูม ิ30°C เป็นเวลา 11 วนั (NT: no Tween, T60: Tween 
60, T80: Tween 80) แสดงค่าเป็น mean ± SD (n=3) (*: p < 0.05) 

ผลของ pH ต่อกำรเจริญของเช้ือ M. furfur 

 ในการศึกษาหาความสมัพนัธ์ของ pH กบัการเจรญิของ M. furfur CBS 1878T พบว่า
เชือ้ไม่สามารถเจรญิไดท้ี ่pH 2 แต่สามารถเจรญิไดท้ี ่pH 4-10 โดยในระยะ lag phase (วนัที ่0-
1) และ log phase (วนัที่ 1-4) เชื้อสามารถเจรญิได้ไม่แตกต่างกนัในแต่ละชุดการทดลอง แต่
หลงัจากวนัที่ 4 เป็นต้นไป เชื้อในชุดการทดลอง pH 10 เขา้สู่ stationary phase ก่อนและมคี่า 
OD ต ่าสุดในชุดการทดลองที่เชื้อสามารถเจรญิได ้ชุดการทดลองอื่นพบว่าเชื้อเขา้สู่ stationary 
phase ทีว่นัที ่6 โดยค่า OD สูงสุดทีว่ดัไดค้อืชุดทดลองที ่pH control (6.4), pH 6, pH 8, pH 4 
และ pH 10 ตามล าดบั (ภาพที ่4.2) 

 

ภาพที ่4.2 การเจรญิของเชื้อ M. furfur CBS 1878T ในอาหาร YPD broth ทีเ่ตมิ 0.5% Tween 
60 ที่อุณหภูม ิ30°C ระยะเวลา 9 วนั ที่ค่า pH ต่าง ๆ แสดงค่าเป็น mean ± SD (n=3) (*: p < 
0.05) 

 

ผลของ pH ต่อสณัฐำนของเช้ือ M. furfur 
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 เชือ้ Malassezia เป็น dimorphic fungus ทีส่ามารถพบสณัฐานไดท้ัง้ ยสีต ์(yeast form) 
และ สายรา (mycelial form หรอื hyphal form) บนผวิหนงัคน ในการศกึษาหาความสมัพนัธ์ของ 
pH กบัสณัฐานของเชือ้ M. furfur CBS 1878T ไม่พบว่าเชือ้ทีบ่่มไวใ้น pH ต่าง ๆ หรอืระยะเวลา
ต่าง ๆ มกีารเปลีย่นแปลงสณัฐานจากยสีตไ์ปเป็นสายรา และไม่พบความแตกต่างของขนาดของ
เซลลใ์นแต่ละ pH (ภาพที ่4.3) 

 

ภาพที่ 4.3 สณัฐานของเชื้อ M. furfur CBS 1878T ในอาหาร YPD broth ที่เติม 0.5% Tween 
60 ทีอุ่ณหภูม ิ30°C ระยะเวลา 8 วนั ทีค่่า pH ต่าง ๆ (ก าลงัขยาย 400X) แถบแสดงความยาว 
20 µm 

 

ผลของ pH ต่อกำรแสดงออกของเอนไซม์ไลเปสของ M. furfur ในระดับ 

transcription 

 จากข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank พบยีน lipase รวมทัง้หมด 6 ยีน (LIP1-LIP6) 
โดยขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทด์ของแต่ละยนีเป็น ORF จาก cDNA โดยเป็น complete sequence 
จ านวน 4 ยนี (LIP1-4) และ partial sequence จ านวน 2 ยนี (LIP5-6) ได้ออกแบบไพรเมอร์
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ด้วยโปรแกรม Primer3 ร่วมกับ  BLAST ที่จ าเพาะกับ  lipase และ beta-tubulin (βtub = 
reference gene) (ตารางที่ 3.1) และน ามาเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้
แม่พมิพ์เป็น cDNA ที่ได้มาจากการท า reverse transcription ของ total RNA ที่สกดัจากเชื้อ 
M. furfur CBS 1878T ที่เลี้ยงไว้ที่ pH ต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 2 และ 6 วนั พบว่า สามารถสกดั 
RNA ได้จากทุกตวัอย่าง (βtub positive) และพบการแสดงออกของยนี LIP3-LIP6 แต่ไม่พบ
การแสดงออกของยนี LIP1 และ LIP2 ในทุกชุดการทดลอง (ภาพที ่4.4) 

 

 

ภาพที่ 4.4 ผล RT-PCR ของยีน LIP1-LIP6 และ βtub ของ M. furfur CBS 1878T ในอาหาร 
YPD broth ทีเ่ตมิ 0.5% Tween 60 ทีอุ่ณหภูม ิ30°C ของวนัที ่2 และ 6 (con: ชุด control ทีไ่ม่
ปรบัค่า pH (pH 6.4)) 

 

 ในการตรวจหาปรมิาณการแสดงออกของยนี ได้ใช้เทคนิค qPCR โดยใช้แม่พมิพ์เป็น 
cDNA ทีไ่ดม้าจากการท า reverse transcription ของ total RNA ทีส่กดัจากเชื้อ M. furfur CBS 
1878T ที่เลี้ยงไว้ที่ pH ต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 2 และ 6 วนั และใช้ไพรเมอร์ส าหรบั qPCR ที่
จ าเพาะกับ lipase และ beta-tubulin (βtub = reference gene) (ตารางที่ 3.2) ยีน LIP1 และ 
LIP2 ไม่สามารถวดัค่าการแสดงออกของยีนได้ สอดคล้องกับผลของ RT-PCR ที่ไม่พบการ
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แสดงออกของสองยนีนี้ ส าหรบัยนี LIP3-LIP6 สามารถวดัค่าการแสดงออกไดใ้นทุก pH รวมถงึ 
control (pH 6.4) โดยค่าการแสดงออกของยีน  LIP3-LIP6 เมื่อเทียบกับ βtub ไม่พบความ
แตกต่างระหว่าง pH หรือระหว่างระยะเวลาที่ชัดเจน แต่ยีน LIP6 เฉพาะในวันที่ 2 มีการ
แสดงออกลดลงไปตามค่า pH ทีเ่พิม่ขึน้ และยนี LI5 มกีารแสดงออกเพิม่ขึน้ในวนัที ่6 ใน pH 6, 
8, และ 10 จากผล RT-PCR และ qPCR สามารถสรุปได้ว่า ยนี LIP3-LIP6 เกี่ยวข้องกบัการ
สรา้งเอนไซม ์lipase ของ M. furfur (ภาพที ่4.5) 

 

 

ภาพที่ 4.5 ค่าการแสดงออกของยีน LIP4-LIP6 ของ M. furfur CBS 1878T ในอาหาร YPD 
broth ที่เตมิ 0.5% Tween 60 ที่อุณหภูม ิ30°C ของวนัที่ 2 และ 6 ค่าการแสดงออกของยนีวดั
ด้วยเทคนิค  qPCR ที่ใช้ยีน β-tubulin เป็นยีนควบคุม แสดงค่าเป็น mean ± SD (n=3) 
เครื่องหมาย * แทนค่าทางสถติเิปรยีบเทยีบระหว่างแต่ละ pH กบัชุดควบคุม (control) ภายใน
วนัเดยีวกนั (*: p < 0.05, **: p < 0.01) และเครื่องหมาย † แทนค่าทางสถติเิปรยีบเทยีบระหว่าง 
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pH เดยีวกนัของวนัที ่2 และ 6 (†: p < 0.05, ††: p < 0.01) (ภาพ A: LIP3, ภาพ B: LIP4, ภาพ 
C: LIP5, ภาพ D: LIP6) 

 

ผลของ pH ต่อกำรแสดงออกของเอนไซม์ไลเปสของ M. furfur ในระดับ 

translation 

 จากการวดัค่า lipase activity ของ M. furfur พบว่าในช่วงวนัที่ 1-7 ค่า extracellular 
lipase activity ของ pH 8 มีค่ าสูงสุด ตามด้วย pH 10, pH 6, control, และ pH 4 โดยค่า 
extracellular lipase activity ของ pH 8 และ pH 10 ของเชื้อในระยะ stationary phase สูงกว่า
ค่า extracellular lipase activity ของ pH อื่น ๆ อย่างชัดเจน ที่น่าสนใจคือค่า extracellular 
lipase activity มแีนวโน้มลดลงหลงัวนัที่ 5 ในขณะที่ extracellular lipase activity ของ pH อื่น 
ๆ ยงัเพิม่ขึน้เรื่อย ๆ (ภาพที ่4.6) 

 

ภาพที ่4.6 ค่า extracellular lipase activity ของ M. furfur CBS 1878T ในอาหาร YPD broth ที่
เติม 0.5% Tween 60 ที่อุณหภูมิ 30°C ของวันที่ 1-9 แสดงค่าเป็น mean ± SD (n=3) โดย
ก าหนดให ้lipase activity 1U เท่ากบัการไฮโดรไลซ์ 4-NPP ทีป่ล่อย 4-NP ปรมิาณ 1 nmol ใน
ระยะเวลา 1 ชัว่โมง (*: p < 0.05) 

 

 เนื่องจากวนัที่ 1 เชื้อยงัไม่เจรญิเพยีงพอที่จะสามารถเก็บเซลล์มาสกดัโปรตีนได้ จึง
เริม่ท าการวดัค่า intracellular lipase activity ของ M. furfur ตัง้แต่วนัที่ 3 เป็นต้นไป ซึ่งพบว่า



21 
 

 

ทัง้ pH 4, control, และ pH 8 ต่างมีค่าสูงขึ้นถึงวันที่ 5 จากนั ้นมีแนวโน้มที่ลดลงเรื่อย ๆ 
สอดคลอ้งกบัการเจรญิเตบิโตของเชือ้ทีเ่ริม่ถดถอยเมื่อเขา้สู ่stationary phase ทีน่่าสนใจคอืพบ
ค่า intracellular lipase activity สูงสุดในชุดการทดลอง pH 4 และต ่ าสุดที่  pH 8 โดยค่า 
intracellular lipase activity ของ pH 8 ลดลงเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่นอย่างชัดเจน
ตัง้แต่วนัที ่5 เป็นตน้ไป (ภาพที ่4.7) 

 

ภาพที ่4.7 ค่า intracellular lipase activity ของ M. furfur CBS 1878T ในอาหาร YPD broth ที่
เติม 0.5% Tween 60 ที่อุณหภูมิ 30°C ของวันที่ 3-9 แสดงค่าเป็น mean ± SD (n=3) โดย
ก าหนดให ้lipase activity 1U เท่ากบัการไฮโดรไลซ์ 4-NPP ทีป่ล่อย 4-NP ปรมิาณ 1 nmol ใน
ระยะเวลา 1 ชัว่โมง (*: p < 0.05)




