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บทคัดย่อ 
 

แบคทีเรียกลุ่มไรโซเบียมจัดเป็น PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) อีก
กลุ่มหนึ่งที่สามารถอยู่ร่วมอาศัยแบบพ่ึงพาอาศัยซึ่งกันและกันกับพืชตระกูลถั่ว โดยสามารถเข้าสร้าง
ปมและตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ เปลี่ยนเป็นปุ๋ยไนโตรเจนให้กับถั่วได้ในที่สุด  อย่างไร ก็ตามใน
สภาพการเพาะปลูกอาจต้องเผชิญกับสภาวะเครียดต่าง ๆ เช่น ดินกรด ดินเค็ม  สภาพแล้ง เป็นต้น  
ซึ่งจะเป็นอุปสรรคต่อความสามารถในการเข้าสร้างปม และตรึงไนโตรเจนให้กับถั่วได้  ดังนั้น ใน
การศึกษาครั้งนี้ มุ่งที่จะศึกษากลไกของแบคทีเรียกลุ่มไรโซเบียมเมื่ออยู่ในสภาวะเครียด ได้แก่ สภาพ
ที่เป็นกรด  และสภาพที่มีเกลือ ได้ทําการเลือกตัวแทนแบคทีเรียในจีนัส  Bradyrhizobium มาศึกษา
กลไกการปรับตัวของเชื้อในสภาวะที่เป็นกรด  โดยใช้วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อให้ปรับตัวจากอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีค่า pH เป็นกลางแล้วค่อย ๆ ถ่ายเชื้อสู่อาหารที่มีค่า pH  ตํ่าลงเรื่อย ๆ (pH 7, pH 5.5 และ 
pH 4.5 ตามลําดับ)  จากนั้นวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนที่เกี่ยวข้องด้วยเทคนิค 2D-gel และ  
proteomic 

ผลการทดลองพบว่า มีโปรตีนที่เกี่ยวข้องอยู่ 29 ชนิด  สามารถจําแนกได้ 8 ประเภท และ
โปรตีน Hypothetical, โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการลําเลียงและการจับเกาะ, และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
การแปลรหัสถูกสร้างมากกว่าปกติในสภาวะที่เซลล์เจริญในอาหารที่มีค่า pH 4.5  ในขณะที่เลี้ยงเซลล์
ในสภาวะที่ค่อย ๆ ปรับค่า pH ไปเป็น 4.5 พบว่า โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่าง ๆ ในเซลล์  
การแปลรหัส  การสร้างพลังงาน  การควบคุมหน้าที่ต่าง ๆ เมตาบอลิซึมของนิวคลีโอไทด์และนิวคลีโอ
ไซด์ และ Hypothetical ถูกสร้างมากกว่าในสภาวะที่มีค่า pH ที่เป็นกลาง  การศึกษาครั้งนี้ทําให้เห็น
แนวโน้มที่จะพัฒนาหัวเชื้อโดยใช้เทคนิคดังกล่าวไปใช้ในสภาพจริงได้  ส่วนในสภาวะเครียดที่มีเกลือ
ได้เลือกใช้แบคทีเรียจีนัส Sinorhizobium  เป็นตัวแทน โดยทําการเลี้ยงเซลล์ใรอาหารที่มีเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.4 M  และ 0.5 M เป็นเวลา 1 และ 6 ช่ัวโมง  จากนั้นทําการศึกษา
การตอบสนองของโปรตีนที่เซลล์เมมเบรน โดยเทคนิค Nano flow liquid Chromatography 
ร่วมกับ mass spectrometry (LC-MS/MS)  ผลการทดลองพบว่า สามารถจําแนกโปรตีนที่เกี่ยวข้อง
ได้ 105 ชนิด  จําแนกได้ 17 ประเภท ซึ่งส่วนใหญ่เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพลังงาน และ
กลุ่มที่ยังไม่สามารถจําแนกได้  การใช้เทคนิคดังกล่าวข้างต้นทั้งหมดนี้ สามารถทําให้เข้าใจกลไกของ
แบคทีเรียที่ตอบสนองต่อสภาวะเครียดต่าง ๆ ในสิ่งแวดล้อมเป็นอย่างดี และมีศักยภาพในการที่จะ
พัฒนาให้เป็นหัวเชื้อที่เหมาะสมต่อไป 
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Abstract 
 

Rhizobia are one group of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) that can 
elicit the formation of nitrogen-fixing nodules on the legumes.  Environmental conditions 
usually affect symbiosis between rhizobia and their host.  The stress conditions as soil 
acidity, salinity, draught etc. may adversely affect the survival or growth of rhizobia and 
symbiosis.  Therefore, this study focused on elucidation of rhizobial mechanisms in stress 
conditions as acidity and salinity.  In case of mechanisms in acidity condition, 
Bradyrhizobia was selected as model.  The bacterial cultivation approach was conducted 
in the manner of adaptive acid tolerance.  The inoculum preparation was started at pH 
6.8 and then subsequently inoculated into the medium at pH 5.5 and 4.5.  The 2D-gel 
and proteomic analyses were used to investigate the protein regulation.  The 29 
identified proteins were grouped into 8 categories.  Hypothetical protein, transport and 
binding proteins, and translation proteins were up-regulated at pH 4.5 (non-adaptive).  
While up-regulated proteins found during growth at pH 4.5 (adaptive) consisted of 
proteins in cellular processes, translation, energy metabolism, regulatory functions, 
interconversions and salvage of nucleosides and nucleotides, and hypothetical proteins.  
These results suggested that the use of adaptive response in acid condition could 
provide an improvement in the inoculant production.  For salt stress tolerant 
mechanism, Sinorhizabium was selected.  The cell cultivation in salt conditions were 0.4 
M, 0.5M of NaCl for 1 and 6 h.  The protein contents of membrane were analyzed by 
nanoflow liquid chromatography interfaced with electrospray ionization tandem mass 
spectrometry (LS-MS/MS).  A lot all 105 membrane proteins were identified.  These 
proteins could be classified into 17 functional categories, the two biggest of which were 
energy production and conversion, and unknown proteins.  These techniques would be 
useful for further comparative analysis of bacterial mechanisms against stress conditions 
in environment.  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสาํคญัของปัญหา 

ไรโซเบียมจัดเป็น PGPR  อีกกลุ่มหนึ่งที่มีความสําคัญต่อระบบการเกษตร  โดยเฉพาะการ
นํามาซึ่งธาตุอาหารไนโตรเจนให้กับพืช  โดยผ่านกระบวนการตรึงไนโตรเจนทางชีวภาพ (Biological 
Nitrogen Fixation = BNF) ให้กับพืชตระกูลถั่ว  อย่างไรก็ตามสภาวะเครียดในดิน เช่น ค่า pH  
อุณหภูมิ และความเค็ม  เป็นปัจจยัสําคัญที่ลดประสิทธิภาพของการสร้างปุ๋ยไนโตรเจนให้กับพืชได้ 

เมื่อทําการปล่อยหัวเชื้อที่คัดเลือกแล้วลงสู่ระบบการเพาะปลูก ปัญหาที่มักพบว่า
ประสิทธิภาพของเชื้อที่คัดเลือกได้ไม่เป็นไปตามเป้าหมาย ซึ่งสาเหตุส่วนใหญ่จะเกิดมาจากปัจจัยหลัก 
2 ประการ คือ เกิดการแข่งขันกับจุลินทรีย์ด้ังเดิมในดิน (indigenous microbes) และหัวเชื้อไม่
สามารถปรับตัวเข้ากับปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมได้ เช่น ความแล้ง ความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ และธาตุ
อาหารที่ไม่เหมาะสม เป็นต้น อย่างไรก็ตามในชุดโครงการนี้ ได้ทําการคัดเลือกกลุ่ม PGPR ที่มี
ลักษณะทนทานต่อสภาวะกดดันดังกล่าวเพิ่มเติมไว้ด้วย  โดยได้ทําการเลือกแบคทีเรียในกลุ่มไร
โซเบียมมาทําการศึกษากลไกการตอบสนองของโปรตีน และยีนเมื่ออยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสม เช่น สภาวะที่มีความเป็นกรด และเค็ม  ประกอบกับเทคนิคการเลี้ยงเช้ือในลักษณะที่เป็น 
Adaptive Tolerance จะสามารถทําให้เชื้อค่อย ๆ ปรับตัวเข้ากับสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้
หรือไม่  และมีการควบคุมการสร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้องอย่างไร  ซึ่งจะทําให้ทราบแนวทางในการจัดการ 
และการปรับปรุงสายพันธ์ุของหัวเชื้อได้อย่างเหมาะสมต่อไปในอนาคตสําหรับระบบการเกษตรที่มี
สภาวะเครียดดังกล่าวข้างต้น 

 
1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 

1.2.1 เพื่อทราบชนิดของยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนทานในสภาวะกดดันต่าง ๆ ของเชื้อ 
PGPR 

1.2.2 เพื่อยืนยันหน้าที่ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนทานในสภาวะกดดันต่าง ๆ ของเชื้อ 
PGPR 

1.2.3 เพื่อทราบผลกระทบต่อชนิดของยีนที่ควบคุมลักษณะที่เป็นประโยชน์ในกลุ่มเชื้อ
แบคทีเรีย Rhizobium 

1.2.4 เพื่อให้ได้องค์ความรู้พื้นฐานด้านอณูพันธุศาสตร์ เพื่อการปรับปรุงสายพันธ์ุในอนาคต 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
ทําการศึกษากลไกการสร้างโปรตีนในแบคทีเรียในกลุ่มไรโซเบียม  เมื่อทําการเพราะเลี้ยงใน

สภาวะเครียดที่มีความเป็นกรด และเกลือ  โดยใช้เบคทีเรียในจีนัส Bradyrhizobium และ 
Sinorhizobium  เป็นตัวแทนในการศึกษาตามลําดับ 

การวิเคราะห์กลไกการสร้างโปรตีนใช้เทคนิคในด้าน Mass spectrometry  เป็นหลัก LC-
MS/MS และ MALDI-TOF MS 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ได้ข้อมูลและชนิดของยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนทานในสภาวะกดดันต่าง ๆ ของเชื้อ 
PGPR 

1.4.2  ได้องค์ความรู้พื้นฐานด้านอณูพันธุศาสตร์ เพื่อการปรับปรุงสายพันธ์ุในอนาคต 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
ได้มีการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการทนทานสภาวะกดดันในจุลินทรีย์ดินค่อนข้างมาก 

โดยเฉพาะกลุ่มไรโซเบียม ดังตัวอย่างเช่น van Dillewijn ในปี 2001 พบว่า putA gene ซึ่งควบคุม
การสร้าง praline dehydrogenase ที่ควบคุมการ oxidative praline ไปเป็น glutamate มีผลต่อ
การทนเกลือใน Sinorhizobium meliloti การค้นพบกลุ่มยีน MCP ที่มีผลต่อการตอบสนองต่อการ
เข้าอาศัยในรากพืชของ R. leguminosarum VF39 (Hynes, 2002) หรือยีนที่ควบคุมการทนกรดใน 
S. meliloti ได้แก่ actS, actR, phrR และ lpiA ยีน แต่ยังไม่ทราบระบบการควบคุมแน่ชัด 
(Dilworth, 2001) หรือแม้แต่ยีนที่ควบคุมการสร้าง lipopolysaccharide (LPS) ใน R. etli มีผลต่อ
การยับย้ังเชื้อก่อโรครากเน่าในมันฝรั่งด้วย (Reitz และคณะ, 2000)  นอกจากนี้ ยีนท่ีควบคุมการ
สร้าง flagella ใน PGPR กลุ่ม Azospirillum ก็พบว่ามีความสําคัญต่อ root colonization (Broek 
และคณะ, 1998)  อย่างไรก็ตาม ถ้าทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ให้ค่อย ๆ ปรับตัวเข้าสู่สภาวะที่เป็นกรด 
(Adaptive Acid Tolerant Response : ATR)  สามารถทําให้ไรโซเบียมบางจีนัส เช่น  Rhizobium 
Mesorhizobium  มีความสามารถในการทนกรดได้ดีขึ้น  แต่อยา่งไรก็ตาม ยังขาดการศึกษาในกลุ่ม
จีนัส  Bradyrhizobium japonicum  ซึ่งสามารถตรึงไนโตรเจนได้กับถั่วเหลือง  ดังนั้น การปรับตัว
ในลักษณะดังกล่าวจะได้ทําการศึกษาในงานวิจัยนี้ 

ในสภาวะดินเค็มทําให้จํานวนเซลล์ของไรโซเบียมที่เข้าอาศัยกับพืชตระกูลถั่วมีจํานวนลดลง  
โดยพบว่า membrane protein  เป็นส่วนสําคัญที่มีบทบาทในการรักษาปริมาตรของน้ําในเซลล์  
รวมไปถึงสมดุลของอิออนภายในเซลล์  ทําให้ไรโซเบียมบางสปีชีส์มีความสามารถในการอยู่รอดใน
สภาวะดินเค็มได้  ตัวย่างของ membrane protein ของไรโซเบียมที่ตอบสนองต่อสภาวะดินเค็ม
ได้แก่  glucine betaine/proline betaine transporter (สร้างขึ้นจากยีน bet S), potassium 
uptake system protein (สร้างจากยีน kup) และ outer membrane lipopertein (สร้างจากยีน 
omp10)   นอกจากนี้ ยังได้มีการศึกษาการแสดงออกของยีนทั้งระบบใน  Sinorhizobium meliloti   
โดยวิธีการทาง  transcriptome  พบว่ามีชุดยีน 15 ชุด ที่เกี่ยวข้องกับการนําอิออนเข้าสู่เซลล์, 14 
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการลําเลียงสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กเข้าสู่เซลล์ เป็นต้น 

อย่างไรก็ตาม ข้อมูลเหล่านี้จะสมบูรณ์ได้ต้องมีข้อมูลการสร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้อง
ประกอบด้วย  โดยเฉพาะเทคนิคด้าน proteomic เพราะการแสดงออกของยีนบางครั้งไม่ได้
สะท้อนถึงการสร้างโปรตีนนั้น ๆ เสมอไป  ดังนั้น ในการศึกษาครั้งนี้ ได้ทําการศึกษา  
membrane protein  ของ  Sinorhizobium sp. Strain BL3  ภายใต้สภาวะเค็ม  โดยใช้
เทคนิค Nanoflow liquid chromatography/trandem  mass spectrometry (nLC-

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

MS/MS)  ในการจําแนกโปรตีน (รายละเอียดดังปรากฏในผลงานตีพิมพ์แนบท้ายภาคผนวก : 
Waraporn, T., et.al., 2010)  

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 
วิธีการดําเนนิการวิจัย 

 
3.1 การศึกษากลไกการทนสภาวะเครียดทีเ่ป็นกรดของไรโซเบียม 

3.1.1 แบคทีเรียที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่  Bradyrhizobium sp. DASA 1007  (ทนกรด) 
และ B. japonicum USDA 110  ซึ่งเป็นหัวเชื้อทางการค้า 

3.1.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เป็นกรด ทํา 2 ลักษณะ ได้แก่  การปลูกพืชโดยตรงลงใน
อาหารที่มีค่า pH 6.8, 5.5 และ 4.5 กับแบบที่เรียกว่า Adaptive Acid Tolerance 
Response (ATR)  โดยทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีค่า pH เป็นกลาง (6.8)  เป็นเวลา 
4 วัน จากนั้นปลูกเชื้อลงในอาหารที่มีค่า  pH 5.5 เป็นเวลา 4 วัน แล้วจึงปลูกเชื้อลง
ในอาหารที่มีค่า pH 4.5  จากนั้นนําเช้ือที่ผ่านการเลี้ยงทั้ง 2 ลักษณะไปปลูกกับถั่ว
เหลืองสายพันธ์ุเชียงใหม่ 60 เพื่อตรวจสอยประสิทธิภาพของเชื้อ ณ ค่า pH ต่าง ๆ 

3.1.3 ทําการวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค 2D-gel และจําแนกโปรตีนโดยเทคนิค LC-MS/MS 
 

3.2 การศึกษากลไกการทนสภาวะเครียดทีเ่ป็นเกลือของไรโซเบียม 
3.2.1 แบคทีเรยีที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่  Sinorhizobium sp. BL3  
3.2.2 การสกัด membrane fraction ทําโดยเพาะเลี้ยงเช้ือในอาหารขนาด 1 ลิตร ทาํให้

เซลลแ์ตกด้วย French press แยก fraction ด้วย Ultracentrifuge  ละลายใน 9 M 
Urea และ Trypsin  จากนัน้ทําการแยก peptide โดย SCX  

3.2.3 การทํา peptide mass finger printing (PMF)  ใช้วิธี  matrix-assisted laser 
desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) 

3.2.4 การจําแนกชนิด peptide โดย nanoflow loquid chromatography ทําโดยใช้ 
automated nanoflow liquid chromatography/tandem mass 
spectrometry ข้อมูลดิบนํามาวิเคราะห์โดยใช้ fast de-convolution algorithm 
ในฐานข้อมลู protein Lynx Server V.2.0.5 ร่วมกับการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล
ของโปรตีนของเชื้อ  S. meliloti 1021 ที่ 
http:gehome.kazusa.or.jp/rhizobase/sinorhizobium/genes.faa 

 
(รายละเอียดเพิ่มเติมในบทความวิจัย 2 ฉบับ ตามแนบในภาคผนวก) 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 
ผลการศึกษาวิจัย 

 
ผลการศึกษาวจิัยโดยละเอียดได้แสดงไว้ในผลงานวิจัยตีพิมพ์  จํานวน  2 เรื่อง ดังนี้ 
 

1. Tanthanuch, W., Tittabutr, P., Mohammed, S., Matthisen, R., Yamabhai, M., 
Manassila, M., Jensen, O. N., Boonkerd, N. and Teaumroong, N. (2010). Identify 
of salt-tolerant Sinorhizobium sp. Strain BL3 membrane proteins based on 
proteomics. Microbes Environ. 25(4): published onlined doi:10.1264/jsme2. 
ME09185. 

2. Monchai Manassila, Achara Nuntagij, Panlada Tittabutr, Nantakorn Boonkerd, 
Neung Teaumroong. (2012). Growth, symbiotic, and proteomics studies of 
soybean Bradyrhizobium in response to adaptive acid tolerance. African 
Journal of Biotechnology. Vol. 11(83) : 14899-14910. 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
5.1 การศึกษากลไกการทนตอ่สภาวะเครียดที่เปน็กรดของไรโซเบียม 

ในลําดับแรกได้ทําการศึกษาการเจริญของเชื้อ  และประสิทธิภาพของเชื้อกับถั่วเหลืองภายใต้
สภาวะที่เป็นกรด  พบว่าไรโซเบียมมีการเจริญลดลงในสภาวะที่เป็นกรด  และไม่สามารถเจริญได้ใน
สภาพที่มีค่า pH  เป็น 4.5  ในขณะที่  Bradyrhizobium sp. DASA 01007 ส่งเสริมการเจริญของ
ถั่วเหลืองได้ดีกว่าเชื้อที่ใช้เป็นการค้า  (B. japonicum USDA 110)  ที่ค่า pH 4.5  ดังนั้น จึงเลือกใช้
สายพันธ์ุ DASA 01007 ในการทดลองต่อไป 

เมื่อทําการเพาะเลี้ยง DASA 01007 ในสภาวะที่เป็นกรด  พบว่าเมื่อทําการเลี้ยงแบบ ATR  
สามารถส่งเสริมการเจริญของ  DASA 01007  ที่ pH 4.5 ได้ดีกว่าการเพาะเลี้ยงปกติ  จากนั้น จึง
ทําการศึกษาโปรตีนที่เกี่ยวข้องในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ pH  4.5 ทั้งสองแบบ  พบว่ามีโปรตีนที่เกี่ยว
ข้อ 29 ชนิด  สามารถแบ่งได้ 8 กลุ่ม ได้แก่  1) cellular process  2) conserved hypothetical  
3) transport และ binding  4) translation  5) energy metabolism  6) regulatory function  
7) interconversion และ  salvage nucleoside และ nucleotide และ  8) อื่น ๆ  

โดยโปรตีนที่ถูกกระตุ้นให้สร้างขึ้น (up-regulate)  ในสภาวะ ATR ที่  pH 4.5  ได้แก่ 
โปรตีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับ cellular process เช่น chaperonin, conserved hypothetical, 
translation เช่น 30S ribosomal protein, energy metabolism เช่น ATP synthase,  
Regulatory function  เช่น  Two-component response regulator  และ nucleoside 
diphosphate kinase  จะเห็นได้ว่ากลุ่มโปรตีนเหล่านี้มีความสัมพันธ์กับสภาวะเครียดโดยเฉพาะที่
เป็นกรด ดังเช่น  Chaperonin  ถูกสร้างขึ้นในปริมาณค่อนข้างมาก ซึ่งหน้าที่ของโปรตีนจะเกี่ยวข้อง
กับการปรับปรุงแก้ไข  การจับตัวของโมเลกุลของโปรตีน  เช่น  เอนไซม์ไนโตรจีเนส, 30S ribosomal 
protein หรือโปรตีน L7/L12 เป็นกลุ่มโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเป็น translation factor  ในการ
สร้างโปรตีน,  peroxiredoxin  ก็เป็นอีกชนิดหนึ่งของโปรตีนที่มีบทบาทเป็น antioxidant  ดังนั้น 
การใช้เทคนิค ATR  ประกอบกับความเข้าใจในเรื่องของกลไกของโปรตีนที่ถูกสร้างขึ้นในสภาวะ
เครียดที่เป็นกรด  ก็จะสามารถนําไปพัฒนาให้เป็นหัวเชื้อที่เหมาะสมในสภาวะแวดล้อมที่เป็นกรดได้
ต่อไป 
 
5.2 การศึกษากลไกการทนตอ่สภาวะเครียดที่เปน็เกลือของไรโซเบียม 
 เมื่อทําการเพาะเลี้ยง  Sinorhizobium sp BL3  ซึ่งพบว่าเป็นไรโซเบียมที่มีความสามารถ
ทนต่อสภาวะเกลือในปริมาณสูงถึง  600 mM  (NaCl) มาทดสอบว่า  membrane protein  มีกลไก
การตอบสนองต่อสภาวะเกลืออย่างไร  โดยใช้เทคนิค  amine-reactive stable isotope labeling 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

reagent (Lys-Tag)  ร่วมกับ off-line strong cationic microcolumns (SCX) และ nanoflow 

liquid chromatography/tandem mass spectrometry (γ LC-MS/MS) พบว่ามี  spectra  อยู่ 
12,685 spectra  เมื่อนําไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมทั้ง 3 แบบ  ได้แก่  TopPred II, TMHMM 2.0  
และ  SPOCTOPUS  พบว่ามีโปรตีนที่เป็น  transmembrane protein  อยู่ 105  ชนิด เมื่อนํามา
จําแนกสามารถจําแนกได้ 17 กลุ่ม ในกลุ่มที่พบมากที่สุดเป็นกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับ การสร้างพลังงาน ซึ่ง
เกี่ยวกับกระบวนการขนถ่ายอิเล็กตรอน  นอกจากนี้ ยังพบโปรตีนกลุ่มอ่ืน ๆ เช่น กลุ่มโปรตีนลําเลียง
กรดอะมิโน ได้แก่  ABC Transporter/permease, glycine betaine transporter,  L-amino acid 
transport permease รวมไปถึงกลุ่ม protease ซึ่งมีความสําคัญต่อโครงข่ายการควบคุม
กระบวนการเมทาบลิซึมของแบคทีเรียเมื่ออยู่ในสภาวะเครียด 

นอกจากนั้น เมื่อทําการวิเคราะห์ membrane protein ของ BL3 ในสภาวะ 0.4 M (NaCl) 
0.5 M (NaCl) เป็นเวลา 1 และ 6 ช่ัวโมง  พบว่ามี  membrane protein 8 ชนิดที่ถูกสร้างขึ้นใน
สภาวะดังกล่าว เช่น ATP synthase subunit B, peptidoglycan-associated lipoprotein 
precursor  เป็นต้น  จะเห็นได้ว่าเทคนิคดังกล่าวนี้ เหมาะที่จะพัฒนานําไปใช้ในการศึกษาทําความ
เข้าใจหน้าที่ของ membrane protein  รวมไปถึงกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องของเชื้อในสภาวะเครียดต่าง ๆ 
ได้เป็นอย่างดี 
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