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 ยีนบีตา-ไซโลสิเดสของ Streptomyces sp. CH7 ในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 สามารถ
แสดงออกไดใน   E. coli สายพันธุ DH5α ที่ไมตองการการชักนําใกลเคียงกับสายพันธุ JM109 ที่ชัก
นําดวย 0.2 มิลลิโมลาร IPTG  และยังพบวาไซแลนเปนแหลงคารบอนที่มีผลเพิ่มประสิทธิภาพการ
แสดงออกของยีน ขณะที่ไซโลสและกลูโคสยับยั้ง สวนระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อให  
แอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมสูงสุดคือ 15 ชั่วโมง เมื่อนําเอนไซมที่ไดจากการแสดงออกของยีนนี้มาทํา
ใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟบน DEAE-Biogel A และ Sephadex G-200 พบวามีรูปแบบ
การทําใหบริสุทธิ์คลายคลึงกับเอนไซมที่ไดจากสายพันธุเดิม นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมมีอุณหภูมิและ
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางาน และความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดาง
เชนเดียวกับบีตา-ไซโลสิเดสจากสายพันธุเดิม เอนไซมนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 178,000 ดาลตัน 
เมื่อวิเคราะหโดยเจลฟลเตรชันและประกอบดวย 2 หนวยยอยที่มีน้ําหนักเทากันคือประมาณ 75,000 
ดาลตัน 
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 β-Xylosidase gene of Streptomyces sp. CH7 in the recombinant plasmid  
pCH7-1 has comparable expression ability either in E. coli strains DH5α without induction or 
JM109 induced with 0.2 M IPTG. Furthermore, its expression ability was increased by xylan but 
repressed by glucose and xylose when used as a carbon source for cultivation. The optimal 
cultivation time giving maximum enzyme specific activity was 15 h. Purification of β-xylosidase 
from the recombinant E. coli by column chromatography on DEAE-Biogel A and Sephadex G-
200 gave similar purification patterns to that of the enzyme from the wild type. The purified 
enzyme had pH and temperature optimum including its stability to pH and temperature 
properties similar to that of the wild type. It had molecular weight of 178,000 Da estimated by 
gel filtration and consisted of 2 identical subunits with molecular weight of 75,000 Da. From the 
nucleotide sequence analysis of the DNA insert in the recombinant plasmid pCH7-1, it showed 
one complete open reading frame from nucleotide numbers 552 to 2927 encoding 792 amino 
acids with calculated molecular weight of 83,386 Da. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ประวัติความเปนมา 
 

เซลลพืชเปนแหลงคารบอนหลักในธรรมชาติ ประกอบดวยพอลิเมอรที่เปนองคประกอบหลัก  
3 ชนิด ชนิดแรกคือ เซลลูโลส (cellulose) เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะ
บีตา-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic) ที่เปนสายโซตรง มีสูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n พบใน
ปริมาณ 30-50 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง ชนิดที่สองคือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เปน    
พอลิเมอรของน้ําตาลเพนโตส และ/หรือน้ําตาลเฮกโซส ไดแก กลูแคน, แมนแนน และไซแลน โดยมี
ไซแลนเปนองคประกอบหลัก ชนิดสุดทายคือ ลิกนิน (lignin) เปนสารประกอบเชิงซอนประเภท  
พอลิฟโนลิก (polyphenolic) ซึ่งมักหอหุมชั้นเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเอาไว (Wong และคณะ, 
1988) 

 
ไซแลนเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในเซลลพืชโดยยึดเกาะกับพอลิแซคคารไรด

ชนิดอื่น (เชน กลูแคน, แมนแนน) ดวยพันธะนอนโควาเลนท (non covalent) และยึดเกาะกับ
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดวยพันธะไฮโดรเจน พบตามธรรมชาติทั้งในไมเนื้อออน ไมเนื้อแข็ง พืช
ลมลุก ในผนังเซลลชั้นแรกของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว รวมทั้งในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน กาก
เมล็ดฝาย รําขาว ฟางขาว ซังขาวโพด เปลือกเมล็ดทานตะวัน (Magee และ Kosaric, 1985) และ
ในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ เปนตน (Ericksson และคณะ, 1990) นอกจากนั้นยังสามารถพบได
ในวัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการลอกเนื้อไมเพื่อทําเยื่อกระดาษ (pulping) (Biely, 1985) ปริมาณ
และโครงสรางจะแตกตางกันไปตามแหลงที่มา เชน ในไมเนื้อแข็งพบวามีปริมาณไซแลนมากกวา 
30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Ward และ Moo-Young, 1985) ในไมเนื้อออนจะมีไซแลน
ประมาณ 8 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง สวนในไมลมลุกจะมีไซแลนประมาณ 20-40 เปอรเซ็นต
ของน้ําหนักแหง (Saddler และคณะ, 1983) 

 
โครงสรางของไซแลนเปนพอลิเมอรที่ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะ     

บีตา-1,4-ไซโลสิดิก (β-1,4-xylosidic) เปนสายหลัก และมีสารประกอบอื่นๆมาเชื่อมตอเปนหมู
ขางเคียงเชน หมูอะราบิโนสตอกับตําแหนง ο-3 ของไซโลส หมูกลคููโรนิลตอกับตําแหนง ο-2 ของ
ไซโลส สวนหมูอะซิติลตอกับตําแหนง ο-3 และ ο-2 ของไซโลสได ดังแสดงในรูปที่ 1.1 
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รูปที่ 1.1  ลักษณะโมเลกุลของไซแลนและการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมกลุมยอยไซแลน 

(Biely, 1985) 
 

Ac  แทน หมูอะซิทิล 
Araf  แทน แอล-อะราบิโนฟวราโนส 
MeGlcA แทน 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูโคโรนิค แอซิด 
Xyl  แทน ดี-ไซโลส 
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1.2 การยอยสลายไซแลน 
 

การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถยอยสลายโดยการใชสารเคมี 
(chemical hydrolysis) และการยอยสลายดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis) หรือใชทั้งสองอยาง
รวมกัน (Tsao และ Chiang, 1983) 
 

1.2.1 การยอยสลายไซแลนดวยดาง 
 

การยอยสลายไซแลนดวยดางมักนําไปใชในอุตสาหกรรมการทํากระดาษ ซึ่งจะนําชิ้นของ
เปลือกไมมาตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนเพื่อใหเปลือกไมยุย และเปนการกําจัด 
ลิกนินที่อยูในชั้นลิกโนเซลลูโลสออกบางสวน หลังจากนั้นจะนําไปผานกระบวนการฟอกสีเยื่อ
กระดาษโดยใชสารเคมีที่มีคลอไรดเปนองคประกอบ เชน คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide) 
และกาซคลอรีน เปนตน ทําใหเกิดสารประกอบไดออกซิน (dioxin) และสารประกอบคลอไรดที่เปน
พิษชนิดอื่นๆดวย (Visser และคณะ, 1992) 

 
1.2.2 การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม 
 

การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมเปนปฏิกิริยาที่จําเพาะกวาการใชสารเคมี และยังไมทํา
ใหเกิดสารประกอบที่เปนพิษ เอนไซมในกลุมนี้สามารถนํามาใชประโยชนไดหลายประเภท เชน 
กระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษ (Jurasek และ Paice, 1992) ใชในอุตสาหกรรมอาหาร เชน     
การทําน้ําผลไมใหใสข้ึน และใชลดความหนดืของอาหารสัตว (Wong และ Saddler, 1992 และ 
Gilbert และ Hazlewood, 1993) ซึ่งเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไซแลนประกอบดวยเอนไซมสอง
กลุมใหญคือ 

1. เอนโดไซแลเนส (endo-xylanase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซลาโนไฮโดรเลส       
(1,4-β-D-xylan-xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิ
ดิก แบบสุม เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน (endo-mechanism) ไดไซโลสและโอลิ
โกแซคคาไรดสายสั้นๆเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Gilbert และคณะ, 1993) 

2. บีตา-ไซโลสิเดส (β-xylosidase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส             
(1,4-β-D-xylan-xylohydrolase; EC 3.2.1.37) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลไพ
ราโนไซด ทีละ 1 หนวยจากปลายดานนอนรีดิวส (non-reducing end) เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้น
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นี้วากลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Dekker และ 
Richards, 1976) 

นอกจากนี้การยอยสลายไซแลนใหสมบูรณยังตองอาศัยเอนไซมชนิดอื่นๆ ดังแสดงในรูปที่ 1.1 
ไดแก 

แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (α-D-glucuronidase; EC 3.2.1.139) เปนเอนไซมยอยสลายพันธะ
แอลฟา-1,2 ที่เชื่อมระหวางหมู 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิค แอซิด กับสายหลัก 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนสเิดส (α-L-arabinosidase; EC 3.2.1.55) ยอยสลายพนัธะ    
แอลฟา-1,3  ของหมูนอนรีดิวส  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนซิล ไดน้ําตาลอะราบิโนส 

อะซิทิลเอสเทอเรส (acetyl esterase; EC 3.1.1.6) ยอยสลายพันธะบีตา-1,2 และ บีตา-1,3  
ที่เชื่อมระหวางหมูอะซิทิลกับสายหลักใหผลิตภัณฑเปนกรดอะซิติก 

 
นอกจากไซแลเนสซึ่งเปนเอนไซมหลักในการยอยสลายไซแลนแลว บีตา-ไซโลสิเดสก็จัดเปน

เอนไซมหลักที่สําคัญเชนกันเพราะทําหนาที่ยอยโอลิโกเมอรของไซแลนใหเปนไซโลส แมจะมี
รายงานเกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรียอ่ืนๆ หลายชนิด เชน xylB จาก 
Butyrivibrio fibrisolvens (Sewell และคณะ, 1989), bgxA  ซึ่งเปนรหัสของเอนไซมบีตา-กลูโคสิ
เดส และบีตา-ไซโลสิเดส จาก Erwinia chrysanthemi D1 (Vroemen และคณะ, 1995)     และ 
xynD จาก Aspergillus nidulans (Perez-Gonzalez และคณะ, 1998) เปนตน แตมีรายงาน
เกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อ Streptomyces sp. จากกลุมอ่ืนเพียงฉบับเดียวคือ
การโคลนยีน bxlA ซึ่งผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces thermoviolaceus OPC-
520 (Tsujibo และคณะ, 2001)    

 
สําหรับในประเทศไทย จิราวรรณ ธนะ (2541) ไดรายงานการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก 

Streptomyces sp. CH7 โดยมี E. coli DH5α  เปนเซลลเจาบานและ pUC18 เปนพลาสมิด
พาหะไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ที่แสดงออกแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส งานวิจัยนี้จึงมี
วั ตถุประสงค ที่ จ ะศึ กษาป จจั ยต า งๆต อการแสดงออกของยีนบี ตา -ไซ โล สิ เดสจาก     
Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli รวมทั้งทําเอนไซมที่ไดใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซม
เพื่อเปรียบเทียบกับจากสายพันธุดั้งเดิม Streptomyces sp. CH7 ซึ่งรายงานโดยทรรศนีย ตั้งสกุล 
(2544) 

 



บทที่ 2 
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 
2.1 แหลงของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

บีตา-ไซโลสิเดสพบไดในจุลินทรียหลายชนิด เชน   แบคทีเรีย   แอคติโนมัยสีท   ยีสต   รา       
จุลินทรียสวนใหญมักสรางและเก็บเอนไซมไวภายในเซลล (intracellular enzyme)  (Biely, 1985; 
Bachmann และ McCarthy, 1991) แตมีจุลินทรียบางสายพันธุที่สรางและปลดปลอยออกมา
ภายนอกเซลล (extracellular enzyme) (Poutanen และ Puls, 1988; Saraswat และ Bisaria, 
1997) ตัวอยางสายพันธุจุลินทรียที่สามารถสรางบีตา-ไซโลสิเดส แสดงดังตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1  ตัวอยางสายพันธุของจุลินทรียที่สามารถสรางบีตา-ไซโลสิเดส 
 

สายพนัธุจุลนิทรีย เอกสารอางอิง 
Aeromonas caviae ME-1 Suzuki และคณะ, 2001 
Arxula adeninivorans Buttner และ Bode, 1992 
Aspergillus  awamori Tenkanen และคณะ, 1993 
A. awamori K4 Kurakake และคณะ, 1997 
A.  carbonarius Kiss และ Kiss, 2000 
A. flavus de-Souza และคณะ, 1999 
A. nidulans Kumar และ Ramon, 1996 
A. niger Van-Peij และคณะ, 1997 
A. oryzae Tenkanen และคณะ, 1993 
A. oryzae KBN616 Kitamoto และคณะ, 1999 
A. phoenicis Rizzatti และคณะ, 2001 
A. sydowii MG49 Ghosh และ Nanda, 1993 
Aureobasidium pullulans Christov และคณะ, 1999 
Bacillus circulans Ratto และคณะ, 1992 
Bacillus sp. KK-1 Jung และคณะ, 1998 
B. stearothermophilus Cho และ Choi, 1998 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
B. stearothermophilus 21 Baba และคณะ, 1994 
B. stearothermophilus T-6 Bravman และคณะ, 2001 
B. subtilis Lindner และคณะ, 1994 
Butyrivibrio fibrisolvens Utt และคณะ, 1991 
Cellulomonas flavigena Perez-Avalos และคณะ, 1996 
Cochliobolus carbonum Wegener และคณะ, 1999 
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Lee และ Forsberg, 1987 
Dictyogiomus sp Ratto และคณะ, 1994 
Neocallimastix frontalis Habraud และ Fevre, 1990 
Neocallimastix patriciarum 27 Zhu และคณะ, 1994 
Neurospora crassa Deshpande และคณะ, 1986 
Penicillium funiculosum Park และคณะ, 2001 
Penicillium janthainellum Hasmann และคณะ, 2000 
Phaeosphaeria nodorum Lalaoui และคณะ, 2000 
Selenomonas ruminantium Cotta และ Whitehead, 1998 
Streptomyces olivochromogens Tenkanen และคณะ, 1993 
Streptomyces sp. CH-M-1035 Flores และคณะ, 1996 
Streptomyces sp. EC 10 Belfaquih และ Penninckx, 2000 
Termitomyces clypeatus Bhattacharyya และคณะ, 1997 
Thermomyces lanuginosus strain SSBP Singh และคณะ, 2000 
Thermoanaerobacter ethanolicus Mai และคณะ, 2000 
Thermoanaerobacterium saccharolyticum Lee และ Zeikus, 1993 
Thermotoga thermarum Sunna และ Antranikian, 1996 
Trichoderma harzianum Ximenes และคณะ, 1996 
Trichoderma koningii G-39 Li และคณะ, 2000 
Trichoderma reesei Herrmann และคณะ, 1997 
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2.2 การศึกษาบีตา-ไซโลสิเดสในระดับชีวโมเลกุล 
 
มีรายงานเกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรียตางๆ รวมทั้งการแสดงออกของ

ยีนในรีคอมบิแนนทเซลล ดังตัวอยางตอไปนี้ 
 
Panbangred และคณะ (1983) โคลนยีนที่เปนรหัสสําหรับเอนไซมยอยสลายไซแลนจาก 

Bacillus pumilus โดยใชพลาสมิดพาหะ pBR322 และมี E. coli C600 เปนเซลลเจาบาน พบ 1 
โคลนจากทั้งหมด  439 ทรานสฟอรแมนท ที่มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสและไซแลเนส         
เรียกรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดจากโคลนวา pOXN29 ซึ่งเมื่อตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BglII 
พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอ 2 ชิ้น ชิ้นที่ 1 มีขนาด 10.15 กิโลเบส ที่ประกอบดวยชิ้น    พลาสมิดพาหะ 
pBR322 และชิ้นดีเอ็นเอที่มียีนบีตา-ไซโลสิเดส สวนชิ้นที่ 2 มีขนาด 5.6 กิโลเบส ที่มียีนไซแลเนส 

 
Sewell และคณะ (1989) โคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดส (xylB) จาก Butyrivibrio fibrisolvens  ซึ่ง

มีขนาด 3.2 กิโลเบส โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli DH5α เปนเซลลเจาบาน 
จากการศึกษาสมบัติของเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli (มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 60 กิโลดาลตัน) พบวาคลายคลึงกับเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Butyrivibrio 
fibrisolvens โดยมี pH ที่เหมาะสมเทากับ 5.5 และความจําเพาะตอสับสเตรทซึ่งไดแกไซโลโอลิโก
แซคคาไรดที่ประกอบดวยไซโลส 2-5 โมเลกุลเหมือนกัน  
 

Whitehead และ Hespell (1990) ไดโคลนยีนไซแลเนส, ไซโลสิเดส และอะราบิโนสเิดส จาก 
Bacteriodes ovatus โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli JM83 เปนเซลลเจาบาน 
พบวาทั้ง 3 ยีนอยูบนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3.8 กิโลเบส และจากการสับโคลนพบวายีนไซแลเนสมี
ขนาดประมาณ 2 กิโลเบส และแสดงออกอยางเปนอิสระจากยีนไซโลสิเดสและอะราบิโนสิเดสซึ่งมี
ขนาดประมาณ 1.7 กิโลเบสและมีการแสดงออกรวมกันของทั้งสองเอนไซมนี้ 

 
Utt และคณะ (1991) ศึกษาชิ้นดีเอ็นเอขนาด 4.2 กิโลเบสที่โคลนไดจากโครโมโซมของ 

Butyrivibrio fibrisolvens โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli DH5α  เปนเซลลเจา
บาน พบยีน xylB ขนาด 1.551 กิโลเบส ซึ่งเปนรหัสสําหรับโปรตีนที่มีแอคติวิตีของเอนไซม 2 ชนิด 
คือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และบีตา-ไซโลสิเดส น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ได
เทากับ 60 กิโลดาลตัน และแอคติวิตีจําเพาะของอะราบิโนสิเดสมากกวาไซโลสิเดสประมาณ 1.6 
เทา 
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Flint และคณะ (1991) ศึกษาการแสดงออกของยีน xynA และ xynB ที่ไดจาก 

Ruminococcus flavifaciens 17 โดยสับโคลนยีนทั้ง 2 นี้เขาพลาสมิดพาหะ pUC13 และใช      
E. coli HB101 เปนเซลลเจาบาน พบวาโคลนที่มียีน xynA มีแอคติวิตีของไซแลเนส, แอคติวิตีของ
เซลโลไบโอสิเดส (cellobiosidase) และไซโลสิเดสเล็กนอย ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลาย     
ไซแลนโดยเอนไซมนี้สวนใหญเปนไซโลไบโอสและไซโลส สวนโคลนที่มียีน xynB มีแอคติวิตีของ     
ไซแลเนสเพียงอยางเดียวซึ่งจะยอยสลายไซแลนไดผลิตภัณฑเปนไซโลไบโอสและไซโลโอลิโกแซค
คาไรดเปนสวนใหญ คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่ไดจากทั้ง 2 ยีน
นี้เทากับ 5.5 

 
Pan และคณะ (1991) โคลนยีนไซแลเนส (xynA) และยีนบีตา-ไซโลสิเดส (xynB) จาก 

Bacillus pumilus โดยใช Saccharomyces cerevisiae เปนเซลลเจาบาน โดยการแสดงออกของ
ยีนทั้งสองตองอาศัย GAP (glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase) promoter ของ
เซลลเจาบาน พบวาไซแลเนสที่ไดจาก Saccharomyces cerevisiae มีเมไธโอนีนเพิ่มข้ึนที่ปลาย
ดาน N (N-terminus) แตมีแอคติวิตีจําเพาะไมตางกับไซแลเนสที่ไดจาก Bacillus pumilus สวน
บีตา-ไซโลสิเดสพบวามีแอคติวิตีจําเพาะใกลเคียงกับที่ไดจาก Bacillus pumilus และมีลําดับเบส
ที่ปลายดาน N เหมือนกัน 
 

Baba และคณะ (1994) โคลนยีนที่เปนรหัสสําหรับบีตา-ไซโลสิเดส (xylA) และไซแลเนส 
(xynA) จาก Bacillus stearothermophilus 21 เขาสู E. coli JM109 โดยมี pUC19 เปนพลาสมิด
พาหะ ไดโคลน 13E และ 2F ที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาด 4.2 และ 10.6 กิโลเบส ตามลําดับ เมื่อศึกษา
แผนที่เรสทริกชันของยีนพบวาชิ้นสวนยีนที่โคลนไดจากโคลน 13E และ 2F มีแผนที่บางสวน
คลายกันและมีทิศทางการแสดงออกเชนเดียวกับโปรโมเตอรของ lacZ ซึ่งจากแผนที่เรสทริกชัน
ของยีนและลําดับเบสพบวายีนทั้ง 2 ใชโพรโมเตอรของตัวเอง ขนาดของยีน xylA เทากับ 2.1 กิโล
เบส สวนยีน xynA มีขนาดเทากับ 1.0 กิโลเบส 
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Fukumura และคณะ (1995) ศึกษายีน xynB จาก Clostridium stercorarium F-9 โดยสับ
โคลนดีเอ็นเอขนาด 2.4 กิโลเบส จากพลาสมิด pMF6 ที่มียีน xynB เขาสูพลาสมิดพาหะ 
pBluescriptII KS+ และ KS- ไดพลาสมิดลูกผสม pMF6-1 และ pMF6-2 ตามลําดับ โดยใช        
E. coli XL1-Blue เปนเซลลเจาบาน พบวา xynB ประกอบดวยกรอบอานรหัสเปด 1 กรอบ (ORF) 
ที่มีขนาด 1.161 กิโลเบส เปนรหัสสําหรับไซแลเนสที่มีน้ําหนักโมเลกุล 44.377 กิโลดาลตัน 
นอกจากพบแอคติวิตีของไซแลเนสจากยีน xynB แลวยังพบแอคติวิตีของเซลลูเลส, บีตา-ไซโลสิ
เดส และเซลโลไบโอส 

 
Vroemen และคณะ (1995) โคลนยีน bgxA ซึ่งเปนรหัสของเอนไซมบีตา-กลูโคสิเดส และ

บีตา-ไซโลสิเดส จาก Erwinia chrysanthemi D1 โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี        
E. coli  เปนเซลลเจาบาน พบวารีคอมบิแนนทพลาสมิด pXYN1 ซึ่งมียีน bgxA ไมเสถยีรเมือ่อยูใน 
E. coli สายพันธุ DH5α  แตเสถียรเมื่ออยูในสายพันธุ JM109 และ HB101 และยีนนี้สามารถ
แสดงออกไดดีในทั้ง 2 สายพันธุดังกลาวภายใต lac promoter 

 
Suh และคณะ (1996) โคลนยีน xylB ที่เปนรหัสสําหรับเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Bacillus 

stearothermophilus โดยใชพลาสมิดพาหะ pBR322 และมี E. coli HB101 เปนเซลลเจาบาน 
พบ 6 โคลนจากทั้งหมด  10,000 ทรานสฟอรแมนท ที่มีแอคติวิตีของเอนไซมอะราบิโน               
ฟวราโนสิเดส โดย 1 โคลนมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกขนาด 5 กิโลเบส ซึ่งคลายกับยีน arfI ที่เปนรหัส
ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (Eom และคณะ, 1995) สวนอีก 5 โคลนมีชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 3.5 กิโลเบส ที่สรางโปรตีนซึ่งแสดงแอคติวิตีทั้งแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และ
บีตา-ไซโลสิเดส 

 
Perez-Gonzalez และคณะ (1998) โคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดส (xynD) จาก Aspergillus 

nidulans แลวใหแสดงออกในเซลลเจาบานคือ Aspergillus nidulans G191 พบวาเอนไซมบีตา-
ไซโลสิเดสที่สรางมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 85 กิโลดาลตัน การแสดงออกของ xynD ถูกควบคุมที่
ระดับการถอดรหัสโดยจะถูกชักนําดวยไซแลนและไซโลสแตจะถูกกด (repress) ดวยกลูโคส 

 
จิราวรรณ ธนะ (2541) รายงานเกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. 

CH7 โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli DH5α  เปนเซลลเจาบาน                     
ไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) ขนาดประมาณ 3.6 กิโลเบส 
ซึ่งมีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงกวาเซลลเจาบานประมาณ 30 เทา 



 10

Tsujibo และคณะ (2001)  โคลนยีน bxlA ซึ่งผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces 
thermoviolaceus OPC-520 โดยใช pET-BXL เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli BL21 (DE3) 
pLysE  เปนเซลลเจาบาน พบวารีคอมบิแนนทโปรตีนที่ไดจากการแสดงออกของยีนมีน้ําหนัก
โมเลกุล 82 กิโลดาลตัน ซึ่งเทากันกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces thermoviolaceus 
OPC-520 เอนไซมใหแอคติวิตีสูงสุดที่ความเปนกรดดางในชวง 6.0-7.0 และที่ชวงอุณหภูมิ 40-50 
องศาเซลเซียส  
 
2.3 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์ 

 
มีรายงานเกี่ยวกับการทําบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรียรีคอมบิแนนทหลายชนิดใหบริสุทธิโ์ดยมี

ขั้นตอนตางๆกัน รวมทั้งบางรายงานมีการศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ไดเปรียบเทียบกับจากสาย
พันธุดั้งเดิม ดังตัวอยางตอไปนี้ 
 

Bernier และคณะ (1987) ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการโคลนยีนจาก       
Bacillus subtilis เขาสู E. coli  JM105 ซึ่งเปนเซลลเจาบานโดยผานคอลัมน CH-Sepharose 4B 
ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนบัฟเฟอรที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขน 100 มิลลิโมลารผสมอยู แลว
นํามาทําเจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟบนคอลัมน P-300  

 
Xu และคณะ (1991) ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการโคลนยีน xynB จาก     

Bacillus pumilus IPO เขาสู E. coli  JM103 ซึ่งเปนเซลลเจาบานโดยผานคอลัมน DEAE-
Sepharose CL-6B ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนโดยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความ
เขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร นํามาผานคอลัมนเดมิอีกครั้งชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนโดยเกรเดียนท
เสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-400 มิลลิโมลาร แลวนํามาทําเจลฟลเตรชัน โคร
มาโทกราฟบน HPLC คอลัมน (TSK-G3000SW) พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 70 เทา 

 
Hudson และคณะ (1991) ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยเอนไซมนี้ไดจากการ

โคลนยีนของยีสตที่ ทนอุณหภูมิสู งและเจริญได โดยไมต องการอากาศ  Caldocellum 
saccharolyticum ซึ่งแสดงออกใน E. coli  นําเซลลมาทําใหแตกดวย Triton X-100 ความเขมขน 
1 เปอรเซ็นต แลวนําสวนใสมาผานคอลัมน DEAE-Sepharose ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนโดย   
เกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร ทําใหเขมขนขึ้นโดย    
อัลตราฟลเตรชัน แลวผานลงในคอลัมน CM-Sepharose คอลัมน TSK Fractogel HW 55 และ
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คอลัมน Bio-Gel HTP hydroxyapatite ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนโดยเกรเดียนทเสนตรงของ
โพแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 20-500 มิลลิโมลาร พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 550 
เทา คงเหลือแอคติวิตี 4.30 เปอรเซ็นต น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยการทําอีเลคโทร  
โฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล วามีคาเทากับ 53,000 ดาลตัน ในขณะที่
น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสจากสายพันธุดั้งเดิมมีคาเทากับ 76,000 ดาลตัน (Luthi และ
คณะ, 1990) 

 
Sakka และคณะ (1993) ทําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการโคลนยีน xylA จาก Clostridium 

stercorarium เขาสูเซลลเจาบานคือ E. coli  JM109 โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
ความเขมขน 60 เปอรเซ็นต แลวนํามาผานคอลัมน DEAE-Toyopearl 650M ชะโปรตีนที่จับกับ
คอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-500 มิลลิโมลาร  แลวนํามาทํา
เจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟบน HPLC คอลมัน (TSK-G3000SW) พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 3.5 เทา คงเหลือแอคติวิตี 46 เปอรเซ็นต เมื่อทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟ
ตพอลิอะคริลาไมดเจลพบวาประกอบดวย 4 หนวยยอย หนวยละ 53,000 ดาลตัน เอนไซมทํางาน
ไดดีที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรดดางเทากบั 7.0 

 
Lee และ Zeikus (1993) ทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E.  coli  (pXPH3) ที่ไดจาก

การโคลนยีนของ Thermoanaerobacterium saccharolyticum strain B6A-RI ใหบริสุทธิ์ โดย
เลี้ยงเซลลปริมาตร 1 ลิตรในอาหารที่มีการเติมแอมพิซิลลิน ทําใหเซลลแตกโดยวิธี French press 
นําสวนใสมาเซนตริฟวจแลวใหความรอนที่อุณหภูม ิ75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้น
ผานลงในคอลัมนแลกเปลี่ยนอิออนลบ Q-Sepharose  ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนท
เสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร ทําเจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟ
โดยใชคอลัมน Superose-12  พบวาเอนไซมที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมีแอคติวิตีเหลืออยูถึง 50.3 
เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 13.1 เทา พบวาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสเทากับ 
55,000 ดาลตัน เอนไซมทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.5 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง เสถียรตอคาความเปนกรด
ดางในชวง 5.0-6.6 
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Jung และคณะ (1998) ทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E.  coli ที่มียีนจาก Bacillus  
sp. KK-1 ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 35-75 เปอรเซ็นต 
แลวนํามาผานคอลัมน Phenyl-Sepharose 2 คร้ัง คร้ังแรกชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย          
เกรเดียนทเสนตรงของแอมโมเนียมซลัเฟตความเขมขน 1,000-0 มิลลิโมลาร ดวยอัตราการไหล
เทากับ 60 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง คร้ังที่สองชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของ
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 400-0 มิลลิโมลาร ดวยอัตราการไหลเทากับ 30 มิลลิลิตรตอ    
ชั่วโมง ตามดวยคอลัมน Resource-S  ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของ
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-400 มิลลิโมลาร  แลวนํามาทําเจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟบ
นคอลัมน Superose 12 HR 10/30 และคอลัมน Hydroxyapatite พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 22.1 เทา เหลือแอคติวิตี 3.5 เปอรเซ็นต พบวาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสเทากับ 
140,000 ดาลตัน ประกอบดวย 2 หนวยยอย หนวยละ 62,000 ดาลตัน เอนไซมทํางานไดดีที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 40 
องศาเซลเซยีส 1 ชั่วโมง เสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวง 6.5-10.0 
 

Suzuki และคณะ (2001) ทําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการโคลนยีน xysB จาก Aeromonas 
caviae ME-1 เขาสูเซลลเจาบานคือ E. coli  DH5α ใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Poros HQ ซึง่เปน
คอลัมนที่แลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange column) ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย        
เกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร แลวนํามาทํา             
เจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟ บนคอลัมน Superdex 200 HR 10/30 จากนั้นนําลําดับสวนที่มี    
แอคติวิตีมาผานคอลัมน Poros HQ อีกครั้งโดยชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรง
ของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร พบวาเอนไซมเหลือแอคติวิตีอยู              
19 เปอรเซ็นต พบวาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสเทากับ 150,000 ดาลตัน ประกอบดวย        
2 หนวยยอย หนวยละ 75,000 ดาลตัน เอนไซมทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและที่คา
ความเปนกรดดางเทากับ 6.0 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง เสถียรตอ
คาความเปนกรดดางในชวง 5.0-8.0 
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Tsujibo และคณะ (2001)  ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli BL21 
(DE3) pLysE ซึ่งมียีนบีตา-ไซโลสิเดสของ Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 ให
บริสุทธิ์โดยทําโครมาโทกราฟบนคอลัมน DEAE-Toyopearl 650M ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย
เกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร แลวนํามาทําเจลฟลเตร
ชัน โครมาโทกราฟ บนคอลัมน Sephadex G-100 จากนั้นนําลําดับสวนที่มีแอคติวิตีมาผาน
คอลัมน UNO Q และ Superdex 200 นําลําดับสวนที่มีแอคติวิตีมาผานคอลัมน UNO Q  อีกครั้ง
โดยชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 
มิลลิโมลาร พบวาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลเทากับ 85,000 ดาลตัน ในขณะที่น้ําหนักโมเลกุลจากกรดอะมิโน
เทากับ 82,000 ดาลตัน เอนไซมทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 6.5 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที เสถียรตอคาความเปนกรด
ดางในชวง 6.0-7.0 เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุดั้งเดิมปรากฏวามีสมบัติที่คลายคลึงกัน 
 

ทรรศนีย ตั้งสกุล (2544) ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 ให
บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนลําดับสวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตในชวงความเขมขนแอมโนเนียม
ซัลเฟต 40-70 เปอรเซ็นต แลวผานคอลัมน DEAE Bio-Gel A ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย         
เกรเดียนทเสนตรงของโพแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 300-1,000 มิลลิโมลาร 2 รอบ จากนั้น
นํามาทําเจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟ บนคอลัมน Sephadex G-200 พบวาน้ําหนักโมเลกุลของ
โดยเจลฟลเตรชันเทากับ 183,000 ดาลตัน น้ําหนักโมเลกุลโดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม
โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลประกอบดวย 2 หนวยยอย หนวยละ 93,000 ดาลตัน เอนไซม
ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 มีความเสถียรตอ
อุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที เสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวง 6.0-9.0  

 
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะศึกษาปจจัยตางๆตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเด

สจาก Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli รวมทั้งทําเอนไซมที่ไดใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของ
เอนไซมเพื่อเปรียบเทียบกับจากสายพันธุดั้งเดิม Streptomyces sp. CH7 ซึ่งรายงานโดยทรรศนีย 
ตั้งสกุล (2544) 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environmental incubator shaker)  รุน       
G-25R ของ New Brunswick Scientific Co., Inc.  U.S.A. 

2. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยน้ํา (Water bath shaker) แบบ reciprocal รุน 1086 
ของ Geosellschaft für labortechnik (GFL), Germany 

3. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุน T-42K ของ Kontron 
Instrument, Italy. 

4. เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน KM-15200 ของ Kubota, Japan. 
5. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน Cyberscan 2000 ของ Eutech 

Cybernetics, Singapore. 
6. เจลแชมเบอร (Gel chamber) พรอมอุปกรณเตรียมอะกาโรสเจลของ Mupid, Japan 
7. เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV transilluminator) รุน 3-3602 ของ Fotodyne, 

U.S.A. 
8. เครื่อง Gene Pulser II Electroporation System ของ BioRad, U.S.A. 
9. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic®401 ของ        

Milton Roy, U.S.A. 
10. เครื่องชั่งรุน L2200P และ A200S ของ Sartorius, U.S.A. 
11. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd., Japan. 

และรุน HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan. 
12. ตูเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow รุน J2-21 บริษัท ISSCO, U.S.A. 
13. ตูแชแข็ง (Deep freezer) อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส รุน F0535 ของ Sanyo 

Electronic Co., Ltd., Japan. 
14. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ของ Memmert, Germany. 
15. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.S.A. 
16. เครื่องโครมาโทกราฟ (Low Pressure Liquid Chromatography) รุน Econo ของ 

BioRad, U.S.A. 



 15

17. เครื่องอิเลคโทรโฟริซิสแบบแผน (Slap gel electrophoresis equipment) รุน Mini-
Protein II Dual ของ BioRad, U.S.A. 

 
3.2 เคมีภัณฑและเชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดลอง 
 

เคมีภัณฑ 
 

1. เรสทริกชันเอนไซมและเอนไซมที่ใชในการโคลนยีนของ Promega, U.S.A. และ       
New England Biolabs Inc., U.S.A. 

2. เอนไซม T4-DNA ligase ของ New England Biolabs Inc., U.S.A. 
3. ชุดแยกดีเอ็นเอ GENECLEAN II kit ของ BIO 101, U.S.A. 
4. พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A. 
5. พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ของ Sigma, U.S.A. 
6. อะลูมินา (Alumina) ของ Sigma, U.S.A. 
7. ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (DEAE Bio-gel A) ของ Bio-Rad, U.S.A. 
8. เซฟาเด็กซ จี-200 (Sephadex G-200) ของ  Aldrich Chemical Company, Inc., 

U.S.A. 
9. Ampicillin (D-α-Aminobenzylpenicillin) ของ Sigma, U.S.A. 
10. IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalacto-pyranoside) ของ Sigma, U.S.A. 
11. ไซแลนจากไมเบิรช (Xylan from birchwood) ของ Sigma, U.S.A. 
12. ไซโลส (D-Xylose) ของ Sigma, U.S.A. 
13. กลูโคส (D-Glucose Monohydrate) ของ Merck, Germany 
14. อะคริลาไมด (Acrylamide) ของ Sigma, U.S.A. 
15. N,N’-เมธิลีนบิสอะคริลาไมด (N,N’-Methylene bis acrylamide) ของ Sigma, U.S.A. 
16. N,N,N’,N’-เททระเมธิลีนไดอามีน (N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine, TEMED) ของ 

Sigma, U.S.A. 
17. แอมโมเนียมเพอรซัลเฟต (Ammonium persulfate) ของ Sigma, U.S.A. 
18. สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี-200 ( Coomassie Brilliant Blue G-250) ของ Fluka, 

Switzerland. 
19. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS) ของ BDH, England. 
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20. 2-เมอรแคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) ของ  Sigma, U.S.A. 
21. ชุดโปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลชวงกวาง (Broad range) ของ Sigma, U.S.A. 

 
ตารางที่ 3.1 เชื้อจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 
 

เชื้อจุลินทรีย จีโนไทป เอกสารอางอิง 
Escherichia coli DH5α [φ80dlacZ∆M15 recA1 endA1 gyrA96 

thi-1 supE44 hsdR17(r-
k mk

+) relA1 deoR  
∆(lacZYA-argF)U169] 

Promega 

Escherichia coli JM109 [endA1 recA1 gyrA96 thi  hsdR17(r-
k mk

+) 
relA1 supE44 ∆(lac-proAB) F’ traD36 
proAB laciq ∆M15] 

Yanish-Perron 
และคณะ, 1985 

  
ตารางที่ 3.2 พลาสมิดที่ใชในงานวิจัย 
 

พลาสมิด ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
pSM84 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  SmaI ขนาด

ประมาณ 1.6 กิโลเบส 
เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

pSM082 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  SmaI ขนาด
ประมาณ 0.8 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

04SM16 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  SmaI ขนาด
ประมาณ 0.6 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

04SM18 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SmaI ขนาด
ประมาณ 0.4 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

pPst5 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI ขนาด
ประมาณ 3.3 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

pSP2 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI-SacI ขนาด
ประมาณ 0.8 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

pCH7sac pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SacI ขนาด
ประมาณ 5.0 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 
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3.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.3.1 การเตรียมรีคอมบิแนนท E. coli JM109 
 

3.3.1.1 การเลี้ยงและการเก็บรักษารีคอมบิแนนท E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pCH7-1 
 

นําเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pCH7-1 (ภาคผนวก ค ขอที่ 1) ที่ได
จากการโคลนของจิราวรรณ ธนะ (2541) ซึ่งเก็บอยูในลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มี            
กลีเซอรอล 20 เปอรเซ็นต มาเพาะลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (ภาคผนวก ก ขอที่ 1)               
5 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมใน
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงเก็บเซลลโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ปนลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 รอบ และปน
ลางดวยสารละลายซูโครสเขมขน 10.3 เปอรเซ็นต 2 รอบ แบงเก็บเซลลที่ไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอดโดยเติมกลีเซอรอลลงไปจนกระทั่งไดความเขมขนสุดทาย
เทากับ 20 เปอรเซ็นต เก็บรักษาเซลลไวที่ตูแชแข็งอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

 
3.3.1.2 การเตรียม E. coli JM109 เพื่อใชเปนเซลลเจาบานสําหรับการนําพลาสมิดเขาสู

เซลลเจาบานโดยวิธอิีเลคโทรพอเรชัน (BioRad Laboratories, 1993) 
 

ขีดแยกเชื้อ E. coli JM109 ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB (ภาคผนวก ก ขอที่ 2) 
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน ถายโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่ไดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
LB 5 มิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยนํ้าดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ชั่วโมง ถายเซลลที่เตรียมได 3 มิลลิลิตรลงอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวสูตรเดิมปริมาตร   50 มิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยน้ําที่สภาวะ
เดิมจนกระทั่งสามารถวัดคาความขุนของเซลลที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรไดประมาณ 0.5 
ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เทสวน
น้ําใสทิ้งแลวปนลางที่สภาวะเดิมดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร 1 รอบ และกลีเซอรอล
เขมขน 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 2 รอบตามลําดับ เทสวนน้ําใสทิ้งแลวเติมกลีเซอรอล
ความเขมขนเทาเดิมปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยาใหเซลลกระจาย แบงเก็บเซลลใสหลอดไมโคร
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ฟวจที่มี  ความจุ 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 40 ไมโครลิตร นําไปทําอิเลคโตรพอเรชันทันทีหรือเกบ็ไวที่
ตูแชแข็งอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

 
3.3.1.3 การสกัดพลาสมิด pCH7-1 จาก E. coli DH5α 

 
ขีดแยกเชื้อ E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pCH7-1 ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB  

ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสขามคืน ถายโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่ไดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลิตรที่มี      
ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิดวยน้ําดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา     
15 ชั่วโมง ถายเซลลที่เตรียมได 1.5 มิลลิลิตร ใสหลอดไมโครฟวจ ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ลางเซลลดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร            
1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที พยายามดูดน้ํา
ออกใหแหงที่สุด  

จากนั้นนําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข ขอที่ 1) ที่เย็น 200 
ไมโครลิตร เขยาเซลลใหกระจายตัวสม่ําเสมอ เติมสารละลาย II (ภาคผนวก ข ขอที่ 1) ที่เตรียม
ใหมและเย็น 150 ไมโครลิตร กลับหลอดเบาๆ 2-3 คร้ัง ตั้งไวในอางน้ําแข็งแลวเติมสารละลาย III 
(ภาคผนวก ข ขอที่ 1)  ที่เย็น 150 ไมโครลิตร กลับหลอดเบาๆ 2-3 คร้ัง ตั้งบมในอางน้ําแข็ง 3-5 
นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนน้ําใสมาใสใน
หลอดไมโครฟวจ 

สกัดแยกพลาสมิดโดยเติมฟนอล-คลอโรฟอรม (ภาคผนวก ข ขอที่ 3) ลงไปในหลอด      
ไมโครฟวจในสัดสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมโซเดียม
คลอไรดลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิโมลาร เติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 2 
เทาของสารละลายที่ได ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชั่วโมง แลวนํามาปน
เหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ปนลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต    
เอทานอลปริมาตร   500 ไมโครลิตร 2 รอบที่สภาวะเดิม เทสวนน้ําใสทิ้ง วางทิ้งไวใหแหง 
แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยสารละลายบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข ขอที่ 2) เติมสารละลาย
เอนไซมอารเอนเอสใหไดความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20  นาที แลวสกัดแยกพลาสมิดตามวิธีการขางตน ละลายดีเอ็นเอใน
สารละลายบัฟเฟอร TE และเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.3.1.4 การนําพลาสมิดเขาสู E. coli JM109 โดยวิธีอิเลคโทรพอเรชัน (BioRad 
Laboratories, 1993) 

 
ตั้งคาเครื่องอิเลคโทรพอเรชัน (Gene Pulser II Electroporation System ของ BioRad, 

U.S.A.) ใหมีคาความตานทานไฟฟาเทากับ 200 โอหม คาความจุไฟฟาเทากับ 25 ไมโครฟารัด 
และคาความตางศักยเทากับ 2.5 กิโลวัตต เติมพลาสมิดที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1.3 ปริมาตร           
2 ไมโครลิตร (ประมาณ 200 นาโนกรัม) ลงในเซลลเจาบานที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1.2 ปริมาตร  
40 ไมโครลิตร ผสมเบาๆใหเขากันโดยใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง ถายสวนผสมทั้งหมดลงในหลอด
สําหรับทําอิเลคโทรพอเรชันที่มีความกวางภายในเทากับ 0.2 เซนติเมตร ซึ่งแชเย็นไว วางหลอดลง
ในชองบนแทนสําหรับวางหลอด ดันหลอดเขาไปใหสัมผัสกับแผนประจุข้ัวบวกและลบใหครบวงจร 
กดปุมทําอิเลคโตรพอเรชัน แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ที่เย็นลงไป
ทันที ดูดผสมใหเขากันเบาๆแลวถายสวนผสมทั้งหมดลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 นาที นําสวนผสมทั้งหมดมาเกลี่ยลงบนผิวหนาอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 
LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน สังเกตโคโลนีเดี่ยวที่ข้ึนคือรีคอมบแินนท E. coli ที่
ตองการ 
 

3.3.2 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธีการสับโคลน 
 

3.3.2.1 การเตรียมชิ้นสวนของดีเอ็นเอสอดแทรกที่มียีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก                      
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 

 
สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ซึ่งมียีนบีตา-ไซโลสิเดสของ Streptomyces sp. 

CH7 จาก E. coli DH5α ซึ่งเปนเซลลเจาบานตามวิธีการในขอ 3.3.1.3 แลวนํามาตัดแบบ
สมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมที่เหมาะสม โดยผสมดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัมตอเอนไซม 4 หนวย   
บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

กําจัดเอนไซมออกโดยการสกัดดวยฟนอล-คลอโรฟอรมในสัดสวน 1:1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที 
ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมโซเดียมคลอไรดลงไปใหไดความเขมขนสุดทาย
เทากับ 100 มิลลิโมลาร เติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 2 เทาของสารละลายที่ได ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชั่วโมง แลวนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอ
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นาที เปนเวลา 15 นาที ปนลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอทานอลปริมาตร 500 ไมโครลิตร 2 
รอบท่ีสภาวะเดิม เทสวนน้ําใสทิ้ง วางทิ้งไวใหแหง แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยสารละลาย
บัฟเฟอร TE แลวนํามาทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟริซิส แยกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ตองการโดยใชชุด
แยกดีเอ็นเอ GENECLEAN II kit (BIO 101, U.S.A.) ตามวิธีการในคูมือ  
 

3.3.2.2 การเตรียมชิ้นสวนของพลาสมิดพาหะ 
 

นําพลาสมิดพาหะ pUC18 มาตัดแบบสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมที่เหมาะสม ตามวิธี
ในขอ 3.3.2.1 แลวนํามากําจัดหมูฟอสเฟตที่ปลาย 5’ ดวยเอนไซม Calf Intestinal Alkaline 
Phosphatase (CIAP) ตามสัดสวนที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต (Promega, USA) บมที่อุณหภูมิ        
37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที ทําเชนนี้ 2 รอบ สําหรับการเติม CIAP จะแบงเติมปริมาณเปนครึ่งหนึ่งตอ 1 รอบของการบม 
หยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายสําหรับหยุดปฏิกิริยาของ CIAP (ภาคผนวก ข ขอที่ 4) ปริมาตร         
300 ไมโครลิตร, สารละลายโปรตีเนส เค (Proteinase K) ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 6 ไมโครลิตร และ 100 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ใหไดความเขมขนสุดทาย
ในปฏิกิริยาเทากับ 5 มิลลิโมลาร นําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
1 ชั่วโมง 

กําจัดเอนไซมออกโดยการสกัดดวยฟนอล-คลอโรฟอรมในสัดสวน 1:1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวนาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที 
ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมโซเดียมคลอไรดลงไปใหไดความเขมขนสุดทาย
เทากับ 100 มิลลิโมลาร เติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 2 เทาของสารละลายที่ได ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ช่ัวโมง แลวนนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 15 นาที ปนลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอทานอล 500 ไมโครลิตร 2 รอบ    
ที่สภาวะเดิม เทสวนน้ําใสทิ้ง วางทิ้งไวใหแหง แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยสารละลาย        
บัฟเฟอร TE  
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3.3.2.3 การเชื่อมช้ินสวนดีเอ็นเอกับพลาสมิดพาหะและการทรานสฟอรมเขาสู              
E. coli JM109 

 
เชื่อม (ligate) ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 3.3.2.1 กับพลาสมิดพาหะที่เตรียมได

จากขอ 3.3.2.2 เขากันดวยเอนไซม T4-DNA ligase ในอัตราสวนพิโคโมลตอพิโคโมลเทากับ          
5 ตอ 1 ตามลําดับ โดยความเขมขนรวมของดีเอ็นเอทั้งหมดประมาณ 1.5-1.6 ไมโครกรัม เติม
สารละลายบัฟเฟอรสําหรับเอนไซม T4-DNA ligase ใหไดความเขมขนสุดทายตามที่บริษัทผูผลิต
กําหนด (New England Biolabs,Inc., U.S.A.) เติมสารละลาย ATP เขมขน 50 มิลลิโมลาร ใหได
ความเขมขนสุดทายเทากับ 200 มิลลิโมลาร เติมเอนไซม T4-DNA ligase ใหไดความเขมขน         
6 หนวย ปรับปริมาตรดวย 10 มิลลิโมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด pH 7.5 ใหไดความเขมขนสุดทาย
ของดีเอ็นเอทั้งหมดเทากับ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
12-13 ชั่วโมง  

กําจัดเอนไซมออกโดยการสกัดดวยฟนอล-คลอโรฟอรมในสัดสวน 1:1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที 
ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมโซเดียมคลอไรดลงไปใหไดความเขมขนสุดทาย
เทากับ 100 มิลลิโมลาร เติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 2 เทาของสารละลายที่ได ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชั่วโมง แลวนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 15 นาที ปนลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอทานอล 500 ไมโครลิตร 2 รอบที่
สภาวะเดิม เทสวนน้ําใสทิ้ง วางทิ้งไวใหแหง แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยสารละลาย        
บัฟเฟอร TE แลวทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิด (สับโคลน) ที่เตรียมไดเขาสู E. coli JM109 
ตามวิธีการในขอ 3.3.1.4 
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3.3.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 
 

ตัวอยางดีเอ็นเอที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดคือสับโคลนของรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pCH7-1 ที่เตรียมไดจากขอ 3.3.2 โดยมีรายละเอียดของสับโคลนตางๆดังนี้ 

1. สับโคลน pSM84 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SmaI แลวแยกชิ้น
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.6 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

2. สับโคลน pSM082 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SmaI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.8 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

3. สับโคลน 04SM16 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SmaI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.6 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

4. สับโคลน 04SM18 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทรกิชันเอนไซม SmaI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.4 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

5. สับโคลน pPst5 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI แลวแยกชิ้นดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 3.3 กิโลเบส มาทําการเชื่อมตัวเอง (re-ligate) 

6. สับโคลน pSP2 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI-SacI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.8 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

7. สับโคลน pCH7sac คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SacI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 5.0 กิโลเบส มาทําการเชื่อมตัวเอง (re-ligate) 

นําแตละสับโคลนมาหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธี  dideoxynucleotide chain 
termination โดยใช universal forward และ reverse primers ที่เหมาะสม ซึ่งดําเนินการโดย
หนวยบริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) 

จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS แลวเปรียบเทียบ
กับขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastP version 2.2.1 และ BlastN version 2.2.1 
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3.3.4 การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิ เดสจาก          
Streptomyces sp. CH7 ในรีคอมบิแนนท E. coli 

 
3.3.4.1 การศึกษาผลของ IPTG ตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดส 

 
นํารีคอมบิแนนท E. coli DH5α และ JM109 ที่เตรียมไดจากวิธีการทดลองในขอ 3.3.1.4 

มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเติม IPTG ที่ความเขมขนตางๆกันคือ 0, 0.2, 0.5 และ 0.75       
มิลลิโมลาร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงเก็บเซลลโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปนลางเซลลดวย  
100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร pH 6.5 (ภาคผนวก ข ขอที่ 5) 2 รอบ ที่สภาวะเดิม      
เทสวนน้ําใสทิ้งแลวนําเซลลที่ไดมาทําใหแตกโดยบดรวมกับผงอะลูมินาในโกรง ดวยอัตราสวน
น้ําหนักเซลลเปยกตอผงอะลูมินาเทากับ 1 ตอ 1 จากนั้นเติม 100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท      
บัฟเฟอร pH 6.5 ลงไปในปริมาตรนอยที่สุดเพื่อเปนตัวทําละลาย นําสวนผสมที่ไดไปปนเหวี่ยงโดย
ใชเครื่องปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส และ
ปริมาณโปรตีนเพื่อคํานวณหาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม 
 

3.3.4.1.1 การตรวจสอบแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

การตรวจสอบแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Nakanishi 
และคณะ (1987) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 10 มิลลิโมลาร พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-
ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่ละลายอยูใน 
100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร pH 6.5 และสารละลายบีตา-ไซโลสิเดส ความเขมขนที่
เหมาะสม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําสวนผสมนี้ไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 
นาที แลวเติม 500 มิลลิโมลาร โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปเพื่อหยุดปฏิกิริยา 
ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (vortex mixer) นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

 กราฟมาตรฐานใช พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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 1 หนวยของบีตา-ไซโลสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย พารา-           
ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด แลวให พารา-ไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมล     ในเวลา 
1 นาที ภายใตสภาวะขางตน 
 

3.3.4.1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 
  

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร มาเติม
สารละลายผสม C (ภาคผนวก ข ขอที่ 6) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 
นาที เติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข ขอที่ 6) 0.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลว
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

 คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine 
serum albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

3.3.4.2 การศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดส 
 

นําเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 
มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ภายใต
ภาวะการชักนําที่เหมาะสมจากขอ 3.3.4.1 แปรชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนที่ใช
ทดสอบดังนี้ ไซแลน, ไซโลส และกลูโคส ที่ 0, 0.2, 0.5 และ 0.75 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   
เปนเวลา 15 ชั่วโมง จากนั้นแยกเก็บเซลล นํามาเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสและวิเคราะหแอคติวิตีของ
เอนไซม และปริมาณโปรตีนเชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 3.3.4.1 
 

3.3.4.3 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อตอการแสดงออกของ                        
ยีนบีตา-ไซโลสิเดส 

 
นํารีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลิตร ที่

มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสม
จากขอ 3.3.4.2 แปรระยะเวลาการบมเชื้อที่ 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 ชั่วโมง บมในเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส จากนั้นแยกเก็บเซลล 
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นํามาเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสและวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม และปริมาณโปรตีนเชนเดียวกับที่
กลาวไวในขอ 3.3.4.1 
 

3.3.5 การทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli ใหบริสุทธิ์ 
 

นํา E. coli DH5α มาเลี้ยงภายใตภาวะที่เหมาะสมและเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสตามวิธีการ
ในขอ 3.3.4 เพื่อนํามาทําใหบริสุทธิ์ 

 
3.3.5.1 การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยวธิีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 
3.3.5.1.1 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ 
 
ลางสารแขวนลอยดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ดวยน้ํากลั่น โดยใชแทงแกวคนเบาๆ แลว

ปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียด (fine particles) ที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป 
ทําเชนนี้หลายๆครั้งจนไมมีเม็ดเจลละเอียดแขวนลอยอยู ครั้งสุดทายแชเจลใน 50 มิลลิโมลาร  
ทริส บัฟเฟอร pH 7.5    นําเจล, คอลัมน และสารละลายบัฟเฟอรที่จะใชไปกําจัดฟองอากาศออก
โดยวิธี sonication ภายใตสูญญากาศประมาณ 15-30 นาที 2-3 คร้ัง แลวบรรจุเจลลงในคอลัมน
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 25 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 44.19 มิลลิลิตร ผาน
สารละลายบัฟเฟอรที่ประกอบดวย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 และ 15 มิลลิโมลาร           
2-เมอรแคบโตเอธานอล ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 
มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใสสารละลายเอนไซมลงบนผิวหนาเจลเบาๆ ชะโปรตีนที่ไมถูกจับกับ     
ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศูนย จึงชะโปรตีนที่จับอยูกับเจลออกโดยใช   
300-1000 มิลลิโมลาร โพแทสเซียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร  ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ที่
มี15 มิลลิโมลาร 2-เมอรแคบโตเอธานอล เก็บลําดับสวนละ 1.6 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีในแตละลําดับสวน จากนั้นรวบรวมลําดับ
สวนที่มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงเขาดวยกัน ลดปริมาตรตัวอยางโดยวิธี concentrating 
centrifugation ความเร็ว 3500 รอบตอนาที ดวย concentrator tube (Vivaspin จาก 
VivaScience, Sartorius AG, Göttingen, Germany) ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัดขนาดโมเลกุล 
(molecular weight cut-off) 10,000 ดาลตัน จากนั้นนําไปเติมกลีเซอรอลใหไดความเขมขน
สุดทายเทากับ 20 เปอรเซ็นต วัดปริมาตรของสารละลายที่ได, แอคติวิตี และปริมาณโปรตีน 
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3.3.5.1.2 การทําบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ์โดยคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 
 

แชเซฟาเด็กซ จี-200 ในน้ํากลั่นปริมาตรมากเกินพอ โดยคอยๆโปรยผงเจลลงใน
น้ํากลั่น ใชแทงแกวกวนเบาๆใหเจลแขวนลอยเปนเนื้อเดียวกัน นําไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา   
5 ชั่วโมง เพื่อใหเจลพองตัวเต็มที่ ปลอยใหเย็น เทสวนน้ําใสพรอมเจลละเอียด (fine particles) ทิ้ง 
ทําเชนนี้หลายๆครั้ง คร้ังสุดทายแชเจลใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร pH 6.5 ที่มี 
50 มิลลิโมลาร โพแทสเซียมคลอไรด ผสมอยู    นําเจล, คอลัมน และสารละลายบัฟเฟอรที่จะใชไป
กําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสุญญากาศประมาณ 15-30 นาที 2 ครั้ง         
แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 เซนติเมตร สูง 25 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 
19.64 มิลลิลิตร  ผานสารละลาย 100  มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร pH 6.5 ที่มี          
50 มิลลิโมลาร โพแทสเซียมคลอไรด และ 15 มิลลิโมลาร 2-เมอรแคบโตเอธานอล ผสมอยูลงใน
คอลัมนประมาณ 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง                   
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากขอ 3.3.3.1.1 มาใสลงลนผิวหนาเจลเบาๆ ชะโปรตีนดวยบัฟเฟอรเดิม 
เก็บลําดับสวนละ 0.3 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัด   
แอคติวิตีในแตละลําดับสวน รวบรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีสูงเขาดวยกัน นําไปลดปริมาตร
ตัวอยางโดยวิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 3500 รอบตอนาที ดวย concentrator 
tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัดขนาดโมเลกุล (molecular weight cut-off) 10,000 ดาลตัน จากนั้น
นําไปเติมกลีเซอรอลใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 20 เปอรเซ็นต วัดปริมาตรของสารละลายที่
ได,   แอคติวิตี และปริมาณโปรตีน 
 

3.3.6 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของบีตา-ไซโลสิเดส โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจล                 
อีเลคโทรโฟริซิส (Native polyacrylamide gel electrophoresis) ดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Laemmli (1970) 

  
 ประกบแผนแกวขนาด 8.3 x 10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 x 10.2 เขาดวยกัน โดยมี

แผนพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบดานขางทั้งสอง ประกอบแผนแกวนี้เขา
กับชุดหลอเจล เทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต         
(ภาคผนวก ข ขอที่ 7) ลงในแผนแกวใหมีความสูง 5 เซนติเมตร เติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหมี
ความสูงประมาณ 1 เซนติเมตร ทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้ําออก เทสารละลายผสมสแตกกิงเจล 
(stacking gel) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข ขอที่ 7) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผน
แกว วางแผนพลาสติกสําหรับเตรียมชองใสตัวอยาง (slot former) ลงระหวางแผนแกว ต้ังทิ้งไว
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จนกระทั่งเจลแข็งตัว แลวจึงดึงแผนพลาสติกออก ลางชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรดบัฟเฟอร 
(ภาคผนวก ข ขอที่ 7) นําแผนเจลที่เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟรีซิส เติมอีเลคโท
รดบัฟเฟอรลงในชุดทําอีเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีนที่จะวิเคราะหและโปรตีนมาตรฐานมาเจือ
จางในบัฟเฟอรสําหรับโปรตีนที่จะใชวิเคราะห (sample buffer) (ภาคผนวก ข ขอที่ 7) เตรียมใหได
ความเขมขนของทุกตัวอยางเทากัน หยอดตัวอยาง 20 ไมโครลิตร ลงในชองใสตัวอยางแลวทําการ
อีเลคโทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกลถึงปลายสุดของแผนเจล 
นําเจลออกจากแผนแกว และยอมสีโปรตนี (Dye staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู  โดยนําเจลไปแช
ในน้ํายายอมสี (staining solution) เปนเวลา 30 นาที แลวลางสีสวนเกินออกดวยสารละลายลางสี 
(destaining solution) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน สําหรับการยอมแอคติวิตี (activity staining) ทํา
โดยแชเจลในพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร บมที่ 55 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ตรวจสอบแถบสีเหลืองของพารา-ไนโตรฟนอลที่เกิดขึ้น 
 

3.3.7  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

3.3.7.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทําเจลฟลเตรชันผานคอลัมน 
เซฟาเด็กซ จี-200 

  
 ผานสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ไดแก คะตะเลส, โบไวนซีรัมอัลบูมิน และไซโทโครม ซี 

ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 232,000, 66,000 และ 13,237 ดาลตัน ตามลําดับ ลงในคอลัมน       
เซฟาเด็กซ จี-200 ในภาวะเดียวกับที่ใชทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์ในขอ 2.3.3.1.2 นําแตละ
ลําดับสวนมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาเขียนกราฟ 
มาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอรที่
ใชชะโปรตีน 
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3.3.7.2  การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบน
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis) ดัดแปลงจากวิธีการของ           
Laemmli (1970) 

  
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส 

และติดตามดวยการยอมแอคติวิตีแลวแยกออกจากเจล  และสารละลายโปรตีนมาตรฐาน มาทํา  
อีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล โดยประกบแผนแกวขนาด        
8.3 x 10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 x 10.2 เขาดวยกัน โดยมีแผนพลาสติก (spacer) หนา        
1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบดานขางทั้งสอง ประกอบแผนแกวนี้เขากับชุดหลอเจล เทสารละลาย
ผสมของเซพาเรตงิเจล (separating gel)  ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข ขอที่ 8) ลงใน
แผนแกวใหมีความสูง 5 เซนติเมตร เติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหมีความสูงประมาณ 1 
เซนติเมตร ทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้ําออก เทสารละลายผสมสแตกกิงเจล (stacking gel) ความ
เขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข ขอที่ 8) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว วางแผนพลาสติก
สําหรับเตรียมชองใสตัวอยาง (slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิ้งไวจนกระทั่งเจลแข็งตัว แลว
จึงดึงแผนพลาสติกออก ลางชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรดบัฟเฟอร (ภาคผนวก ข ขอที่ 8) นําแผน
เจลที่เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟรีซิส เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอรลงในชุดทําอีเลค
โทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีนที่จะวิเคราะหและโปรตีนมาตรฐานมาเจือจางในบัฟเฟอรสําหรับ
โปรตีนที่จะใชวิเคราะห (sample buffer) (ภาคผนวก ข ขอที่ 8) หยอดตัวอยาง 20 ไมโครลิตร ลง
ในชองใสตัวอยางแลวทําการ    อีเลคโทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลง
มาใกลถึงปลายสุดของแผนเจล นําเจลออกจากแผนแกว และยอมสีโปรตีน (Dye staining) โดยใช
สีคูแมสซี บลู   โดยนําเจลไปแชในน้ํายายอมสี (staining solution) เปนเวลา 30 นาที แลวลางสี
สวนเกินออกดวยสารละลายลางสี (destaining solution) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ประมาณ
น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยพิจารณาการเคลื่อนที่ของบีตา-ไซโลสิเดสเทียบกับการ
เคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน 
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3.3.8 การศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจากกรีคอมบิแนนท E. coli 
 

3.3.8.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทาๆกันมาวิเคราะหแอคติวิตี

ตามวิธีการในขอ 3.3.4.1.1 โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35-70 องศาเซลเซียส 
 
3.3.8.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทาๆกันมาวิเคราะหแอคติวิตี

ตามวิธีการในขอ 3.3.4.1.1 โดยแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใหอยูในชวงความเปนกรด
ดางตางๆดังนี้ 

 
100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  ในชวง pH 4.0-6.5 
100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร  ในชวง pH 6.0-8.0 
100 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร    ในชวง pH 8.0-9.0 

 
   3.3.8.3 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตออุณหภูมิ 
  
 บมบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท      
บัฟเฟอร pH 6.5 ที่อุณหภูมิในชวง 40-80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตี
ของบีตา-ไซโลสิเดสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 3.3.4.1.1 โดยมีบีตา-ไซโลสิเดสที่ไมผานการบม
เปนตัวเปรียบเทียบ 
 
 3.3.8.4 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 

บมบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว ที่ pH 4.0-9.5 ในบัฟเฟอรชนิดตางๆดัง
ระบุในขอ 3.3.6.2 เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนํามาหาแอคติวิตีของ
บีตา-ไซโลสิเดสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 3.3.4.1.1 โดยมีบีตา-ไซโลสิเดสที่ไมผานการบมเปน
ตัวเปรียบเทียบ 

 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 
4.1 ปจจัยที่มีผลตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 ใน 

E. coli 
 

จิราวรรณ ธนะ (2541) โคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 โดยใช E. coli 
DH5α เปนเซลลเจาบาน และไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ที่สามารถแสดงออกแอคติวิตี
ของบีตา-ไซโลสิเดส งานวิจัยนี้ตองการเพิ่มประสิทธิภาพการแสดงออกของยีนนี้โดยแปรปจจัย
ตางๆที่อาจมีผลตอการแสดงออกของยีน 

E. coli สายพันธุ DH5α ไมมี lac iq สวน JM109 มี lac iq ที่ทําใหมีการผลิตรีเพรสเซอรตอ 
plac ในปริมาณสูง ยีนที่แสดงออกภายใต plac จึงตองมีไอโซโพรพิล-บีตา-ดี-ไธโอกาแลคโต          
ไพราโนไซด (Isopropyl-β-D-thiogalacto pyranoside, IPTG) เปนสารชักนํา งานวิจัยนี้จึงได 
ทรานสฟอรม pCH7-1 เขาสู  E. coli ทั้งสองสายพันธุเพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการ
แสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสเมื่ออยูภายใตปจจัยตางๆ 

 
4.1.1 ผลของ IPTG  

 
จากการเลี้ยงรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุที่ไดรับ pCH7-1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 

ที่เติม IPTG ที่ความเขมขนตางๆกันในชวง 0-0.75 มิลลิโมลาร ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ชั่วโมง ผลการทดลองในตารางที่ 4.1 พบวา IPTG ไมมีผลตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดส
ในเซลลเจาบาน DH5α ขณะที่เซลลเจาบาน JM109 ตองการ IPTG  อยางไรก็ตามการแสดงออก
ของยีนไมแตกตางกันมากนักที่ความเขมขนตางๆกันของ IPTG และเมื่อเปรียบเทียบกับ DH5α 
แลว IPTG ก็ไมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการแสดงออกของยีนนี้ใน JM109 ใหสูงขึ้น 

จากขอมูลขางตนจึงเลือกเติม IPTG ที่ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลารและไมเติม IPTG 
สําหรับรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ JM109 และ DH5α ตามลําดับ สําหรับการศึกษาปจจัย
อ่ืนๆตอไป 
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ตารางที่ 4.1  ผลของ IPTG ตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก                  
Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli DH5α และ JM109 

 
DH5α JM109 ความเขมขนของ 

IPTG 
(มิลลิโมลาร) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

 
0 0.305 2.919 0.104 0.034 3.496 0.010 

0.2 0.385 3.948 0.098 0.178 2.889 0.062 
0.5 0.288 3.326 0.087 0.105 2.044 0.051 

0.75 0.292 2.970 0.098 0.167 2.541 0.066 
 
 

4.1.2 ผลของแหลงคารบอน 
 

สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) ศึกษาการผลิตบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
พบวาการสรางเอนไซมนี้ตองการไซแลนเปนสารชักนํา งานวิจัยนี้จึงแปรแหลงคารบอนตางๆเพื่อ
ศึกษาวามีผลตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อดังกลาวหรือไมเมื่ออยูในเซลลเจา
บาน E. coli ทั้งสองสายพันธุ 

จากการเลี้ยงรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ภายใตภาวะที่
เหมาะสมในขอ 4.1.1 แปรชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนที่ใชทดสอบ ไดแก ไซแลน 
ไซโลส และกลูโคส ที่ 0-0.75 เปอรเซ็นต(น้ําหนักตอปริมาตร) ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15  
ชั่วโมง ผลการทดลองในตารางที่ 4.2 พบวาเมื่อเติมไซแลนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเล้ียง          
รีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุแอคติวิตีจําเพาะของบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจะสูงขึ้น ในขณะที่
เมื่อเติมไซโลสและกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเล้ียงรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุกลับ
มีผลไปลดแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสทั้งๆที่ปริมาณโปรตีนไมแตกตางจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เติมไซแลนมากนัก จึงเลือกที่จะใสไซแลนความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นตลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อสําหรับการศึกษาปจจัยตอไป 
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ตารางที่ 4.2 ผลของแหลงคารบอนตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก                   
Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli DH5α และ JM109 

 
DH5α JM109 ความเขมขนของ

แหลงคารบอน 
(เปอรเซ็นต) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

 
ไมเติมแหลง
คารบอน 

0.340 3.178 0.107 0.131 2.576 0.051 

      ไซแลน 
0.2 0.479 3.743 0.128 0.301 3.582 0.084 
0.5 0.442 3.652 0.121 0.254 3.387 0.075 

0.75 0.412 3.579 0.115 0.229 3.268 0.070 
      ไซโลส 

0.2 0.082 3.915 0.021 0.049 3.249 0.015 
0.5 0.045 3.236 0.014 0.026 2.933 0.009 

0.75 0.032 3.231 0.010 0.022 2.785 0.008 
      กลูโคส 

0.2 0.054 4.534 0.012 0.026 2.878 0.009 
0.5 0.030 3.735 0.008 0.016 2.322 0.007 

0.75 0.025 3.561 0.007 0.012 2.289 0.005 
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4.1.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อ 
 

จากการเลี้ยงรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมที่ไดจาก
ขอ 4.1.2 โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 9,12,15,18,21 และ 24 ชั่วโมง ผลการทดลองในรูปที่ 4.1 
พบวาทั้ง 2 สายพันธุใหแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมสูงสุดเมื่อบมเปนเวลา 15 ชั่วโมง   ดังนั้นใน
การศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 15 ชั่วโมง  

จากผลการศึกษาปจจัยตางๆตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท 
E. coli ทั้ง 2 สายพันธุพบวาสายพันธุ DH5α สามารถผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสที่มีแอคติวิตี
จําเพาะสูงกวาสายพันธุ JM109 ดังนั้นในการศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท 
E. coli จึงเลือกสายพันธุ DH5α เปนแหลงผลิตเอนไซม 
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รูปที่ 4.1   ความสัมพันธของระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อกับการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสใน 

รีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α และ JM109 
 
 
  แอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร) ของ E. coli สายพันธุ DH5α 
  แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของ E. coli สายพันธุ DH5α 
   แอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร) ของ E. coli สายพันธุ JM109 
  แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของ E. coli สายพันธุ JM109 
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4.2 การทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli DH5α ใหบริสุทธิ์ 
 

4.2.1 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

4.2.1.1 โครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ 
 
ทรรศนีย ตั้งสกุล (2544) ไดรายงานการทําใหบริสุทธิ์และสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก  

Streptomyces sp. CH7 งานวิจัยนี้จึงไดนําบตีา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการแสดงออกของยีนบีตา-
ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli มาทําใหบริสุทธิ์พรอมทั้งศึกษาสมบัติของ
เอนไซมนี้เพื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมจากเชื้อด้ังเดิม 

โดยนําเอนไซมที่เตรียมไดจากการบดเซลลแลวละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียม        
อะซิเตท บัฟเฟอร pH 6.5  คิดเปนปริมาณโปรตนีทั้งหมด 98.67 มิลลิกรัมภายหลังจากกําจัดเศษ
เซลลออกแลวและมีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 6.00 หนวย  มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟบน
ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ซึ่งเปนตัวกลางแลกเปลี่ยนอิออนลบ (Anion exchanger) ดังวิธีการในขอ 
3.3.5.1.1 พบวาเอนไซมจับกับตัวกลางชนิดนี้ ดังนั้นจึงสามารถกําจัดโปรตีนอื่นๆที่มีประจุตรงขาม
กับเอนไซมออกไปได และยังสามารถกําจัดโปรตีนที่มีประจุตางกับเอนไซมมากๆออกไปโดยการชะ
ดวยเกรเดียนทของเกลือโพแทสเซียมคลอไรดที่ความเขมขน 0.3-1.0 โมลาร ผลการทดลองในรูปที่ 
4.2 พบวา บีตา-ไซโลสิเดส ถูกชะออกมาในลําดับสวนที่ 85-95 ซึ่งมีความเขมขนของโพแทสเซียม
คลอไรด 0.58-0.64 โมลาร เมื่อรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีเขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้นแลววัด
ปริมาตรรวมได 3.0 มิลลิลิตร มีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 2.15 หนวย มีปริมาณโปรตีนทั้งหมด
เทากับ 13.75 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะ 0.16 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 
2.67 เทา และยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู 35.83 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.2 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ   

 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  คาของแอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร) 
  ความเขมขนของเกลือโพแทสเซียมคลอไรด (โมลาร) 
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4.2.1.2 โครมาโทกราฟบนเซฟาเด็กซ จี-200 
 
นําเอนไซมที่ไดจากการทําโครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล คิดเปนปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด 13.75 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 ผลการทดลองในรูปที่ 
4.3 พบวาบีตา-ไซโลสิเดสถูกชะออกมาหลัง void volumn ในลําดับสวนที่ 29-39 เมื่อรวมลําดับ
สวนเหลานี้เขาดวยกันวัด   แอคติวิตีรวมได 0.32 หนวย มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ 0.99 
มิลลิกรัมและแอคติวิตีจําเพาะ 0.32 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 5.33 เทา 
และยังคงเหลือแอคติวิตีอยู 5.33 เปอรเซ็นต 

ผลการทดลองในขอ 4.2.1.1 และ 4.2.1.2 พบวาบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากรีคอมบิแนนท  
E. coli มีรูปแบบการถูกชะออกจากคอลัมนโครมาโตกราฟทั้ง 2 ชนิดคลายคลึงกับบีตา-ไซโลสิเด
สจาก Streptomyces sp. CH7 ที่รายงานโดยทรรศนีย ตั้งสกุล (2544) 

ขั้นตอนและผลการทําบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α ให
บริสุทธิ์ไดสรุปไวในตารางที่ 4.3 
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รูปที่ 4.3 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน เซฟาเด็กซ จี-200  

 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  คาของแอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร) 
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ตารางที่ 4.3  ขั้นตอนการทําบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α ให 
                   บริสุทธิ์ 
 
ลําดับข้ันตอนการ
ทําใหบริสุทธิ ์

ปริมาตร 
(มล.) 

แอคติวิตี
ทั้งหมด 
(หนวย) 

โปรตีน
ทั้งหมด 
(มก.) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มก.โปรตีน) 

แอคติวิตี 
(เปอรเซ็นต) 

 

ความ
บริสุทธิ ์
(เทา) 

สารสกัดเอนไซม 
 

7 6.00 98.67 0.06 100 1 

ดีอีเออี ไบโอ-เจล 
อะกาโรส 

 

3 2.15 13.75 0.16 35.83 2.67 

เซฟาเดก็ซ จ ี200 
 

1 0.32 0.99 0.32 5.33 5.33 

 
 
4.3 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ โดยวิธีพอ

ลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส 
 

นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตางๆ มาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทําพอ
ลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส จากนั้นตัดแผนเจลเปน 2 สวน สวนแรกนําไปยอมสีโปรตีน 
(Dye staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู อีกสวนหนึ่งนําไปยอมแอคติวิตี (Activity staining) โดยใช 
2.5    มิลลิโมลาร พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.4 จาก
การยอมดวยสีคูแมสซี บลู พบวา บีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนนั้นยังคง
มีแถบโปรตีนอยูเปนจํานวนมาก ดังนั้นเพื่อตรวจสอบวาแถบโปรตีนใดเปนบีตา-ไซโลสิเดส จึงได
นําเจลสวนที่ยอมแอคติวิตีมาเปรียบเทียบโดยแถบสีเหลืองจะแสดงแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสที่
ยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด แลวไดพารา-ไนโตรฟนอลซึ่งเปนสารสี
เหลือง ผลการทดลองนี้สามารถระบุไดวาแถบโปรตีนที่แสดงแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสไมใช
แถบโปรตีนหลัก (major protein) ซึ่งใหแถบสีน้ําเงินเขม 
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จากนั้นไดพยายามทําเอนไซมนี้ใหบริสุทธิ์เพื่อใหถึงระดับโปรตีนเดี่ยว (homogeneity) โดยมี
จุดมุงหมายที่จะนําตัวอยางไปใชในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส จึงนําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอน  
เซฟาเด็กซ จี-200 มาทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสแลวยอมแอคติวิตี ตัดเจลเฉพาะแถบ
สีเหลือง ชะโปรตีนออกมาและทําใหเขมขนโดยการปนเหวี่ยงใน  concentrator tube ผลการ
วิเคราะหความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่เตรียมไดดังแสดงในรูปที่ 4.5 พบวาเอนไซมที่ไดมีความ
บริสุทธิ์สูงขึ้นโดยแสดงแถบหนาของเอนไซม 1 แถบ แตก็ยังมีแถบของโปรตีนปนเปอนอยูเล็กนอย 
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รูปที่ 4.4   การทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ใน

ขั้นตอนตางๆ 
 

แถวที่ 1-3  ยอมสีดวยสีคูแมสซี บลู 
แถวที่ 4-6 ยอมแอคติวิตีดวยพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด 
  (ทุกตัวอยางใชปริมาณโปรตีน 7 ไมโครกรัม) 

 
แถวที่ 1  สารสกัดเอนไซม 
แถวที่ 2  เอนไซมที่ผานคอลัมนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ 
แถวที่ 3  เอนไซมที่ผานคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 
แถวที่ 4-6 สารสกัดเอนไซม 
 

1 2 3 654
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รูปที่ 4.5   การทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซมที่ผานคอลัมนเซฟาเด็กซ จ-ี200 

และที่ชะออกจากพอลิอะคริลาไมดเจลซึ่งไดจากการยอมแอคติวิตี 
 

แถวที่ 1  เอนไซมที่ชะออกจากพอลิอะคริลาไมดเจล ยอมสีดวยสีคูแมสซี บลู            
             (ปริมาณโปรตีน 1 ไมโครกรัม) 
แถวที่ 2  เอนไซมที่ผานคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 (ปริมาณโปรตีน 10 ไมโครกรัม) 

 

1 2
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4.4 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

4.4.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยการทําเจลฟลเตรชันผานคอลัมนเซฟา   
                เด็กซ  จี-200 
 

การทดลองนี้ไดหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยวิธีเจลฟลเตรชัน โดยใชโปรตีน
ที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน ไดแก คะตะเลส  โบไวนซีรัมอัลบูมิน และ ไซโตโครม ซี ซึ่งมี
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 232,000, 66,000 และ 13,237 ดาลตัน ตามลําดับ เปนโปรตีนมาตรฐาน 
ผานโปรตีนเหลานี้ลงบนคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 ซึ่งเปนคอลัมนเดียวกันและภายใตสภาวะ
เดียวกันกับที่ใชในการทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์ ดังรายละเอียดในวิธีการทดลองที่ 3.3.5.1.2 
และติดตามลําดับสวนที่โปรตีนถูกชะออกจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
280 นาโนเมตร  เมื่อนํามาเขียนกราฟระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
มาตรฐานกับปริมาตรบัฟเฟอรที่ชะโปรตีนออกมาจากคอลัมนไดผลดังรูปที่ 4.6 จากกราฟดังกลาว
พบวาบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
178,000 ดาลตัน 
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รูปที่ 4.6 ความสัมพันธระหวางลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับปริมาตรที่ใชชะโปรตีนออก   
             จากคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 

1. คะตะเลส   น้ําหนักโมเลกุล    232,000 ดาลตัน 
  2. โบไวนซีรัมอัลบูมิน  น้ําหนักโมเลกุล      66,000        ดาลตัน 
  3. ไซโตโครม ซี     น้ําหนักโมเลกุล      13,237  ดาลตัน 
  X  คือ บีตา-ไซโลสิเดส 
 
 
 
 
 
 
 

1 X 2 3 
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4.4.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเด 
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 

  
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสและ

ติดตามดวยการยอมแอคติวิตีแลวแยกออกจากเจล มาหาน้ําหนักโมเลกุลโดยทําอีเลคโทรโฟริซิ
สบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ไดผลการ
ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 และจากการวิเคราะหจากกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของ
น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟ
ตพอลิอะคริลาไมดเจล แสดงดังรูปที่ 4.8 พบวา มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 75,000 ดาลตัน และ
เมื่อประเมินรวมกับผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเตรชันซึ่งมีคาประมาณ 178,000 
ดาลตัน จึงคาดวาบีตา-ไซโลสิเดสประกอบดวยหนวยยอย 2 หนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน  
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รูปที่ 4.7   การวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทาํอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม
โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 

  
 แถวที ่1  โปรตีนมาตรฐานน้ําหนกัโมเลกลุชวงกวาง 

 แถวที ่2  บีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทาํอีเลคโทรโฟริซิส (1 ไมโครกรัม) 
 

โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลชวงกวางไดแก 
ไมโอซิน (Myosin)    น้ําหนักโมเลกุล  209,000  ดาลตัน 
บีตา-กาแลคโตสิเดส (β-Galactosidase) น้ําหนักโมเลกุล  124,000  ดาลตัน 
โบไวน ซีรัม อัลบูมิน (Bovine serum albumin) น้ําหนักโมเลกุล    80,000  ดาลตัน 
โอวัลบูมิน (Ovalbumin)   น้ําหนักโมเลกุล    49,100  ดาลตัน 
คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase) น้ําหนักโมเลกุล    34,800  ดาลตัน 

1 2kDa 

209 

124 

80 

49.1 

34.8 
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รูปที่ 4.8  กราฟความสัมพันธระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุล กับระยะทางที่โปรตีน    

เคลื่อนที่บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส 
 

1. ไมโอซิน (Myosin)    น้ําหนักโมเลกุล  209,000    ดาลตัน 
2. บีตา-กาแลคโตสิเดส (β-Galactosidase) น้ําหนักโมเลกุล  124,000    ดาลตัน 
3. โบไวน ซีรัม อัลบูมิน (Bovine serum albumin) น้ําหนักโมเลกุล    80,000    ดาลตัน 
4. โอวัลบูมนิ (Ovalbumin)   น้ําหนกัโมเลกลุ    49,100     ดาลตัน 
5. คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase) น้ําหนักโมเลกุล    34,8000   ดาลตัน 
X  คือ บีตา-ไซโลสิเดส 
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4.5 การศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α 
 

นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวดังกลาวขางตน มาศึกษาสมบัติตางๆดังตอไปนี้ 
 

4.5.1  ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

จากการนําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตี
โดยการแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35-70 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 55 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมินี้เอนไซมใหแอคติวิตี
สูงสุด ดังรูปที่ 4.9 
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รูปที่ 4.9 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

กําหนดใหแอคติวิตีสัมพัทธ ณ อุณหภูมิที่แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงสุดเทากับ 100 
เปอรเซ็นต 
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4.5.2  ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
  

จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดสโดยการทํา
ปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.10 
พบวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีในชวง pH 6.0-7.0 โดยที่ pH 6.5 เปนคาที่เหมาะสมที่สุดในการ
ทํางานของเอนไซมนี้ 
 

 
รูปที่ 4.10  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

อะซเิตทบัฟเฟอร 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
ทริสบัฟเฟอร 

 
กําหนดใหแอคติวิตีสัมพัทธ ณ ความเปนกรดดางที่แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงสุด

เทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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 4.5.3  ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตออุณหภูมิ 
 
นําบีตา-ไซโลสิเดสมาบมที่อุณหภูมิตางๆ โดยแปรอุณหภูมิในชวง 40-80 องศาเซลเซียส 

บมนาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตสภาวะที่เหมาะสม ผลการทดลองดัง
แสดงในรูปที่ 4.11 พบวาบีตา-ไซโลสิเดสมีความเสถียรตออุณหภูมิไดสูงถึงประมาณ 45 องศา
เซลเซียส และที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 90 
เปอรเซ็นต แตที่ 55 องศาเซลเซียส เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตี
อยางสิ้นเชิงที่ 60 องศาเซลเซียส 

 

 
รูปที่ 4.11 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตออุณหภูมิ 
 

กําหนดใหแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
 
 
 
 

0

20

40

60

80

100

35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

อุณหภูมิ  (องศาเซลเซียส  )

แอ
คติ
วิตี
สัม
พัท

ธ  
(เป
อร
เซ็น

ต  
)



 51

4.5.4  ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 
เมื่อนําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาบมในบัฟเฟอรชนิดตางๆที่มีความ

เปนกรดดางในชวง 4.0-9.5 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่
เหลือภายใตสภาวะที่เหมาะสม พบวา เอนไซมมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวงสูงคือ
ต้ังแต 6.0-9.5 แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 6.0 ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยาง
รวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตีอยางสิ้นเชิงที่ความเปนกรดดางเทากับ 4.0 ดังรูปที่ 4.12 
 

 
รูปที่ 4.12  ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 

อะซิเตทบัฟเฟอร 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
ทริสบัฟเฟอร 

 
กําหนดใหแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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4.6 การหาลําดับดีเอ็นเอของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
 

งานวิจัยนี้ไดหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด  
pCH7-1 โดยมีไดอะแกรมการหาลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในรูปที่ 4.13 ผลการหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดดังแสดงในรูปที่ 4.14 พบกรอบอานรหัสเปด (ORF) สมบูรณ 1 กรอบ ต้ังแตลําดับนิวคลีโอไทด
ที่ 552 ถึง 2927  ซึ่งถอดรหัสเปนกรดอะมิโนไดทั้งหมด 792 กรดอะมิโน คํานวณเปนน้ําหนัก
โมเลกุลไดประมาณ 83,386 ดาลตัน 

จากการเปรียบเทียบความเหมือน (homology) กับยีนบีตา-ไซโลสิเดสใน Genbank โดย
โปรแกรม BlastP version 2.2.1 ซึ่งเปรียบเทียบจากลําดับกรดอะมิโนพบวามีความคลายคลึงกับ
บีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces coelicolor (GenBank accession No. AL117385) 72 
เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 2), จาก Streptomyces lividans (GenBank accession No. 
AF043654) 60 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 2) และจาก Streptomyces thermoviolaceus 
OPC-520 (GenBank accession No. AB053119) 56 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 3) 

 
เมื่อเปรียบเทียบจากลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 พบวายีนนี้

คลายคลึงกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 (GenBank 
accession No. AB053119) 85 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 6), จาก Streptomyces 
coelicolor (GenBank accession No. AL117385) 84 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 4)  และ
จาก Streptomyces lividans (GenBank accession No. AF043654) 82 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก 
ค ขอที่ 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

รูปที่ 4.13  ไดอะแกรมแสดงวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทด ลูกศรเสนทึบใหญแสดงกรอบอานรหัสเปดของยีนบีตา-ไซโลสิเดสและทิศทางการถอดรหัสเปนกรดอะมิโน   
                 ลูกศรเสนทึบเล็กแสดงทิศทางการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
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   1   GATCATCATCAAGCTGCACCTCTACGACAGCCTGCTCGCCCTGATCCTCCCGTCGATCG    59 
  60  CCTTCGCCATCCCGCTGTCCGTCCTGGTGCTCGCCAACTTCATCCGCGACGTGCCGAAGG   119 
 120  ACCTCTTCGACTCGATGCGGGTGGACGGCGCCACCGAATGGACGACGCTGTGGCGGCTGG   179 
 180  CGGCGCCCCTCACCCGGCCCGCCATCCTCACCGTCACCGTCTTCAACGCCCTGACCATCT   239 
 240  GGAACGGCTTCCTGCTGCCGCTGGTCCTCACCCAGAGCCCCGACCGCAGGACCCTGCCGC   299 
 300  TCGCCCTGTGGGCCTTCCAGGGCGAGTACGGCGTCAACGTCCCGGCCGTGCTGGCCGCCG   359 
 360  TCGTCCTGACCACCCTGCCCGTCCTGGTGCTGTACGCCTTCGGCCGCCGCCAGCTGCTCA   419 
 420  GCGGCCTGACCGCGGGCTTCAGCCGCTGACCGGCACCGGCACCGGCGGGACGCCGACCCC   479 
 480  GCCCCGACTCCCACCCGTCCACCGGCACGCCCGCCCCGCCCCGCTCGGGGGCCCGGCGGG   539 
 540  CGGAGGAGGAAAGTGAACGCCGACGTGGCCGCGGAGAGCCCCTCCGCCCCCTCCCTCTGG   599 
   1       RBS     M  N  A  D  V  A  A  E  S  P  S  A  P  S  L  W     16 
 600  AACGACCCGACCGCCCCCGTCGCCGCACGCGTCGACGCGCTGATCGACGCCATGACCCTG   659 
  17   N  D  P  T  A  P  V  A  A  R  V  D  A  L  I  D  A  M  T  L     36 
 660  CAGGAGAAGACCGCACAGCTGGTCGGGGCATGGGCCGGCGCCTCCGACGAGGGCGGGCAA   719 
  37   Q  E  K  T  A  Q  L  V  G  A  W  A  G  A  S  D  E  G  G  Q     56 
 720  GTGGCCCCCCACCAGCACGAGATGGAGGAGCCCGTCGATCTCGACGCGCTCCTGCCCCAC   779 
  57   V  A  P  H  Q  H  E  M  E  E  P  V  D  L  D  A  L  L  P  H     76 
 780  GGACTCGGCCAACTGACCCGACCGTTCGGCACCGTCCCGGTCGACCCCGCCCTCGGCGCG   839 
  77   G  L  G  Q  L  T  R  P  F  G  T  V  P  D  V  P  A  L  G  A     96 
 840  CTCTCCCTGGCCCGCACCCAGGCCCGGATCGCCGCCTCCAACCGCTTCGGCATCCCCGCC   899 
  97   L  S  L  A  R  T  Q  A  R  I  A  A  S  N  R  F  G  I  P  A    116 
 900  CTCGCGCACGACGAGTGCCTGGCCGGCTTCGCCGCCTGGGGCGCCACCGCCTACCCCGTC   959 
 117   L  A  H  D  E  C  L  A  G  F  A  A  W  G  A  T  A  Y  P  V    136 
960  CCGCTGTCCTGGGGCGCCGCCTTCGACCCCGGCCTGGTGCGGCGCATGGCCGCCGCCATC  1019 

 137   P  L  S  W  G  A  A  F  D  P  G  L  V  R  R  M  A  A  A  I    156 
1020  GGCCGTGACATGCGCGCCGTCGCGTCCACCAGGGCCTCGCGCCCGTCCTCGACGTCGTGC  1079 
 157   G  R  D  M  R  A  V  A  S  T  R  A  S  R  P  S  S  T  S  C    176 
1080  GCGACGTCCGCTGGGGCCGCGTGGAGGAGACCATCGGCGAGGACCCGTACCTCGTCGGCA  1139 
 177   A  T  S  A  G  A  A  W  R  R  P  S  A  R  T  R  T  S  S  A    196 
1140  CCATCGGCACCGCCTACGTTCAGGGCCTGGAGTCCGCCGGGATCGTCGCCACGCTCAAAG  1199 
 197   P  S  A  P  P  T  F  R  A  W  S  P  P  G  S  S  P  R  S  K    216 
1200  CACTTCGCCGGATACTCGGCCTCCCGCGCCGGCCGCAATCTTTGCGCCCGTCTTCGATGG  1259 
 217   H  F  A  G  Y  S  A  S  R  A  G  R  N  L  C  A  R  L  R  W    236 
1260  GACCCGCGGGAACGCGCCGACGTGGTGCTGCCGCCGTTCGAGATGGCCGTCCGCGAGGGT  1319 
 237   D  P  R  E  R  A  D  V  V  L  P  P  F  E  M  A  V  R  E  G    256 
1320  GGCGCCCGCTCCGTGATGAACGCCTACACCGACACCGACGGCGTGCCCTCCGCGGCCGAC  1379 
 257   G  A  R  S  V  M  N  A  W  T  D  T  D  G  V  P  S  A  A  D    276 
1380  GAGAACCTGCTCACCGGGCTGCTGCGGGACACCTGGGGCTTCGACGGCACCGTGGTCGCC  1439 
 277   E  N  L  L  T  G  L  L  R  D  T  W  G  F  D  G  T  V  V  A    296 
1440  GACTACTTCGCCGTCGCCTTCCTGGCGACCCTGCACGGTGTCGCCGCCGACTGGGCGGAC  1499 
 297   D  Y  F  A  V  A  F  L  A  T  L  H  G  V  A  A  D  W  A  D    316 
1500  GCCGCCGGCACGGCGCTGCACGCGGGCATCGACGTCGAACTGCCCAACGTCAAGACGTAC  1559 
 317   A  A  G  T  A  L  H  A  G  I  D  V  E  L  P  N  V  K  T  Y    336 
1560  GGCGCACCGCTCACCGAAGCCGTCGCCGACGGCCGCGTCCCGGAGGAGCTCGTCGACCGC  1619 
 337   G  A  P  L  T  E  A  V  A  D  G  R  V  P  E  E  L  V  D  R    356 
1620  GCTCTGCGCCGGGTCCTCACCCAGAAGGTGACGCTCGGCCTGCTCGACCCGGACTGGGAC  1679 
 357   A  L  R  R  V  L  T  Q  K  V  T  L  G  L  L  D  P  D  W  D    376 
1680  CCCGTGCCGGCCGCCCTGGACGGAACGGACCCGGCCGACCCCGAGGCCCTGCGCGGACGC  1739 
 377   P  V  P  A  A  L  D  G  T  D  P  A  D  P  E  A  L  R  G  R    396 
1740  GTCGACCTGGACAGCCCGGGGAACCGCGCCCTGGCCCGCACGCTCGCCGAGGAAGCGGTC  1799 
 397   V  D  L  D  S  P  G  N  R  A  L  A  R  T  L  A  E  E  A  V    416 
1800  GTCCTGCTCGCCAACGACGGCACGCTGCCGCTGGACCGCCCCCGCCGCATCGCCCTGATC  1859 
 417   V  L  L  A  N  D  G  T  L  P  L  D  R  P  R  R  I  A  L  I    436 
1860  GGACCCAACGCCGACGAACCCACCGCCGTGCTCGGCTGCTACTCCTTCCCGCAGCACATC  1919 
 437   G  P  N  A  D  E  P  T  A  V  L  G  C  Y  S  F  P  Q  H  I    456 
1920  GGCGTCCAGCACCCCGGGACGCCCCTCGGCATCGCCCTGCCCACCCTGCGTGAGACGCTC  1979 
 457   G  V  Q  H  P  G  T  P  L  G  I  A  L  P  T  L  R  E  T  L    476 
1980  GCCACCGAGTTCCCCGACGCCGCCGTCACGTACGTCCGCGGCACCGGCGTCGACGACGGG  2039 
 477   A  T  E  F  P  D  A  A  V  T  Y  V  R  G  T  G  V  D  D  G    496 
 
 
 

รูปที่ 4.14 แสดงลําดับดีเอ็นเอของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
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2040  GACCTGACCGGCCTCGACGAGGCGGTACGGGCGGCCCGTGAGGCGGACGTCACCGTCGCG  2099 
 497   D  L  T  G  L  D  E  A  V  R  A  A  R  E  A  D  V  T  V  A    516 
2100  GTGCTCGGCGACCGCGCCGGCCTGTTCGGCCGCGGCACCAGCGGCGAGGGCTGCTACGCG  2159 
 517   V  L  G  D  R  A  G  L  F  G  R  G  T  S  G  E  G  C  Y  A    536 
2160  GAGACACTGGAGTTGCCCGGCGCGCAACAGCAGCTCCTGGACGCGCTGCTGGACTCGGGC  2219 
 537   E  T  L  E  L  P  G  A  Q  Q  Q  L  L  D  A  L  L  D  S  G    556 
2220  ACCCCGGTCGTCACCGTCCTGCTCGCGGGCCGCCCCTACGCACTCGGCCGTGCGGTGACG  2279 
 557   T  P  V  V  T  V  L  L  A  G  R  P  Y  A  L  G  R  A  V  T    576 
2280  GAGTCGGCGGCGATCGTGCAGTCCTTCTTCCCCGGCGAGGAAGGCACGCACGCCATCGCC  2339 
 577   E  S  A  A  I  V  Q  S  F  F  P  G  E  E  G  T  H  A  I  A    596 
2340  GGGGTGCTCAGCGGCCGGGTCAACCCCTCCGGACGCCTCCCCGTCGGCGTGCCGCGCACC  2399 
 597   G  V  L  S  G  R  V  N  P  S  G  R  L  P  V  G  V  P  R  T    616 
2400  CCGGGCCTCCAGCGCGGCACCTACCTCGGAGCGCGGCTCGCCCACGCCGGCGACGCGTCC  2459 
 617   P  G  L  Q  R  G  T  Y  L  G  A  R  L  A  H  A  G  D  A  S    636 
2460  GCCGTCGACCCGGCCCCCGCGTTCCCCTTCGGCCACGGCCTGTCCTACACCCGCTTCGAC  2519 
 637   A  V  D  P  A  P  A  F  P  F  G  H  G  L  S  Y  T  R  F  D    656 
2520  TGGACGGACCTGACCGCGGACACCCAGGAGGCCCCCACGGACGGTGAGTTCATCCTTGCA  2579 
 657   W  T  D  L  T  A  D  T  Q  E  A  P  T  D  G  E  F  I  L  A    676 
2580  CTCACCGTCCGCAACAAGGGCGACCGTCCCGGCACGGAGGTCGTCCAGCTCTACCTTCAC  2639 
 677   L  T  V  R  N  K  G  D  R  P  G  T  E  V  V  Q  L  Y  L  H    696 
2640  GACCCGGTCGCCTCCGTCGTCCAGCCGCTCCAGCGCCTCGTCGGCTACACACGGGTGGCG  2699 
 697   D  P  V  A  S  V  V  Q  P  L  Q  R  L  V  G  Y  T  R  V  A    716 
2700  TTGGAACCGGGGGAGTCCCGCCGCCTGACCGTCACGGTCCCGGCCGACCTGGCGTCCTTC  2759 
 717   L  E  P  G  E  S  R  R  L  T  V  T  V  P  A  D  L  A  S  F    736 
2760  ACGGGCCGCGACGGACGGCGCATCGTCGAACCGGGCGAACTGGAACTGAGGCTGGCCGCC  2819 
 737   T  G  R  D  G  R  R  I  V  E  P  G  E  L  E  L  R  L  A  A    756 
2820  TCCAACACGGACCGGCGCCTGACGGCCCGGGTCACACTGACCGGCACGGAACGCCACGTG  2879 
 757   S  N  T  D  R  R  L  T  A  R  V  T  L  T  G  T  E  R  H  V    776 
2880  GACCACACGCGACGCCTGCACGCCACGTTCACGCAGAAGCCTGCCACCTGAACGGACGGG  2939 
 777   D  H  T  R  R  L  H  A  T  F  T  Q  K  P  A  T  *             792 
2940  GGCGCGCGGCACACTCCGGGGTGCCGCGCACCCGCGTGCCCGGCGTTCACGGGTAACGGA  2999 
3000  CGCCGGTCAGGGTCACACTGACCGGCACGGAACGCCACGTGGACCACACGCGACGCCTGC  3059 
3060  ACGCCACGTTCACGCAGAAGCCTGCCACCTGAACGGACGGGGGCGCGCGGCACACTCCGG  3119 
3120  GGTGCCGCGCACCCGCGTGCCCGGCGTTCACGGGTAACGGACGCCGGTCAGGTCCTCCGC  3179 
3180  CACCGCCCACAGGCGGCGGGCGACGGCCGGGTCGGCGGCCTCCTCGCCGAGGCGGGCCTC  3239 
3240  GGTCACCGGGCCGCGGGTCTCCAGAGCCGGGCGGGGCCGAAGAACTGCCCGCCCCGCACC  3299 
3300  TCCGGGTCGGTCGCGGCACGCAGCTGCGGCAGCGCCCCCTGCTTCACCGACTGGGTGGCC  3359 
3360  AGAAGGCCCCCCGCGGCGATCAGCCGGCCGAACCGGCCGCGATGTTCCCAGGCGCGGGGG  3419 
3420  GTAGTTGGTCGGGTGAGTCCCGGGTGGGCCAGCGCGCTGACCACGGGCAGCCCGNCGGCC  3479 
3480  CGCAGCCGGCGGTCCAGTTCGAGGCCGAAGAGGGTGGTGCGAGCTTCGAGCGGCCGTAGC  3539 
3540  GGAGGACGCCCGGTAGCCGTGCTCGGACATCAGGTCGCCGAAGTCGAGGTGCGCGTTCTT  3599 
3600  GTGGGTGATCGAGCTGAGGGACACCACCCGGCCCCCGGACCCCGCGGTCAGCGCGTCGAG  3659 
3660  CAGCAGCCCGGTCAGGGCGTAGGGCCCCAGCATGTTCGTGCCCACATGCAGTTCGAACCC  3719 
3720  GTCGGCGGTGGTCCGGCGAGGCCCGAGATGCACCAGGCCGGCGTTGTTGACCAGCACGTC  3779 
3780  GACCGAGGGGTGGTCGGCGGTGAGCTTCGCCGCGAACGCCCGCACCGACGCCAGCGACGC  3839 
3840  CAGGTCCAGTTCGCGGACCTCGGTGTCGCCCGGGATCC                        3877 

 
รูปที่ 4.14 (ตอ) 
 

 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการวิจัย 
 

ปจจุบันยังมี รายงานคอนขางนอยมากเกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา -ไซโลสิ เดสจาก 
Streptomyces sp. ใน Escherichia coli รวมทั้งศึกษาสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่ไดจากการ
แสดงออกของยีน  

 
Streptomyces sp. CH7 เปนจุลินทรียที่แยกจากแหลงดินในประเทศไทยและพบวามี       

ประสิทธิภาพสูงในการผลิตบีตา-ไซโลสิเดส เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไซแลนหรือวัสดุทางการเกษตรที่
มีไซแลนเปนองคประกอบ เชน กากเมล็ดฝาย, ซังขาวโพด และฟางขาว เปนตน เปนแหลงคารบอน 
(สุมาลี อ้ึงใจธรรม, 2539)     จิราวรรณ ธนะ (2541) ไดโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรียนี้
โดยมี E. coli DH5α เปนเซลลเจาบานและ pUC18 เปนพลาสมิดพาหะ ไดรีคอมบิแนนทพ
ลาสมิด pCH7-1 แตเนื่องจากยังไมไดมีการศึกษาภาวะเหมาะสมในการแสดงออกของยีนที่โคลน
ไดงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาปจจัยตางๆที่อาจมีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการแสดงออกของ
ยีน 

 
จากการทดลองพบวาแมจะนํารีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 เขาสู E. coli JM109 และชัก

นําการแสดงออกดวย IPTG แตความสามารถในการแสดงออกของยีนใหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิ
เดสก็ยังไมสูงกวาเมื่ออยูในสายพันธุ DH5α ซึ่งสามารถแสดงออกไดโดยไมตองถูกชักนําดวย 
IPTG เพราะไมมียีน lac iq   ดังนั้น IPTG จึงไมมีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการแสดงออกของยีน 
ถายีนนี้อยูในเซลลเจาบานที่เหมาะสม 

 
เมื่อเติมไซแลนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อของรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุพบวามีผลใน

การชักนําใหไดแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงขึ้นเชนเดียวกับสายพันธุดั้งเดิม (สุมาลี อ้ึงใจธรรม, 
2539) ในขณะที่เมื่อเติมไซโลสและกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีผลไปกดการแสดงออกของยีน
โดยพบวาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสลดลงประมาณ 8 และ 6 เทา ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับ
ผลการวิจัยของ Bernier และคณะ (1987) ที่พบวาไซโลสจะไปกดการสรางบีตา-ไซโลสิเดส และ 
Whitehead และ Hespell (1990) พบวา    แอคติวิตีจําเพาะของบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการเลี้ยง
เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซแลนเปนตัวชักนําจะสูงกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลสและกลูโคส 
200 เทา และ 100 เทา ตามลําดับ แสดงวากลไกการสรางบีตา-ไซโลสิเดสของจุลินทรียเหลานี้ถูก
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ควบคุมโดยการชักนําดวยสับสเตรท (substrate induction) และถูกกดโดยคะทาโบไลท 
(catabolite repression)   สําหรับงานวิจัยนี้พบวาการสรางบีตา-ไซโลสิเดสในรีคอมบิแนนท       
E. coli ทั้ง 2 สายพันธุก็ยังถูกควบคุมโดยกลไกดังกลาว จึงคาดวายีนที่โคลนไดอาจมีสวนของ 
regulator gene ติดมาดวย แตเมื่อพิจารณาจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่โคลนไดนี้พบเพียง 
ribosome binding site ที่เร่ิมตนที่ตําแหนงที่ 4 เหนือ start codon ซึ่งทําหนาที่จับกับเบสคูสม
บริเวณปลาย 3’ ของ 16S rRNA เมื่อเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่บริเวณดังกลาวของ 
Streptomyces (Kieser และคณะ, 2000) อยางไรกต็ามไมสามารถตรวจพบบริเวณ –10 และ –35 
ซึ่งเปนบริเวณโปรโมเตอร และไมพบสวนที่คาดวาเปน regulator gene จึงทําใหยังไมอาจสรุป   
กลไกความสัมพันธของไซแลน, ไซโลส และกลูโคส ตอการแสดงออกของยีนนี้ใน E. coli ได 

 
ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อพบวารีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สาย

พันธุใหแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมสูงสุดเมื่อบมเปนเวลา 15 ชั่วโมง ซึ่งเปนระยะเวลาที่สั้นกวาที่
รายงานโดย Bernier และคณะ (1987) ที่พบวาเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อรีคอมบิแนนท     
E. coli ที่มียีนบีตา-ไซโลสิเดสของ Bacillus subtilis เทากับ 22 ชั่วโมง และ Tsujibo และคณะ 
(2001) รายงานวาเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli ที่มียีนบีตา-ไซโลสิเดสข
อง Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 เทากับ 21 ชั่วโมง  

 
เมื่อนําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการแสดงออกของยีนในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ใน  

E. coli  มาทําใหบริสุทธิ์โดยการทําคอลัมนโครมาโทกราฟบน DEAE-Biogel A และ Sephadex 
G-200 พบวามีรูปแบบของการชะออกจากคอลัมนคลายคลึงกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
Streptomyces sp. CH7 ท่ีรายงานโดยทรรศนีย ตั้งสกุล (2544)  นอกจากนี้ยังพบวามีน้ําหนัก
โมเลกุลที่วิเคราะหโดยเจลฟลเทรชันประมาณ 178,000 ดาลตัน ซึ่งไมแตกตางมากนักจากสาย
พันธุเดิมคือประมาณ 183,000 ดาลตัน (ทรรศนีย ตั้งสกุล, 2544) และพบวาเอนไซมนี้
ประกอบดวย 2 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือประมาณ 75,000 ดาลตัน  จากการ
วิเคราะหโดย SDS-PAGE ซึ่งสอดคลองกับทรรศนีย ตั้งสกุล (2544) ที่พบวาบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
Streptomyces sp. CH7 ประกอบดวย 2 หนวยยอยที่คลายกัน แตรายงานดังกลาวพบวามี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 93,000 ดาลตัน    อยางไรก็ตามจากการคํานวณน้ําหนักโมเลกุลจาก
ลําดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนี้พบวามีคาเทากับ 83,386 ดาลตัน 
ซึ่งอยูระหวางคาที่วิเคราะหไดโดย SDS-PAGE จากรายงานนี้กับรายงานของทรรศนีย ตั้งสกุล 
(2544)  ดังนั้นความแตกตางของน้ําหนักโมเลกุลที่วิเคราะหไดโดย SDS-PAGE อาจเนื่องมาจากค
วาเขมขนของเจลที่ใชตางกนั รวมทั้งการใชชุดโปรตีนมาตรฐานที่แตกตางกัน 
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สวนผลของการศึกษาสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่เตรียมไดจากงานวิจัยนี้ในแงอุณหภูมิและ

ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม รวมทั้งความเสถียรของเอนไซมตอ
อุณหภูมิและความเปนกรดดาง พบวาไมแตกตางจากบีตา-ไซโลสิเดสของ Streptomyces sp. 
CH7 (ทรรศนีย ตั้งสกุล, 2544) (ตารางที่ 5.1) ดังนั้นจึงสรุปไดวาบีตา-ไซโลสิเดสจากยีนของ 
Streptomyces sp. CH7 ที่ไดจากการแสดงออกในเซลลเจาบาน E. coli  ไมแตกตางจากเอนไซม
ของสายพันธุดั้งเดิม 

 
Tsujibo และคณะ (2001) ไดศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli  

เปรียบเทียบกับเอนไซมจากสายพันธุดั้งเดิมคือ Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 ก็
พบวามีความคลายคลึงกัน 
 
 
ตารางที่ 5.1 สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ์จากรีคอมบิแนนท  E. coli  ที่มีพลาสมิด pCH7-1 

และจาก Streptomyces sp. CH7 (ทรรศนีย ตั้งสกุล, 2544) 
 

บีตา-ไซโลสิเดส สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ ์
จากรีคอมบิแนนท  E. coli จาก Streptomyces sp. CH7 

น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเตรชัน 178,000 ดาลตัน 183,000 ดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE 75,000 ดาลตัน  (2 หนวยยอย) 93,000 ดาลตัน  (2 หนวยยอย) 
อุณหภูมิที่เหมาะสม 55 องศาเซลเซียส 55 องศาเซลเซียส 
ความเปนกรดดางที่เหมาะสม 6.5 6.5 
ความเสถียรตออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 
ความเสถียรตอความเปนกรดดาง 6.0-9.5 6.0-9.0 
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ในสวนของการศึกษาเกี่ยวกับยีนบีตา-ไซโลสิเดส แมจะมีรายงานคอนขางมากจากจุลินทรีย
อ่ืนๆ แตจาก Streptomyces มีรายงานจนถึงปจจุบันเพียง 3 ชนิดเทานั้น คือ Streptomyces 
coelicolor (GenBank accession No. AL117385),  Streptomyces lividans (GenBank 
accession No. AF043654) และ Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 (GenBank 
accession No. AB053119) 

 
ผลของการเปรียบเทียบความเหมือนของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 

ของงานวิจัยนี้กับยีนทั้ง 3 ขางตน พบวาในระดับลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนสูงสุดถึง 72% 
กับของ S. coelicolor และต่ําสุดเพียง 56% กับของ S. thermoviolaceus OPC-520  แตเมื่อ
เทียบในระดับลําดับนิวคลีโอไทดกลับมีความเหมือนสูงสุดถึง 85% กับของ S. thermoviolaceus 
OPC-520 อยางไรก็ตามชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่ทําการเปรียบเทียบกันไดคอนขางสั้นมากคือ 
identity 284/384 (ภาคผนวก ค ขอที่ 6) ในขณะที่ชวงการเปรียบเทียบกับของเชื้ออีก 2 ชนิดยาว
กวามากคือ  identity 1944/2310 (84%) จาก S. coelicolor  (ภาคผนวก ค ขอที่ 4) และ identity 
866/1055 (82%) จาก S. lividans  (ภาคผนวก ค ขอที่ 5) 

 
ปจจุบันยังไมมีการตีพิมพในวารสารใดๆเลยถึงรายละเอียดการศึกษายีน รวมทั้งเอนไซมบีตา-

ไซโลสิเดสจาก S. coelicolor และ S. lividans  โดยมีปรากฏแตเพียงลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับ
กรดอะมิโนที่แปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank ดังกลาวไวขางตน ดังนั้นจึงไมสามารถ
เปรียบเทียบความแตกตางหรือความคลายคลึงในแงสมบัติของบีตา -ไซโลสิ เดสจาก 
Streptomyces sp. CH7 กับจาก Streptomyces ทั้ง 2 ชนิดนี้ได     แตสําหรับบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
S. thermoviolaceus OPC-520 นั้น Tsujibo และคณะ (2001) ไดรายงานการทําใหบริสุทธิ์และ
ศึกษาสมบัติของเอนไซมดังแสดงในตารางที่ 5.2 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก
งานวิจัยนี้ พบวามีสมบัติคลายคลงึกันมากยกเวนบีตา-ไซโลสิเดสจาก S. thermoviolaceus OPC-
520 ประกอบดวยพอลิเพพไทดเพียง 1 สาย (monomer) ดังนั้นจึงอาจอธิบายไดวาโครงสราง
โปรตีนสวนใหญของบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อทั้ง 2 ชนิดนี้แตกตางกันมาก  แตจากขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทดเฉพาะสวนสั้นๆมีความคลายคลึงกันสูงถึง 85% (ภาคผนวก ค ขอที่ 6) นั้นอาจ
เนื่องมาจากเอนไซมจากเชื้อทั้ง 2 ชนิด มีสวนที่เปน catalytic domain ที่คลายกันมากซึ่ง
สอดคลองกับความคลายคลึงของสมบัติของเอนไซมทั้งสองนี้ 
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งานวิจัยนี้จึงเปนการใหขอมูลเกี่ยวกับยีนและเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces เพิม่
ขึ้นมาอีก 1 ชนิด ซึ่งอาจจะตองมีการศึกษาเพื่อจําแนกชนิดของเชื้อนี้ตอไป 

 
ตารางที่ 5.2 สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ์จากรีคอมบิแนนท  E. coli  ที่มีพลาสมิด pCH7-1 

และจาก Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 (Tsujibo และคณะ, 2001) 
 

สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก  
Streptomyces sp. CH7       
ที่แสดงออกใน E. coli 

Streptomyces 
thermoviolaceus OPC-520  

ที่แสดงออกใน E. coli 
น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเตรชัน 178,000 ดาลตัน 85,000 ดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE 75,000 ดาลตัน  (2 หนวยยอย) 85,000 ดาลตัน  
น้ําหนักโมเลกุลที่คํานวณจากกรดอะมิโน 83,386 ดาลตัน 81,912 ดาลตัน 
อุณหภูมิที่เหมาะสม 55 องศาเซลเซียส 50 องศาเซลเซียส 
ความเปนกรดดางที่เหมาะสม 6.5 6.5 
ความเสถียรตออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 
ความเสถียรตอความเปนกรดดาง 6.0-9.5 6.0-7.0 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรลูเรีย-เบอรทานี (Luria-Bertani, LB) 
 
 ทริปโตน (Tryptone)     10.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   5.0 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     5.0 กรัม 
 น้ํากลั่น        1.0 ลิตร 
 ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.5 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งสูตรลูเรีย-เบอรทานี (Luria-Bertani, LA) 
 
 ทริปโตน (Tryptone)     10.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   5.0 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     5.0 กรัม 
 วุนผง (Agar)      1.5 กรัม 
 น้ํากลั่น        1.0 ลิตร  
 ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.5 

 
 



ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 
1. สารละลายสําหรับสกัดพลาสมิดหรือรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
 
 สารละลาย I (Solution I) 
   
  สารละลายกลโูคส    50.0 มิลลิโมลาร 
  บัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl, pH 8.0) 25.0 มิลลิโมลาร 
  สารละลายอีดทีีเอ (EDTA, pH 8.0)  10.0 มิลลิโมลาร 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนัแลวนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาท ี 
 
 สารละลาย II (Solution II) 
 
  สารละลาย 10 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด 0.2 มิลลิลิตร 
  สารละลาย 10 เปอรเซ็นต โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต 1.0 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่      8.8 มิลลิลิตร 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนัดวยเทคนิคปลอดเชื้อแลวใชทันท ี
 
 สารละลาย III (Solution III) 
 
  สารละลาย 5 โมลาร โพแทสเซียมอะซิเตท  50.0 มิลลิลิตร 
  กรดอะซิติกเขมขน    11.5 มิลลิลิตร 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนัแลวนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาท ี 
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2. สารละลายบัฟเฟอร TE 
  
 สารละลายทรสิ-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl)   10.0 มิลลิโมลาร 
 สารละลายอีดทีีเอ (EDTA, pH 8.0)   1.0 มิลลิโมลาร 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนัแลวนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาท ี 
 
3. ฟนอลคลอโรฟอรม 
 
 ผสมฟนอลที่หลอมละลายโดยแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 65°C แลวเติมไฮดรอกซี     

ควิโนลีน (8-Hydroxyquinoline) ใหไดความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เขากับคลอโรฟอรม
ปริมาตรเทาๆกัน แลวเติม 0.1 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด, pH 7.6 เขยาแรงๆใหผสมกัน 
ปลอยใหแยกชั้น ดูดชั้นบนทิ้งไปแลวสกัดซ้ําดวย 0.1 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด, pH 7.6 
อีก 2-3 คร้ัง เติม 0.1 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด, pH 7.6 ใหทวมผิวหนาของสารละลาย
เก็บในขวดสีชา  

 
4. สารละลายบัฟเฟอรสําหรบัหยุดปฏิกิริยาของ CIAP 
 
 สารละลายทรสิ-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl, pH 7.5)  10.0 มิลลิโมลาร 
 สารละลายอีดทีีเอ (EDTA)    1.0 มิลลิโมลาร 
 สารละลายโซเดียมคลอไรด    200.0 มิลลิโมลาร 
 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต    0.50 เปอรเซ็นต 
 
5. สารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร, pH 6.5 
 
 สารละลายโซเดียมอะซิเตทความเขมขน 1 โมลาร ปรับคาความเปนกรดดางดวยกรด     

อะซิติกใหไดคาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 
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6. สารละลายสําหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1952) 
 
 Lowry A 
 
  โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)   60.0 กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)   12.0 กรัม 
  โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต   0.6 กรัม 
  น้ํากลัน่      3.0 ลิตร 
 
 Lowry B 
 
  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)   5.0 กรัม 
  น้ํากลัน่      1.0 ลิตร 
 
 Lowry C 
 
  Lowry A     50 สวน 
  Lowry B     1 สวน 
 

Lowry D 
 
  สารละลายโฟลินฟนอล (Folin phenol reagent) 1 สวน 
  น้ํากลัน่      1 สวน 
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7. สารละลายสําหรับใชในการทําพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซสิ 
 
 สารละลายทรสิไกลซีนอิเลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 
 
  ทริส      9.0 กรัม 
  ไกลซีน      43.2 กรัม 
  ปรับความเปนกรดดางเทากบั 8.3 
  น้ํากลัน่                600.0 มิลลิลิตร 
 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลารทริส 
 

ทริส      6.0 กรัม 
ปรับความเปนกรดดางเทากบั 6.8 
น้ํากลัน่      100.0 มิลลิลิตร 

 
สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 
 

ทริส      18.15 กรัม 
ปรับความเปนกรดดางเทากบั 8.8  
น้ํากลัน่                 100.0 มิลลิลิตร 

 
สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C) 
 

อะคริลาไมด     14.60 กรัม 
BIS (N,N,-Methylene bis acrylamide)  0.40 กรัม 
น้ํากลัน่       50.0 มิลลิลิตร 
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บัฟเฟอรที่ใชกบัโปรตีนที่จะวเิคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 
 

น้ํากลัน่      19.0 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 6.8  5.0  มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล     4.0 มิลลิลิตร 
2-เมอรแคบโตเอธานอล    2.0 มิลลิลิตร 
สารละลาย 1 เปอรเซ็นตบรอมฟนอลบล ู  2.0 มิลลิลิตร 

  
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 
แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต    0.1 กรัม 
น้ํากลัน่      1.0 มิลลิลิตร 

 
สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 10 เปอรเซ็นตเจล 

 
น้ํากลัน่      4.12 มิลลิลิตร 
1.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 8.8  2.50 มิลลิลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด    3.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 50.00 ไมโครลิตร 
TEMED      5.00 ไมโครลิตร 
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สารละลายสแตกกิงเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 
 
น้ํากลัน่      6.20 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 6.8   2.50 มิลลิลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด    1.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 50.00 มิลลิลิตร 
TEMED      5.00 ไมโครลิตร 

 
สารละลายสาํหรับยอมสี (Staining solution) 

 
สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จ-ี250   0.1 เปอรเซ็นต 
เมธานอล     40.0 เปอรเซ็นต 
กรดอะซิติก     10.0 เปอรเซ็นต 

 
สารละลายสาํหรับลางส ี(Destaining solution) 

   
  เมธานอล     40 เปอรเซ็นต 
  กรดอะซิติก     10 เปอรเซ็นต 
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8. สารละลายที่ใชในการทาํอิเลคโทรโฟริซสิบนโซเดียมโดเดซิลพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 
 

สารละลายทรสิไกลซีนอิเลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 
 
  ทริส      9.0 กรัม 
  ไกลซีน      43.2 กรัม 
  โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     3.0 กรัม 
  ปรับความเปนกรดดางเทากบั 8.3 
  น้ํากลัน่                600.0 มิลลิลิตร 

 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (SDS stock) 10 เปอรเซ็นต 

 
โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต    1.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร   10.0 มิลลิลิตร 
 

บัฟเฟอรที่ใชกบัโปรตีนที่จะวเิคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 
 

น้ํากลัน่      19.0 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 6.8  5.0  มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล     4.0 มิลลิลิตร 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต 8.0 มิลลิลิตร 
2-เมอรแคบโตเอธานอล    2.0 มิลลิลิตร 
สารละลาย 1 เปอรเซ็นตบรอมฟนอลบล ู  2.0 มิลลิลิตร 
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สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 10 เปอรเซ็นตเจล 
 
น้ํากลัน่       4.02 มิลลิลิตร 
1.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 8.8     2.50 มิลลิลิตร 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต  100.00 ไมโครลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด     3.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต  50.00 ไมโครลิตร 
TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

 
สารละลายสแตกกิงเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 

 
น้ํากลัน่      6.10 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 6.8    2.50 มิลลิลิตร 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต   100.00 ไมโครลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด    1.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 50.00 มิลลิลิตร 
TEMED      5.00 ไมโครลิตร 

 
 
 



ภาคผนวก ค 
 
1. รูปภาพแสดงแผนที่เรสทริกชันของ pCH7-1 
 

 

pCH7-1
6450 bps. 

6450 / 0

3750

SmaI 

XbaI 
PstI 

SmaI 

SphI 
BamHI HindIII 

SmaI 

BamHI / Sau3AI 
SmaI KpnI 

PstI 

SacI 

SacI 

EcoRI 

SmaI 

pUC18
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2.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบระหวางลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสมาจากยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
Streptomyces sp. CH7, Streptomyces coelicolor (AL117385) และ Streptomyces lividans 
(AF043654) โดยโปรแกรม BlastP version 2.2.1 เครื่องหมายดอกจันแสดงถึงตําแหนงของกรด       
อะมิโนที่เหมือนกัน 

 
 
>gi|5881851|emb|CAB55650.1|   (AL117385) putative beta-xylosidase [Streptomyces 
coelicolor A3(2)] 
          Length = 796 
 
 Score = 1010 bits (2611), Expect = 0.0 
 Identities = 570/791 (72%), Positives = 610/791 (77%), Gaps = 1/791 (0%) 
 
 
>gi|3941372|gb|AAC99628.1|   (AF043654) BxlA [Streptomyces lividans] 
          Length = 861 
 
 Score =  753 bits (1945), Expect = 0.0 
 Identities = 467/778 (60%), Positives = 523/778 (67%), Gaps = 4/778 (0%) 
 
 

Strep. sp. CH7 1   MNADVAAESPSAPSLWNDPTAPVAARVDALIDAMTLQEKTAQLVGAWAGASDEGGQVAPH 60 

Strep. coelicolor 1   MNADVTVDHTAEVSPWNDTTASVAARVDALIDAMTLREKTAQLYGVWVGASDEGGEVAPH 60 

Strep. lividans 1   MTADVAVETTPEIPLWNDPNHPVASRVDALVAAMTLEEKIAQLYGVWVGASDQGGEVAPI 60 

      * ***          ***    ** *****  **** ** *** * * **** ** *** 
 
 

Strep. sp. CH7 61  QHEMEEPVDLDALLPHGLGQLTRPFGTVPDVPALGALSLARTQARIAASNRFGIPALAHD 120 

Strep. coelicolor 61  QHDMEEAVDLDALLPTGLGQLTRPFGTVPVDPALGALSLARTQARITATNRFGIPALAHD 120 

Strep. lividans 61  STTWRRPSTSTRSCPPGSVSSPGPSAPSRSTPRSAPSRSCARRPRITSAGRFGIPAVAHE 120 

                    * *      *       *             *    ****** ** 
 
 

Strep. sp. CH7 121 ECLAGFAAWGATAYPVPLSWGAAFDPGLVRRMAAAIGRDMRAVASTRASRPSSTSCATSA 180 

Strep. coelicolor 121 ECLAGFAAWGATAYPVPLSWGATFDPDTVGRMASAIGRDMRAVGVHQGLAPVLDVVRDAR 180 

Strep. lividans 121 ECLAGFAPWGATAYPVPLSWGATFDPDAVRRMAAAIGRDMRSVGIHQGLAPVLDVVRDGR 180 

      ******* ************** ***  * *** ******* *       *         
 
 

Strep. sp. CH7 181 GAAWRRPSARTRTSSAPSAPPTFRAWSPPGSSPRSKHFAGYSASRAGRNLCARLRWDPRE 240 
Strep. coelicolor  181 WGRVEETIGEDPYLVGTIGTAYVRGLESAGIVATLKHFVGYSASRAGRNL-APSSMGPRE 239 

Strep. lividans 181 WGRVEETIGEDPYLVGTIGTAYVQGLESAGIVATLKHFVGYSASRAGRNLGPS-SVGTRE 239 

                                   *     *** ***********        ** 
 
 

Strep. sp. CH7 241 RADVVLPPFEMAVREGGARSVMNAWTDTDGVPSAADENLLTGLLRDTWGFDGTVVADYFA 300 

Strep. coelicolor 240 RADILLPPFEMAIREGGARSVMNAYTDTDGVPSAADEELLTGLLRDTWSFDGTVVADYFA 299 

Strep. lividans 240 RTDVLLPPFEMAVREGGSRSVMSAYTDIDGVPAAADEALLTGAVRDTWGFEGTVVADYFG 299 

      * *  ******* **** **** * ** **** **** ****  **** * ******** 
 
 
 
 
 



 81

Strep. sp. CH7 301 VAFLATLHGVAADWADAAGTALHAGIDVELPNVKTYGAPLTEAVADGRVPEELVDRALRR 360 

Strep. coelicolor 300 IAFLKTLHGVAAEWADAAGLALRAGVDVELPGVKTYGAPLAEAVADGRVPETLVDRALRR 359 

Strep. lividans 300 IAFLKTLHGITADWADAAGAALKAGLDVELPTVQDFGTPLVDAVTDGRVPEALIDRAAPR 359 

       *** ****  * ****** ** ** ***** *   * **  ** ****** * ***  * 
 
 

Strep. sp. CH7 361 VLTQKVTLGLLDPDWDPVPAALDGTDPADPEALRGRVDLDSPGNRALARTLAEEAVVLLA 420 

Strep. coelicolor 360 TLTQKARLGLLDPDWNPLPAALEGADLDDPAALRGRIDLDSPANRALARTVAEEAVVLLS 419 

Strep. lividans 360 PGTEG-GARTARPGLEPGPAALDGVDLSHPEALRGRIDLDRPENRELAREIAEKAVVLLT 418 

        *         *   * **** * *     ***** *** * ** ***  ** *****   
 
 

Strep. sp. CH7 421 NDGTLPLDRPRRIALIGPNADEPTAVLGCYSFPQHIGVQHPGTPLGIALPTLRETLATEF 480 

Strep. coelicolor 420 NDGTLPLARPRRIALLGPNADEAVAVLGCYSFPQHIGVRYPGTPHGIELPTLRVALAAEF 479 

Strep. lividans 419 NDGTLPLARPRRIALIGPNAAEATAVLGCYSFPRHVGVQHPEVPVGLDLPTLYDTLTAEF 478 

      ******* ******* **** *  ********* * **  *  * *  ****   *  ** 
 
 

Strep. sp. CH7 481 PDAAVTYVRGTGVDDGDLTGLDEAVRAAREADVTVAVLGDRAGLFGRGTSGEGCYAETLE 540 

Strep. coelicolor 480 PDARITFARGTGVDDGDLTGLPEAVRVAREADIALVVLGDRAGLFGRGTSGEGCDVETLA 539 

Strep. lividans 479 PDADIALARGTGVDDGEVSGIGEAVDAARAADVVVAVLGDRAGLFGRGTSGEGCDAESLT 538 

      ***     ********   *  ***  ** **    ******************  * *   
 
 

Strep. sp. CH7 541 LPGAQQQLLDALLDSGTPVVTVLLAGRPYALGRAVTESAAIVQSFFPGEEGTHAIAGVLS 600 

Strep. coelicolor 540 LPGAQQRLLDALLDLGTPLVTVLLAGRPYSLGRAVEESAAIVQSFFPGEEGTHAIAGVLS 599 

Strep. lividans 439 LPGAQQRLLDALLDSGTPVVTVLLAGRPYALGRA-RQSAAIVQSFFPGEEGTAALAGVLS 597 

      ****** ******* *** ********** ****   *************** * ***** 
 
 

Strep. sp. CH7 601 GRVNPSGRLPVGVPRTPGLQRGTYLGARLAHAGDASAVDPAPAFPFGHGLSYTRFDWTDL 660 

Strep. coelicolor 600 GRVNPSGRLPVGVPRGPGSQPATYLGAKLAHAGEVSSIDPTPAFPFGHGLSYTRFDWTDL 659 

Strep. lividans 598 GRTSPTGRLPVSVPGSAA-QPTTYLGARLAQASEVSNIDPTPAFGFGHGLTYTTFAWSDL 656 

      **  * ***** **     *  ***** ** *   *  ** *** ***** ** * * ** 
 
 

Strep. sp. CH7 661 TADTQEAPTDGEFILALTVRNKGDRPGTEVVQLYLHDPVASVVQPLQRLVGYTRVALEPG 720 

Strep. coelicolor 660 SVDDQEAPTDGEFTLTFTVRNTGGRSGTEVVQLYLHDPVASVVQPVQRLVGYARVDLEPG 719 

Strep. lividans 657 VAHTKEAPTDGAFSLELTVRNTGERHGTEVVQLYLHDPVASVVQPVQRLIGYTRVPLRPG 716 

           ******   *  **** * * ******************* *** ** ** * ** 
 
 

Strep. sp. CH7 721 ESRRLTVTVPADLASFTGRDGRRIVEPGELELRLAASNTDRRLTARVTLTGTERHVDHTR 780 

Strep. coelicolor 720 EARRLRVTVPADLASFTGRDGRRVVEPGALELRLAASSADPRLTARVALTGVERHLDHTR 779 

Strep. lividans 717 EARRVRVEVPADLASFNRRDGRRIVEPGDLELRFAASSTEPRLTATVALTGPERRVDQ-- 774 

      * **  * ********  ***** **** **** ***    **** * *** **  * 
 
 

Strep. sp. CH7 781 RLHATFTQKPA 791 

Strep. coelicolor 780 RLRSVVEQEPA 790 

Strep. lividans          ----------- 
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3.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบระหวางลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสมาจากยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
Streptomyces sp. CH7 กับ Streptomyces thermoviolaceus (AB053119) โดยโปรแกรม BlastP 
version 2.2.1 เครื่องหมายดอกจันแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนที่เหมือนกัน 

 
 
>gi|14549205|dbj|BAB61064.1|   (AB053119) beta-xylosidase [Streptomyces 
thermoviolaceus] 
          Length = 770 
 
 Score =  722 bits (1864), Expect = 0.0 
 Identities = 436/769 (56%), Positives = 489/769 (62%), Gaps = 16/769 (2%) 
 
 

Strep. sp. CH7 16  WNDPTAPVAARVDALIDAMTLQEKTAQLVGAWAGASDEGGQVAPHQHEMEEPVDLDALLP 75    

Strep. thermovio. 6   WQDPALPATARVDDLLARMTLEEKTAQLYGVWVGASTDGDGVAPHQEQMNTDYDWDELIT 65 

      * **  *  **** *   *** ****** * * ***  *  *****       * * * 
 
 

Strep. sp. CH7 76  HGLGQLTRPFGTVPDVPALGALSLARTQARIAASNRFGIPALAHDECLAGFAAWGATAYP   135 

Strep. thermovio. 66  RGLGQLTRSFGTAPVDPAVGARALANAQRRIAEAGRFGIPAVAHEECLAGFTAWGATAYP 125 

       ******* *** *  ** **  **  * ***   ****** ** ****** ******** 
 
 

Strep. sp. CH7 136 VPLSWGAAFDPGLVRRMAAAIGRDMRAVASTRASRPSSTSCATSAGAAWRRPSARTRTSS 195 

Strep. thermovio. 126 VPLAWGATFDPQLVEAMAARIGRDMRSVGVHQGLAPVMDVVRDLRWGRVEETIGEDPYLV 185 

      *** *** *** **  *** ****** *       *                        
 
 

Strep. sp. CH7 196 APSAPPTFRAWSPPGSSPRSKHFAGYSASRAGRNLCARLRWDPRERADVVLPPFEMAVRE 255 
Strep.  thermovio.    186 GTIGSAYVRGLESAGIVATLKHFAGYASSAGARNL-APVRAGVREFADITLPPFEMALRE 244 
              *     *     ******  *   *** *  *   ** **  ******* ** 
 
 

Strep. sp. CH7 256 GGARSVMNAWTDTDGVPSAADENLLTGLLRDTWGFDGTVVADYFAVAFLATLHGVAADWA 315 

Strep.  thermovio.    245 GGARSVMAAYTETDGVPASADPRLLTELLREQWGFTGTVVADYFAIDFLQTLHRVARSTA 304 
      ******* * * *****  **  *** ***  *** *********  ** *** **   * 
 
 

Strep. sp. CH7 316 DAAGTALHAGIDVELPNVKTYGAPLTEAVADGRVPEELVDRALRRVLTQKVTLGLLDPDW   375 

Strep. thermovio. 305 EAGRLALAAGIDVELPTVKAYGDELVAAVRSGEVPEELVDRAARRVLLQKCELGLLDADW 364 

       *   ** ******** ** **  *  **  * ********* **** **  ***** ** 
 
 

Strep. sp. CH7 376 DPVPAALDGTDPADPEALRGRVDLDSPGNRALARTLAEEAVVLLAN-DGTLPLDRPRRIA 434 

Strep. thermovio. 365 -------------TPEVPEGPVDLDSAENRAVARRLAEESVVLLANPDGVLPLPADGRIA 411 

                    **   *******  *** ** **** ****** ** ***    ***  
 
 

Strep. sp. CH7 435 LIGPNADEPTAVLGCYSFPQHIGVQHPGTPLGIALPTLRETLATEFPDAAVTYVRGTGVD 494  

Strep. thermovio. 412 VVGPRAADALAMLGCYSFPSHVGVQHPDVPMGIEIPTVLDALRAELPDAKVTFTEGCGVS 471 

        ** *    * ******* * *****  * **  **    *  * *** **   * ** 
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Strep. sp. CH7 495 DGDLTGLPEAVRAAREADVTVAVLGDRAGLFGRGTSGEGCYAETLELPGAQQQLLDALLD 554 

Strep. thermovio. 472 DEDTSGFAEAVARAREADVCVAVLGDRSGLFGRGTSGEGCDVADLNLPGVQGALLDALVD 531 

      * *  *  ***  ****** ******* ************    * *** *  ***** * 
 
 

Strep. sp. CH7 555 SGTPVVTVLLAGRPYALGRAVTESAAIVQSFFPGEEGTHAIAGVLSGRVNPSGRLPVGVP 614 

Strep.  thermovio.    532 SGTPVVLVLLTGRPYALGRWADRLAAVVQAFFPGEEGGPAVAGVLSGRVNPSGRLPVSVP 591 
      ****** *** ********     ** ** *******  * **************** ** 
 
 

Strep. sp. CH7        615 RTPGLQRGTYLGARLAHAGDASAVDPAPAFPFGHGLSYTRFDWTDLTADTQ-EAPTDGEF 673 
Strep. thermovio.     592 RLPGGQPWTYLQPPLGLAGEVSSLDPTPLYPFGHGRSYTSFRWEDFEGSGDGRIGTDGSY  651   
      * ** *  ***   *  **  *  ** *  ***** *** * * *          *** 
 
 

Strep. sp. CH7 674 ILALTVRNKGDRPGTEVVQLYLHDPVASVVQPLQRLVGYTRVALEPGESRRLTVTVPADL 733 

Strep. thermovio. 652 ELSLTVRNTGDRAGADVVQLYLHDPVASVTRPDVRLIGYQRVELEPGEARRVTFRFHTDL  711 
       * ***** *** *  *************  *  ** ** ** ***** ** *     ** 
 
 

Strep. sp. CH7 734 ASFTGRDGRRIVEPGELELRLAASNTDRRLTARVTLTGTERHVDHTRRL 782 

Strep. thermovio. 712 SAFTDLSGRRVVEPGELELRLAASAADVRHTARLTLTGEVRQVGHDRRL 760 

        **   *** *************  * * *** ****  * * * *** 
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4.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. 
CH7 กับ Streptomyces coelicolor  (AL117385) โดยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 เครื่องหมาย
ดอกจันแสดงถึงตําแหนงของลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกัน 

 
 
>gi|20520771|emb|AL117385.2|SC5G9  Streptomyces coelicolor cosmid 5G9 
          Length = 38209 
 
 Score = 1637 bits (826), Expect = 0.0 
 Identities = 1944/2310 (84%), Gaps = 6/2310 (0%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
 
 

Strep. sp. CH7 590  CTCCCTCTGGAACGACCCGACCGCCCCCGTCGCCGCACGCGTCGACGCGCTGATCGACGC 649 

Strep. coelicolor 600  CTCCCCCTGGAACGACACCACTGCTTCCGTCGCCGCGAGAGTCGACGCCCTGATCGACGC 659 

       ***** ************ ** **  **********  * ******** *********** 
 
 

Strep. sp. CH7 650  CATGACCCTGCAGGAGAAGACCGCACAGCTGGTCGGGGCATGGGCCGGCGCCTCCGACGA 709 

Strep. coelicolor 660  GATGACCCTGCGGGAGAAGACCGCCCAGCTGTACGGAGTCTGGGTGGGCGCCTCCGACGA 719 

        ********** ************ ******  *** *  ****  ************** 
 
 

Strep. sp. CH7 710  GGGCGGGCAAGTGGCCCCCCACCAGCACGAGATGGAGGAGCCCGTCGATCTCGACGCGCT 769 

Strep. coelicolor 720  GGGCGGTGAAGTGGCGCCCCACCAGCACGACATGGAGGAGGCCGTCGATCTCGACGCGCT 779 

       ******  ******* ************** ********* ******************* 
 
 

Strep. sp. CH7 770  CCTGCCCCACGGACTCGGCCAACTGACCCGACCGTTCGGCACCGTCCCGGTCGACCCCGC 829 

Strep. coelicolor 780  CCTGCCCACCGGACTGGGCCAGCTGACCCGGCCCTTCGGCACCGTCCCGGTCGACCCCGC 839 

       *******  ****** ***** ******** ** ************************** 
 
 

Strep. sp. CH7 830  CCTCGGCGCGCTCTCCCTGGCCCGCACCCAGGCCCGGATCGCCGCCTCCAACCGCTTCGG 889 

Strep. coelicolor 840  CCTGGGTGCGCTCTCCCTGGCCCGCACCCAGGCCCGGATCACCGCCACGAACCGGTTCGG 899 

       *** ** ********************************* ***** * ***** ***** 
 
 

Strep. sp. CH7 890  CATCCCCGCCCTCGCGCACGACGAGTGCCTGGCCGGCTTCGCCGCCTGGGGCGCCACCGC 949 

Strep. coelicolor 900  CATCCCCGCTCTCGCGCACGACGAGTGTCTGGCCGGCTTCGCCGCCTGGGGTGCGACGGC 959 

       ********* ***************** *********************** ** ** ** 
 
 

Strep. sp. CH7 950  CTACCCCGTCCCGCTGTCCTGGGGCGCCGCCTTCGACCCCGGCCTGGTGCGGCGCATGGC 1009 

Strep. coelicolor  960  CTACCCCGTCCCGCTGTCCTGGGGTGCCACCTTCGACCCCGACACGGTGGGGCGCATGGC 1019 

       ************************ *** ************ *  **** ********** 
 
 

Strep. sp. CH7 1010 CGCCGCCATCGGCCGTGACATGCGCGCCGTC-GCGTCCACCAGGGCCTCGCGCCCGTCCT 1068 

Strep. coelicolor  1020 CTCGGCCATCGGGCGGGACATGCGTGCCGTCGGCGTTCACCAGGGGCTCGCGCCCGTCCT 1079 

       * * ******** ** ******** ****** **** ******** ************** 
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Strep. sp. CH7 1069 CGACGTCGTGCGCGACGTCCGCTGGGGCCGCGTGGAGGAGACCATCGGCGAGGACCCGTA 1128 

Strep. coelicolor  1080 GGACGTGGTCCGCGACGCCCGCTGGGGCCGGGTCGAGGAGACCATCGGCGAGGACCCGTA 1139 

        ***** ** ******* ************ ** ************************** 
 
 

Strep. sp. CH7 1129 CCTCGTCGGCACCATCGGCACCGCCTACGTTCAGGGCCTGGAGTCCGCCGGGATCGTCGC 1188 

Strep. coelicolor  1140 CCTCGTCGGCACCATCGGCACCGCGTACGTGCGGGGTCTCGAGTCGGCCGGGATCGTCGC 1199 

       ************************ ***** * *** ** ***** ************** 
 
 

Strep. sp. CH7 1189 CACGCTCAAAGCACTTCGCCGGATACTCGGCCTCCCGCGCCGGCCGCAATCTTTGCGCCC 1248 

Strep. coelicolor 1200 CACCCTC-AAGCACTTCGTCGGGTACTCGGCCTCTCGCGCCGGACGCAA-CCTCGCTCCC 1257 

       *** *** ********** *** *********** ******** ***** * * ** *** 
 
 

Strep. sp. CH7 1249 GTCTTCGATGGGACCCGCGGGAACGCGCCGACGTGGTGCTGCCGCCGTTCGAGATGGCCG 1308 

Strep. coelicolor 1258 -TCCTCCATGGG-CCCGCGGGAGCGCGCCGACATCCTGCTGCCCCCCTTCGAGATGGCGA 1315 

        ** ** ***** ********* ********* *  ******* ** ***********  
 
 

Strep. sp. CH7 1309 TCCGCGAGGGTGGCGCCCGCTCCGTGATGAACGCCTACACCGACACCGACGGCGTGCCCT 1368 

Strep. coelicolor 1316 TCCGTGAAGGCGGCGCACGGTCGGTGATGAACGCCTACACCGACACCGACGGCGTCCCCT 1375 

       **** ** ** ***** ** ** ******************************** **** 
 
 

Strep. sp. CH7 1369 CCGCGGCCGACGAGAACCTGCTCACCGGGCTGCTGCGGGACACCTGGGGCTTCGACGGCA 1428 

Strep. coelicolor 1376 CCGCGGCCGACGAGGAACTGCTCACCGGGCTGCTGCGCGACACGTGGAGCTTCGACGGCA 1435 

       ************** * ******************** ***** *** ************ 
 
 

Strep. sp. CH7 1429 CCGTGGTCGCCGACTACTTCGCCGTCGCCTTCCTGGCGACCCTGCACGGTGTCGCCGCCG 1488 

Strep. coelicolor 1436 CCGTCGTCGCCGACTACTTCGCCATCGCCTTCCTGAAGACCCTGCACGGTGTGGCGGCCG 1495 

       **** ****************** ***********  *************** ** **** 
 
 

Strep. sp. CH7 1489 ACTGGGCGGACGCCGCCGGCACGGCGCTGCACGCGGGCATCGACGTCGAACTGCCCAACG 1548 

Strep. coelicolor 1496 AGTGGGCCGACGCCGCCGGTCTGGCGCTGCGGGCGGGCGTCGACGTCGAACTGCCCGGCG 1555 

       * ***** ***********   ********  ****** *****************  ** 
 
 

Strep. sp. CH7 1549 TCAAGACGTACGGCGCACCGCTCACCGAAGCCGTCGCCGACGGCCGCGTCCCGGAGGAGC 1608 

Strep. coelicolor 1556 TCAAGACATACGGCGCGCCCCTGGCGGAGGCCGTCGCCGACGGCCGTGTCCCGGAGACGT 1615 

       ******* ******** ** **  * ** ***************** *********  * 
 
 

Strep. sp. CH7 1609 TCGTCGACCGCGCTCTGCGCCGGGTCCTCACCCAGAAGGTGACGCTCGGCCTGCTCGACC 1668 

Strep. coelicolor 1616 TGGTCGACCGGGCCCTTCGCCGGACACTCACCCAGAAGGCGCGGCTCGGCCTGCTCGATC 1675 

       * ******** ** ** ******   ************* *  *************** * 
 
 

Strep. sp. CH7 1669 CGGACTGGGACCCCGTGCCGGCCGCCCTGGACGGAACGGACCCGGCCGACCCCGAGGCCC 1728 

Strep. coelicolor  1676 CGGACTGGAACCCCCTGCCGGCCGCGCTCGAAGGGGCAGACCTCGACGATCCGGCGGCCC 1735 

       ******** ***** ********** ** ** **  * ****  * *** ** * ***** 
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Strep. sp. CH7  1729 TGCGCGGACGCGTCGACCTGGACAGCCCGGGGAACCGCGCCCTGGCCCGCACGCTCGCCG 1788 

Strep. coelicolor  1736 TGCGCGGCCGGATCGACCTGGACAGTCCGGCGAACCGCGCACTGGCCCGCACGGTGGCCG 1795 

       ******* **  ************* **** ********* ************ * **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1789 AGGAAGCGGTCGTCCTGCTCGCCAACGACGGCACGCTGCCGCTGGACCGCCCCCGCCGCA 1848 

Strep. coelicolor  1796 AGGAAGCCGTCGTGCTGTTGAGCAACGACGGCACGCTGCCGCTCGCGAGGCCGCGCCGCA 1855 

       ******* ***** *** *   ********************* *   * ** ******* 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1849 TCGCCCTGATCGGACCCAACGCCGACGAACCCACCGCCGTGCTCGGCTGCTACTCCTTCC 1908 

Strep. coelicolor  1856 TCGCCCTGCTCGGCCCCAACGCCGACGAGGCCGTCGCCGTACTGGGCTGCTATTCCTTTC 1915 

       ******** **** **************  **  ******  * ******** ***** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1909 CGCAGCACATCGGCGTCCAGCACCCCGGGACGCCCCTCGGCATCGCCCTGCCCACCCTGC 1968 

Strep. coelicolor  1916 CCCAGCACATCGGCGTCCGGTACCCCGGGACCCCGCACGGCATCGAGCTGCCCACGCTGC 1975 

       * **************** * ********** ** * ********  ******** **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1969 GTGAGACGCTCGCCACCGAGTTCCCCGACGCCGCCGTCACGTACGTCCGCGGCACCGGCG 2028 

Strep. coelicolor  1976 GGGTGGCGCTCGCCGCCGAGTTCCCCGACGCTCGGATCACGTTCGCCCGCGGCACCGGCG 2035 

       * * * ******** ****************     ****** ** ************** 
      
                                                                         

Strep. sp. CH7  2029 TCGACGACGGGGACCTGACCGGCCTCGACGAGGCGGTACGGGCGGCCCGTGAGGCGGACG 2087 

Strep. coelicolor  2036 TCGACGACGGGGATCTCACCGGCCTCCCCGAGGCCGTCCGGGTGGCACGCGAGGCCGACA 2095 

       ************* ** *********  ****** ** **** *** ** ***** *** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2088 TCACCGTCGCGGTGCTCGGCGACCGCGCCGGCCTGTTCGGCCGCGGCACCAGCGGCGAGG 2147 

Strep. coelicolor  2096 TCGCTCTGGTGGTGCTCGGCGACCGCGCCGGGCTCTTCGGGCGGGGCACCAGTGGGGAAG 2155 

       ** *  * * ********************* ** ***** ** ******** ** ** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2148 GCTGCGACGCGGAGACACTGGAGTTGCCCGGCGCGCAACAGCAGCTCCTGGACGCGCTGC 2207 

Strep. coelicolor 2156 GCTGCGACGTCGAGACGCTGGCACTGCCCGGGGCACAGCAGCGGTTGCTCGACGCCCTGC 2215 

       *********  ***** ****   ******* ** ** **** * * ** ***** **** 
                    
                                                                         

Strep. sp. CH7 2208 TGGACTCGGGCACCCCGGTCGTCACCGTCCTGCTCGCGGGCCGCCCCTACGCACTCGGCC 2267 

Strep. coelicolor 2216 TGGACCTGGGGACGCCCTTGGTCACCGTGCTGCTCGCGGGACGACCGTACTCCCTCGGCC 2275 

       *****  *** ** **  * ******** *********** ** ** *** * ******* 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2268 GTGCGGTGACGGAGTCGGCGGCGATCGTGCAGTCCTTCTTCCCCGGCGAGGAAGGCACGC 2327 

Strep. coelicolor 2276 GTGCCGTCGAGGAGTCCGCGGCGATCGTGCAGTCCTTCTTTCCCGGTGAGGAAGGCACCC 2335 

       **** **   ****** *********************** ***** *********** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2328 ACGCCATCGCCGGGGTGCTCAGCGGCCGGGTCAACCCCTCCGGACGCCTCCCCGTCGGCG 2387 

Strep. coelicolor 2336 ACGCGATCGCCGGTGTGCTCAGCGGCCGCGTCAACCCGTCCGGGCGGCTCCCGGTGGGGG 2395 

       **** ******** ************** ******** ***** ** ******** ** * 
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Strep. sp. CH7 2388 TGCCGCGCACCCCGGGCCTCCAGCGCGGCACCTACCTCGGAGCGCGGCTCGCCCACGCCG 2447 

Strep. coelicolor 2396 TGCCGCGCGGGCCGGGGTCCCAGCCGGCCACCTACCTCGGAGCGAAGCTCGCCCACGCCG 2455 

       ********   *****   *****  * ****************  ************** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2448 GCGACGCGTCCGCCGTCGACCCGGCCCCCGCGTTCCCCTTCGGCCACGGCCTGTCCTACA 2507 

Strep. coelicolor 2456 GCGAGGTGTCCAGCATCGACCCGACACCGGCGTTCCCCTTCGGTCACGGCCTGTCCTATA 2515 

       **** * ****  * ******** * ** ************** ************** * 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2508 CCCGCTTCGACTGGACGGACCTGACCGCGGACACCCAGGAGGCCCCCACGGACGGTGAGT 2567 

Strep. coelicolor 2516 CCCGGTTCGACTGGACGGACCTGAGCGTGGACGACCAGGAGGCACCGACGGACGGCGAGT 2575 

       **** ******************* ** ****  ********* ** ******** **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2568 TCATCCTTGCACTCACCGTCCGCAACAAGGGCGACCGTCCCGGCACGGAGGTCGTCCAGC 2627 

Strep. coelicolor 2576 TCACCCTCACCTTCACCGTCCGCAACACCGGCGGGCGGTCCGGGACCGAGGTCGTCCAGC 2635 

       *** ***  *  ***************  ****  **  **** ** ************* 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2628 TCTACCTTCACGACCCGGTCGCCTCCGTCGTCCAGCCGCTCCAGCGCCTCGTCGGCTACA 2687 

Strep. coelicolor 2636 TCTATCTGCACGACCCGGTCGCCTCCGTCGTCCAGCCGGTGCAGCGGCTCGTCGGCTACG 2695 

       **** ** ****************************** * ***** ************ 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2688 CACGGGTGGCGTTGGAACCGGGGGAGTCCCGCCGCCTGACCGTCACGGTCCCGGCCGACC 2747 

Strep. coelicolor 2696 CCCGGGTCGACCTGGAGCCCGGTGAGGCCCGGCGGCTGCGTGTCACCGTCCCGGCCGATC 2755 

       * ***** *   **** ** ** *** **** ** ***   ***** *********** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2748 TGGCGTCCTTCACGGGCCGCGACGGACGGCGCATCGTCGAACCGGGCGAACTGGAACTGA 2807 

Strep. coelicolor 2756 TCGCCTCGTTCACCGGACGCGACGGACGGCGTGTGGTCGAACCGGGCGCGCTGGAGCTGA 2815 

       * ** ** ***** ** **************  * *************  ***** **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2808 GGCTGGCCGCCTCCAACACGGACCGGCGCCTGACGGCCCGGGTCACACTGACCGGCACGG 2867 

Strep. coelicolor 2816 GGCTGGCCGCCTCCAGCGCGGACCCACGGCTGACCGCGAGGGTCGCACTGACCGGAGTCG 2875 

       *************** * ******  ** ***** **  ***** **********    * 
 
                                           

Strep. sp. CH7 2868 AACGCCACGTGGACCACACGCGACGCCTGC 2897 

Strep. coelicolor 2876 AACGGCACCTGGACCACACGCGGCGCCTGC 2905 

       **** *** ************* ******* 
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5.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดระหวางยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. 
CH7 กับ Streptomyces lividans (AF043654) โดยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 เครื่องหมาย
ดอกจันแสดงถึงตําแหนงของลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกัน 

 
 
>gi|3941366|gb|AF043654.1|AF043654   Streptomyces lividans 1326 BxlS (bxlS), BxlR 
(bxlR), BxlE (bxlE), 
            BxlF (bxlF), BxlG (bxlG), and BxlA (bxlA) genes, complete 
            cds 
          Length = 8616 
 
 Score =  523 bits (264), Expect = e-145 
 Identities = 866/1055 (82%), Gaps = 15/1055 (1%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
 

Strep. sp. CH7  1276 CCGACGTGGTGCTGCCGCCGTTCGAGATGGCCGTCCGCGAGGGTGGCGCCCGCTCCGTGA 1335 

Strep. lividans  6743 CCGACGTCCTGCTCCCGCCGTTCGAGATGGCCGTCCGCGAGGGCGGCTCCCGCTCCGTGA 6802 

       *******  **** ***************************** *** ************ 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1336 TGAACGCCTACACCGACACCGACGGCGTGCCCTCCGCGGCCGACGAGAACCTGCTCACC- 1394 

Strep. lividans  6803 TGTCCGCCTACACCGACATCGACGGGGTGCCCGCAGCGGCCGACGAGGCGCTGCTGACCG 6862 

       **  ************** ****** ****** * ************   ***** *** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1395 GGGCTGCTGCGGGACACCTGGGGCTTCGACGGCACCGTGGTCGCCGACTACTTCGCCGTC 1454 

Strep. lividans  6863 GGGCTG-TGCGCGACACCTGGGGCTTCGAGGGAACGGTCGTCGCCGACTACTTCGGCATC 6921 

       ****** **** ***************** ** ** ** **************** * ** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1455 GCCTTCCTGGCGACCCTGCACGGTGTCGCCGCCGACTGGGCGGACGCCGCCGGCACGGCG 1514 

Strep. lividans  6922 GCCTTCCTCAAGACGCTGCACGGCATCACCGCCGACTGGGCCGACGCCGCCGGAGCCGCG 6981 

       ********   *** ********  ** ************* ***********  * *** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1515 CTGCACGCGGGCATCGACGTCGAACTGCCCAACGT-CAAGACGTACGGCGCACCGCTCAC 1573 

Strep. lividans  6982 CTGAAGGCGGGCCTCGACGTCGAGCTGCCCACCGTCCAAGAC-TTCGGGACCCCGCTCGT 7040 

       *** * ****** ********** ******* *** ****** * ***  * ****** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1574 CGAAGCCGTCGCCGACGGCCGCGTCCCGGAGGAGCTCGTCGACCGCGCTCTGCGCCGGGT 1633 

Strep. lividans  7041 CGATGCGGTCACCGACGGCCGGGTGCCCGAGGCCCTCATCGACCGGG--CTGCGCCGCGT 7098 

       *** ** *** ********** ** ** ****  *** ******* *  ******** ** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1634 CCTCACCCAGAAGGTGACGCTCGGCCTGCTCGACCCGGACTGGGACCCCGTGCCGGCCGC 1693 

Strep. lividans  7099 CCTGGGACAGAAGGCGGAGCTCGGACTGCTCGACCCGGACT-GGAGCCCGGTCCCGCCGC 7157 

       ***    ******* *  ****** **************** *** ****  ** ***** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1694 CCTGGACGGAACGGACCCGGCCGACCCCGAGGCCCTGCGCGGACGCGTCGACCTGGACAG 1753 

Strep. lividans  7158 GCTCGACGGAGTGGACCTCTCGCACCCGGAGGCGCTGCGCGGCCGGATCGACCTGGACCG 7217 

        ** ******  *****   *  **** ***** ******** **  *********** * 
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Strep. sp. CH7  1754 CCCGGGGAACCGCGCCCTGGCCCGCACGCTCGCCGAGGAAGCGGTCGTCCTGCTCGCCAA 1813 

Strep. lividans  7218 GCCCGAGAACCGGGAACTGGCCCGCGAGATCGCCGAGAAGGCGGTCGTCCTGCTCACCAA 7277 

        ** * ****** *  *********  * ******** * *************** **** 
 
                                                                       

Strep. sp. CH7  1814 CGACGGCACGCTGCCGCTGGACCGCCCCCGCCGCATCGCCCTGATCGGACCCAACGCCGA 1873 

Strep. lividans  7278 CGACGGCACCCTGCCGCTCGCCCGGCCCCGCCGCATCGCACTGATCGGCCCCAACGCCGC 7337 

       ********* ******** * *** ************** ******** ********** 
  
                                                                        

Strep. sp. CH7  1874 CGAACCCACCGCCGTGCTCGGCTGCTACTCCTTCCCGCAGCACATCGGCGTCCAGCACCC 1933 

Strep. lividans  7338 CGAGGCCACCGCCGTACTCGGCTGCTACTCCTTCCCGCGCCACGTCGGGGTGCAGCACCC 7397 

       ***  ********** *********************   *** **** ** ******** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1934 CGGGACGCCCCTCGGCATCGCCCTGCCCACCCTGCGTGAGACGCTCGCCACCGAGTTCCC 1993 

Strep. lividans  7398 GGAGGTCCCGGTCGGCCTCGACCTGCCCACCCTGTACGACACCCTGACCGCCGAGTTCCC 7457 

        * *   **  ***** *** *************   ** ** **  ** ********** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1994 CGACGCCGCCGTCACGTACGTCCGCGGCACCGGCGTCGACGACGGGGACCTGACCGGCCT 2053 

Strep. lividans  7458 CGACGCCGACATCGCCCTCGCCCGCGGCACCGGCGTCGACGACGGCGAGGTGTCCGGCAT 7517 

       ******** * ** *   ** ************************ **  ** ***** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2054 CGACGAGGCGGT--ACGGGCGCCCGTGAGGCGGACGTCACCGTCGCGGTGCTCGGCGACC 2111 

Strep. lividans  7518 CGGCGAGGCGGTGGACGCG-GCCCGGGCCGCGGACGTCGTCGTCGCCGTACTGGGCGACC 7576 

       ** *********  *** * ***** *  *********  ****** ** ** ******* 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2112 GCGCCGGCCTGTTCGGCCGCGGCACCAGCGGCGAGGGCTGCGACGCGGAGACACTGGAGT 2171 

Strep. lividans  7577 GCGCGGGCCTGTTCGGCCGGGGCACCAGCGGCGAGGGCTGCGACGCCGAATCCCTCACCC 7636 

       **** ************** ************************** **  * ** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2172 TGCCCGGCGCGCAACAGCAGCTCCTGGACGCGCTGCTGGACTCGGGCACCCCGGTCGTCA 2231 

Strep. lividans  7637 TGCCCGGCGCCCAGCAGCGGCTCCTCGACGCGCTGCTCGACTCCGGCACCCCGGTGGTCA 7696 

       ********** ** **** ****** *********** ***** *********** **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2232 CCGTCCTGCTCGCGGGCCGCCCCTACGCACTCGGCCGTGCGGTGACGG-AGTCGGCGGCG 2290 

Strep. lividans  7697 CCGTGCTCCTCGCCGGACGCCCCTACGCACTCGGCCGCGC----ACGGCAGTCCGCGGCG 7752 

       **** ** ***** ** ******************** **    **** **** ****** 
 
                                                

Strep. sp. CH7  2291 ATCGTGCAGTCCTTCTTCCCCGGCGAGGAAGGCAC 2325 

Strep. lividans  7753 ATCGTGCAGTCGTTCTTCCCCGGCGAGGAGGGCAC 7787 
       *********** ***************** ***** 
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6.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดระหวางยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. 
CH7 กับ Streptomyces thermoviolaceus (AB053119) โดยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 
เครื่องหมายดอกจันแสดงถงึตําแหนงของลาํดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกนั 
 
 
>gi|14549204|dbj|AB053119.1|   Streptomyces thermoviolaceus bxlA gene for beta-
xylosidase, complete 
            cds 
          Length = 2888 
 
 Score =  252 bits (127), Expect = 3e-63 
 Identities = 284/332 (85%), Gaps = 4/332 (1%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
 

Strep. sp. CH7 881  CCGCTTCGGCATCCCCGCCCTCGCGCACGACGAGTGCCTGGCCGGCTTCGCCGCCTGGGG 940 

Strep. thermovio. 563  CCGCTTCGGCATCCCCGCCGTCGCCCACGAGGAGTGCCTGGCCGGTTTCACCGCCTGGGG 622 

       ******************* **** ***** ************** *** ********** 
 
 

Strep. sp. CH7 941  CGCCACCGCCTACCCCGTCCCGCTGTCCTGGGGCGCCGCCTTCGACCCCGGCCTGGT-GC 999 

Strep. thermovio. 623  CGCCACCGCCTACCCGGTGCCGCTGGCCTGGGGGGCGACCTTCGACCCACAGCTGGTCGA 682 

       ****************** ****** ******* **  **********    ***** * 
 
 

Strep. sp. CH7      1000 GGCGCATGGCCGCCGCCATCGGCCGTGACATGCGCGCCGTCG-CGTCCACCAGGGCCTCG 1058 
Strep. thermovio.     683  GGCG-ATGGCCGCGCGCATCGGCCGGGACATGCGGTCGGTGGGCGTGCACCAGGGCCTGG 741 
       **** ********   ********* ********  * ** * *** *********** * 
 
 

Strep. sp. CH7      1059 CGCCCGTCCTCGACGTCGTGCGCGACGTCCGCTGGGGCCGCGTGGAGGAGACCATCGGCG 1118 
Strep. thermovio.     742  CGCCGGTCATGGACGTGGTCCGCGACCTGCGCTGGGGCCGGGTGGAGGAGACCATCGGCG 801 
       **** *** * ***** ** ****** * *********** ******************* 
 
 

Strep. sp. CH7      1119 AGGACCCGTACCTCGTCGGCACCATCGGCACCGCCTACGTTCAGGGCCTGGAGTCCGCCG 1178 
Strep. thermovio.     802  AGGACCCCTACCTGGTCGGCACCATCGGCAGCGCCTATGTGCGGGGCCTGGAGTCGGCCG 861 
       ******* ***** **************** ****** ** * ************ **** 
 
 

Strep. sp. CH7        1179 GGATCGTCGCCACGCTCAAAGCACTTCGCCGG 1210 
Strep. thermovio.    862  GGATCGTCGCCACGCT-GAAGCACTTCGCCGG 892 
   ****************  ************** 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

นายโตมร ทองน้ําวน เกิดเมื่อวันอังคารที่  11 ตุลาคม พ.ศ.2520 ที่กรุงเทพมหานคร     
ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2541 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุล
ชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2542 
ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 91/245/15 หมู 11 ถนนติวานนท ตําบลตลาดขวัญ อําเภอเมือง 
จังหวัดนนทบุรี 11000 
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