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ไดแยกและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 ใช 

E. coli DH5α เปนเซลลเจาบาน โดยทํา Southern hybridization เพื่อติดตามยนีเดกซแทรนเนส
และคัดเลือกโคลนโดยทาํ Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอตดิตาม DEX-probe ที่ไดจาก
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร DEXFWD2 และ DEXREV ที่ออกแบบจากบริเวณ
อนุรักษของยนีที่ประมวลรหัสสรางเดกซแทรนเนสสามชนิด โคลนชิ้นดีเอ็นเอ BamHI ขนาด 1,977 
คูเบส โดยใช pGEM-7Zf(+) เปนดีเอ็นเอพาหะ ระบุเปน pSUDEX1 เมื่อเปรียบเทยีบความเหมอืน
ของ SUDEX1 พบวามีบางสวนทางปลาย 5’ ของยีน sdx สรางดีเอ็นเอติดตาม PB-probe จากชิน้
ดีเอ็นเอ PstI-BamHI ทางปลาย 3’ ของ SUDEX1 ไดโคลนชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 ที่เปนสวนปลาย3’
ของยีน sdx จากการเปรียบเทียบความเหมือนไมพบรหัสหยุด จงึสรางดีเอน็เอติดตาม BP-probe
จากชิน้ดีเอ็นเอ BamHI-PstI ทางปลาย 3’ ของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 เพื่อใชติดตามชิ้นดีเอ็นเอสวน
ที่เหลือของยีน sdx โคลนชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX3 ได เมือ่วิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ
ทั้งหมดทีโ่คลนไดพบกรอบอานรหัสเปดของยีน sdx มีขนาด 1,899 คูเบส ที่ประมวลรหัสสราง
โปรตีนประกอบดวยกรดอะมิโนขนาด 633 หมู ขนาดประมาณ 70.3 กิโลดัลตัน และพบบริเวณจบั
เกาะของไรโบโซมและ inverted repeat เปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SDX พบวามีความ
เหมือนกับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis T-3044, เดกซแทรนเนสของ 
Arthrobacter sp. CB-8 และไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนสของ Brevibacterium fuscum var. 
dextranlyticum 0407 83%, 82% และ 79% ตามลําดบั และไดโคลนชิ้นดีเอน็เอ SUDEX3 เขาสู 
พลาสมิด pSUDEX1 เพื่อเชื่อมตอยีน sdx ใหสมบรูณ 
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 The gene encoding dextranase was isolated from the genomic DNA of 
Arthrobacter sp. AG-2 by using E. coli DH5α as host. DEX-probe amplified by 
DEXFWD2 and DEXREV primers, designed from conserved regions of 3 dextranases, 
was labeled with DIG and used for detection of dextranase gene by Southern and Dot 
blot hybridization. The 1.9 base pairs BamHI fragments was cloned into pGEM-7Zf(+) 
designated as pSUDEX1 and contained 5’ portion of dextranase gene as indicated by 
homology comparison. To isolated 3’ end of sdx , the PstI-BamHI fragment (PB-probe) 
obtained from 3’ end of SUDEX1 was used as probe to clone 3’ portion of gene 
designated as SUDEX2.  SUDEX2 fragments lacked stop codon and downstream 
element. Similarly, BP-probe obtained from 3’ end of SUDEX2 was used as probe to 
clone the remaining portion of the gene (SUDEX3). The complete dextranase gene 
contained 1,899 base pairs and encoded a protein of 633 amino acids with expected 
molecular weight of 70.3 kDal.  A putative ribosome binding site and inverted repeat 
were also found. The amino acid sequence identity compared with  endodextranase 
from    Arthrobacter globiformis  T-3044, dextranase from Arthrobacter sp. CB-8 and 
isomalto-triodextranase from Brevibacterium fusum var. dextranlyticum were 83%, 82% 
and 79% respectively. The deduced amino acid sequences contained 7 conserved 
regions among endodextranase, isomalto-triodextranase and isopullulanase. Finally, 
SUDEX3 was cloned into pSUDEX1 in order to construct complete gene. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 โรคฟนผ ุ (dental caries) เปนโรคติดเชื้อหรือโรคฟนทีม่ีความสมัพนัธกับจุลินทรีย มักพบ
ในชุมชนของประเทศทีม่ีการพัฒนาทางอตุสาหกรรม  เปนโรคที่กอใหเกิดการเจ็บปวดและยัง
ทําลายเนื้อเยือ่สวนที่แข็งของฟนซึ่งประกอบดวยผิวเคลอืบฟน เนือ้ฟน และเคลือบรากฟน  
สามารถนําไปสูการติดเชื้อของประสาทฟนได การตดิเชื้อจากสวนนี้สามารถกระจายทั่วรางกาย
และอาจถึงแกชีวิตได  รวมทัง้การรักษาโรคกอใหเกิดการสูญเสยีเวลาในการทํางานและทาํให
สิ้นเปลืองเงนิจํานวนมาก ดังนั้นการศึกษาวจิัยเพื่อหาแนวทางปองกันโรคฟนผจุึงเปนเรื่องจําเปน
อยางยิ่ง 
 โรคฟนผุเกิดจากสาเหตุที่สาํคัญสองประการ ไดแก จุลินทรยีในชองปากสามารถใช
คารโบไฮเดรตเปนแหลงพลงังานผานกระบวนการไกลโคไลซิส และเปลี่ยนไปเปนกรดอินทรีย เชน 
กรดแลคติค กรดอะซิติค และกรดโปรพิออนิค เปนตน ซึ่งจะละลายแคลเซียมฟอสเฟตของผิว
เคลือบฟนจนเกิดฟนผุข้ึน (demineralization) (Melville และ Russell, 1981; Thytrup และ 
Fejerkov, 1986) และอีกสาเหตุคือ  พฤติกรรมการบริโภคอาหาร (Noltel, 1973; Melville และ 
Russell, 1981; Wolinsky, 1988) ไดแก ความถี่ในการรับประทานอาหารและชนิดของอาหาร เปน
ตน  
 แบคทีเรียในชองปากมีหลายชนิดทั้งที่ตองการออกซเิจน (aerobes)  และไมตองการ
ออกซิเจน (anarobes)  แบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria)  แบคทีเรียแกรมลบ 
(Gram-negative bacteria)  สไปโรขีด (spirochete) ฟวซิฟอรมแบซิลไล (fusiform  bacilli)      
แอคติโนมัยซสิ (actinomyces)  อราชเนยี (arachnia)  ยูแบคทีเรีย (eubacteria)  แลคโตแบซิลไล 
(lactobacilli) และสเตรปโตคอกไค (streptococci)  โดยสองชนิดหลังนี้มีบทบาทที่สําคัญตอการ
กอใหเกิดโรคฟนผุเพราะสามารถผลิตกรดไดในระดับสูงและสรางพอลแิซ็กคาไรด ซึ่งเปนปจจัยที่
สําคัญตอการกอโรคฟนผ ุ(Burnett และ Scherp, 1962; Melville และ Russell, 1981) 
 แบคทีเรียในกลุมสเตรปโตคอคไคที่อาศัยในชองปาก เชน S. mutans, S. sanguis, S. 
sobrinus, S. cricetus, S. rattus เปนตน (Curtiss, 1985; Freedman และ Guggenheim, 1983; 
Hamada และ Slade, 1980) สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดประเภทกลูแคนที่ประกอบดวยกลูโคส
เปนหนวยยอย โดยแบงเปน 2 กลุม คือ กลูแคนที่ละลายน้าํ (เดกซแทรน) ซึ่งประกอบดวยกลูโคสที่
ตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,6 เปนสวนใหญ และกลูแคนที่ไมละลายน้ํา (มิวแทน) ประกอบดวย
กลูโคสที่ตอกนัดวยพันธะแอลฟา-1,3 เปนสวนใหญ (Ceska และคณะ 1972; Guggenheim, 
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1970) โดยจุลินทรียเหลานีจ้ะยึดเกาะกับผิวฟนและสรางเดกซแทรนซูเครส หรือ กลูโคซิลทรานส
เฟอเรส (GTF) ซึ่งเรงปฏิกิริยาพอลิเมอรไลเซชันสวนกลโูคสของซูโครสไปเปนเดกซแทรนและปลอย
ฟรักโทสอิสระออกมา (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 1986) 
 เดกซแทรนเปนฮอมอพอลเิมอรของกลูโคสที่มีหนวยยอยของกลูโคสตอกันดวยพนัธะ
แอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิกและมีสายที่แตกแขนงออกจากสายหลกัดวยแอลฟา-1,3-ไกลโคซิดิก  
เดกซแทรนมนี้าํหนักโมเลกุลสูง มีสมบัติละลายน้ําไดยากและมีลักษณะเหนียวหนืดชวยใหเชื้อ         
จุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนไดและเชื้อชนิดอ่ืนๆยึดเกาะกบัผิวฟนแบบติดแนน (adherence) จึงทํา
ใหจุลินทรียไมถูกกําจัดออกจากชองปากไดโดยงายแมจะยึดเกาะกับพืน้ผิวสวนที่ไมมีสิ่งปกคลุม 
และเดกซแทรนยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษอาหารในชองปากเกิดเปนคราบจุลินทรยี 
(plaques) ซึ่งกอใหเกิดโรคฟนผุในที่สุด (Guggenheim, 1970)   
 วิธีปองกันฟนผุมีหลักการคอื การเพิ่มความตานทานใหกับฟน  การปองกันการเกดิกรดใน
คราบฟนและการควบคุมจุลินทรียในคราบฟน  โดยวิธปีองกันฟนผุไดแก  การเคลอืบรองฟน  การ
ใชสารฟลูออไรด  การใชน้าํตาลเทียม  การใชยาปฏิชีวนะและสารตอตานเชื้อจุลินทรีย  และการใช
วัคซีนปองกนัฟนผ ุ   แตวธิกีารเหลานีม้ักเกิดผลเสียขางเคียงตอรางกายและใชคาใชจายสงู  จาก
การศึกษาและมีความเขาใจกระบวนการเกาะติดของจุลินทรียที่มีตอผิวฟนมากขึ้นและพบวาวธิี
ปองกันฟนผุทีไ่ดผลดีที่สุดคือการทาํใหพื้นผิวฟนไมเหมาะสมตอการตั้งถิ่นฐานของแบคทีเรีย  จงึ
เร่ิมนําเอนไซมที่สามารถยอยสลายพอลิแซ็กคาไรดที่สรางจากจุลินทรยีในชองปากซึง่เปนสาเหตุ
สําคัญของการเกิดฟนผุมาศกึษาความสามารถในการยบัยั้งโรคฟนผุโดยการวิจยัทดลองกับ
สัตวทดลองและคน    โดยมีการนาํเดกซแทรนเนสมาผสมในน้าํดื่ม  ยาสีฟน  น้าํยาบวนปากและ
หมากฝรั่ง  พบวาสามารถลดอุบัติการณของฟนผุได (Fitzgerald และคณะ, 1968; Block และ
คณะ, 1969) 

เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่จําเพาะตอการยอยสลายพันธะแอลฟา-1,6 ที่เชื่อมหนวย
ยอยของกลูแคนในสายเดกซแทรนทีม่ีชื่อเรียกตามระบบการเรียกชื่อเอนไซมวา α-1,6-glucan-6-
glucanohydrolase, E.C.3.2.1.11 พบในจุลินทรียหลายกลุม เชน รา และแบคทีเรีย เปนตน 
(Bailey และ Clarke, 1959; Richards และ Streamer, 1974)  แตจากการศึกษาพบวาราสามารถ
สรางเดกซแทรนเนสไดสูงมากเมื่อเทียบกบัจุลินทรยีกลุมอ่ืนๆ แตราสวนใหญมักสรางอะฟลาทอก
ซิน (aflatoxin)  ออกมาในสภาวะที่มกีารสรางเดกซแทรนเนส ซึ่งสงผลใหเกิดอาการแพ  ดงันัน้
เดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียจึงมีความเหมาะสมในการนํามาใชลดการเกิดคราบฟนและฟนผุมาก
ที่สุด และจากการศึกษาผลขางเคยีงจากการใชเดกซแทรนเนสพบวาไมกอใหเกิดอาการระคาย
เคืองตอเยื่อบุผิวในชองปากและลิ้นแตอยางใด (Leach, 1969) 
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ในปจจุบนัไดมีการแยกและหาลาํดับนวิคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียแลว
ทั้งจากแบคทีเรีย  ราและยีสต (Aoki และ Sanoko, 1977) ทั้งนี้เพื่อนําขอมูลทางพนัธุกรรมไปใชใน
การปรับปรุงสายพนัธุ       จุลินทรียใหสามารถผลิตเดกซแทรนเนสในระดับสูงและลดตนทุนในการ
ทําบริสทุธิ์เอนไซมเพื่อนาํมาใชงานในระดบัอุตสาหกรรม   นอกจากนี้การวิเคราะหลําดับนิวคลโีอ
ไทดของยีนและเปรียบเทยีบความเหมือนในระดับยีนและโปรตีนกับเดกซแทรนเนสหลายๆชนิดจะ
ชวยอธิบายกลไกการยอยสลายเดกซแทรนของจุลนิทรยีตัวนัน้ๆไดวาเปนชนิดยอยสายเดกซแทร
นจากดานปลาย (exodextranase) หรือภายใน (endodextranase) 

งานวิจยันี้มจีดุมุงหมายที่จะแยกและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก  
Arthrobacter  sp. สายพนัธุ  AG-2  ซึ่งแยกไดจากแหลงดินในจังหวัดนนทบุรีโดย  ณฐินี  สุวรรณ
สิงห (2540)   
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
จุลินทรียในชองปาก 
 จุลินทรียที่พบในชองปากมีหลายชนิด ไดแก ไวรัส  ยีสต  แบคทีเรีย  และโปรโตซัว สาเหตุ
ที่ทําใหในชองปากมีจุลินทรียหลายชนิดเขามาเกี่ยวของเพราะภายในชองปากประกอบไปดวย
บริเวณที่เหมาะสมตอการอาศัยของจุลินทรียไดหลายแบบ  ซึ่งแตละบริเวณก็มีปจจัยทาง
นิเวศวิทยาที่แตกตางกันไป (Marsh และ Martin, 1984) ไดแก 

1.  พื้นผิวภายในชองปากที่มีลักษณะแตกตางกัน เชน  เหงือก  กระพุงแกม  เพดาน  ล้ิน
และฟน  ซึ่งฟนเปนโครงสรางเพียงชนิดเดียวภายในปากที่มีลักษณะแข็ง   และทําหนาที่เปนพื้นผิว
ใหแบคทีเรียและผลิตผลของเชื้อจํานวนมากมาเกาะติดและพัฒนากลายเปนคราบจุลินทรีย 

2.  อุณหภูมิ  ปจจัยที่ไดรับผลกระทบจากอุณหภูมิไดแกการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
และการทํางานของเอนไซม  ภายในชองปากของคนเรามีอุณหภูมิคอนขางคงที่คือจะอยูระหวาง  
35-36  องศาเซลเซียส  ซึ่งเปนภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียหลายชนิด 

3.  ออกซิเจน  ภายในปากมีทั้งจุลินทรียพวกที่เจริญเติบโตไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมี
ออกซิเจน (facultative anaerobic microorganism)  จุลินทรียพวกที่ตองการออกซิเจนในการ
เจริญเติบโต (aerobic microoraganism)  และจุลินทรียมีไมตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต  
โดยปริมาณของออกซิเจนจะแตกตางกันไปตามบริเวณตางๆภายในชองปาก 

4.  สภาพความเปนกรด-ดาง  จุลินทรียสวนใหญตองการสภาพความเปนกรด-ดางที่
คอนขางเปนกลาง  ความเปนกรด-ดางภายในชองปากขึ้นอยูกับน้ําลายและอาหารที่รับประทาน
เขาไป  คาเฉลี่ยความเปนกรด-ดางของน้ําลายเทากับ 6.75  แตในขณะที่มีของหวานอยูในปาก
ความเปนกรด-ดางในปากจะลดลงอยางรวดเร็วเหลือ 5.0  ซึ่งเปนผลมาจากการเผาผลาญอาหาร
ของแบคทีเรียแลวกอใหเกิดกรดแลคติคขึ้น  จากนั้นความเปนกรด-ดางจะกลับคืนสูระดับใกล
ความเปนกลางอยางชาๆ โดยน้ําลายจะทําหนาที่ลดกรดที่จุลินทรียสรางขึ้น แตเนื่องจากลักษณะ
ของคราบจุลินทรียเปนการรวมตัวกันของกลุมจุลินทรียกับผลผลิตนอกตัวเซลลจุลินทรียทั้งที่
ละลายน้ําและไมละลายน้ํารวมตัวกันอยางซับซอน ดังนั้นคราบจุลินทรียจึงเปนตัวการสําคัญที่ทํา
ใหระดับความปนกรด-ดางภายในปากลดต่ําลง   ความเปนกรด-ดางในคราบจุลินทรียบริเวณรอย
ผุของฟนจะต่ํากวาความเปนกลาง จึงทําใหจุลินทรียที่ทนตอกรดไดเทานั้นที่มีชีวิตอยูรอดได   เชน 
สเตรปโตคอคไคและแลคโตแบซิลไล  
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5. โภชนาการ  อาหารที่แบคทีเรียในชองปากนําไปใชไดมาจากน้ําลายและน้ําเหลือง
เหงือกซึ่งมีสารประกอบพวกไนโตรเจน และวิตามินที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
นอกจากนี้ในคราบจุลินทรียมีแบคทีเรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดทั้งภายในเซลลและผลิต
ออกมานอกตัวเซลลจากน้ําตาลซูโครสได    ซึ่งพอลิเมอรเหลานี้จะถูกนําไปใชขณะที่ขาดแคลน
อาหารพวกแปง   จะเห็นวาชองปากมีสภาวะโภชนาการที่อุดมสมบูรณจึงทําใหเกิดความ
หลากหลายของจุลินทรียขึ้น 

6. การยึดเกาะติดแนน  การกลืนอาหารแตละครั้งเปนการกําจัดจุลินทรียออกไปจากชอง
ปาก  เนื่องจากการเคี้ยวอาหารและการไหลเวียนของน้ําลายจะทําใหจุลินทรียที่เกาะติดไมแนนกับ
พื้นผิวภายในปากถูกกําจัดออกไปจากปากได  แตในบริเวณที่จุลินทรียไดรับการปองกันเปนอยางด ี
เชน รองฟน  รองเหงือก  และซอกฟน เปนตน  จุลินทรียจะถูกกําจัดออกไปยากมากกวาบริเวณอื่น      
มีจุลินทรียเพียงไมกี่ชนิดเทานั้นที่สามารถตั้งถิ่นฐานบริเวณพื้นผิวภายในชองปากที่ไมมีอะไร
ปองกัน  ซึ่งจุลินทรียเหลานี้ตองมีสมบัติพิศษในการเกาะติดคือ สามารถสรางสารพอลิแซ็กคาไรด
ชนิดไมละลายน้ําจากน้ําตาลซูโครสออกมานอกตัวเซลลได 

จากปจจัยทางนิเวศนวิทยาดังกลาวทําใหพบจุลินทรียหลากหลายชนิดภายในชองปาก  
โดยจุลินทรียสวนใหญที่มีอยูในปากจะเปนพวกแบคทีเรีย  ซึ่งแบคทีเรียสกุลตางๆที่แยกได
ตามปกติจากปากคนมีแสดงไวดังตารางที่ 2.1  
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ตารางที่  2.1  แบคทีเรียชนิดตางๆที่พบไดในชองปาก (ที่มา: จินตกร  คูวัฒนสุชาติ, 
2542) 
 

แบคทีเรียกรมับวก แบคทีเรียกรมัลบ 
                Streptococcus 
                Micrococcus 
                Peptostreptococcus 
                Actinomyces 
                Lactobacillus 
                Arachnia 
                Propionibacterium 
                Bifidobacterium 
                Eubacterium 
                Rothia 
                Bacterionema 

                 Neisseria 
                 Moraxsella 
                 Veillonella 
                 Haemophilus 
                 Actinobacillus 
                 Capnocytophaga 
                 Eikenella 
                 Campylobacter 
                 Selenomonas 
                 Centipeda 
                 Treponema 
                 Bacteroides 
                 Fusobacterium 
                 Leptotrichia 
                 Wolinella 

 
คราบจุลนิทรีย  
 คราบจุลินทรยีหมายถงึประชากรที่ซบัซอนของจุลนิทรยีที่พบอยูบนผวิฟนที่ฝงอยูในพอลิ
เมอรจากแบคทีเรียและน้าํลาย (Gibbons, 1980) คราบจุลินทรียเปนที่อยูอาศัยขนาดใหญของ    
จุลินทรียประกอบดวยจุลินทรียเปนสวนมากทีเ่หลือเปนสารอินทรียและสารอนนิทรีย มีลักษณะนุม 
หนืด  ยึดติดกับผิวเคลือบฟน  คราบจลุินทรียที่ถกูแคลซิไฟด (calcified) จะเปลี่ยนไปเปนหนิ
น้ําลาย (calculus หรือ tartar)  คราบจุลินทรียที่ติดบนผิวฟนสามารถแสดงใหเห็นไดโดยการบวน
ปากดวยสารละลายที่เปนส ี เชน erythrosin (Burnette และ Scherp, 1962) คราบจุลินทรียทีพ่บ
สวนใหญจะอยูในบริเวณผวิฟนที่ไดรับการปกปองเปนอยางดี เชน รองฟน  รองเหงอืกและซอกฟน  
คราบจุลินทรยีที่เกิดขึน้นี้ประกอบดวยแบคทีเรียประมาณ 70-80 เปอรเซ็นต  ที่สําคัญไดแก  
Streptococcus, Actinomyces, Neisseria และ  Bacteroides  นอกจากนี้มพีวก  รา  โปรโตซัว  
และไวรัส  เปนสวนนอย    การเปลี่ยนแปลงของจุลนิทรยีในชองปากสามารถเกิดขึ้นไดตลอดเวลา
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เปนผลจากปจจัยของสิ่งมีชวีิตที่เปนที่อาศัยของจุลินทรียหรือจากกิจกรรมตางๆที่เกิดขึ้นภายใน
ชุมชนของจุลนิทรีย 
การเกาะติดกับผิวฟนและการเกิดคราบจุลินทรีย  

การที่จุลินทรียจะตั้งถิน่ฐานไดสําเร็จ สิง่สําคัญคือจะตองมีการยึดเกาะของตวัเชือ้จุลิน 
ทรียขึ้นบนพืน้ผิวของฟนพรอมทั้งมีการเพิม่จํานวนของจลุินทรียใหมีจาํนวนมากขึ้นและเกิดการ
รวมตัวของเยือ่ฉาบฟน  แบคทีเรีย  และอาหาร  ที่สําคัญคือ โปรตีนและคารโบไฮเดรต จน
กลายเปนคราบจุลินทรยี (Hamada และ Slade, 1980) การยึดเกาะในระยะเริ่มแรกอาศัยอันตร
กิริยาไฟฟาสถติ (electrostatic interaction) โดยแบคทีเรียที่อยูในชองปากหลายชนดิมีสมบัติเปน
ประจุลบเนื่องจากกรดไลโพไทโคอิค (lipoteichoic acid) ที่อยูในผนงัเซลลและโดยปกติพืน้ผิวฟน
จะมีสมบัติเปนประจุไฟฟาลบเชนกนั  การยึดจงึตองอาศัยประจไุฟฟาบวกที่เปนพวกไดเวเลนต 
(divalents) ไดแก แคลเซียม ทาํหนาที่เปนสะพานเชื่อมโยง (Gibbons และ Van Houte, 1980) 
ตามที่แสดงในรูปที่ 2.1 

                 

�ตัวเซลล
แบคทีเรีย

�ผิวเคลือบฟน

แคลเซียม

แคลเซียม

แคลเซียม

 
 
รูปที่ 2.1  การเกาะของแบคทีเรียกับฟนโดยมีแคลเซียมเปนสะพาน (ที่มา: จินตกร คูวฒัน     
สุชาติ, 2542) 
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รูปที่ 2.2 แสดงการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสไปเปนเดกซแทรนโดยกลูโคซิลทรานสเฟอเรส 
(ที่มา: จินตกร  คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 
หลังจากเกิดการเชื่อมตอโดยสะพานแคลเซียมแลวจะเกดิการเกาะติดแนน (Adherence) 

ของแบคทีเรียกับบริเวณที่เปนผิวฟนทั้งที่มแีละไมมีสิ่งปองกัน  ซึ่งการยึดเกาะแบบนี้ตองอาศยั  
พอลิแซ็กคาไรดชวยในการยดึเกาะ โดยแบคทีเรียชนิดที่ผลิตพอลิแซก็คาไรดไดในระดับสูงและมี
ความสาํคัญตอการกอโรคฟนผุคือสเตรปโตคอคไค โดยเฉพาะเชื้อ Streptococcus mutans  
แบคทีเรียในกลุมนี้มีเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส (glucosyltransferase) หรือ เดกซแทรนซู    
เครส (dextransucrase) ซึ่งเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนซูโครสไปเปนพอลิเมอรของกลูโคสหรือเดกซ 
แทรนพรอมกบัปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมาดวย (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 
1986) ดังแสดงในรูปที ่2.2  

เดกซแทรนเปนฮอมอพอลเิมอรของกลูโคสที่มีหนวยของกลูโคสตอกนัดวยพนัธะแอลฟา-
1,6-ไกลโคสิดิก นอกจากนี้เดกซแทรนยงัมีสายที่แตกแขนงออกไปจากสายหลักดวยพันธะแอลฟา-
1,3-ไกลโคสิดิก   เดกซแทรนเปนพอลิเมอรที่มนี้ําหนักโมเลกุลสูงทําใหละลายน้าํไดยากและมี
ลักษณะเหนยีวหนืดสามารถจับกับผิวฟนไดดีจึงเหนีย่วนําใหแบคทีเรียชนิดตางๆมากอตัวรวมกัน  
นอกจากนัน้เดกซแทรนเหลานี้ยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษอาหารทาํใหเกิดเปนคราบ
จุลินทรีย (dental plaques) และยังเปนแหลงอาหารและพลังงานใหกับจุลินทรียในสภาวะที่ชอง
ปากขาดอาหารจําพวกคารโบไฮเดรต (Guggenheim, 1970) 
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การเกิดโรคฟนผุ 
 ฟนผุเกิดจากคราบจุลินทรยี  โดยเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียในคราบจุลินทรียจะเปลี่ยน
อาหารพวกคารโบไฮเดรต คือแปงและน้าํตาลไปเปนผลผลิตพวกกรดอินทรียหลายชนิด กรดที่
สําคัญคือ กรดแลคติค  ออกมาละลายเคลือบฟนและเนื้อฟนทาํใหเกดิฟนผ ุ ดังแสดงในรูปที ่2.3 

    
รูปที่ 2.3  เมแทบอลิซึมการเปลีย่นแปงและน้ําตาลไปเปนกรดแลคติคโดยเชือ้ 
Streptococci (ที่มา: จินตกร  คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 
การผลิตกรดของแบคทีเรียนีเ้ปนปจจยัที่สาํคัญของการเกิดฟนผ ุ แบคทีเรียหลายสายพันธุในคราบ
จุลินทรียสามารถสรางกรดและทนกรดได  แบคทเีรียที่สามารถผลิตกรดออกมาไดมากอยางเดนชดั
เรียกวา แอซิโดเจนิคแบคทีเรีย (acidogenic bacteria) ที่สําคัญและมีบทบาทตอการเกิดฟนผุคือ 
สเตรปโตคอคไคและแลคโตแบซิลไล โดยเฉพาะ S. mutans สามารถผลิตกรดไดอยางรวดเร็วและ
ยังสรางเดกซแทรนทาํใหเกดิการจับกับแบคทีเรียอื่นรวมถึงสารอาหารในชองปากเกิดเปนคราบ    
จุลินทรยีขึน้ได (McGhee และ Michalek, 1981)    และจากการศึกษากับสัตวทดลองที่ปราศจาก
เชื้อ    จุลินทรยีพบวา S. mutans สามารถกอโรคฟนผุไดมากที่สุด (Hamada และ Slade, 1980) 
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ในขณะที่แลคโตแบซิลไลจะมีบทบาทกบัฟนที่ผุไปแลวมากกวา  โดยปกติความเปนกรด-ดางของ
คราบจุลินทรยีจะเทากับ 6.75  แตหลังจากรับประทานอาหารคาความเปนกรด-ดางจะลดลงอยาง
รวดเร็วจนมีคาที่ต่ํากวา 5.5 เรียกวา คาความเปนกรด-ดางวกิฤติ (critical pH)   ทาํใหเคลือบฟน
ออนตัวและสลายออกมาไดงายเมื่อมีความกวางและลึกมากขึ้นก็จะกลายเปนฟนผุในเวลาตอมา 
(Burnett และ Scherp, 1962; Schachtele, 1982)  จากการศึกษาพบวาการลดลงของคาความ
เปนกรด-ดางขึ้นกับอาหารที่รับประทานและคราบจุลินทรีย คนที่ชอบรับประทานของหวานที่มี
น้ําตาลซูโครสอยูมาก พบวาคาความเปนกรด-ดางจะลดต่ําลงกวาคาความเปนกรด-ดาง วกิฤติ
มากกวาคราบจุลินทรียของคนที่รับประทานเฉพาะอาหารมื้อหลักเพียงอยางเดียว ดังนัน้น้ําตาล
ซูโครสจึงมีความสัมพันธกันมากกับการเกดิฟนผุ  (Shaw และ Roussos, 1978) สําหรับน้ําตาล
ซูโครสหรือน้ําตาลทรายนัน้มักนยิมมาใชทําอาหารมากกวาน้ําตาลชนิดอื่น เนื่องจากราคาถกู หา
งาย และมีรสชาติดี  นอกจากนี้น้าํตาลทรายเกือบทัง้หมดในประเทศไทยผลิตมาจากออยซึง่เปน
พืชเศรษฐกิจราคาถูกในประเทศดวย  ดังนัน้จึงยังพบปญหาฟนผุในกลุมประชากรโดยตลอด 

 
วิธีการปองกนัฟนผุ 

1. การใชสารฟลูออไรดเติมลงในน้ําดื่มและยาสีฟนเพื่อเพิ่มความตานทานใหกับฟน 
อยางไรก็ตามแมวาจะมีการใชสารฟลูออไรดอยางสม่าํเสมอแตก็ยังพบอุบัติการณของการเกิดฟนผุ
ได และหากใชสารนี้ในปริมาณมากเกนิไปทําใหกระดูกและฟนเปราะได (Keyes, 1968; Burnette 
และ Schuster, 1978; Melville และ Russell, 1981; Wolinsky, 1988) 

2. การใชน้ําตาลชนิดอ่ืนที่ไมใชสับสเตรตของเดกซแทรนซูเครส เปนแหลงใหความหวาน 
เชน แซคคาริน, ไซคลาเมท, ไลคาซิน, ซอรบิทอล หรือ สารสังเคราะห เชน แอสพาเทม เปนตน  แต
น้ําตาลที่นํามาใชทดแทนนี้มีปญหาเรื่องรสชาติและราคาแพง  อีกทั้งยังไมสามารถทนตออุณหภูมิ
สูงได (Keyes, 1968; Burnett และ Schuster, 1978; Melville และ Russell, 1981) 

3. การใชสารตอตานจุลินทรียที่เปนสารปฏิชีวนะ เชน เพนนิซิลลิน, เตตราไซคลิน และอี
ริโธรมัยซิน เปนตน และการใชสารสําหรับฆาเชื้อโดยเติมลงในน้ํายาบวนปาก  สําหรับวิธีนี้ไมเปนที่
นิยมเพราะอาจเกิดผลขางเคียง เชน การแพยาหรือการดื้อยาของเชื้อ (Burnett และ Schuster, 
1978; Melville และ Russell, 1981) 

4. การใชวัคซีนปองกันฟนผุโดยผลิตวัคซีนจาก S. mutans  แตมักเกิดปญหาการเกิดของ
แอนติบอดี-แอนติเจนคอมเพล็กซ ซึ่งมีผลทําลายเนื้อเยื่อหัวใจและยังกอใหเกิดการทาํลายอวยัวะที่
เกี่ยวของกับการไหลเวียนของเลือด เชน ไต (Michalek และ Childers, 1990) 

อยางไรก็ตามการปองกันฟนผดุวยวิธีดังกลาวสามารถใชไดผลในระดับหนึ่ง  แตวิธีปองกนั
ฟนผุที่ไดผลเปนอยางดีคือการทําใหพื้นผิวในชองปากไมเหมาะสมตอการตั้งถิ่นฐานของแบคทีเรีย  
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จากการที่เดกซแทรนเปนสาเหตุหลักของการจับเกาะของแบคทีเรีย  การใชเอนไซมเพื่อการเรง
ปฏิกิริยายอยสลายเดกซแทรนยังผลใหความหนืดลดลงจึงเปนวิธีที่เหมาะสมอีกวิธีหนึ่งในการ
ปองกันฟนผุ  เนื่องจากพบวาเดกซแทรนเนสสามารถยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ไมละลายน้ําที่
แบคทีเรียขับออกมาเปนการลดการยึดเกาะของแบคทีเรียบนฟนลงได (Melville และ Russell, 
1981; Wolinsky, 1988) 
 
เอนไซมยอยสลายเดกซแทรน  
 สามารถแบงเอนไซมที่ยอยสลายเดกซแทรนออกเปน 2 กลุม ตามลักษณะการตัดบนสาย
เดกซแทรน (Mizuno และคณะ, 1999) 

1. เอนโดเดกซแทรนเนส 
  เอนโดเดกซแทรนเนสจะยอยสลายเดกซแทรนตรงตําแหนงพันธะแอลฟา-1,6 ที่ตําแหนง
ใดๆบนสายเดกซแทรนและปลดปลอยไอโซมอลโทแซ็กคาไรดหลายๆชนิด เชน  ไอโซมอลโทส  ไอ
โซมอลโทไทรโอส  และไอโซมอลโทเพนทาโอส เปนตน   เอนโดเดกซแทรนเนสมีชื่อตามระบบการ
เรียกชื่อเอนไซมวา 1,6-แอลฟา-ดี-กลูแคนโนไฮโดรเลส (E.C.3.2.1.11) จุลินทรียที่สรางเอนโด
เดกซแทรนเนส ไดแก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 (Okushima และคณะ, 1991), 
Streptococcus salivarius สายพันธุ PC-1 (Lawman และ Bleiweis, 1991), S. salivarius สาย
พันธุ M-33 (Ohnishi และคณะ, 1995), P. minioluteum สายพันธุ HI-4 (Garcia และคณะ, 
1996), Penicillium notatum (Pleszczynska และคณะ, 1997), Sporothrix schenckii สายพันธุ 
IT-29 (Arnold และคณะ, 1998) และ Fusarium sp. (Shimizu และคณะ, 1998) เปนตน 

2. เอกโซเดกซแทรนเนส 
เอกโซเดกซแทรนเนสจะยอยสลายเดกซแทรนตรงตําแหนงพันธะแอลฟา-1,6  โดยเอนไซม

นี้จะยอยสลายพันธะที่เชื่อมหนวยของกลูโคสจากปลายดานที่ไมมีหมูน้ําตาลรีดิวซและตัดเขาไปที
ละโมเลกุลบนสายเดกซแทรนและปลดปลอยกลูโคสหรือไอโซมอลโทแซ็กคาไรดออกมา เอกโซ
เดกซแทรนเนสที่มีรายงานในปจจุบันมีสามชนิด โดยแบงตามชนิดของผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอย
เดกซแทรน ไดแก 

2.1 กลูโคเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.70) ใหผลิตภัณฑเปนกลูโคส เชื้อที่มี
รายงานวาสามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้คือ Arthrobacter globiformis 
สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999), Streptococcus mitis 
(Walker และ Pulkownik, 1973) , S. mutans (Dewar และ Walker, 1975) 
และ Thermomyces lanuginosus (Jensen และ Olsen, 1996)  
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2.2 ไอโซมอลโทเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.94) ใหผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส      
เชื้อที่มีรายงานวาสามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้ คือ Achromobacter 
sp. (Sawai และคณะ, 1974) 

2.3 ไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.95) ใหผลิตภัณฑเปนไอโซ
มอลโทไทรโอส เชื้อที่มีรายงานวาสามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้ คือ 
Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 

 
นอกจากนี้พบวามีจุลินทรียบางชนิดสามารถสรางเดกซแทรนเนสไดทั้ง 2 กลุม คือ A. 

globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)  ซึ่งสามารถสรางเอนโดเดกซแทรน    
เนสออกมาภายนอกเซลล (extracellular endodextranase) และสรางเอกโซเดกซแทรนเนสสะสม
ไวภายในเซลลได (intracellular exodextranase) 

เดกซแทรนเนสถูกนํามาประยุกตใชในการปองกันฟนผุได  เนื่องจากการยอยสลายเดกซ
แทรนโดยเดกซแทรนเนสมีผลทําใหโมเลกุลของสายเดกซแทรนเล็กลง  ชวยลดความเหนียวหนืด
และทําใหเดกซแทรนสามารถละลายน้ําไดดีข้ึนจึงยับยั้งการเกาะติดของ Streptococci ภายใน
ชองปากกับผิวฟนได (Schachtele และคณะ, 1975; Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 
1991) และผลิตภัณฑที่เกิดจากการยอยสลายเดกซแทรนโดยไอโซมอลโทเดกซแทรนเนสคือ ไอโซ
มอลโทสสามารถยับยั้งการผลิตกลูแคนที่ไมละลายน้ําซึ่งเปนองคประกอบหลักของคราบจุลินทรีย
ที่เปนสาเหตขุองการเกิดฟนผุ (Ebisu และคณะ, 1974) นอกจากนั้นพบวาเปอรเซ็นตการ
สังเคราะหกลูแคนที่ไมละลายน้ําจะลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณของเดกซแทรนเนส (Felgenhauer และ 
Trautner, 1983) 

การศึกษาเกี่ยวกับการปองกันฟนผุ  พบวาเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียหลายชนิดสามารถ
ลดคราบฟนอยางมีประสิทธิภาพ  แตเดกซแทรนเนสจากราสวนมากจะมีสวนของผนังเซลลที่กอ
อาการแพและบางชนิดยังสราง อะฟลาทอกซิน (aflatoxin) ออกมาในภาวะเดียวกันกับภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม (Leach, 1969) ดังนั้นการคัดเลือกจุลินทรียมาใชในการผลิตเดกซ
แทรนเนส  จึงนิยมคัดเลือกจุลินทรียจําพวกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสเพื่อหลีกเลี่ยง
ปญหานี้ 

ทางการแพทยไดมีการทดลองผสมเดกซแทรนเนสกับยาสีฟนและน้ํายาบวนปาก  พบวา
ชวยลดการเกิดคราบฟนไดแตตองใชในความเขมขนสูง (Caldwell และคณะ, 1971; Keyes และ
คณะ, 1971; Murayama และคณะ, 1973) เพื่อการใชงานที่มีประสิทธิภาพสูงสุด เดกซแทรนเนส
ที่นํามาใชควรทํางานไดดีที่ภาวะภายในชองปาก เชน เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สาย
พันธุ CB-8 มีความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมกับการทํางานท่ี 5.5-7.5 และเสถียรที่ 370ซ จึงเปน
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แหลงเอนไซมที่เหมาะสมกับการนําไปใชลดการเกิดคราบฟน (Okushima และคณะ, 1991)  เมื่อ
นําเดกซแทรนเนสมาใชกับสัตวทดลองพบวาสามารถลดการเกิดคราบฟนและการเกิดฟนผุได 
(Block และคณะ, 1969; Fitzgerald และคณะ, 1968; Hamada และคณะ, 1976) 

 
การศึกษาระดับชีวโมเลกุลของเดกซแทรนเนส 
 

ในปจจุบันมีผูสนใจศึกษาและทําการโคลนยีนที่ประมวลรหัสการสังเคราะหเดกซแทรนเน
สจากแบคทีเรียชนิดตางๆแลวเปนจํานวนมากทั้งแบคทีเรียในกลุม Streptococci ที่อาศัยในชอง
ปาก เชน S. sobrinus (Wanda และ Curtiss, 1994) และแบคทีเรียที่แยกไดจากดิน เชน 
Arthrobacter globiformis T6 (Iwai และคณะ, 1994) เปนตน  การทําพันธุวิศวกรรมเริ่มจากการ
คัดเลือกจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนเนสเพื่อเปนแหลงของยีน รวมถึงการคัดเลือกดีเอ็นเอพาหะและ
เซลลเจาบานที่เหมาะสมกับการคดัเลือกทรานสฟอรแมนท 

Okushima และคณะ (1991)  ไดโคลนยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สาย
พันธุ CB-8  เขาสูเซลลเจาบาน E. coli  โดยใช pUC19 เปนดีเอ็นเอพาหะ  ทําการคัดเลือกโคลน
ในอาหารที่ผสมบลูเดกซแทรนพบมี 3 โคลนที่สรางวงใส  จากการทําแผนที่เรสทริกชันพบวาโคลน
ทั้ง 3 มีบริเวณที่เปนสวนฮอมอโลกัสกันจึงสับโคลนบริเวณที่เปนยีนเดกซแทรนเนสดังกลาวเขา
พลาสมิด pUC19  และใหชื่อพลาสมิดวา  pDEX011  และพบวาการสับโคลนดังกลาวใหวงใสที่
กวางขึ้น  เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนเดกซแทรนเนสใน E. coli โดยการสกัดโปรตีนดวยวิธี 
osmotic shock  และการทํา Western analysis  แลวนํามาวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรน
เนสพบวายีนเดกซแทรนเนสมีการแสดงออกสูงสุดในสวนเพอริพลาสซึม และพบแอคติวิตีเปนสวน
นอยในไซโทพลาสซึม และในน้ําเลี้ยงเชื้อ  เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวายีนเดกซแทรนเน
สมีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1920 คูเบส  ที่แปลรหัสไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 640 หมู พบบริเวณที่
เปนลําดับนิวคลีโอไทดคลายลําดับ Shine-Dalgarno  อยูกอนรหัสเร่ิมตนคือ  GAGGAA  และเมื่อ
ทําการวิเคราะหรวมกับลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย N   พบวาเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8  มีสวนที่เปน signal peptide ประกอบดวยกรดอะมิโน 49 หมู  
ดังนั้นเดกซแทรนเนสที่สมบรูณจะมีกรดอะมิโน 591 หมู และมีน้ําหนักโมเลกุล 66 กิโลดัลตัน  
ผูวิจัยไดหาบริเวณอนุรักษที่เปนบริเวณจับและยอยสับสเตรตที่พบทั่วไปในเอนไซมกลุมยอยสลาย
คารโบไฮเดรต เชน เอกโซเดกซแทรนเนส, แอลฟา-อะไมเลส  และพูลลูแลนเนส (Russell และ 
Ferretti, 1990) แตไมพบบริเวณอนุรักษดังกลาวในลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 จึงสรุปวาเดกซแทรนเนสที่แบคทีเรียสายพันธุนี้สรางอาจมี
สมบัติการยอยเดกซแทรนที่จําเพาะ 
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 Lawman และ Bleiweis (1991) โคลนยีนที่สรางเอนโดเดกซแทรนเนสชนิดปลดปลอย
ออกนอกเซลลจาก S. salivarius สายพันธ PC-1 โดยใช Lambda ZAPII เปนดีเอ็นเอพาหะเขาสู
เซลลเจาบาน E. coli XL1-Blue คัดเลือกโคลนที่ผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็งชนิด blue dextran agar พบโคลน PD1 ที่มีชิ้นดีเอ็นเอ EcoRI ขนาด 6.3 กิโลเบส เมื่อ
วิเคราะหเอนไซมเดกซแทรนเนสโดยทํา SDS-PAGE ที่ผสมดวย blue dextran พบวาโคลน PD1 
สามารถสรางเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีขนาด 90 และ 70 กิโลดัลตัน ในขณะที่เดกซแทรนเนสที่ 
S. salivarius สายพันธ PC-1 มีชนิดเดียวคือขนาด 110 กิโลดัลตัน ซึ่งมีขนาดเล็กกวาเดกซแทรน
เนสที่โคลน PD1 ผลิตได ผูวิจัยสรุปวาอาจเกิดจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงโปรตีนหลังการแปล
รหัส (posttranslational processing) ของสายพันธุ PC-1 หรือในโคลน PD1 อาจเกิดจากการ
รวมตัวกันของเดกซแทรนเนสกับบีตากาแลคโทซิเดสที่อยูในตําแหนงโคลนทาง C-terminal ของ 
lacZ  จากการวิเคราะหดวยเทคนิค thin-layer chromatography พบวาเดกซแทรนเนสจากโคลน 
PD1 สามารถยอยเดกซแทรนและปลดปลอยน้ําตาลในกลุมของไอโซมอลโทสจึงสรุปไดวาเดกซ
แทรนเนสจากสายพันธุ PC-1 เปนชนิดเอนโดเดกซแทรนเนส แตไมสามารถตรวจสอบผลิตภัณฑที่
ไดจากการยอยเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนสจากสายพันธุ PC-1 โดยเทคนิค thin-layer 
chromatography อาจเปนเพราะผลิตภัณฑที่ไดเปนน้ําตาลที่มีขนาดโมเลกุลใหญกวาที่จะ
ตรวจสอบโดยเทคนิคดังกลาว และจากการทดลองใชเดกซแทรนหรือไอโซมอลโทแซ็กคาไรดเปน
แหลงคารบอนใหกับ PC-1 พบวาไมสามารถใชพอลิแซ็กคาไรดดงักลาวไดและยับยั้งการเจริญดวย  
ผูวิจัยสรุปวาเดกซแทรนเนสที่สรางจากสายพันธุ PC-1 มีกลไกและปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่ควบคุม
การทํางาน 

Kubo และคณะ (1993) โคลนและแสดงออกยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp 
สายพันธุ CB-8 เขาสู S. gordonii โดยสราง shuttle vector ชื่อ pMNK-4 โดยการเชื่อมโปรโม
เตอรและ signal peptide ของยีนกลูโคซิลทรานสเฟอเรส (gtfI) ของ S. downei เขากับยีนเดกซ
แทรนเนสจากสายพันธุ CB-8 และตามดวย rnnBt1t2 terminator ของ E. coli เมื่อนําโคลนที่ได
เลี้ยงในภาวะที่มีน้ําตาลซูโครสรวมกับแบคทีเรียกอโรคฟนผุคือ S. sobrinus พบวาสามารถลดการ
เกาะติดของกลูแคนที่ไมละลายน้ํากับผนังแกวของหลอดทดลองได จากการวิเคราะหเดกซแทรน
เนสในสวนน้ําเลี้ยงเชื้อโดยทํา Western hybridization พบวาเดกซแทรนเนสที่สรางจากโคลนและ
สายพันธุ CB-8 มีขนาดเทากันคือ 69 กิโลดัลตัน และเมื่อวิเคราะหเดกซแทรนเนสภายในเซลลของ
โคลนพบวามีขนาดใหญกวาคือ 74 กิโลดัลตัน ผูวิจัยไดใหเหตุผลวาเดกซแทรนเนสในเซลลมีสวน 
signal peptide ของยีนกลูโคซิลทรานสเฟอเรสอยูที่บริเวณ N-terminal และซิกนัลเพพทิเดสของ 
S. gordonii  สามารถตัดสวน   signal  peptide    ออกไดเมื่อมีการปลดปลอยเดกซแทรนเนสออก
นอกเซลลจึงทําใหเดกซแทรนเนสในสวนน้ําเลี้ยงเชื้อมีขนาดเล็กกวาภายในเซลล เมื่อเลี้ยงโคลนที่
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ไดรวมกับ S. sobrinus ในสภาวะที่มีน้ําตาลซูโครสพบวาสามารถลดการเกาะติดของกลูแคนที่ S. 
sobrinus สรางขึ้นไดดังนั้นการนําโคลนที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดอยางตอเนื่องไปปลูกถาย
ภายในชองปากจึงเปนอีกแนวทางหนึ่งในการปองกันฟนผุ 

Iwai และคณะ (1994) ไดโคลนยีนที่เปนรหัสสําหรับไอโซมอลโทเดกซแทนเนส จาก 
Arthrobacter globiformis สายพันธุ T6 โดยใชฝาจ λEMBL3 เปนดีเอ็นเอพาหะและใช E. coli 
สายพันธุ NM539 เปนเซลลเจาบาน โดยใชขอมูลลําดับกรดอะมิโนบางสวนของเอนไซมมา สราง
เปนดีเอ็นเอติดตามโดยติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสี 32P พบวาชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่โคลน
เขาไปมีขนาด 12 กิโลเบส  โดยชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจาก  โคลนที่ไดมีแผนที่เรสทริกชันเหมือนกัน
ทุกประการ  เมื่อสับโคลนชิ้นดีเอ็นเอ PstI เขาสูพลาสมิดพาหะ pUC119 และคัดเลือกโคลนโดย
เทคนิคโคโลนีไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตามที่สรางจากขอมูลของลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ
ไอโซมอลโทเดกซแทนเนสที่ทําบริสุทธแลว พบโคลนที่ตองการซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอ PstI ขนาด 3.5 กิโล
เบส เรียกรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา pIMD1 จากนั้นทําการหาแผนที่เรสทริกชัน  และสับโคลนชิ้น
ดีเอ็นเอ PstI-BamHI ขนาด 2.2 กิโลเบส เขาสูพลาสมิดพาหะ pUC119 เรียกพลาสมิดนีว้า pIMD-
A เมื่อทําการวิเคราะหโคลนนี้พบวาบริเวณ periplasm มีแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสสูงสุด 0.41 
ยูนิตตอมิลลิลิตร  และรองลงมาคือสวนไซโทพลาสซึม 0.13 ยูนิตตอมิลลิลิตร และสามารถ
แสดงออกไดในสภาวะไมมี IPTG แสดงวายีนที่โคลนไดมีโปรโมเตอรเปนของตัวเองซึ่งสอดคลอง
กับผลของลําดับนวิคลีโอไทดที่มีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1,926 คูเบส และพบบริเวณที่เปนโปรโม
เตอรลําดับ  Shine-Dalgarno และสามารถวิเคราะหไดวากรอบอานรหัสเปดสราง signal peptide 
ที่มีกรดอะมิโน 39 หมู ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนบริเวณปลาย N ดวย 

Igarashi และคณะ (1995) ไดศึกษายีนเดกซแทรนเนสของ S. mutans โดยโคลนยนีเขาสู 
E. coli DH5α และใช charomid 9-36  เปนดีเอ็นเอพาหะ  อาหารที่ใชคัดเลือกโคลนที่สรางเดกซ
แทรนเนสมีบลูเดกซแทรน 2000 ผสมอยู 0.5%  โดยโคลนที่ไดมีชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรกขนาด 8 กิโล
เบส  นําพลาสมิดจากโคลนที่ไดมาสรางแผนที่เรสทรกิชันของชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรกดังกลาวแลวสบั
โคลนเฉพาะบริเวณที่ทาํหนาที่สรางเดกซแทรนเนสเขาพลาสมิด pUC18 และ pUC19 พบวายีน
เดกซแทรนเนสสามารถแสดงออกไดใน พลาสมิดทัง้สองชนิด และ IPTG ไมมีผลตอการแสดงออก
แตอยางใด  แสดงวายนีที่โคลนไดมีโปรโมเตอรติดมาดวย และสามารถแสดงออกไดอยางมี
ประสิทธิภาพในเซลล E. coli DH5α  เมื่อวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดพบกรอบอานรหัสเปดขนาด 
2550 คูเบสมีรหัสเร่ิมตนคือ ATG และรหสัหยุดคือ TGA  บริเวณจับเกาะของไรโบโซมอยูกอนรหสั
เร่ิมตน 2 คูเบส คือ GAGG บริเวณที่เปนโปรโมเตอรคือ –10 และ –35 อยูหางกัน 21 คูเบส คือ 
GATGAT  และ TTTACA  หลังรหัสหยุดพบบริเวณ inverted repeat จากลําดับกรดอะมิโนที่ได
จากกรอบอานรหัสเปดพบวามกีรดอะมิโน 850 หมู มนี้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 94 กิโลดัลตัน จาก
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ลําดับกรดอะมิโนไมพบกรดอะมิโนซิสทีอีนเชนเดียวกับโปรตีนที่ปลดปลอยออกมาภายนอกเซลล
ชนิดอื่นของ S. mutans เมื่อวิเคราะหบริเวณที่สําคัญของเดกซแทรนเนสที่สรางจาก dexA พบ
บริเวณที่เปน cell-wall anchoring region ที่มีอยูทั่วไปในโปรตีนกลุมที่สามารถจับกับกลูแคน
บริเวณผนังเซลลไดเชน ฟรุกโตซิเดสของ S. mutans สายพนัธุ GS5 และเดกซแทรนเนสของ S. 
mutans สายพันธุ UAB66 โดยลักษณะดงักลาวคือ มีเพพไทดที่มีกรดอะมิโน 6 หมู คือ LPQTGD 
ที่อยูหางจาก C-terminal ของโปรตีน DexA 35-40 หมูกรดอะมิโน และบริเวณปลายสุดทาง C-
terminal มีกรดอะมิโน 6 หมู คือ KGRKND ที่มีประจสุุทธิเปนบวก  การเปรยีบเทยีบความเหมอืน
ของโปรตีน DexA กับเดกซแทรนเนสและเอนไซมที่ปลดปลอยออกมานอกเซลลชนิดอื่นของเชื้อ 
สเตรปโตคอคไคในชองปากดังนี้คือ มีความเหมือนในระดับลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิ
โนกับเดกซแทรนเนสของ  S. sobrinus  สายพนัธุ UAB เทากับ 57.8 และ 47.0% ตามลําดับแตไม
พบความเหมอืนใดๆกับเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 ทั้งลําดับกรดอะมิ
โนและลําดับนิวคลีโอไทด 

Ohnishi และคณะ (1995) ไดโคลนและหาลาํดับนวิคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสจาก 
S. salivarius M-33 โดยใช pUC18 เปนดีเอ็นเอพาหะ และใช Escherichia coli XL1-Blue 
คัดเลือกโคลนที่ผลิตเดกซแทรนเนสโดยใชอาหารที่ผสมบลูเดกซแทรนไดหนึง่โคลน  พบวาโคลนที่
ไดมีชิ้นดีเอ็นเอของ S. salivarius M-33 ขนาด 4.3 กิโลเบส ซึ่งมีกรอบอานรหัสขนาด 2478 คูเบส  
แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 826 หมู  มีน้าํหนักโมเลกุลขนาด 87.9 กิโลดาลตัน  ม ี signal 
sequence ประกอบดวยกรดอะมิโน 38 หมูแรกจากรหสัเร่ิมตน  เมือ่เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก S. salivarius M-33 กับแบคทีเรียอื่นหรือเอนไซมชนิดอืน่ที่
คลายกนั เชน เดกซแทรนกลูโคซิเดส (Russell และ Ferretti, 1990) และเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp. (Okushima และคณะ, 1991) พบวาไมมีความเหมอืนระหวางโปรตีนดังกลาว 

Colby และคณะ (1995) ไดสรางสายพนัธุกลายที่ไมสามารถผลิตเดกซแทรนเนสจาก S. 
mutans โดยใชเทคนิค insertion inactivation ดวยการเหนี่ยวนาํใหเกิดกระบวนการ single 
recombination จากการโคลนชิ้นดีเอ็นเอ Sau3AI ของจีโนมกิดีเอ็นเอเขาสูตําแหนง BamHI ของ 
integration vector ชนิด pVA891 ซึ่งสามารถเพิ่มจํานวนไดใน E. coli แตไมสามารถเพิม่จํานวน
ในแบคทีเรียกลุมสเตรปโตคอคไคไดและทรานสฟอรมเขาสูเซลล S. mutans สายพันธุ LT11 พบ
สองโคลนของยีนเดกซแทรนเนสที่ไมมีแอคติวิตีของเอนไซม ตรวจสอบการสอดแทรกของพลาสมดิ
เขาสูจีโนมิกดีเอ็นเอโดยทํา Southern hybridization จากนัน้แยกสวนจีโนมกิดีเอ็นเอออกจาก 
พลาสมิดโดยเทคนิค marker rescue แลวจึงหาลําดบันิวคลีโอไทดเพื่อนาํมาเปรียบเทียบความ
เหมือนกับโปรตีนอื่นโดยใชโปรแกรม BLASTX พบวาลําดับกรดอะมิโนที่ไดมีความเหมือน 56% 
กับเดกซแทรนเนสจาก S. sobrinus จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคลนทีไ่ด



 17

เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ LT11 โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชี้อชนิด Todd-Hewitt agar ที่มีสวนผสม
ของน้ําตาลซูโครส พบวาโคลนที่ไดสรางพอลิแซคคาไรดปริมาณมากกวาในสายพันธุ LT11 และยัง
สามารถเกาะติดกับผนังแกวของหลอดทดลองไดดีกวาดวย ทําใหทราบวาเดกซแทรนเนสมีบทบาท
สําคัญในการควบคุมปริมาณของกลูแคนที่ถูกสรางออกมาภายนอกเซลลและการเกาะติดของ
เซลลตอพื้นผวิฟนดวย 

Serhir และคณะ (1997) โคลน IgG-binding protein จาก S. suis โดยใช λZAPII เปน
ฝาจพาหะ คัดเลือกโคลนฝาจที่ตองการดวยการติดตามแอคติวิตีการจับกับ IgG พบโคลนที่
ตองการ 1 โคลนคือ λRIg1 ที่มีชิน้ดีเอ็นเอ XbaI-XhoI ขนาด 6.3 กิโลเบส และที่มีแอคติวิตีของการ
จับกับ IgG เมื่อทําแผนที่เรสทริกชันพบวาชิ้นดีเอน็เอ XbaI-XhoI ประกอบดวยชิน้ดีเอ็นเอ XbaI-
SacI ขนาด 3.5 กิโลเบส และ ชิ้นดีเอ็นเอ SacI-XhoI ขนาด 2.8 กิโลเบส ทาํการโคลนชิ้นดีเอน็เอ 
SacI-XhoI เขาพลาสมิดพาหะ pBluescript KS(+) และเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดที่ไดพบ
กรอบอานรหสัเปดขนาด 1,629 คูเบส ที่ถอดรหัสเปนโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 542 หมู มีรหัสเร่ิมตน
คือ ATG และกอน ATG 23 คูเบส พบบริเวณจับเกาะของไรโบโซมคือ AGAAGGA  มีบริเวณโปร
โมเตอร –10 และ –35 คือ  ATTAAT  และ AAGTATT ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทยีบความเหมอืน
ของโปรตีนที่ไดจากกรอบอานรหัสเปด พบวามีความเหมอืน 34% และความคลาย 74% กับเดกซ
แทรนกลูโคซิเดส (DexS)  ของ S. mutans  ประมาณน้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน DexB ไดเทากับ 
62 กิโลดัลตัน และเมื่อทาํ SDS-PAGE พบวาเดกซแทรนเนสมีขนาดประมาณ 62 กิโลดัลตัน 
เชนกนั 

Oguma และคณะ (1999)  ใชเทคนิค Shot-gun cloning  ในการโคลนยีนเอนโดเดกซ  
แทรนเนส (dex) จาก  Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 โดยใชพลาสมิดพาหะ 
pUC118 และใช E. coli สายพันธุ XL1-Blue เปนเซลลเจาบาน ไดทรานสฟอรแมนท 8 โคลน ที่
เกิดวงใสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งบลูเดกซแทรน  ตั้งชื่อพลาสมิดที่ไดวา pDX1-pDX8 ซึ่งมีชิ้น        
ดีเอ็นเอ Sau3AI ขนาด 3-5 กิโลเบส   จากโคลนที่ไดทั้ง 8 ชนิด สามารถแบงยีน dex ออกเปน  2 
ชนิด ตามลักษณะของแผนที่เรสทริกชัน คือ dex1 และ dex2 ที่มีตําแหนงตัดของ HindIII และไมมี
ตําแหนงตัดของ HindIII ตามลําดับ   เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลี
โอไทดของ  dex1 และ dex2 (DXase1 และ DXase2)  กับเอนโดเดกซแทรนเนส (DXase) ของ  
Arthrobacter globiformis สายพันธุ  CB-8  (Okushima และคณะ, 1991)  พบวามีความเหมือน  
93 และ 65%  ตามลําดับ  เมื่อวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย N ของเอนโดเดกซแทรน
เนสที่บริสุทธิ์จากสายพันธุ T-3044  พบวา signal peptide ของ DXase1 มีกรดอะมิโน 33 หมู 
ในขณะที่ลําดับกรดอะมิโนในสวนนี้ไมมีความเกี่ยวของกับ DXase2 เลย อาจเปนเพราะยีน dex2 
ไมสามารถแสดงออกในสภาวะการเลี้ยงเชื้อในงานวิจัยนี้ 
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ณฐินี สุวรรณสิงห (2540)  ไดแยกแบคทีเรียสายพนัธุ AG-2 ที่สามารถสรางเดกซแทรน  
เนส  โดยแยกจากดนิในจงัหวัดนนทบุรี จากการศึกษาสมบัติของเอนไซมพบวาสามารถผลิตเดกซ
แทรนเนสแอคติวิตี 4.08 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ทาํการปรับปรุงแลว
โดยณฐินี สุวรรณสิงห  โดยคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทาํงานของ
เอนไซมคือ 6.5 และ 400ซ ตามลําดับ และมีความเสถยีรที่ความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ 4.0-
7.0 และ 30-370ซ ตามลาํดับ แบคทีเรียสายพนัธุ AG-2 ไดถูกจัดจาํแนกเปน Arthrobacter sp. 
AG-2 โดยการศึกษาสมบัตทิางชีวเคมีและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal RNA
โดย Chareonpornwattana และคณะ (2001)  

สําหรับงานวิจัยนี้ไดมุงเนนศึกษายีนที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนส  ซึ่งมีบทบาทในการ
ปองกันฟนผุ และประยุกตใชเดกซแทรนเนสเปนสารตัวกลางในการปองกันฟนผุ  เพื่อบรรลุ
วัตถุประสงคดังกลาวจึงโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนส ที่สรางจาก
แบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2  เพื่อนําขอมูลทางพันธุศาสตรที่ไดไปใชในการปรับปรุงสาย
พันธุและผลิตเดกซแทรนเนสไดในระดับขยายสวนตอไป 
 



บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษทั Kakusan, Japan. 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany. 
3. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 
4. เครื่องชั่ง  รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
7. เครื่องปนเหวีย่งชนดิตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan. 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก  รุน RA50J 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ  รุน RA228J 

9. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษทั LAB Service, Thailand. 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
11. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70Oซ  ของบริษัท Forma Scientific , 

USA. 
13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20Oซ  ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan. 
14. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan. 
- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, 

USA. 
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15. ไมโครปเปต (micropipette) ของบริษัท Gilson, France. 
16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH 

Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
17. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตต ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร  รุน DISMIC-

25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
18. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ  ขนาด 5 มิลลิลิตร  ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
19. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 
20. ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA. 
21. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
22. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษทั Perkin Elmer, USA. 
23. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 

- กลองถายภาพโพลารอยด ของบริษัท Polariod, USA. 
- แผนกรองแสงสีแดง 
- ฟลมโพลารอยดขาวดํา  ความไวแสง 3000 (ISO 3000) 

 
3.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. พอลิเปปโตน (polypeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
5. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 
6. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
7. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
8. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 
9. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
10. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
11. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E Merck, Germany. 
12. KH2PO4 ของบริษัท E Merck, Germany. 
13. Lysozyme ของบริษัท Sigma, USA. 
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14. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 
USA. 

15. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2.2H2O) ของบริษัท Sigma, 
USA. 

16. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
17. K2HPO4 ของบริษัท E Merck, Germany. 
18. MgSO4.7H2O ของบริษัท E Merck, Germany. 
19. สารปฏิชีวนะ กานามยัซิน (kanamycin)  แอมพิซิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai 

tesque, Japan. 
20. เรสทริกชันเอนไซม  BamHI , BglII , EcoRI , HindIII  , NarI , PstI , SalI , SacI ,SmaI , 

XbaI และ XhoI  ของบริษัท Promega, USA. 
21. lambda DNA/HindIII marker ของบริษัท Promega, USA. 
22. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA. 
23. KOD DNA polymerase ของบริษัท TOYOBO, Japan. 
24. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั TOYOBO, Japan. 
25. ไลเกส (ligase) ของบริษัท Promega, USA. 
26. อัลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA. 
27. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
28. เดกซแทรน (industrial grade) ของบริษทั Sigma, USA. 
29. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA. 
30. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan. 
31. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
32. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit ของบริษัท BIO101, USA. 
33. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany. 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3  แบคทีเรีย 
 
 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที ่3.1 
 
ตารางที ่3.1 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
Escherchia coli สายพนัธุ 
DH5α 

φ80dlacZ∆M15, endA1, recA1, 
gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1, 
supE44, deoR, ∆(lacZYA-
argF)U169 

Hanahan, 1983 

E. coli (pDEX) E. coli สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pDEX 

สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pSUDEX) E. coli สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pSUDEX 

สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pSUDEX1) E. coli สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pSUDEX1 

สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pSUDEX2) E. coli  สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pSUDEX2 

สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pSUDEX3) E. coli  สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pSUDEX3 

สรางในการทดลองนี ้

Arthrobacter sp. สาย
พันธุ AG-2 

สามารถยอยสลายเดกซแทรน ณฐินี สุวรรณสิงห, 2540 
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3.4  พลาสมดิและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 

พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 
ตามลําดับ 
 
ตารางที ่3.2  พลาสมิด 
 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
pGEM-7Zf(+) Apr, αlac/MCS บริษัท Promega, USA 
pGEM-5Zf(+) Apr, αlac/MCS บริษัท Promega, USA 
pGEM-3Zf(+) Apr, αlac/MCS บริษัท Promega, USA 
pDEX Apr, มีชิ้นสวนดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรสของจีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. 
สายพนัธุ AG-2 โดยใชโอลิโกนวิคลีโอไทดไพร
เมอร DEXFWD2 และ DEXREV ขนาดประมาณ 
1.2 kb ในพลาสมิด pGEM-7Zf(+) 

สรางในการทดลองนี ้

pSUDEX Apr, มีชิ้นสวน BamHI ขนาด 3.661 คูเบส จากจี
โนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ 
AG-2 ซึ่งมีกรอบอานรหัสเปดของยีนเดกซแทรน
เนสอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอ 

สรางในการทดลองนี ้

pSUDEX1 Apr, มีชิ้นสวน BamHI ขนาด 1.977 คูเบส จากจี
โนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ 
AG-2 ซึ่งเปนสวนหนึง่ของยนีเดกซแทรนเนส 

สรางในการทดลองนี ้

pSUDEX2 Apr, มีชิ้นสวน PstI ขนาด 680 คูเบส  จากจีโน
มิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-
2 ซึ่งเปนสวนหนึง่ของยนีเดกซแทรนเนส 

สรางในการทดลองนี ้

pSUDEX3 Apr, มีชิ้นสวน BamHI ขนาด 1684 คูเบส จากจี
โนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ 
AG-2 ซึ่งเปนสวนหนึง่ของยนีเดกซแทรนเนส 

สรางในการทดลองนี ้
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ตารางที ่3.3  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 
โอลิโกนวิคลโีอไทด

ไพรเมอร 
ลําดับนวิคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

DEXFWD1 5’-ATGAGCATTCCCCGCAGCGG-3’  (66Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEXFWD2 5’-TGAGCTGGTCCAGCTTCGAG-3’  (64Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEXREV 5’-TACATGCGGTTGTGGATGAC-3’   (60Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX1 5’-TGACGAGAGGAACTATCATG-3’   (58Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX2 5’-ACGATGAGTGGCAGTTGGAC-3’  (62Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX3 5’-AAAAACAGCTCGTGGACGCG-3’  (62Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX4 5’-CATCTCAAGCGCTACACCAA-3’ (60Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX5 5’-TATCATCCAGAACGGCATCG-3’ (56 Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX6 5’-GTCCGGATCCCGGAGCACCG-3’ (65 Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

 
 
3.5  การเลี้ยงและเกบ็รักษาแบคทีเรีย    
 
      3.5.1  เลี้ยง Escherichia coli ทุกสายพันธุในอาหารเลีย้งเชือ้ LB (ภาคผนวก ก1)  เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี  นาน 16-18 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูมิ 37Oซ  กรณีที่ตองเติมสารปฏิชวีนะ (ภาคผนวก ข2) ใชแอมพิซิลลิน(Am) ความเขมขน
สุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เมื่อทําเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5%  บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 370ซ  
นาน 16-18 ชั่วโมง    
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      3.5.2  เลี้ยง  Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก5) 
เมื่อตองการกระตุนการสรางเดกซแทรนเนสหรือเพื่อการเก็บรักษาเชือ้  โดยเลี้ยงนาน 2-3 วัน และ
เลี้ยงในอาหารเหลว และอาหารเเข็ง LB เมื่อตองการสกัดจีโนมกิดีเอ็นเอ  โดยเลี้ยงนาน 16-18 
ชั่วโมง  บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 30 Oซ 
      3.5.3  เกบ็รักษาแบคทเีรียโดยเลี้ยง E. coli ทุกสายพนัธุ และ Arthrobacter sp. สายพนัธุ 
AG-2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 และ 3.5.2 ตามลําดับนํามาผสมกับกลีเซอรอล 
(ภาคผนวก ข1) ในอัตราสวนน้าํเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3 : 7 โดยปริมาตร บรรจุลงในหลอด
เก็บเชื้อแชแข็ง  เก็บที่อุณหภูมิ –20Oซ  นาน 6 เดือน หรือที่อุณหภูมิ –70Oซ  นาน 1 ป 

 
3.6  เตรียมจโีนมิกดีเอ็นเอและชิ้นดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2   

                                             
      3.6.1  สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ  AG-2  
               
              สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ  AG-2  ตามวิธขีอง วฒันาลยั  
ปานบานเกร็ด (2536)  โดยเขี่ยโคโลนเีดี่ยวทีเ่ลี้ยงในอาหารแข็ง LB ลงในอาหารเหลว LB  50 
มิลลิลิตรนาน 16-18 ชั่วโมง  ถายเชื้อลงในหลอดเซนทรฟิวจของบรษิทั Nalgene, USA นําไปปน
เหวีย่งเพื่อแยกเซลลที ่ 6,000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  ทิ้งสวนใสใหหมด  กระจายเซลลใน
บัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข15) 5 มิลลิลิตร ที่มีไลโซไซม  10  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  บมที ่ 37Oซ  
นาน  1 ชั่วโมง  เติม SDS 10% (ภาคผนวก ข5) 250 ไมโครลิตร เพื่อใหไดความเขมขนสุดทาย 
0.5% กลิ้งหลอดเบาๆ เพื่อผสมสารละลายใหเขากัน  เซลลจะแตกโดยสังเกตไดจากความใสของ
ผสมในหลอด  สกัดโปรตีนออกโดยเติมสารละลายฟนอลอ่ิมตัว (ภาคผนวก ข17) ปริมาณเทาตัว  
ผสมใหเขากนัโดยพลิกหลอดไปมาหลายๆครั้ง และปนในเซนทริฟวจที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ตอนาท ี นาน  10 นาท ี เพือ่แยกชั้นน้ําและฟนอล  ดูดสวนใสชัน้บนที่มดีีเอ็นเอละลายอยูมา สกัด
ซ้ําดวยฟนอลอิ่มตัวจนกวาจะไมเหน็ตะกอนขาวระหวางชั้นฟนอล (ชั้นลาง) กับชัน้บัฟเฟอร (ชั้น
บน)  ดูดสวนใสชั้นบน (ประมาณ 4 มิลลิลิตร)  มาเติมสารละลายโซเดียมอะซีเตต 3 โมลาร  400 
ไมโครลิตร  และตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติมเอทานอล 2 เทาโดยปริมาตร (8.8 มิลลิลิตร)  เกบ็ที่ 
-20Oซ  นาน 30 นาท ีปนเกบ็ดีเอ็นเอที ่10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย
เอทานอล 70%  ทําใหแหงและละลายดวยบัฟเฟอร TE 1  มิลลิลิตร  เติม RNaseA เขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (ภาคผนวก ข23) 20 ไมโครลิตร  บมที ่37Oซ  นาน 30 นาท ี สกัดโปรตีนออก
ดวยฟนอลอิ่มตัว  ตามดวยฟนอล/คลอโรฟอรมแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข18) และคลอโรฟอรม/ไอ
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โซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข19)  และตกตะกอนดวยเอทานอลลางตะกอน 2 คร้ังดวยเอทา
นอล 70%  ทําใหแหงและละลายในบัฟเฟอร TE 100 ไมโครลิตร 
 
      3.6.2  วิเคราะหความเขมขนและความบริสุทธของดีเอ็นเอที่สกัดได 

 
                 นาํสารละลายดเีอ็นเอไปวัดคาการดูดกลนืแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 
260  และ  280 นาโนเมตร  (A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280    คาที่เหมาะสมควรจะอยู
ในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสงู  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอาร
เอ็นเอปนเปอนสูง 
                         คํานวณหาความความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
                         ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260x 50 x dilution factor 
 
3.7  เตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ 

 
      3.7.1  สกัดพลาสมิดดวยวิธ ีAlkaline lysis  

 
                เลี้ยง E. coli สายพนัธุที่มพีลาสมิดที่ตองการในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มีแอมพิ
ซิลลิน 5 มลิลิลิตร  นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37Oซ นานขามคืน แลวนาํมาสกัดพลาสมิดดวยวิธี 
Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังขั้นตอนตอไปนี้   ถายเชื้อ 5 มิลลิลิตร ใสลงใน
หลอดไมโครฟวจ  นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลนาน 2 นาที ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที  
เทสวนน้าํใสทิง้ใหหมด    นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข20) 100 
ไมโครลิตร  กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง    จากนัน้เตมิสารละลาย II 
(ภาคผนวก ข20) ที่เตรยีมใหมๆ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการกลับหลอดไปมาเบาๆ 2-3 
คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้าํแข็ง    จากนัน้เติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข20) ที่เย็น   150 ไมโครลิตร  
ผสมใหเขากนัดวยการกลับหลอดไปมาเบาๆ 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้าํแข็งนาน 3-5 นาท ี  นําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาท ี    ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนอื
ตะกอนมาประมาณ 400 ไมโครลิตร  แลวเติมเอทานอล 95 % ปริมาตร 2 เทาของสวนน้ําใส  กลับ
หลอดไปมาเบาๆ  ตั้งทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิ –20Oซ  ประมาณครึ่งชั่วโมง  แลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็
รอบ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 15 นาท ี เทสวนของเอทานอล 95 % ทิง้    ปนลางตะกอนดีเอ็นเอที่
ไดดวยเอทานอล 70% ที่เย็นจัด ประมาณ 500 ไมโครลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง  โดยการปนลางเก็บ
ตะกอนนาน 5 นาท ี คอยๆเทสวนน้าํใสทิง้    สุดทายนําตะกอนดีเอน็เอที่ไดไประเหยใหแหงสนทิ
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แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร 2 ไมโครลิตร เพือ่กําจัดอารเอ็นเอออก  เก็บที่อุณหภูมิ –20 0ซ 
      3.7.2  สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข3) 
                      
                    สกัดพลาสมิดตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  โดยเลี้ยง E. coli สายพนัธุทีม่ีพลาสมดิ
ที่ตองการและปนเก็บเซลลตามวิธีในขอที่ 3.7.1  แขวนลอยเซลลดวยบฟัเฟอร P1  250 ไมโครลิตร 
จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2  250 ไมโครลิตร  ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งของผสมเริ่มหนืดและ
ใสข้ึนภายในระยะเวลาไมเกนิ 5 นาท ี   จากนัน้เติมสารละลาย N3  350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลบั
หลอดไปมาจนเกิดเปนตะกอนขาว  นาํไปปนเหวี่ยงเพือ่ใหตะกอนตกที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ตอนาท ีนาน 10 นาท ีที่อุณหภูมิหอง    แยกสวนน้ําใสลงใน QIAprep spin column นําไปปน
เหวีย่งดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิหอง นาน 1 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง    เติม
บัฟเฟอร PB  500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปปนเหวีย่งดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ
นาทีที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง    เติมบัฟเฟอร PE 750 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน  
นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาท ีทีอุ่ณหภูมิหอง เทสวนน้าํใสทิง้
กอนทาํการปนเหวี่ยงซ้ําอกีครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน    ยายคอลมันมายงัหลอด
ไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB  50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผน
กรอง  ตั้งทิง้ไว 1 นาท ี  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาท ี นาน 1 นาท ี ที่
อุณหภูมิหอง    จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้าํใส  เก็บพลาสมิดที่อุณหภูม ิ–20Oซ  

 
      3.7.3  วิเคราะหปริมาณพลาสมิดทีส่กัดได  

             
                 วิเคราะหปริมาณพลาสมิดตามวิธีในขอ 3.6.2  
 
3.8  สรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดและวเิคราะหดีเอ็นเอ 

          
      3.8.1  ตัดดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 
 
                ตัดจีโนมกิดีเอ็นเอและพลาสมดิดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม  โดยใชบัฟเฟอรและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมกับเรสทริกชันเอนไซมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 
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      3.8.2   ทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
                  

    ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อวิเคราะหลักษณะและขนาดของพลาสมิดทีถ่กูตัด
ดวยเรสทริกชนัเอนไซมโดยมีวิธีการดังนี้คือ ผสมพลาสมิดปริมาณที่เหมาะสมกับสีติดตาม 
(Promega, USA) หยอดสารละลายลงไปในลงในชองและใช λDNA/HindIII หรือ 1 kb DNA 
ladder (Promega, USA) เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน  ซึ่งเจลประกอบไปดวย อะกาโรสเจล 0.7% ใน
บัฟเฟอร 1X TAE (ภาคผนวก ข16) จากนัน้ทาํอิเล็กโทรโฟเรซิสดวยชุดทําอิเลก็โทรโฟเรซิส Mini 
Sub-Cell GT หรือชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส Mupid-2 ใชความตางศักย 50-100 โวลต   ทิง้ไว
จนกระทั่งสนี้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลือ่นที่ลงมาจนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน  ยอมอะกา
โรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข21) นาน 5-10 นาท ี  ลาง
เอธิ  เดียมโบรไมดสวนเกนิออกดวยน้าํกลั่นปลอดประจุ  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง UV-light 
Transilluminator (model, USA) ถายภาพดวยกลองถายภาพโพลารอยด (Polaroid, USA) 

  
      3.8.3  การแยกชิ้นดีเอ็นเออกจากอะกาโรสเจล 

 
   ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อแยกชิ้นดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตาม

ขนาด  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย UV-light Transilluminator  ตัดเจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่
ตองการดวยใบมีดและนําชิน้เจลที่ตัดไดใสลงในหลอดไมโครฟวจ  แยกชิ้นดีเอน็เอออกจากอะกา
โรสเจลดวยชดุสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit (BIO101, USA) (ภาคผนวก ข4)
ตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี ้   เติมสารละลายโซเดียมไอโอไดด 3 เทาของปรมิาตรชิ้นอะกา
โรสเจล บมทีอุ่ณหภูมิ 45-55Oซ นาน 5 นาท ีหรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด    เติมสาร
แขวนลอยทีเ่ขากันของ glass milk 5-10 ไมโครลิตร  ผสมใหสารละลายดีเอ็นเอเขากันกับ glass 
milk แลวทําการบมนาน 5 นาที ที่อุณหภมูิหอง  ระหวางบมใหกลับหลอดเบาๆเพือ่ปองกัน glass 
milk ตกตะกอนทุก 1-2 นาที    นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 12,000 
รอบตอนาที นาน 5 วินาท ี  เทสวนน้ําใสทิ้ง    ลางตะกอนดวยสารละลาย new wash 500-700 
ไมโครลิตร ทําซ้ํา 3 ครั้ง  แตละครั้งที่ลางใหกระจายตะกอนออกใหหมดแลวปนตกตะกอนที่
ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 5 วินาท ีเทสวนน้ําใสทิ้ง    ระเหยแหงตะกอนแลวชะดีเอน็
เอออกจากตะกอน glass milk ดวยน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ 20 ไมโครลิตร โดยกระจายตะกอน
ออกใหเขากนัดีในน้ํา  ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 30 วนิาที  ถายสวนน้าํ
ใสที่มีชิน้ดีเอ็นเอละลายอยูไปยังหลอดไมโครฟวจใหม  เก็บรักษาชิน้ดีเอ็นเอไวที ่-20Oซ 
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      3.8.4  เชื่อมตอช้ินดีเอน็เอกับเวกเตอร 
              

                เชื่อมตอช้ินดีเอน็เอและพลาสมิดเวกเตอรทีถู่กตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมที่เหมาะสม
โดยใช T4 DNA ligase (Promega, USA) อัตราสวนโมลารของชิ้นดเีอ็นเอกับเวกเตอรที่ใชในการ
เชื่อมตอโดยทัว่ไปคือ  5:1 หรือ 3:1  ปรับปริมาตรสุดทายของสารผสมปฏิกิริยาทีใ่ชในการทดลอง
นี้ใหเปน 10 ไมโครลิตรดวยน้ํา  นําของผสมชิ้นดีเอ็นเอ พลาสมิดเวกเตอรและน้ําไปใหความรอนที่ 
65Oซ นาน 10 นาที  ปลอยใหเยน็ลงที่อุณหภูมิหองแลวเติม10X ไลเกชันบฟัเฟอร และ T4 DNA 
ligase   บมของผสมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 16Oซ นานขามคืนกอนที่จะนําไป ทรานสฟอรมเขาสูเซลล
เจาบาน  

 
3.9  การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 

 
      3.9.1   การเตรียมคอมพีเทนทเซลล 
 
                 เตรียมคอมพีเทนทเซลล (Sambrook และ Russell, 2001) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ E. 
coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (ภาคผนวก ก3) 5 มิลลิลิตร  แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูมิ 
37Oซ นานขามคืน (16-18 ชั่วโมง) เพื่อใชเปนหัวเชื้อ  จากนั้นถายหวัเชื้อ 700 ไมโครลิตร ไปยัง
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว 2YT  70 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน armed  flask  นําไปเขยาทีอุ่ณหภูมิ 37Oซ  
จนกระทั่ง OD600 เทากับ 0.3-0.5    ระหวางชวงที่รอการเจริญของเชือ้ใหทําการเตรียมสารละลาย 
MgSO4/ CaCl2 (เตรียมกอนใชและสารละลายทุกชนดิที่ใชเตรียมคอมพีเทนทเซลลตองแชในอาง
น้ําแข็ง) ดังนี ้ ผสมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็ 40 มิลลิลิตร เขากบัสารละลาย CaCl2 1 โมลาร 
ที่ปลอดเชื้อและเย็น  3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว  ผสมใหเขากนัแลวตั้งทิง้ไวในอาง
น้ําแข็งใหไดอุณหภูมิ 4Oซ   จากนัน้เติมสารละลาย  MgSO4 1 โมลาร  ที่ปลอดเชื้อและเย็น 1 
มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็เพื่อปรับปริมาตรใหเปน 50 
มิลลิลิตร    แชในอางน้าํแข็งกอนจะใช 
                เมื่อไดคา OD600 ตามที่ตองการแลวใหถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อ 35 
มิลลิลิตร ที่เยน็ จํานวน 2 หลอด    จากนัน้นาํไปปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยง
ชนิดควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 4Oซ  ความเรว็ในการปนเหวี่ยง 4000 รอบตอนาที นาน 6 นาที  
(ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4Oซ ตลอด) เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง    เติมสารละลาย MgSO4/ 

CaCl2 ที่เยน็ 10.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอด  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/ CaCl2 (หามใชเครื่องปนผสม)    แชหลอดเซนตริฟวจทีม่ีตะกอนเซลลและสารละลาย 
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MgSO4/ CaCl2 ในอางน้ําแข็ง  นาน 30-45 นาที  แลวจึงนาํไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูม ิ4Oซ  ความเรว็
รอบ 4000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง    จากนัน้เติมสารละลาย MgSO4/ CaCl2 ที่
เย็น 3.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอดอีกครั้ง  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/ CaCl2  แชในอางน้ําแข็งนาน 45 นาที ข้ึนไป แลวเตมิกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 875 
ไมโครลิตร ลงไปในแตละหลอดและผสมใหเขากนัเบาๆ สุดทายทาํการแบงใสในหลอดไมโครฟวจ
ปลอดเชื้อที่เยน็ประมาณหลอดละ 100 ไมโครลิตร แลวเก็บคอมพีเทนทเซลลไวที่อุณหภูมิ –70Oซ 

 
      3.9.2   ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 
 
                 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli (Sambrook และ Russell, 2001) 
โดยทุกขัน้ตอนทาํที่อุณหภูมิ 4Oซ  ยกเวนชวงทาํ heat shock ดังนี้ นําคอมพีเทนทเซลล E. coli 
DH5α ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ  -70Oซ มาแชในอางน้าํแข็งใหละลายชาๆ เมื่อเซลลละลายแลวใหใสรี
คอมบิแนนทพลาสมิดลงในคอมพีเทนทเซลล E. coli DH5α  100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัแลว
นําไปบมในอางน้าํแข็งอยางนอย 30 นาท ี  จากนัน้ทําการ heat shock ที่อุณหภูม ิ42Oซ นาน 90 
วินาท ี  เมื่อครบเวลาใหแชลงในอางน้ําแข็งทันทีนาน 2 นาที  แลวจึงเติมอาหารเหลว 2YT 1 
มิลลิลิตร ลงไปในหลอดเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37Oซ  อยางนอย 1      ชั่วโมง  จากนั้นเกลี่ย
เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มีแอมพซิิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซึ่งผานการเกลี่ยดวย
50 ไมโครลิตร ของ X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเขมขน 50 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (ภาคผนวก ข24) และ 7 ไมโครลิตร ของ IPTG (Isopropyl thio-β-D-
galactoside) 0.1 โมลาร (ภาคผนวก ข25) (ทําการเตรียมเกลี่ยสารดังกลาวกอนใชทุกครั้ง) บมที่
อุณหภูมิ 37Oซ  นานขามคนื  
 
3.10  ปฏิกิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
         สําหรับการทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ไพรเมอร DEXFWD1 , DEXFWD2 และ DEXREV 
ไดถูกออกแบบจากการหาลาํดับอนุรักษของยีนเดกซแทรนเนสโดยใชโปรแกรม CLUSTALX จาก
แบคทีเรียที่สรางเดกซแทรนเนส 3 สายพนัธุ ไดแก Arthrobacter  globiformis สายพันธุ T-
3044(accession no. D88361) (Oguma และคณะ, 1999), Arthrobacter  sp. สายพันธุ CB-
8(accession no. D00834) (Okushima และคณะ, 1991)  และ Brevibacterium  fuscum  var. 
dextranlyticum (accession no. AB052295) (Mizuno และคณะ, 1999) โดยลําดับนิวคลีโอไทด
ของไพรเมอรแสดงดังตารางที่ 3.3 
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ในปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสมีความเขมขนสุดทายของแตละสวนประกอบเปนดงันี ้ 
สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 2.5  มิลลิโมลาร  สารละลาย dNTPs ความเขมขน 0.2 มิลลิโม
ลาร (แตละตัว) สารละลายไพรเมอร DEXFWD1, DEXFWD2 และ DEXREV  0.2 ไมโครโมลาร    
บัฟเฟอร 1X KOD polymerase    KOD DNA polymerase (Toyobo, Japan) ปริมาณ 2.5 
หนวย    ดีเอ็นเอแมแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม      ในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสนี้ได
ทดลองใช annealing temperature ทัง้หมด 3 คาคือ 68, 65 และ 60Oซ  และใชไพรเมอรในการทาํ
ปฏิกิริยา 2 คูคือ DEXFWD1 กับ DEXREV  และ DEXFWD2  กับ  DEXREV  ปริมาตรรวมที่ใชคอื 
50 ไมโครลิตร  โดยสภาวะทีใ่ชในปฏิกิริยาเปนดังนี ้                       
 hot start  ที่อุณหภูม ิ98Oซ                     นาน   1   นาท ี
 denaturation  ที่อุณหภูม ิ98Oซ                     นาน 15   วินาท ี
 annealing   ที่อุณหภูม ิ68, 65 หรือ 60Oซ   นาน   2   วินาที           25 รอบ 
 extention  ที่อุณหภูม ิ72Oซ                     นาน  30  วินาท ี

final extention              ที่อุณหภูม ิ72Oซ                     นาน   5   นาท ี
            ดําเนนิปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ (DNA Thermal Cycler) 
(Perkin Elmer, USA)      
 
3.11  ติดฉลากชิ้นดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin (DIG)  
           

นําผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาติดฉลากดวยชุดติดฉลากและติดตาม
ตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, 
Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี้  ดูดสารละลายดีเอน็เอ 16 ไมโครลิตร 
(ประมาณ 1 ไมโครกรัม) ใสในหลอดไมโครฟวจ    นาํไปตมในน้าํเดือดนาน 10 นาท ีเพื่อแยกสาย
ดีเอ็นเอแลวแชในน้าํแข็งทนัที    เตมิสารละลาย DIG High Prime 4 ไมโครลิตร ผสมเบาๆใหเขา
กัน    บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37Oซ นาน 20 ชั่วโมง    หยุดปฏิกิริยาโดยแชในน้าํอุน 65Oซ นาน 10 
นาที  เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภมูิ -20Oซ 

 
3.12  Southern hybridization 
 
      3.12.1  Southern transfer 
                  ตัดดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม แลวนําไปทําอะกาโรสเจล    
อิเล็กโทรโฟเรซิส (อะกาโรสเจล 1.0%)  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย UV-light Transilluminator  และ
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ถายรูปเกบ็ไว  แลวทาํการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรนใชระบบบัฟเฟอร ฟ
alkaline transfer buffer (Sambrook และ Russell, 2001)  มีขั้นตอนดังนี ้
                  เตรียมเจลกอนการเคลื่อนยายดีเอ็นเอโดยแชเจลในกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.2  นอร
แมล นาน 10 นาที ลางเจลหลายๆ คร้ังดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  จากนัน้เติม alkaline 
transfer buffer (ภาคผนวก ข6)  พอทวมเจล  เขยาที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาท ี เทบัฟเฟอรเกาทิ้ง
แลวเติม alkaline transfer buffer  ใหมๆ เขาไปแลวเขยาตออีก 20 นาท ี   หลงัจากนั้นเคลื่อนยาย
ดีเอ็นเอไปยังไนลอนเมมเบรน (Pall Bio Support, USA) โดยใช alkaline transfer buffer เปน
สารละลายตวักลางในการเคลื่อนยายและใชกระดาษดดูซับความหนา 5 เซนติเมตร เปนวัสดุดูด
ซับ ปลอยทิง้ไวนานขามคืน  ลางไนลอนเมมเบรนดวย neutralization buffer II (ภาคผนวก ข7) 
โดยการเขยานาน 15 นาททีี่อุณหภูมหิอง เพื่อลางเอาเศษอะกาโรสเจลที่ติดบนไนลอนเมมเบรนอ
อกและปรับภาวะความเปนกรดดางใหเหมาะสม จากนัน้นาํไปซับใหแหง   และทาํการตรึงดีเอ็นเอ
ใหติดบนไนลอนเมมเบรนดวยการนําไนลอนเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปสองดวยแสง
อัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาที  นําไนลอนเมมเบรนไปใชในขั้นตอนไฮบริไดเซชันไดทันทหีรือเก็บ
ไวที่อุณหภูมหิองไดนาน 6 เดือน 

 
      3.12.2  พรีไฮบริไดเซชันและไฮบริไดเซชัน 
 
                  นาํเมมเบรนไปพรีไฮบริไดซดวยสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข12) 
(Roche, Germany) 10 มิลลิลิตร  ที่อุณหภูมิ 42Oซ นาน 30 นาที  เทสารละลายทิง้แลวนําเมม   
เบรนไป    ไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตามทีผ่านการตมซ่ึงละลายอยูในสารละลาย DIG Easy Hyb ที่
อุณหภูมิ 42Oซ นานขามคืน 

หลังขัน้ตอนไฮบริไดเซชันนําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออก  
ดวยสารละลาย 2XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข10) 30-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง  พรอมกับ
การเขยาเบาๆ นาน 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง    จากนัน้ลางอกี 2 คร้ังดวย 
0.5XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข11) ทีอุ่ณหภูมิ 68Oซ นาน 15 นาที  แลวเทสารละลายทิ้ง 

ตรวจหาตาํแหนงดีเอน็เอเปาหมายที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตาม โดยใชชดุติด
ฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, 
Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี ้ (ทุกขัน้ตอนทําที่อุณหภูมิหอง)   เร่ิม
จากนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกนิออกแลวมาลางดวย maleic acid buffer 
(ภาคผนวก ข12) ในกลองพลาสติกโดยใชปริมาตรทวมไนลอนเมมเบรน  เขยาเบาๆ นาน 5 นาที 
เทบัฟเฟอรทิง้    จากนัน้เตมิ blocking solution (ภาคผนวก ข12) 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ นาน 
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30 นาที เทบฟัเฟอรทิง้  แลวเติมสารละลายแอนติบอดี (Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดย
การเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate (ภาคผนวก ข12) 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution 15 
มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสตกิฝาเกลยีว) (เจือจาง 1 : 5,000) เขยาเบาๆ นาน 30 นาที  
เทบัฟเฟอรทิง้  แลวลาง Anti-DIG-AP conjugate สวนเกนิออกดวย maleic acid buffer 100 
มิลลิลิตร  เขยาเบาๆ นาน 15 นาท ี เทบัฟเฟอรทิ้ง ทาํซ้ํา  2 คร้ัง    เติม detection buffer 
(ภาคผนวก ข12) 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ นาน 5 นาท ี  เทบัฟเฟอรทิง้    จากนัน้เตรียมสับสเตรต
NBT/BCIP (ภาคผนวก ข12) โดยเจือจางสารละลายในหลอดที่ 5 200 ไมโครลิตร ใน detection 
buffer 10 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสตกิฝาเกลยีวที่หุมใหมืด)    ยายไนลอนเมม
เบรนมาใสในถุงพลาสติกแลวติดผนึกดานขางเชนเดยีวกับข้ันไฮบริไดซ จากนั้นเทสับสเตรตที่
เตรียมไวลงในถุง  ไลฟองอากาศออกแลวผนึกปดถงุ  นาํไปบมในที่มดื (หามเขยา) ตั้งทิ้งไวจนกวา
จะเกิดแถบสีชดัเจน (ประมาณ 1 ชั่วโมง - 16 ชั่วโมง)    เมื่อเสร็จส้ินการบมกับสับสเตรตแลวนําเม
มเบรนออกจากถุงพลาสติกมาลางในน้ํากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ นาน 10 นาที  ซับและตากให
แหงจงึเก็บใสถุง 

 
3.13  Dot blot hybridization 
 
        เตรียมไนลอนเมมเบรนโดยนําเมมเบรนมาแชในน้ําเพื่อไลอากาศแลวซับใหแหง  ใชดินสอ
ขีดแบงตารางใหมีจํานวนชองเหมาะสมกบัจํานวนดีเอ็นเอตัวอยางที่จะหยด  ตมดีเอ็นเอตัวอยาง
นาน 10 นาที แลวทําใหเยน็ลงทนัท ี เพื่อแยกใหเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว หยดดีเอ็นเอควบคุมผลบวก
และผลลบทุกครั้งเพื่อใชในการอางอิง  หลงัจากการหยดดีเอ็นเอตามตองการแลวนาํไปสองดวย
แสงอัลตราไวโอเลตเพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดบนเมมเบรน จากนั้นทําพรีไฮบริไดเซชันและไฮบริได     
เซชันตามขั้นตอนและวิธกีารเชนเดียวกับการทํา Southern hybridization ทุกประการ 
 
3.14 การสังเคราะหไพรเมอรและหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 

สังเคราะหไพรเมอรและหาลาํดับนิวคลีโอไทดโดยหนวยบริการชีวภาพของสํานกังานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ (สวทช.) 

วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DNASIS, BlastX และ CLUSTALX 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1   การสรางดีเอ็นเอติดตามยีนเดกซแทรนเนสโดยปฏิกริิยาลูกโซพอลิเมอเรส 
  
 ในปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสไดใชไพรเมอร 3 ชนิด ไดแก DEXFWD1, DEXFWD2 และ 
DEXREV ที่ออกแบบจากบริเวณอนุรักษของยนีที่ประมวลรหัสการสรางเดกซแทรนเนสสามชนดิ
ตามที่ไดระบุในขอที่ 3.10 โดยวิเคราะหบริเวณอนุรักษของยนีดวยโปรแกรม CLUSTALX ดัง
แสดงผลการวเิคราะหในภาคผนวก ค1 ขนาดของผลิตภัณฑโดยประมาณจากการใชคูไพรเมอร 
DEXFWD1 กับ DEXREV คือ 1.1 กิโลเบส และจากการใชคูไพรเมอร DEXFWD2 กับ DEXREV 
คือ 1.0 กิโลเบส   ทดลองใชอุณหภูมิชวง annealing 3 สภาวะ ไดแก 68, 65 และ 60Oซ  โดยใช
สารผสมปฏิกริิยาชนิดอืน่ๆดวยความเขมขนดังที่ไดกลาวไวในขอ 3.10  หลังจากดําเนนิปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสแลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผล
ดังที่แสดงในรูปที่ 4.1 จากรปูพบวาเมื่อใชคูไพรเมอร DEXFWD2 กับ DEXREV และอุณหภูมิชวง 
annealing 65 (ชองที่ 5) และ 60Oซ (ชองที ่ 7)  จะใหผลิตภัณฑ PCR ที่จาํเพาะขนาดประมาณ 
1.0 กิโลเบส  โดยกรณีใชอุณหภูมิชวง annealing 60Oซ  จะใหผลิตภัณฑ PCR ปริมาณมากกวา  
แตเมื่อใชคูไพรเมอร DEXFWD1 กับ DEXREV ที่อุณหภูมิชวง annealing ทั้ง 3 สภาวะดังกลาวไม
เกิดผลิตภัณฑ PCR ที่จําเพาะ 
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                                                    1    2    3    4   5    6    7   8 

 

รูปที่ 4.1  ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสผลิตภณัฑจากปฏกิริิยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

ชองที ่1 และ 8             1 kb DNA ladder  
ชองที ่2, 4 และ 6 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชไพรเมอร DEXFWD1 กับ DEXREV ที่

อุณหภูมิชวง annealing เทากับ 68, 65 และ 60Oซ ตามลําดับ 
ชองที ่3, 5 และ 7 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชไพรเมอร DEXFWD2 กับ DEXREV ที่

อุณหภูมิชวง annealing เทากับ 68, 65 และ 60Oซ ตามลําดับ 
 
 ทําการโคลนผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 1.0 กิโลเบส ที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสดังกลาว โดยเชื่อมผลิตภัณฑ PCR เขากับพลาสมดิ pGEM-7Zf(+) ที่ตัดดวย SmaI และ 
ทรานสฟอรมเขายัง E. coli DH5α  สามารถคัดเลือกโคลนที่ตองการที่มีผลิตภัณฑ PCR ขนาด
ประมาณ 1.0 กิโลเบส ดงักลาวไดและตัง้ชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดวา pDEX  จากนั้นหา
ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของผลิตภัณฑ PCR ในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pDEX โดยใชไพรเมอร 
T7 และ SP6 ที่จําเพาะกับบริเวณตาํแหนงโคลนของพลาสมิด pGEM-7Zf(+)  เมื่อทาํการ
เปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดกับยีนในฐานขอมูล GenBank ดวย
โปรแกรม DNASIS พบวาลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากการใชไพรเมอร T7 และ SP6 มีความ
เหมือนกับยนีเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter  globliformis สายพนัธุ T-3044 (Oguma 
และคณะ, 1999) 86.9% และ 80.2%  ตามลําดับ ดังแสดงในภาคผนวค ค2 และ ค3 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาสรางเปนดเีอ็นเอติดตามยีนเดกซแทรนเนสโดยการติดฉลาก
ดวย DIG ใหชื่อดีเอ็นเอตดิตามนี้วา DEX-probe และนําไปใชในการติดตามยนีเดกซแทรนเน
สดวยวิธีไฮบริไดเซชันในขั้นตอนตอไป 
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4.2   ติดตามยีนเดกซแทรนเนสดวยเทคนิค  Southern hybridization 
 
 ตัดจีโนมิกดีเอน็เอของ Arthrobacter  sp. สายพันธุ AG-2 อยางสมบูรณดวยเรสทริกชัน
เอนไซม 6 ชนิด ไดแก BamHI, BglII, SalI, SmaI, XbaI และ XhoI  และนําไปทําอะกาโรสเจล      
อิเล็กโทรโฟเรซิสแลวจึงทํา Southern hybridization ตามวิธกีารในขอ 3.12 โดยใช DEX-probe 
เปนดีเอ็นเอตดิตาม  ผลการติดตามดังแสดงในรูปที ่ 4.2  จากรูปพบวาเรสทริกชนัเอนไซมที่ใชให
สัญญาณจากการไฮบริไดซขนาดตางกัน ซึ่งในทีน่ี้สัญญาณที่ไดจากการตัดดวย BamHI (ชองที่ 
4), SmaI (ชองที ่ 7) และ XhoI (ชองที ่ 9) มีขนาดประมาณ 1.9, 5 และ 4 กิโลเบสตามลําดบั
ซึ่งหมาะสมในการโคลนยีนเดกซแทรนเนสซึ่งจะกลาวในลําดับตอไป 
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        1    2    3    4    5    6    7    8    9    10    1    2    3    4    5    6    7    8    9  10   

ก.) ข.) 
 
รูปที่ 4.2  ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีจโีนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 
ที่ตัดอยางสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ  ข.) สัญญาณจาก Southern 
hybridization ดวย DEX-probe 
 
ชองที ่1 และ 10          1 kb DNA ladder และ λ/HindIII marker ตามลําดับ 
ชองที ่2                       pGEM-7Zf(+) ตัดดวย EcoRI (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่3                       pDEX ตัดดวย BamHI และ EcoRI (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที4่-9                จีโนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่ตดัอยางสมบูรณ                

ดวย  BamHI, BglII, SalI, SmaI, XbaI และ XhoI ตามลาํดับ 
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4.3 โคลนยีนเดกซแทรนเนสจากชิ้นดีเอ็นเอที่ติดตามไดจาก Southern hybridization 
 
 ตัดจีโนมิกดีเอน็เอของ Arthrobacter  sp. สายพนัธุ AG-2 อยางสมบูรณดวย BamHI, 
SmaI และ XhoI  ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อแยกชิ้นดีเอน็เอออกจากกนัตามขนาด และ
คัดแยกเฉพาะชิ้นดีเอ็นเอในบริเวณที่เกิดสญัญาณจากการไฮบริไดซมาโคลนเขาตาํแหนง BamHI, 
SmaI และ XhoI ของพลาสมิดพาหะ  pGEM-7Zf(+)  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู 
E. coli DH5α การคัดเลือกโคลนที่มียนีเดกซแทรนเนสโดยนํามาสกดัพลาสมิดและทํา Dot blot 
hybridization ดวย DEX-probe ดังแสดงในรูปที่ 4.3 จากผลที่ไดพบวาโคลน B7 ซึ่งเปนโคลนของ
ชิ้นดีเอ็นเอ BamHI มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ  จงึนําโคลน B7 นี้มาแยกสกัดพลาสมิด
และตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดโดยตัดดวย BamHI    แลวทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเร
ซิส  พบวาโคลน B7 มีชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรก  BamHI  ขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส  ตั้งชื่อรีคอม
บิแนนทพลาสมิดวา  pSUDEX1   
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           A    B    C   D    E    F   G 

 
รูปที่ 4.3  ภาพแสดงการทาํ Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมดิจากโคลนที่
มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  BamHI  ดวย DEX-probe 
 
ชองที ่A1                 พลาสมิด pDEX (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่A2                 พลาสมิด pGEM-7Zf(+) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่C1 ถึง G10     รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ใช  BamHI 
 

เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมดิ  pSUDEX1  ไปหาลําดับนวิคลีโอไทดโดยไพรเมอร 
T7,SP6, DEX1, DEX2 และ DEX3 เพื่อหาลาํดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของชิ้นดีเอน็เอ BamHI  ที่
โคลนได  และนําไปเปรียบเทียบกับยีนในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม DNASIS พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดเีอ็นเอ SUDEX1 มีความเหมือน 74.9, 74.3 และ 68.9% กับยีนเดกซ
แทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 (Okushima และคณะ, 1991), ยีนเอนโดเดกซ
แทรนเนสของ Arthrobacter globliformis สายพนัธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) และยีน
ไอโซมอลโท-ไทรโอเดกซแทรนเนสของ Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum สายพนัธุ 
0407 (Mizuno และคณะ, 1999) ตามลําดับ แตชิ้นดีเอน็เอ SUDEX1 ที่ไดยังไมครบกรอบอานรหัส
เปดและไมพบรหัสหยุด (stop codon)  จึงตองสรางดีเอ็นเอติดตามยนีเดกซแทรนเนสสวนที่เหลอื
และโคลนยนีเดกซแทรนใหครบกรอบอานรหัสเปดตอไป 
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4.4 โคลนยีนเดกซแทรนเนสใหครบกรอบอานรหัสเปด 
          

นําลาํดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากขอ 4.3  มาหาตําแหนงเรสทริกชนัเอนไซมทัง้หมดในชิ้นดี
เอ็นเอทีโ่คลนไดดวยโปรแกรม DNASIS  พบวาปลาย 3’ ของชิ้นดีเอน็เอมีตําแหนงจดจําของ PstI  
ดังแสดงในรูปที่ 4.9 จึงนาํพลาสมิด pSUDEX1 มาตัดดวย PstI  และ BamHI  ไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ  390  คูเบส  นําชิน้ดีเอ็นเอนี้มาสรางเปนดีเอ็นเอติดตามยีนสวนที่เหลือโดยนํามาตดิ
ฉลากดวย DIG และตั้งชื่อวา PB-probe 

ติดตามยีนสวนที่เหลือดวยวธิี Southern hybridization  ดวยการตัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ 
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 อยางสมบรูณดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ ดงัแสดงในรูปที ่4.4  

 
          1   2  3   4  5   6  7  8  9  10 11 12 13     1  2  3  4   5   6   7   8  9 10 11 12 13 

           ก.)   ข.) 
 
รูปที่ 4.4  ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่
ตัดอยางสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ  ข.) สัญญาณจาก Southern 
hybridization ดวย PB-probe 
 
ชองที ่1 และ 13   1 kb DNA ladder และ λ/HindIII marker ตามลําดับ 
ชองที ่2    pSUDEX1 ตัดดวย PstI-BamHI (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่ 3-12      จีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่ตัดอยางสมบูรณดวย

PstI, PstI-BglII, PstI-EcoRI, PstI-HindIII, PstI-NarI, PstI-NcoI, PstI-SacI, 
PstI-SalI, PstI-SmaI และ PstI-XhoI ตามลําดับ 
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 จากผลการทาํ Southern hybridization พบวาไมวาจะทาํการตัดดวย PstI เพียงชนดิเดียว 
หรือการตัด PstI รวมกับเรสทริกชนัเอนไซมอ่ืน จะใหสัญญาณการไฮบริไดซขนาดเดียวกนั  
ประมาณ 0.6 กิโลเบส  แสดงวาดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในบริเวณถัดจาก
ชิ้นดีเอ็นเอ BamHI ของรีคอมบิแนนทพลาสมิด pSUDEX1 นี้มีตําแหนงตัดของ PstI กอนตําแหนง
ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมอ่ืนๆที่เลือกมาใชในงานวิจัยนี ้ ดังนัน้ในขัน้ตอนการโคลนยีนสวนที่เหลอื
จึงเลือกโคลนชิ้นดีเอ็นเอ PstI  โดยติดตามยีนเดกซแทรนเนสสวนทีเ่หลอืดวย PB-probe 
 โคลนยนีเดกซแทรนเนสสวนที่เหลือโดยการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สาย
พันธุ AG-2 อยางสมบูรณดวย PstI  สกัดดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดสญัญาณจากการไฮบริไดซและ
โคลนเขาตําแหนง PstI ของ pGEM-5Zf(+)  จากนัน้ทรานสฟอรมเขายัง E. coli DH5α    ทําการ
คัดเลือกโคลนที่มียนีเดกซแทรนเนสโดยนาํมาสกัดพลาสมิดและทํา Dot blot hybridization ดวย 
PB-probe ดังแสดงในรูปที่ 4.4 จากผลที่ไดพบวาโคลน C5, E4 และ F8 มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ที่ตองการ แตกลุม C5 เกิดสัญญาณเขมที่สุดจึงนําโคลน C5 นี้มาแยกสกัดพลาสมดิและตรวจสอบ
ขนาดชิ้นดีเอน็เอที่โคลนไดโดยตัดดวย PstI  แลวทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  พบวาโคลน C5 
มี  pGEM-5Zf(+) ที่มีชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรก  PstI  ขนาด ประมาณ 0.6 กิโลเบส ดงัแสดงในรูปที ่
4.9 ตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดวา  pSUDEX2   
                                            A    B    C    D    E    F 

 
รูปที่ 4.5  ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลน 
ที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก PstI จาก Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ดวย PB-probe 
 
ชองที ่A1 และ F9 พลาสมิด pSUDEX1 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่A2 และ E9 พลาสมิด pGEM-5Zf(+) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่C1 ถึง D9  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนโดยใช  PstI 
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เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมดิ  pSUDEX2  ไปหาลําดบันิวคลีโอไทดโดยการใชไพรเมอร 
T7 และ SP6 นําลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 ไปเปรียบเทียบกับยีนในฐานขอมูล
ของ GenBank พบวาชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 มีความตอเนื่องกับชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 แตเมื่อ
วิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS พบวาชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 ที่โคลนไดยังไมครบกรอบอานรหสั
เปดและไมพบรหัสหยุด (stop codon)  จึงตองสรางดีเอ็นเอติดตามยนีเดกซแทรนเนสสวนที่เหลอื
และโคลนยนีเดกซแทรนใหครบกรอบอานรหัสเปดตอไป 

นําลาํดับนวิคลีโอไทดของชิน้ดีเอ็นเอ PstI ใน pSUDEX2  มาหาตําแหนงตัดเรสทริกชัน
เอนไซมทัง้หมดในชิ้นดีเอน็เอที่โคลนไดดวยโปรแกรม DNASIS  พบวาในสวนทายของชิ้นดีเอ็นเอมี
ตําแหนงจดจาํของ BamHI  จึงนาํพลาสมิด pSUDEX2 มาตัดดวย  BamHI และ PstI ไดชิ้นดีเอ็น
เอขนาดประมาณ 300 คูเบส  นําชิ้นดีเอ็นเอนีม้าสรางเปนดีเอ็นเอติดตามยนีสวนทีเ่หลือโดยนํามา
ติดฉลากดวย DIG และตั้งชื่อวา BP-probe 

ติดตามยีนสวนที่เหลือดวยวธิี Southern hybridization  ดวยการตัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ 
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 อยางสมบรูณดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ ดงัแสดงในรูปที ่4.6 

 
                1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 15    1   2  3  4   5  6   7  8  9 10 11 12 13 14 15 

 
รูปที่ 4.6  ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่
ตัดอยางสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ  ข.) สัญญาณจาก Southern 
hybridization ดวย BP-probe 
 
ชองที ่1           1 kb DNA ladder และ λ/HindIII marker ตามลําดับ 
ชองที ่2  pSUDEX2 ตัดดวย BamHI –PstI (ตัวควบคุมผลบวก) 

       กิโลเบส 
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ชองที ่3  pGEM-5Zf(+) ตัดดวย PstI (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่4-15 จีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่ตัดอยางสมบูรณดวย 

BamHI, BamHI-SmaI, BamHI-XhoI, BamHI-BglII, BamHI-EcoRI, BamHI-
HindIII, BamHI-NarI, BamHI-NcoI, BamHI-PstI, BamHI-SalI, BamHI-XbaI 
และ BamHI-SacI  ตามลําดับ 

 
จากผลการทาํ Southern hybridization พบวาการตัดดวย  BamHI ใหสัญญาณการไฮบริ

ไดซขนาดประมาณ 2.2 กิโลเบส การโคลนยีนเดกซแทรนเนสสวนทีเ่หลอืโดยการตัดจโีนมิกดีเอน็เอ
ของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 อยางสมบูรณดวย  BamHI สกัดดีเอ็นเอจากเจลบริเวณที่
เกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซและโคลนเขา pGEM-3Zf(+)  จากนัน้ทรานสฟอรมเขายงั E. coli 
DH5α    ทําการคัดเลือกโคลนที่มยีีนเดกซแทรนเนสโดยนํามาสกัดพลาสมิดและทาํ Dot blot 
hybridization  ดวย  BP-probe   ดังแสดงในรูปที ่4.7 จากผลที่ไดพบวาโคลน B4 มีรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดที่ตองการ จึงนําโคลน B4 นี้มาแยกสกัดพลาสมิดและตรวจสอบขนาดชิน้ดีเอ็นเอ
สอดแทรกที่โคลนไดโดยตัดดวย BamHI  แลวทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  พบวาโคลน B4 มี
ชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  BamHI ขนาด ประมาณ 1.6 กิโลเบสอยูในบริเวณโคลน  ตั้งชื่อรีคอม
บิแนนท พลาสมิดวา  pSUDEX3   
                                                                   A         B 

 
รูปที่ 4.7  ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลน 
ที่มีชิ้นดีเอ็นเอ BamHI จาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ดวย BP-probe 
 
ชองที ่A1 และ B7 พลาสมิด pSUDEX2 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่A2   พลาสมิด pGEM-3Zf(+) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่A3 ถึง B6  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนโดยใช  BamHI 
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เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมดิ pSUDEX3 ไปหาลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของชิน้ดีเอ็นเอ
SUDEX3 โดยการใชไพรเมอร T7, SP6, DEX4, DEX5 และ DEX6    และนําลาํดับนิวคลีโอไทด
ของชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดทีโ่คลนไดมาเชื่อมใหตอเนื่องกันเพื่อนาํไปวิเคราะหกรอบอานรหัสเปดดวย
โปรแกรม DNASIS พบกรอบอานรหสัเปดที่สมบรูณ  จึงนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ตอเนื่องมา
วิเคราะหในขัน้ตอนตอไป 
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4.5 ลําดับนวิคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 
 

นําลาํดับนวิคลีโอไทดที่ตอเนื่องของชิน้ดีเอ็นเอที่โคลนไดทั้งหมดมาหากรอบอานรหสัเปด
ดวยโปรแกรม DNASIS  ดังแสดงในรูปที่ 4.8  จากรูปพบวาตําแหนงที่ถอดรหัสเปนยนีเดกซแทรน
เนสคือลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงที ่ 468-2366 คิดเปนลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด 1899 คูเบส 
ถอดรหัสเปนกรดอะมิโน 633 หมู (SDX) มีน้ําหนักโมเลกุลโดยคาดประมาณ 70.3 กโิลดัลตัน และ
พบบริเวณที่คาดวาจะเปนบริเวณจับเกาะของไรโบโซม (RBS) อยูกอนรหัสเร่ิมตน 5 คูเบสและพบ
บริเวณ inverted repeat อยูหลังรหัสหยดุ 26 คูเบส  เมื่อทําการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด
ของยีนเดกซแทรนเนส (sdx) ที่ไดในงานวจิัยนี้กับยีนในฐานขอมูล GenBank พบวามีความเหมือน 
83.2% กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter  globiformis  T-3044 (Oguma และคณะ, 
1999) , 82.3% กับยนีเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 1991)  
และ 65.2%  กับยนีไอโซมอลโทไทรโอ-เดกซแทรนเนสของ  Brevibacterium  fuscum  var. 
dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) ดังแสดงในภาคผนวก ค4, ค5 และ ค6 ตามลําดบั 
และผลการวิเคราะหความเหมือนของโปรตีนที่แปลรหัสไดจากยีน sdx  กับเอนไซมที่สามารถยอย
เดกซแทรนไดชนิดอื่นจากฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BlastX พบวามีความเหมือน   
83%   กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter  globiformis  T-3044 (Oguma และคณะ, 
1999)  82% กับยนีเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 1991)    
และ 79%  กับยีนไอโซมอลโทไทรโอ-เดกซแทรนเนส ของ  Brevibacterium  fuscum  var. 
dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) ดังแสดงในภาคผนวก ค7, ค8 และ ค9 ตามลําดบั 
จากขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดสามารถนาํไปสรางแผนที่เรสทรกิชันของชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX 
โดยละเอียดดงัแสดงในรูปที ่4.9   

เมื่อวิเคราะหบริเวณอนุรักษของเอนไซมเดกซแทรนเนสโดยโปรแกรม CLUSTAL X 
รวมกับกลุมเอนไซมที่สามารถยอยเดกซแทรนไดที่ถูกจัดไวอยูในกลุมเดยีวกนั 5 ชนดิ โดย Aoki 
และ Sakano (1997) ไดแกเอนโดเดกซแทรนเนส 3 ชนิด จาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8  
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1  5'GGATCCCGGTAAACCCCAACCACACCTGGCTCAACGCCGAAGCGCAGAGGACCGACCCCG 
61   GCTCCGTGTTCGCCTGGTACCGCCGGCTGGTCCGGTTCCGGCATGAAGAGACTGTCCTCA 
121  TCGACGGGCGCTTCACCCTGCTGTACCCGGAGGACCCGCAACTGTTCGCCTACACTCGCA 
181  CCAACGAAGACACCAGTCTGCTGGTCCTGGCCAACTGCTCCGCCGAATCTGTTCCTCTGG 
241  GCGCGGAAATCGAAACCGGATGGGCGCATGCGGACGTTCTCCTGAATAACCAGCCTGACG 
301  CTAACCTCGCCCAGCAATTGCGGCCCTGGGAGGTGATCGTCCTCCGTAAACGCCTCAGCT 
361  GAAGTAACCCATGGCCGGAAAACCCCGGTACCCGCACAACGGAGTGTGCTGCTACTCAAA 
                                           SD        
421  GGAGCAGTCTCCATGGGCACAACGCCCGATTGACGAGAGGAACTATCATGCCCGGATCAG 
1                                                   M  P  G  S  G   
 
481  GGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTGCTTGTGGGCAGCG 
6      L  T  L  L  A  K  T  I  T  I  A  A  A  T  V  L  V  G  S  G   
 
541  GCGCTGCCATCCCGGCACAGGCCACCGGCAGCACGCCAGCTGACCCGAAGAAAGCCGCCG 
26     A  A  I  P  A  Q  A  T  G  S  T  P  A  D  P  K  K  A  A  E   
 
601  AAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTGGCATGACAACGGGGTCTTCA 
46     V  S  T  V  D  N  G  N  L  H  T  W  W  H  D  N  G  V  F  N   
 
661  ACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTCGTCCTTCTACGACGTCCAGG 
66     T  E  G  P  T  G  D  N  E  V  R  R  S  S  F  Y  D  V  Q  V   
 
721  TTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTTCACGTACATGAGCATCCCCA 
86     A  Q  A  T  Q  P  D  K  A  Y  D  A  F  T  Y  M  S  I  P  R   
 
781  GGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGCCGAGTTCTCCTCCCAGG 
106    S  G  K  G  K  I  G  Y  T  K  E  D  G  A  E  F  S  S  Q  A   
 
841  CGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGACGTCTGGGTGGACGTCA 
126    G  L  S  M  S  W  A  S  F  E  Y  A  K  D  V  W  V  D  V  N   
 
901  ATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCAGATCCGGCCCAGCAGCT 
146    L  K  T  G  Q  T  I  T  S  A  D  Q  V  Q  I  R  P  S  S  Y   
 
961  ACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGATCAAGGTGCCATACTCTG 
166    N  F  E  K  Q  L  V  D  A  D  T  V  K  I  K  V  P  Y  S  D   
 
1021 ACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTACACGGCGTACAACGACA 
186    A  G  Y  R  F  S  V  E  F  E  P  Q  L  Y  T  A  Y  N  D  M   
 
1081 TGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAACCGCGCCATCCACACTG 
206    S  G  D  S  G  K  L  T  T  E  A  E  G  N  R  A  I  H  T  E   
 
1141 AGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCGGGGCGAGCAGAAGGAGC 
226    P  R  N  S  M  M  I  F  A  E  P  K  L  R  G  E  Q  K  E  R   
 
1201 GGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGAAGGTGAGGTAACCA 
246    L  I  P  T  E  E  S  G  S  I  H  Y  P  A  E  G  E  V  T  N   
 
1261 ACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGGCACCTACAGCATGGGCT 
266    L  N  T  V  T  E  D  I  I  Y  F  K  P  G  T  Y  S  M  G  S   
 
1321 CGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTATCTGGCCCCAGGCGCCT 
286    D  Y  H  A  V  L  P  P  N  V  K  W  V  Y  L  A  P  G  A  Y   
 
1381 ACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGCT 
306    V  K  G  A  F  R  F  F  H  D  N  Q  S  Q  Y  K  V  T  G  Y   
 
1441 ATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAACAACGATTACAACC 
326    G  V  L  S  G  E  Q  Y  V  Y  E  A  D  T  N  N  D  Y  N  H   
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1501 ATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCTGCAGTTCGCGTCAG 
346    L  S  G  A  S  N  C  H  S  S  C  V  K  M  L  Q  F  A  S  A   
 
1561 CCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGAACCGCCCTACCACT 
366    D  A  E  Q  K  L  D  L  Q  G  V  T  I  N  E  P  P  Y  H  S   
 
1621 CGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGG 
386    A  V  V  Y  G  N  E  Q  T  F  H  M  N  V  E  N  Y  K  Q  V   
 
1681 TGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAAGGGCAGCAGCATGAAGA 
406    G  S  W  Y  W  Q  T  D  G  I  E  L  Y  K  G  S  S  M  K  N   
 
1741 ACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATTG 
426    T  F  F  N  S  N  D  D  V  L  K  M  Y  H  S  D  V  T  I  D   
 
1801 ATAACACCGTGATCTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCAGTGGGGCTGGACGCCAC 
446    N  T  V  I  W  K  N  E  N  G  P  V  V  Q  W  G  W  T  P  R   
 
1861 GGAACATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAACCGGATGTACTGGA 
466    N  I  D  N  V  N  V  T  N  T  S  V  I  H  N  R  M  Y  W  K   
 
1921 AGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCAATTCCTCCTCTCACTGGGAGGACATGGGAT 
486    D  V  K  Y  N  T  C  I  F  N  S  S  S  H  W  E  D  M  G  S   
 
1981 CCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACGGTCAAGAACATGTCGTTCGAAAACTTCACGG 
506    T  I  K  A  D  P  T  T  T  V  K  N  M  S  F  E  N  F  T  V   
 
2041 TTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGCGTCTACGCCCTGTCCAACACCGAGAACATCA 
526    E  G  M  A  N  C  A  I  R  V  Y  A  L  S  N  T  E  N  I  N   
 
2101 ACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGGAACGGACTCGACTGGACCTCCCAGGTCAGCC 
546    I  K  N  L  K  I  D  S  W  N  G  L  D  W  T  S  Q  V  S  H   
 
2161 ATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGTGAAAAGGTGACCATCGGCAACGAGGTTCCTG 
566    L  K  R  Y  T  N  P  A  G  E  K  V  T  I  G  N  E  V  P  A   
 
2221 CCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAACTACTCGATAGGCGGCGAAGTAATCGAGAAATCTG 
586    G  N  G  L  A  L  E  N  Y  S  I  G  G  E  V  I  E  K  S  A   
 
2281 CAGGCAACTGGGCCGACTACCGGCTGGGCCGGCTTGGCTTCGACGGCGAGAACTGGGACA 
606    G  N  W  A  D  Y  R  L  G  R  L  G  F  D  G  E  N  W  D  S   
 
2341 GCTGGAACGCGTTTAAGTCCACGCCCTAACGGACTGGGTTCCAACAGCGTCTCGGGGGGG 
626    W  N  A  A  K  S  T  P  *  
 
2401 CGGAAAGCCGAACAAAACGGCTGACCGCCCCCTTTGATCTCCGCTCAAGCGTCCCTACGG 
2461 AAAGGACCACCATGACCGTCAAGCCCGGCACGGCCAGCCATCTCATTGGCATCGACGTAG 
2521 GCGGAACCGGCATCAAAGGCGGCATTGTCAACGTCGCCTCCGGCACCCTTGCTGGACCTT 
2581 CAATCCGGATGGAGACACCCAGGCCCGCGACCCCCTCCGCTGTGGCCGCCGTGGTGTCCA 
2641 TCCTTGTTGCCGCACTCGAGGACATGCCTGGCTGTCCCCACAGCAGCCAGCCGGTGGGAA 
2701 TTACCTTCCCCGGTATCATCCAGAACGGCATCGCCCGCTCGGCCGCCAACATGGACAACT 
2761 CATGGATCGGAGTCGACGCGGCTGCGATCTTTTCCGCCGGACTCCAGCGGGACGTCGTGG 
2821 TGTTAAACGATGCCGATGCCGCAGGACTCGCCGAAGCCACGTGCGGTGCGGGCCGGGGAA 
2881 TCCCGGGAACAGTGCTGGTCATCACCCTTGGGACGGGGATCGGCTCCGCCCTGGTGTTCG 
2941 ACGGCAAACTGGTGCCGAACGCGGAATTGGGCCACCTTGCCATTGACGGCTTCGCGGCGG 
3001 AAATTGCTGCCTCGGCCGTGGCCCGCGAGCGCGACGGCATCACATGGGCGGAGTACAGCG 
3061 TCAGGCTGCAGCGCTACTTCTCCCACCTGGAGTTCATCTTCTCCCCTGAACTGTTCGTGG 
3121 TGGGCGGCGGGATATCGGCCTGCACAGACCTGTACCTCCCGTTGCTAAACCTGCGGAGTC 
3181 CGATCGTGGCCGCCCGCTTGCAGAATGAGGCAGGAATTATTGGCGCCGCACTCGCAGCCG 
3241 GGGAACCCGCACCGGCTCCGCTACTGCCGCCATCCCTGCTGCCTACGTAGCGTCAGCCCC 
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3301 GGTTCAGGTACCGCAGCAGGACCACCCCGTTGCCGAAACGGCGGCTTTCCGCCAGGTCCA 
3361 GGTCCGCGGTGAAATCGGACGACTGGAACACCCGCCGGCCCTGGCCCACCACCACCGGAT 
3421 TGACGTAGATCCGGAACTCGTCCACCAGGCCGTGGCGCATGAACGTTCCGGCAAGGTCGG 
3481 CGCCGCTCATGATGAGGTCGCCGCCGGCTTCCGCCTTCAGTGCCCGGATCTCTTCGGGAA 
3541 CGACGCCGGCAAACACCTTCGCGTTCGGGCCCGCCGTGGTGAGGGTGCGGGAGAAGACGA 
3601 ACTTGGGCAGGCGGCGCCAGATGCCCGCGAAACTCGGCCATGGCCGGGGTGCTGTCCGGA 
3661 TCC 

 
รูปที่ 4.8  ลาํดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสจากลาํดับนวิคลีโอไทดของ
ชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pSUDEX1, pSUDEX2 และ pSUDEX3  ตัวอักษร M 
แสดงกรดอะมิโนเมธโิอนนีซ่ึงเปนจุดเริ่มตนการถอดรหัส (start codon) เครื่องหมาย * 
แสดงรหสัสิน้สุดการถอดรหัส (stop codon) ของบริเวณที่เปนกรอบอานรหัสเปด    ลาํดับ
นิวคลีโอไทดที่อยูในกรอบแสดงบริเวณท่ีเปน Shine-Dalgarno sequence (SD) ลําดับ
กรดอะมิโนทีแ่สดงดวยตัวอักษรหนา 32 หมู คือบริเวณที่คาดวาเปน signal peptide  และ
ลําดับนวิคลีโอไทดที่ขีดเสนใตหลังรหัสสิ้นสุดการถอดรหัสแสดงบริเวณที่เปน inverted 
repeat 
 
 

4.5 การเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX3 เขาสูพลาสมิด pSUDEX1  
 
จากรูปที ่ 4.9 จะเหน็วาชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 เปนชิ้นดีเอน็เอที่มีความ

ตอเนื่องกนั  โดยมีจุดเชื่อมตอปลายชิ้นดเีอ็นเอเปนตําแหนง BamHI (ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 1977 
ของดีเอ็นเอทีโ่คลนไดทั้งหมด) การเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 จะไดชิ้นดีเอ็นเอที่
มีกรอบอานรหัสเปดของยนี sdx ที่สมบรูณ ดังนั้นจงึตดัพลาสมิด pSUDEX1 แบบบางสวนดวย 
BamHI โดยการแปรผันเวลา และนําไปทาํอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส ตัดเจลในบริเวณที่มีชิน้ดี
เอ็นเอ pSUDEX1 ปลายเปดขนาดประมาณ 4.9 กิโลเบส มาทาํบริสทุธิ ์และนาํมาเชื่อมตอกับชิน้ดี
เอ็นเอ SUDEX3 โดยเอนไซม T4 DNA ligase (Promega, USA) แลวทรานสฟอรมเขา E. coli 
สายพนัธุ DH5α  คัดเลือกโคลนที่ตองการบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็งที่ผสมบลูเดกซแทรน
0.5% พบทัง้หมด 3 โคลนคือ B36, D1 และ D22 ที่เกดิวงใสขนาดเล็กบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว 
ตรวจสอบแผนที่เรสทริกชนัของพลาสมิดจากโคลนแตละชนิด โดยสกดัพลาสมิดมาตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมที่มตีําแหนงตัดทัง้ในชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 เชน PstI เปนตน แลวนาํไป
ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดงัรูปที่ 4.10 
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รูปที ่4.9 แสดงแผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pSUDEX รวมทั้งตําแหนงตัดของเรสทริกชันเอนไซมใน multiple cloning site ของ 
pGEM-7Zf(+) และแสดงการหาลําดับนิวคลโีอไทดโดยไพรเมอรตางๆ  B คือ BamHI, P คือ PstI, คือชิ้นดีเอ็นเอ, คือ
ทิศทางของไพรเมอร, คือกรอบอานรหัสเปดและทิศทางของยีน sdx และ                คือบริเวณ multiple cloning site ของ 
pGEM-7Zf(+) 
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                                      1   2  3   4   5   6  7  8  9 10 11 12 13 14 

 
รูปที่ 4.10  ภาพอะกาโรสเจลที่มพีลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22  ที่ตัดอยาง
สมบูรณดวยเรสทรกิชันเอนไซมชนิดตางๆ 
 
ชองที ่1 และ 14   1 kb DNA ladder และ λ/HindIII marker ตามลําดับ 
ชองที ่2-4   พลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22 ตัดดวย BamHI ตามลําดับ 
ชองที ่5-7            พลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22 ตัดดวย PstI ตามลําดับ 
ชองที ่8-10   พลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22 ตัดดวย BamHI และ PstI ตามลําดับ 
ชองที ่11-13   พลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22 (intact plasmids) ตามลําดบั 
 
 เมื่อพิจารณาขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดพลาสมิดของโคลน B22, D1 และ D22 ดวย
เรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ ดังรูปที่ 4.10 พบวาพลาสมิดของโคลนทั้ง 3 มีขนาดและจํานวนชิน้ดี
เอ็นเอเทากนั จึงเปนไปไดวาโคลนทัง้ 3 มีพลาสมดิชนิดเดียวกนัคือพลาสมิด pSUDEX1 ที่
เชื่อมตอกับชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX3 ในทิศทางเดียวกนั จงึสุมเลือกโคลน B36 (E. coli SUDEX) ที่มพี
ลาสมิด pSUDEX มาตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมทีม่ีตําแหนงตัดในช้ินดีเอ็นเอ SUDEX และนํามา
ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส เพื่อตรวจสอบทิศทางและการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX3 ที่
เชื่อมตอกับพลาสมิด pSUDEX1 ดังรูปที่ 4.11 เมื่อพิจารณารูปที่ 4.11 พบวาพลาสมิด pSUDEX 
ประกอบดวย pSUDEX1 และชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX3 ที่มีการเรียงตัวของชิ้นดีเอน็เอ SUDEX1 และ 
SUDEX3 ที่ถูกตองไดกรอบอานรหัสเปดของยีน sdx ครบถวนดงัรูปที่ 4.9 เพราะมีขนาดและ
จํานวนชิน้ดีเอน็เอทีถู่กตองตามแผนที่เรสทริกชันเอนไซมที่วิเคราะหได 

8.0 
6.0 5.0 
4.0 3.0 

2.0 

กิโลเบส 
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                                                                       1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 

 
รูปที่ 4.11 ภาพอะกาโรสเจลที่มีพลาสมิด pSUDEX ที่ตัดอยางสมบรูณดวยเรสทรกิชนั
เอนไซมชนิดตางๆ 
 
ชองที ่1 และ 13    1 kb DNA ladder  
ชองที ่2     pSUDEX1 ตัดดวย BamHI 
ชองที ่3     pSUDEX3 ตัดดวย BamHI  
ชองที ่4      pSUDEX ตัดดวย BamHI 
ชองที ่5     pSUDEX ตัดดวย PstI 
ชองที ่6     pSUDEX ตัดดวย XhoI 
ชองที ่7      pSUDEX ตัดดวย BamHI และ PstI 
ชองที ่8     pSUDEX ตัดดวย BamHI และ XhoI 
ชองที ่9     pSUDEX ตัดดวย PstI และ XhoI 
ชองที ่10    pSUDEX ตัดดวย SalI 
ชองที ่11    pSUDEX ตัดดวย SalI และ BamHI 
ชองที ่12    pSUDEX ตัดดวย SalI และ PstI 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ชวยยับยัง้การผลิตเดกซแทรนและสามารถยอยพนัธะ
แอลฟา-1,6 ของเดกซแทรน จึงชวยลดการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียตอผิวฟนและใชในการ
ปองกันฟนผุได (Fitzgerald และคณะ, 1968) งานวิจยันี้จงึมุงศกึษายีนที่ประมวลรหัสสรางเดกซ
แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2  การแยกยีนเดกซแทรนเนสจากจโีนมิกดีเอน็เอ
เร่ิมจากทํา Southern hybridization  โดยใชดีเอ็นเอตดิตามที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสซึ่ง
ใชไพรเมอรที่ไดจากการออกแบบโดยการหาบริเวณอนุรักษของยนีทัง้หมด 3 ยีน ไดแก  ยีนเอนโด
เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 และ Arthrobacter globiformis สายพนัธุ 
T-3044 และยีนไอโซมอลโทไทรโอเดกซ   แทรนเนสของ Brevibacterium fuscum var. 
dexranlyticum สายพนัธุ 0407 พบวาเมื่อใชคูไพรเมอร DEXFWD2 กับ DEXREV และอุณหภูมิ
ชวง annealing  60Oซ   เปนสภาวะที่เหมาะสมแกการเกิดผลิตภัณฑ PCR ที่จําเพาะขนาด
ประมาณ 1.0 กิโลเบส และผลการวิเคราะหความเหมือนของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดพบวามีความ
เหมือนสูงกบัเดกซแทรนเนสทั้งสามชนิดทีน่ํามาใชวิเคราะหหาบริเวณอนุรักษเพื่อสรางดีเอน็เอ
ติดตามโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและสามารถใชติดตามยีนที่ประมวลรหัสสรางเดกซแทรน
เนสของแบคทเีรีย Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ไดอยางมีประสิทธิภาพ ผลการทํา Southern 
hybridization เพื่อติดตามยนีเดกซแทรนเนสพบวายีนเดกซแทรนเนสมีจํานวนชุดของยีนเพียงหนึง่
ชุด (single copy) ชิ้นดีเอ็นเอ BamHI, SmaI และ XhoI  เกิดสญัญาณบวกกบัดีเอ็นเอติดตาม 
DEX-probe ที่ตําแหนงมาณ 1.9, 5 และ 4 กิโลเบส ตามลําดับ ซึง่เปนขนาดที่มีความเหมาะสมใน
การโคลนเขาพลาสมิดพาหะ  แตชิ้นดีเอ็นเอ SmaI มีปลายทูไมเหมาะในการทําหองสมุดจโีนม 
(genomic library) เพราะใหจํานวนทรานสฟอรแมนทต่ํา จงึเลือกโคลนชิ้นดีเอน็เอ BamHI และ 
XhoI  เทานัน้ โดยใชพลาสมิดพาหะชนิด pGEM-7Zf(+) จากการคัดเลือกทรานสฟอรแมนของ E. 
coli ดวยวิธ ีDot blot hybridization พบโคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอ BamHI ที่เกิดสัญญาณบวกกับดีเอ็น
เอติดตาม DEX-probe  และใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ไดวา pSUDEX1 เมือ่
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX1 พบวามีขนาด 1,977 คูเบสและปลาย 3’ ของ
ชิ้นดีเอ็นเอมีความเหมือนสูงกับยีนเดกซแทรนเนส, เอนโดเดกซแทรนเนส และยีนไอโซมอลโท-ไทร
โอเดกซแทรนเนส  ทีน่าํมาใชเปนกลุมยนีตัวแทนในการออกแบบไพรเมอรเพื่อสรางดีเอ็นเอติดตาม 
DEX-probe ในขั้นตน 82.3%, 83.2% และ 65.2% ตามลําดับ ดังแสดงในภาคผนวค ค4 ,ค5 และ 
ค6 ตามลาํดับ ดังนัน้จึงมคีวามเปนไปไดสูงวาชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 จะมีสวนหนึ่งที่เปนยนีเดกซ   
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แทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 แตเมื่อทําการวิเคราะหกรอบอานรหัสเปดโดยใช
โปรแกรม DNASIS  ไมพบรหัสหยุดของยีน sdx    จึงโคลนชิน้ดีเอ็นเอสวนที่เหลือของยีนเดกซ  
แทรนเนสโดยใชดีเอ็นเอติดตาม PB-probe ที่เปนชิน้ดเีอ็นในสวนปลายทาง 3’-terminal ของชิ้นดี
เอ็นเอ SUDEX1 และติดตามยีนเดกซแทรนเนสสวนที่เหลือถัดมา โดยทํา Southern hybridization 
และใช  PB-probe เปนดีเอ็นเอติดตาม  เมื่อโคลนชิน้ดีเอ็นเอ PstI ขนาดประมาณ 0.6 กิโลเบส 
โดยใชพลาสมดิพาหะชนิด pGEM-5Zf(+) ซึ่งมีตําแหนงโคลน PstI อยูใน multiple cloning site 
ไดโคลนที่ใหสญัญาณบวกกบั PB-probe และใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดวา pSUDEX2 เมื่อ
ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 พบวามขีนาดเทากับ 680 คูเบส เมือ่
นํามาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ SUDEX1 มาเชื่อมตอกับ SUDEX2 พบวาสามารถติดตามยีน
เดกซแทรนเนสเพิ่มจากเดิม 302 คูเบส แตยังไมพบรหสัหยุดครบกรอบอานรหัสเปด  จึงสรางดีเอ็น
เอติดตาม BP-probe ที่เปนชิ้นดีเอ็นเอในสวนปลาย 3’ ของ SUDEX2 เพื่อใชติดตามยนี sdx ให
ครบกรอบอานรหัสเปด และโคลนชิน้ดีเอ็นเอ BamHI ขนาดประมาณ 1.6 กิโลเบส ที่ใหสัญญาณ
บวกกับ BP-probe โดยใชพลาสมิดพาหะชนิด pGEM-3Zf(+)  ใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ได
วา pSUDEX3 เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดของ SUDEX3 พบวามีขนาด 1,684 คูเบส เมือ่
เชื่อมตอขอมูลนิวคลีโอไทดของ SUDEX1 กับ SUDEX3 และวิเคราะหกรอบอานรหัสเปดของ
ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดที่โคลนไดพบกรอบอานรหสัเปดขนาด 1,899 คูเบส(ลําดับนิวคลีโอไทด
ที่ 468-2366) โดยมีรหัสเร่ิมตนและรหัสหยุดของการแปลรหัสเปน ATG และ TAA ในขณะที่ยีน
เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 1991) มีรหสัเร่ิมตนและรหัส
หยุดเปน ATG และ TAG และยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis T-3044 
(Oguma และคณะ, 1999) มีรหัสเร่ิมตนและรหัสหยดุเปน ATG และ TTA ประมวลรหัสสราง
โปรตีน SDX ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 633 หมู ที่มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 70.3 กิโลดัลตัน  ซึ่ง
ใกลเคียงกับคาน้าํหนักโมเลกุลที่วเิคราะหจากการทาํ SDS-PAGE คือ 76.3 กิโลดัลตัน 
(Chareonpornwattana และคณะ, 2001) จากการวิเคราะหความเหมือนของลาํดับกรดอะมิโนที่
ประมวลรหัสจากยนี sdx กับเดกซแทรนเนสทั้งสามชนิดที่ใชในการวิเคราะหบริเวณอนุรักษเพือ่
สรางดีเอ็นเอตดิตาม DEX-probe พบบริเวณที่คาดเปน signal peptide ประกอบดวยกรดอะมิโน 
32 หมู เชนเดยีวกับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis T-3044 (Oguma และ
คณะ , 1999) ในขณะที่เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 
1991) และไอโซมอลโท-ไทรโอเดกซแทรนเนสของ Brevibacterium fuscum var. dextranlyitcum 
0407 (Mizuno และคณะ, 1999) ม ี signal peptide ประกอบดวยกรดอะมิโน 49 และ 37 หมู
ตามลําดับ พบบริเวณที่เปน  Shine-Dalgarno sequence อยูกอนรหัสเร่ิมตน 5 คูเบส 
ประกอบดวยนิวคลีโอไทด 6 คูเบสคือ GAGGAA เชนเดียวกับยนีเดกซแทรนเนสและยนีเอนโด
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เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 และ Arthrobacter globiformis T-3044 และพบ
บริเวณที่เปน inverted repeat อยูหลังรหัสหยุด 26 คูเบส  

เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสที่โคลนไดกับยีนในฐานขอมูล 
GenBank โดยใชโปรแกรม DNASIS พบวามีความเหมือน 82.3% กับยนีเดกซแทรนเนสของ 
Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 1991)  87% กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ 
Arthrobacter  globiformis  T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)  และ 83.2%  กับยีนไอโซมอลโท
ไทรโอ-เดกซแทรนเนสของ  Brevibacterium  fuscum  var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 
1999) และผลการวิเคราะหความเหมือนของโปรตีนทีแ่ปลรหัสไดจากยนี sudex กับเอนไซมที่
สามารถยอยเดกซแทรนไดชนิดอื่นจากฐานขอมูลใน GenBank โดยใชโปรแกรม BlastX พบวามี
ความเหมือน   83.2%   กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter  globiformis  T-3044 
(Oguma และคณะ, 1999)  82.3% กับเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima 
และคณะ, 1991)    และ 79%  กับไอโซมอลโทไทรโอ-เดกซแทรนเนสของ  Brevibacterium  
fuscum  var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999)  จากผลการวิเคราะหความเหมือนของ
โปรตีน SDX พบวามีความเหมือนสูงทีสุ่ดกับเอนโดเดกซแทรนเนส จงึมีความเปนไปไดสูงวายนี 
sdx จะประมวลรหัสสรางเดกซแทรนเนสชนิดเอนโดเดกซแทรนเนส ซึ่งสามารถพสิูจนไดจากการ
วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนสที่ไดจากโคลนทีส่ามารถสราง
เดกซแทรนเนสได โดยการทํา thin-layer chromatography และใชน้ําตาลชนิดเชน กลโูคสและไอ
โซมอลโทโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดตางๆเปนสารมาตรฐาน ถาผลิตภัณฑที่ไดเปนน้าํตาลเพยีงชนดิ
เดียวสามารถสรุปไดวาเปนเอกโซเดกซแทรนเนส แตถาไดผลิตภัณฑเปนน้าํตาลหลายๆชนิดจะ
สรุปไดวาเปนเอนโดเดกซแทรนเนส ดังตัวอยางงานวจิัยของ Mizuno และคณะ (1999) ซึ่งศึกษา
สมบัติของเดกซแทรนเนสจาก Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum 0407 จากการ
วิเคราะหผลิตภัณฑโดย thin-layer chromatography และใชน้ําตาลกลูโคส, มอลโทส, ไอโซมอล
โทไทรโอส, ไอโซมอลโทเททราโอส, ไอโซมอลโทเพนทาโอส, ไอโซมอลโทเฮกซาโอส และไอโซมอล
โทเฮปทาโอส เปนสารมาตรฐาน พบวาผลิตภัณฑที่ไดคือน้ําตาลไอโซมอลโทไทรโอสเพียงชนิด
เดียวจึงสรุปไดวา Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum 0407 สรางเดกซแทรนเนสชนดิ
ไอโซมอลโท-ไทรโอเดกซแทรนเนส 
 โดยทั่วไปแลวยีนที่ประมวลรหัสสรางเอนไซมที่อยูในวถิกีารยอยสลายที่ใกลเคียงกนัจะมี
การเรียงตวัอยูในบริเวณขางเคียงกนั (operon) บนโครโมโซมัลดีเอ็นเอ (Ausubel และคณะ, 
1987) เชนในรายงานวิจัยของ Oguma และคณะ (1999) ไดโคลนยีนเอนโดเดกซแทรนเนสโดยใช
วิธี shotgun cloning เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูกอนกรอบอานรหัสเปดของยนีที่
ประมวลรหัสสรางเอนโดเดกซแทรนเนสพบวามกีรอบอานรหัสเปดของยีนเอกโซเดกซแทรนเนส 
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การวิเคราะหบริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนสโดยใชโปรแกรม CLUSTAL X ไดวิเคราะห
ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน SUDEX รวมกับเอนไซมที่มีการจัดกลุมโดยใชหลกัการความเหมือน
ของลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม tfasta ที่พบวาอยูในกลุมเดยีวกนั (แฟมมิลีที ่ 1) โดย Aoki 
และ Sakano (1997) ซึ่งมีทั้งเอนไซมทีส่ามารถยอยเดกซแทรนได 4 ชนิด และอีก 1 ชนิดไม
สามารถยอยเดกซแทรนได ไดแก เดกซแทรนเนส 3 ชนิด จาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 
(Okushima และคณะ , 1991) Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 
1999) และ Penicillium minioluteum (Garcia และคณะ, 1996) ไอโซมอลโตไทรโอ-เดกซแทรน
เนสจาก Brevibacterium  fuscum  var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) ไอโซพูลลู
แลนเนสที่สามารถยอยพูลลูแลนซึ่งประกอบดวยหนวยยอยของมอลโทไทรโอสทีเ่ชือ่มตอกันดวย
พันธะแอลฟา-1,6 ไกลโคสิดิก จาก Aspergillus niger (Aoki และ Sakano ,1997) พบบริเวณ
อนุรักษทั้งสิน้ 7 ที่บริเวณดงัแสดงในภาคผนวก ค ซึ่งบริเวณอนุรักษดังกลาวมีความสําคัญตอการ
ทํางานของเอนไซมกลาวคืออาจจะเปน active site, substrate binding site หรือเปนบริเวณทีม่ี
ความสาํคัญกบัการมวนพับตัวของโปรตีนใหเกิดโครงสรางที่สามารถทาํงานได(Mizuno และคณะ, 
1999)  โดยบริเวณอนุรักษที่ 3 คือ WVYLAPGAYVKGAFRF ซึ่งมคีวามเหมือนสงูที่สุดเมื่อเทียบ
กับบริเวณอนรัุกษอ่ืนๆ 6 บริเวณ พบวาประกอบดวยกรดอะมิโนหมูที่ไมชอบน้ําเปนสวนมากและ
จากการวิเคราะหโดย Mizuno และคณะ (1999) ไดสรุปวาบริเวณดังกลาวเปน hydrophobic 
core ของโครงสรางโปรตีนที่พบไดทัว่ไปในเดกซแทรนเนส 
 ในงานวิจัยนี้ไดโคลนยีน sdx .ใหครบกรอบอานรหัสเปด โดยการเชื่อมตอพลาสมิด 
pSUDEX1 และ ชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX3 และทราสฟอรมเขาสู E. coli DH5α คัดเลือกโคลนที่
สามารถสรางเดกซแทรนเนสโดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด LB ที่ผสมดวยบลูเดกซแทรน
0.5% พบโคลนทัง้หมด 3 โคลนที่สามารถสรางวงใสขนาดเล็กบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวคือ B36, 
D1 และ D22 จากการวิเคราะหความถกูตองของตําแหนงตัดของรีคอมบิแนนทพลาสมิดในโคลน
ทั้งสามเปรียบเทียบกบัแผนที่เรสทริกชนัทีส่รางไดจากขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ 
SUDEX1, SUDEX2 และ SUDEX3 ในรูปที่ 4.9 โดยใชเรสทริกชันเอนไซมที่มีตําแหนงตัดทัง้ในชิ้น
ดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 คือ PstI พบวารีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนทั้งสามมีรูปแบบ
ของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวย PstI เหมือนกนัทกุประการ ดงันัน้สรุปไดวารีคอมบิแนนทพ
ลาสมิดของโคลนทัง้สามเปนพลาสมิดชนดิเดียวกนั จากนัน้จงึคัดเลือกเฉพาะโคลน B36 มา
วิเคราะหความถูกตองของการจัดเรียงตวัของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 เพิ่มเติม  โดย
สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลน B36 แลวนํามาตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมหลายๆชนิดทีไ่ด
วิเคราะหแลวจากขอมูลที่ไดวิเคราะหไวดังรูปที ่4.9 ผลการตัดแสดงในรูปที ่4.11 พบวารีคอมบิแน
นทพลาสมิดของโคลน B36 มีตําแหนงตัดของเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆถกูตองสอดคลองกับ
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แผนที่เรสทรกิชันในรูปที่ 4.9 จึงสามารถสรุปไดวาโคลน B36 มีการมยีนี sdx ที่ครบกรอบอานรหสั
เปด และใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดดังกลาววา pSUDEX   จากการวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซ
แทรนเนสในสวนน้ําเลีย้งเชือ้ของโคลน B36 โดยการวดัปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวธิีของ Somogyi 
(1952) ที่ไดจากการบมสวนน้าํเลี้ยงเชื้อกับเดกซแทรน 0.5% ใน 50 มิลลิโมลารของโซเดียม
ฟอสเฟทบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 พบวาในสวนน้ําเลีย้งเชื้อของโคลนดังกลาว
ไมมีแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส เนื่องจากโคลน B36 เปนทรานฟอรแมนทของ E. coli เปน
แบคทีเรียแกรมลบ โดยทัว่ไปแลวเมื่อโคลนยนีของแบคทีเรียแกรมบวกจะมกีารประมวลรหัสสราง
โปรตีนและสะสมไวในสวนของ periplasm เปนสวนใหญดังเชนรายงานของ Okushima และคณะ 
(1991) ที่โคลนยนีเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. CB-8 เขาสู E. coli HB101 และได
วิเคราะหบริเวณที่มีการสะสมของเดกซแทรนเนส  โดยการสกัดโปรตีนที่อยูในสวน periplasm และ 
cytoplasm ดวยวธิี osmotic shock (Chan และคณะ, 1981) พบวา E. coli จะมีการสะสมเดกซ
แทรนเนสในบริเวณ periplasm เปนสวนใหญ  จึงมคีวามเปนไปไดที่โคลน B36 จะสะสมเดกซ   
แทรนเนสไวภายในเซลลเชนกนั  ดงันัน้การทดลองในขั้นตอนตอไปจึงควรสกัดโปรตีนภายในเซลล
ของโคลน B36 แยกสวนภายใน periplasm และ cytoplasm และนํามาวิเคราะหแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสเพื่อระบุตําแหนงทีม่ีการสะสมเดกซแทรนเนสภายในโคลน B36 และเปรียบเทยีบ
แอคติวิตีที่ B36 สรางไดกับแอคติวิตีที่ไดจาก Arthrobacter sp. AG-2 และทําการปรับปรุงสาย
พันธุใหสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในระดับสูงโดยใชเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     10.0    กรัม 
ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)      5.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 
ลิตร  เพิ่มลงไป    จากนัน้นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาท ี

 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     16.0    กรัม 
ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)    10.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ณฐินี สุวรรณสงิห, 2540) 
  
 เดกซแทรน (ความบริสทุธิ์ระดับอุตสาหกรรม)    5.0    กรัม 
 พอลิเปปโตน (polypeptone)    10.0    กรัม 
 K2HPO4         2.0    กรัม 
 KH2PO4         1.0    กรัม 
 MgSO4•7H2O        0.1    กรัม 
 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)      0.1    กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     30.0    กรัม 
  
 ละลายสารทั้งหมดยกเวนเดกซแทนในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล.  ปรับคาความ
เปนกรด-ดางใหเปน 7.5  จากนัน้ใสเดกซแทรนแลวนาํไปละลายโดยการอุนดวยความรอนและ
ปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
5.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ณฐนิี สวุรรณสิงห, 2540) 
 
 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi แตละลายวุน 15 กรัมตอ
อาหาร 1 ลิตร เพิ่มลงไป   จากนัน้นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 
121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปน
เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึง่ 

 
2. สารปฏิชวีนะ 
 
 แอมพิซิลลินความเขมขน 100 มก./น้ํา 1 มล. ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลาย
ผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษาไวในหลอด
ไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนาํมาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 
3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
 

ประกอบดวย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 RNase A 
 Collection tube 
 QIAprep Spin colum 
 
กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน Buffer 

P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ 4 Oซ  และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 
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4. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit 
 

ประกอบดวย 
 NaI solution 
 Glassmilk 
 New wash 
 
ทําการสกัดพลาสมิดตามกรรมวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 
5. สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูมิ 
60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.    เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. .  นําไปนึง่
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึง่
ฆาเชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนาํไปนึง่ฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 
6. Alkaline transfer buffer 
 

โซเดียมไฮดรอกไซด     0.4    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      1.0    โมลาร 
 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจปุริมาตร 800 มล. จนหมดแลวจงึละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด  เติมน้าํน้าํปลอดประจุจนครบปรมิาตร 1,000 มล.    นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี

 
7. Neutralization buffer II 
 

Trismabase      0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      1.0    โมลาร 
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 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.2  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  เติมน้าํปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
8. สารละลาย 20XSSC 
 

โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)    0.3    โมลาร 
 

 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
9. สารละลาย 2XSSC 

 
ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. ผสมใหเขา

กัน    นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูม ิ121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
10. สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้าํปลอดประจุ 89 มล. ผสมใหเขากัน    นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี    จากนัน้เติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทาํการทดลอง 
 
11. สารละลาย 0.5XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้าํปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมใหเขากนั    นาํไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที    จากนัน้เติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทาํการทดลอง 
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12. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ  DIG High Prime DNA labeling and 
detection starter kit I 

 
ประกอบดวย 
 หลอดหมายเลข 1.    DIG-High Prime, 5X conc. 
 หลอดหมายเลข 2.    DIG-labeled control DNA 5 µg/ml 
 หลอดหมายเลข 3.    DNA dilution buffer 
 หลอดหมายเลข 4.    Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 U/ml 
  หลอดหมายเลข 5.    NBT/BCIP, 50X conc. 
 ขวดหมายเลข 6.       Blocking solution, 10X conc. 

ขวดหมายเลข 7.    DIG Easy Hyb Granules (add 64 ml sterile double 
distilled water, dissolve at 37 OC) 

 
 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดงันี ้
 
Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.15   โมลาร 
 
 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5  เติมน้าํปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
Blocking solution 
 
 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึง่ฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 
ตอ 9 (ปริมาตรตอปริมาตร)  ควรเตรียมใหมทุกครั้งทีท่ําการทดลอง 
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Detection buffer 
 
  Trismabase      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.1    โมลาร 
   
 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
13. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มล. 
 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนัน้เติมกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน  คนใหเขากนัรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
14. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2•2H2O)    186.1    กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด       20       กรัม 
 

 ละลาย EDTA ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนัน้เติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด    
คนใหเขากันรอใหเยน็ลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  
เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอ     
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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15. บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 
EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 
 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 มล.  
เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ํา
ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
16. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Tris base      242    กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มล. 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0           100       มล. 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุจน
เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาท ี
 
17. สารละลายฟนอล (phenol) อ่ิมตัว 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 Oซ    จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline  .ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%   แลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร  ความ
เปนกรด-ดางเปน 8.0  ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาท ี  ดูดน้ําใส
สวนบนทิง้    เติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง  คอยๆ
คนเปนเวลาประมาณ 15 นาท ี  แลวดูดน้ําใสสวนบนทิง้  ทาํเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งได
สารละลายที่ความเปนกรด-ดางมากกวา 7.8 (ใช pH paper วัด)    สุดทายเติม Tris-HCl เขมขน 
0.1 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ที่ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของ
สารละลายที่ได   เก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนนไดประมาณ 1 เดือน 
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18. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 
 

ผสมสารละลายฟนอลอิม่ตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน ฟนอล : 
คลอโรฟอรม 1 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร)  ผสมใหเขากนั  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูม ิ
4 Oซ 

 
19. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 Oซ 

 
20. สารละลายสาํหรับการสกดัพลาสมิด 
 
สารละลาย I  
  กลูโคส        50    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย Tris-HCl  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  25    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  10    มิลลิโมลาร 
  
 ผสมสวนผสมทั้งหมดขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
สารละลาย II 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 10 นอรมลั ปริมาตร 0.2 มล.  เขากับน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มล.  แลวเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1.0 มล.  เตรียม
ใหมกอนใชทกุครั้ง 
 
สารละลาย III 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 50 มล. กับกรดอะซีติก
เขมขนปริมาตร 11.50 มล.    นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาท ี
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21. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เกบ็ในภาชนะทีป่ดสนิทในที่มดื 

 
22. สารละลายโซเดียมอะซีเตต เขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้าํหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มล.  นําไปปรบัคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2  ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล.  เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.   นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี

 
23. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 

 
24. สารละลาย X-gal ความเขมขน 50 มิลลกิรัมตอมลิลลิิตร 
 

ละลายผง X-gal น้ําหนกั 500 มก. ในสารละลาย dimethylformamide ใหครบปริมาตร 
10 มล.    เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ  ในหลอดปดสนิทและมืด 

 
25. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 10 มล.  กรองผานหัว
กรองฆาเชื้อ   เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 

 
 
 
 
 

 



ภาคผนวก ค 
 

การเปรียบเทียบความเหมือนของยีนและโปรตีนโดยโปรแกรม DNASIS, BlastX  
และการหาบริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนสโดยโปรแกรม CLUSTAL X 

 
1. การหาบริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนสดวยโปรแกรม CLUSTAL X เพื่อการ
ออกแบบไพรเมอรสําหรบัทําปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในการสรางดีเอ็นเอติดตาม 
DEX-probe 
 
Okushima คือ ลําดับนวิคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 

(Okushima และคณะ, 1991)    
Oguma คือ ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter globiformis สาย

พันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)    
Mizuno คือ ลําดับนิวคลโีอไทดของยีนไอโซมอลโท-ไทรโอเดกซแทรนเนสจาก Brevibacterium 

fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999)    
DEXFWD1, DEXFWD2 และ DEXREV  ที่ระบุไวบนลาํดับนิวคลีโอไทดแสดงบริเวณที่ใชออกแบบ

ไพรเมอร 
 
Okushima  1    --------------------------------GAATTCCTGGGTCGTCCGGGCGAACTTC  
Oguma     933  ACGCCAGGACCCCG--AGTCCGTTTACGGGTGGTACAAACGGCTCATCCAACTCCGCCAC  
Mizuno    5204 GTACCCGCACCTCACCGGTAACACTGTTGACGGTGCCCGAAGCCCA-CCAGATCGTCACC  
 
Okushima  29   GACGAGCGGACGA-----GGTGGATCGTGCG--CACATCTCTCCGAA---TGGT----GA  
Oguma     991  GAGGAACCGGTGATTGTGGACGGAAGGTTCAACCTCATACTTGCCGA---CGATCCCCAA  
Mizuno    5263 ATGGTGCCCAAGACCGCACTCGGTAACCTTGACCCTGCCTCGGCCAAGCTCGCTGTGGCG  
 
Okushima  75   TTGCTCGCCCA-----GTGTGCAGCCTGATGACGATCGCGTTGCTTCTGCTCACGGCCT-  
Oguma     1048 ATCTTCGCCTATACCCGCACGGATAGTGACACCGAACTCTTCATCGCCGCCAACTGCTCA  
Mizuno    5323 ATGTTCGGTAACGCCGAGTCAGGTGAAGGCGTCGGCAACGTCCGGCCCGTCTATGACGGC  
 
Okushima  128  --GGGCCTGGTACA--CGTGGCCGGGA-ATACTCATGGCCTTCGGCTTCGCCCTGCCG--  
Oguma     1108 GCGGACCCAGCTGC--GCTACCTGGCG-ACGTTACCGAGGAATGGGACGACGCAGACGTC  
Mizuno    5383 GCCTACTGGGCTGCCGGCGACCCGTCGTGGATCAAAGAGTGGCGCTTCGGCGGCGGTGCC  
 
Okushima  182  CTGTTCGCCACCGTTATCGTCG--TCTACTCATTCGGTCG--GTTGC--CGGGAATG--G  
Oguma     1165 CTGCTCGCTAACCATCCAGGCG--TCCGTGAGCTCGGAAG--AACGCTCCTGCCCTG--G  
Mizuno    5443 GCGTGCTTCGACGGTGGCATCGCCTCCCGGGACACGGACACCAGCGATCCGAACGCACTG  
 
Okushima  234  ACGTAGATGATCAG--GCGCGCCCAAATGGAGCTACGGCCTTGGGGGGTG---GTTCTC-  
Oguma     1219 GAGGTGATCGTTCT--ACG-ACGCGGCCTCGCGTAAGGCCCTAACAGCCG---GGCCCCT  
Mizuno    5503 GACGTGATTGTCCGTGACGGCCAAAGCCAGGCAACGGTTCTTGACTGGCACACAGCCTCG  
 
Okushima  287  ----CGCTGCACC--------GCATAGCGA-----------CTCCGCA---AGCACCAGT  
Oguma     1273 CC--CGGCGCACCC-------ACACAAGGAAGTGTGCGGCCCACCCCA---CGGAGCCGT  
Mizuno    5563 CCCGCGGTGATTCCGATGGTCGGACTGAAACCCTAACCCTCAACCCCAAGGCGGGGCCGG  
 
Okushima  322  CCATTG----ACGAGAGGAACCATC-ATGCCCGGAACAGGGCTAGGCCGGCTGGCCAAAC  
Oguma     1321 CTCACGCAACGAGAGAGGAACCATC-ATGCCCACTACAGGGCTGAGGCAACTTGCACGAA  
Mizuno    5623 AACCTCCGGCCCCGCCTTTCCCATCTATGCCCGCATTGGAACC-AGAAAAAAGACCCAAA  
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Okushima  377  GCATGACAGCGGCAGCCGCAGTTTTCTTTATCAGCACCAGCGCCGTGCTCCCGGCACAGG  
Oguma     1380 CCATCACCATCGCCGTCGCGGCCACGCTGATTGGTACCGGTGCCGCAATACCGGCACAAG  
Mizuno    5682 CAGTTACAACCGCAAATG-ATTTAGAACAGGGGAAAGCAATGAAGCATTACCTCCGTTTA  
 
Okushima  437  CTGCCACC-GCACCGGCAGCCGCCCCACCAGGGGTACCTGCAGCTCTCAAGGCAGAACGC  
Oguma     1440 CCGGCCCC-G-ACCGGAAAA-ATCCCACCAA----ACCTGTTG------------AAGAC  
Mizuno    5741 TTGGCCTCAGCGTTTGCGCTGCTGCTCCTGCTGCCGGCCGCCGGGCAGGAACCAGCAGCC  
 
Okushima  496  GCCATCA------------CAACCGTCGACAATGGCAACCTGCACACGTGGTGGCACGAC  
Oguma     1481 GCCCCGG------------TCACCGCGGACGTTGGAAACCTGCACACCTGGTGGCACGAC  
Mizuno    5801 GCAACAGAACAGACCGGCTTCACCGCCTCAGGACCCGAGCTGCGGACCTGGTGGCACAAC  
 
Okushima  544  AATGGCGTTTTCAGCCCAGCCACTCCAACACAAAGCAGCGAGGTTCGCCGGTCGTCCTTC  
Oguma     1529 AACGCTGTTTACAACACTGACTCGCCCACCGAGAACGGTGAAGTCCGCCGCTCCTCCTTC  
Mizuno    5861 AACTATGAGTACAACGCCACCTCACCCACCCAGAACGGCAACGTCCGCCGGTCATCTTTC  
 
Okushima  604  TACGATGTGCAGGTTGC-CCAGGCTAATCAGCCGCAGAAGCTATACGACGCCTTCAGCTA  
Oguma     1589 TACGACGTGCAGGTCGC-GCAGGCGCACCAACCGGACAAGTTCTTCGACTCATTCGCCTA  
Mizuno    5921 TACGAGGTGCAGGTTGCCACAGCTGCGGC-GCCTGAAACACGCTACGACTCCTTCGCGTA  
 
                      DEXFWD1 
 
Okushima  663  CATGAGCATTCCCCGCAGCGGAAAGGGCAAGATCGGCTACACAGAGGAAGACGGCGCTGA  
Oguma     1648 CATGAGCATTCCCCGCAGCGGCAAAGGAAAGGTCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGCAGA  
Mizuno    5980 TATGAGCATTCCCCGCAGCGGGAAGGGGAAGATTGGTTACACAGAACCGGACGGCGCAGA  
 
                                                DEXFWD2 
 
Okushima  723  ATTCTCCTCTGACGCCCGGCTTACGATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCCAAGGACGT  
Oguma     1708 GTTCTCCTCCGAAGCAAACCTCTCGATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCGAAGGACGT  
Mizuno    6040 ATTTTCTTCCTCAGCGAACCTCTCCATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACTCCACTGCCGT  
 
Okushima  783  CTGGGTGGAAGTGAGCCTGCGCACTGGACAGACCATCTCCTCAGCCGACCAGGTCCAGAT  
Oguma     1768 GTGGGTTGACGTCAGCCTGAAGACAGGGCAGACCATCAGCTCAGCGGATGAGGTTCAGAT  
Mizuno    6100 TTGGGTGGACGTGAAGCTGACAACCGGCCAGACGATTACATCGGTGGACCAGGTGTCGAT  
 
Okushima  843  CCGGCCGAGCAGCTACAACTTTGAAAAGCAGCTCGTGGATGCAGACACTGTCAGAATCAA  
Oguma     1828 CCGTCCCAGCAGTTATGACTTCGAGAAGAAGCTCGTCGATGAGGACACCATCAGGATCAA  
Mizuno    6160 CCGTCCCAGCAAATACACCTTCGAGAAACACCTTGTGGACGCGAACACGGTCCGGATCAA  
 
Okushima  903  GGTGCCCTACTCTGACGCGGGCTACAGGTTTTCGGTCGAATTTGAGCCGCAGCTTTACAC  
Oguma     1888 GGTTCCCTACTCGGACGCCGGATACCGTTTCTCCGTCGAATTCGACCCCCAGCTGTATAC  
Mizuno    6220 GGTTCCCTATTCGCTATCGGGCTACCGCTTCTCAGTCGAATTCGAGCCGCAAAATTTCAC  
 
Okushima  963  CGCCTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAACTGACG---ACCGAGGCGGCCGGCAA  
Oguma     1948 GTCTTACAACGATATGTCCGGTAACAGCGGGAAACTCACC---ACTGTCGCTGAGGGGAA  
Mizuno    6280 CGCTTACAACGACATGTCAGGAACTGCGGGGGTGCTGACTGAAACCGGCGGCGGGGACCA  
 
Okushima  1020 CCGGCCCATCCACACCGAGCCACGCAATTCGATGATGGTCTTCGCCGAACCGAAGCTTCG  
Oguma     2005 CCGGCCTATTCACACCGAGCCGATGAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCGAAGCTCCA  
Mizuno    6340 CCGTGCCATCCATACCGAACCCCGGAACTCCATGATGATCTTCGCCGAGCCAACCCTGGG  
 
Okushima  1080 GGGCGAGCAGAAGGAACGACTGGTCCCGACAGAAGAGTCGGGCAGCATCCACTATCCGGA  
Oguma     2065 GGGCGAAGAGGAGAAGCGCCTGATCCCGAACCCCTCGTCAGGCAGCATCCACTACCCCGA  
Mizuno    6400 CGGCGGCGAGGCGGACCGATTGATTCCCACCTCCGCATCCGGAACCATCAACTACCCGCA  
 
Okushima  1140 GCCCGGCGAGGTGCGGAACCTGAACTCGGTCAGCGAGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGG  
Oguma     2125 AGAAGGGGAAGTGAAGGACCTCAACACCGTCACCGAAGAGATCATTTACTTCAAGCCCGG  
Mizuno    6460 GGAAGGCCTGGTCGACAACCTGGGCTCGGTCACCGAGGAGGTCATCTACTTCAGGCCCGG  
 
Okushima  1200 CACCTACAGCATGGGCCCGGACTACCATGCAGTCCTGCCAGCCAACGTGAAATGGGTCTA  
Oguma     2185 CACCTACCACATGGGCTCGGACTATCATGCGGTACTTCCGCCCAACGTGAAGTGGGTCTA  
Mizuno    6520 GACCTACTACATGGGATCGGGCCACCGTGCCTCCATGCCGCCCAACGTCAAGTGGATCTA  
 
Okushima  1260 TCTGGCACCAGGGGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCCTCCACGACACCCAAAGCCA  
Oguma     2245 CCTTGCGCCTGGCGCGTACGTGAAGGGCGCGTTCCGCTTCTTCCACGACAACCAGGCACA  
Mizuno    6580 CCTGGCCCCCGGGGCATACGTCAAAGGTGCCTTCTATTTCCCCAGCTCGACGCAGGGCGT  
 
Okushima  1320 GTACAAGGTCACCGGATACGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGATAC  
Oguma     2305 GTACAAGGTGACCGGCTACGGGGTGCTCTCCGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGACAC  
Mizuno    6640 CTACAAAGTCACCGGGCGCGGGGTGCTCTCCGGCGAACAATACGTCTATGAGGCGGACAC  
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Okushima  1380 GAACAACAGTTACCACCACCTGAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCGTCCTGTGTAAAGAT  
Oguma     2365 CGCCAACAATTATAATGCCCTCAGCGGAGCCTCAAACTGCCACGTCACCTGCGTGAAAAT  
Mizuno    6700 CACCACCAGCGGGTATCCGCACTCAACCGGTGCCAACTGCCACAATACCTGCGTGAAGAT  
 
Okushima  1440 GCTGCAGTTCGC---TTCCGCCGACGCGGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGT  
Oguma     2425 GCTTCAGTTCGA---ATCCTCTAACATCGGACAGCAGCTCGACCTGCAAGGCGTCACCAT  
Mizuno    6760 GCTCGAGTTCAGTTCGTCCTCCACCATGCAGCAGTACTTGGACGTCGAGGGAATCACCAT  
 
Okushima  1497 CGCCGAGCCACCGTACCACTCCTTCGTGGTCTACGGGAACGA--GCAAACA---------  
Oguma     2482 CAACGAACCGCCCTACCACTCCTTCGTCGTCTACGCCCACGAAGGCGAAAAAGAGATAGG  
Mizuno    6820 CAGCGAGCCGCCCTACCACTCCTTCGTCATCTATGGGCCCCAGAACGCCTATGA------  
 
Okushima  1545 ----------TTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCA  
Oguma     2542 CGTGGAGAACTTCCGCATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTCGGCAGCTGGTACTGGCA  
Mizuno    6873 ---------CATGGAAATGCGGGTGGACAATTACAAACAGGTCGGCAGTTGGTACTGGCA  
 
Okushima  1596 GACAGACGGCATCGAGCTGTACAAAGGCAGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAATGCCAA  
Oguma     2602 GACAGACGGCATCGAGCTCTACCAGGGCGGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAACGCGAA  
Mizuno    6925 GACCGACGGCATGGAACTCTACAAGGGCGGGCGGATGAACAATACCTTTTTCCACTCCAA  
 
Okushima  1656 CGACGACGTGCTGAAGATGTATCACAGTGATGTCACCATCGATAACACGGTGATCTGGAA  
Oguma     2662 CGACGATGTGCTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATCGATAACACGGTAATTTGGAA  
Mizuno    6985 TGACGACGTCCTGAAGCTCTACCACAGCAACGTGACGGTGGATAACACGGTGATCTGGAA  
 
Okushima  1716 GAACGAGAACGGCCCCGTGATCCAGTGGGGCTGGACGCCACGGAACATTGACAACGTGAA  
Oguma     2722 AAACGAGAACGGGCCCGTCATCCAATGGGGATGGACACCGCGGAACATCGACAACGTGAA  
Mizuno    7045 GAACGAGAACGGCCCGGTTATCCAGTGGGGCTGGGCGCCGCACAACATCGACAATGTGGT  
 
                                      DEXREV 
 
Okushima  1776 CGTCGCCAACACCACGGTCATCCACAACCGGATGTATTGGAAGGACGTCAAGTACAACAC  
Oguma     2782 CGTCACCGACACAACCGTCATCCACAACCGCATGTACTGGAAAGACCCCAAGTACAACAC  
Mizuno    7105 CGTAACCAACACTGACGTCATCCACAACCGCATGTATTGGAAGGACGTCAAATACAACAC  
 
Okushima  1836 CTGCATCTTCAATTCCTCCTCGCACTGGGAGGACATGGGTTCCACCACCAAAGCGGATCC  
Oguma     2842 CTGCATCCTCAACTCGTCATCGCACTGGGAAGACATGGGTTCCACTGCCAAGGCGGACCC  
Mizuno    7165 CTGCATCATCAATTCCTCCTCCCACTACGCGGACATGGGATCCAGCACCACAGCAGACAC  
 
Okushima  1896 CAACACCACGGTGAAGAACATGCGGTTCGAAAACACCGCCGTCGAAGGCATGACGAACTG  
Oguma     2902 GAACACAACTGTGAAGAACATGCGATTCGAAAACATCACTGTCGAAGGCATGACCAACTG  
Mizuno    7225 CGCCAAAACCATCAGCAACTTCCGGCTGGAGAACATCACCGTGGAGGGCATGACCAACTG  
 
Okushima  1956 CGCTATCCGCGTCTATGCCCTGTCCGACACTGAAAACATCCACATCAAGAATTTCAACAT  
Oguma     2962 CGCAATGCGGATCTATGCCCTGTCCAACACTGAGAACATTCACGTCAAGAACCTCAGCAT  
Mizuno    7285 CGCCGTGAGGATCTATGCACTCTCCAACACCGAGAACATCCACATCAAGAACCTGAACAT  
 
Okushima  2016 CGGTGCCTGGAACGGGCTGGAATGGACTTCACAGGTCAGCCACCTCAAGCGCTACACCAA  
Oguma     3022 CGACAGCTGGAATGGCTTGGACTGGACTTCACAGGTCAGCCACCTCAAGCGGTACACCAA  
Mizuno    7345 TGGCGGCTGGAACGGGCTGGACTACGGCTCCCAAGTGAGCCACCTGAAGCGCTATTCGGA  
 
Okushima  2076 CTCCGCCGGTGAGAAGGTCACTATCGGCAACGAGGTTCCCGACGGCAACGGACTCGCCCT  
Oguma     3082 CTCCGCAGGCGAAAAAGTCACCATCGGCAATGAGATCCCCGACGGTAACGGCCTCGCCCT  
Mizuno    7405 CACCGCCAACAACAAGGTTTGGCTGGGCAACGAAACGATTGACAGCCGCGGCATCAAGCT  
 
Okushima  2136 TGAAAACTACTCAGTGGGCGGCCAAGTCATCGAGAAGACCGGCGGAAACTCGTCAGACTA  
Oguma     3142 CGAAAACTACTCGGTCGGAGGCGAAATAATCGAGAAATCCGGCGACAACTGGAACGACTA  
Mizuno    7465 CGAGAACTACACCGTCGGCGGGGTCAAGATCGACAAGACCACAACTAACTGGAATGACAC  
 
Okushima  2196 CCAGCTCGGCCGGCTTGGCTTCGACGGCGAAAACTGGGAAAACTGGAACGCCTGGAAGTC  
Oguma     3202 CAAGCTCGGACGCCTCGGATTCGACGGCGAGAACTGGGACAGCTGGAACGCCTGGAAATC  
Mizuno    7525 GCAGTTGGGCCGTCTCGGCTTCGACCCGGAAAACTGGGATACTTGGAACGCGTGGTGACT  
 
Okushima  2256 AGCTC-CCTAGCAGGCTCTCACCGAGCTCAATCCGGC-GGTGAAAGTGGGCAGAGGCA-A  
Oguma     3262 CACAC-CCTAGGTAAC-----CGGAACTCG--TCAGC-GGCGTG-GTGGGCAGAGGCACA  
Mizuno    7585 CTCGGGTCTTCGTGACCGAAGCGCATCCATAATCGGCCGGGGAGCCCCGTCTAAGGCTCC  
 
Okushima  2313 GAGTAATTCCCCACTTCCT---------CCAAAACAATGCAGCC--AGTCAACCGGCCCT  
Oguma     3312 CAGCCTCTGCCCACCGGCTTATGCACTACGAAAAATCTCCAACCTGAACCACCGAATCTT  
Mizuno    7645 CCGGCCGGCCGGGCGGGGAAGCTGACGCTCCAGGGACTTACACCCCGGGCAGTGTGCCGT  
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Okushima  2362 GGT---GCAACTG-AGCACA-AAT------------------------------------  
Oguma     3372 GCC---ACATCAGGAGCACC-GATTGATGTCACCCTCATGTTCGAGCTCGATGACCTCCC  
Mizuno    7705 GCACAAACGCCTGGATGGCCAGGACAGCAGCGCCACGGCACCAATCAACGTTGTTCTTGG  

 
2. ผลการเปรียบเทยีบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอติดตาม DEX-
probe โดยใชไพรเมอร T7  กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis 
สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-18-03 
 *** INPUT INFORMATION *** 
     FILE NAME : DEXPROBE.SEQ           
     SEQUENCE :   1062 BP;    275 A;    332 C;    291 G;    164 T. 
 *** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1- 1062 NORMAL ) 
 NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
   1 OKUSHIMA.SEQ                                                    3414  3414 
 86.9% identity in 1062 bp overlap 
 
                       10        20        30        40        50        60 
 DEXPROBE      GAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGACGTCTGGGTGGACGTCAATCTCAAGACCGG 
               X:::::: :::::::::: :: :::::::::::::::::::: :: :  ::    :: :: 
 OKUSHIMA      GAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCCAAGGACGTCTGGGTGGAAGTGAGCCTGCGCACTGG 
             750       760       770       780       790       800          
                       70        80        90       100       110       120 
 DEXPROBE      CCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCAGATCCGGCCCAGCAGCTACAACTTCGAAAA 
                ::::::::: : :: ::::::::::::::::::::::: :::::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      ACAGACCATCTCCTCAGCCGACCAGGTCCAGATCCGGCCGAGCAGCTACAACTTTGAAAA 
             810       820       830       840       850       860          
                      130       140       150       160       170       180 
 DEXPROBE      ACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGATCAAGGTGCCATACTCTGACGCCGGATACCG 
                ::::::::::: :: ::::: :: :  ::::::::::: ::::::::::: :: ::: : 
 OKUSHIMA      GCAGCTCGTGGATGCAGACACTGTCAGAATCAAGGTGCCCTACTCTGACGCGGGCTACAG 
             870       880       890       900       910       920          
                      190       200       210       220       230       240 
 DEXPROBE      GTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTACACGGCGTACAACGACATGAGCGGCGACAG 
               ::: ::::: :: :: ::::::::::: ::::: :: ::::::::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      GTTTTCGGTCGAATTTGAGCCGCAGCTTTACACCGCCTACAACGACATGAGCGGCGACAG 
             930       940       950       960       970       980          
                      250       260       270       280       290       300 
 DEXPROBE      CGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAACCGCGCCATCCACACTGAGCCTCGCAACTC 
               :::::: :: :: ::::: :: :  ::::::::  :::::::::: ::::: ::::: :: 
 OKUSHIMA      CGGCAAACTGACGACCGAGGCGGCCGGCAACCGGCCCATCCACACCGAGCCACGCAATTC 
             990      1000      1010      1020      1030      1040          
                      310       320       330       340       350       360 
 DEXPROBE      GATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCGGGGCGAGCAGAAGGAGCGGCTGATTCCCAC 
               ::::::: :::::::::: :: ::::: ::::::::::::::::: :: ::: : :: :: 
 OKUSHIMA      GATGATGGTCTTCGCCGAACCGAAGCTTCGGGGCGAGCAGAAGGAACGACTGGTCCCGAC 
            1050      1060      1070      1080      1090      1100          
                      370       380       390       400       410       420 
 DEXPROBE      GGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGAAGGTGAGGTAACCAACCTCAACACCGT 
                :: ::::: :::::::::::::: ::::     :: :::::    ::::: ::: : :: 
 OKUSHIMA      AGAAGAGTCGGGCAGCATCCACTATCCGGAGCCCGGCGAGGTGCGGAACCTGAACTCGGT 
            1110      1120      1130      1140      1150      1160          
                      430       440       450       460       470       480 
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 DEXPROBE      TACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGGCACCTACAGCATGGGCTCGGACTACCATGC 
                : ::: :: ::::::::::::  :::::::::::::::::::::: ::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CAGCGAGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGGCACCTACAGCATGGGCCCGGACTACCATGC 
            1170      1180      1190      1200      1210      1220          
                      490       500       510       520       530       540 
 DEXPROBE      CGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTATCTGGCCCCAGGCGCCTACGTGAAGGGAGC 
                ::::::::  ::::::: :: ::::: :::::::: ::::: ::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      AGTCCTGCCAGCCAACGTGAAATGGGTCTATCTGGCACCAGGGGCCTACGTGAAGGGAGC 
            1230      1240      1250      1260      1270      1280          
                      550       560       570       580       590       600 
 DEXPROBE.SEQ  CTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGCTATGGCGTCCTCTC 
               :::::::::: ::::::::: :::::::::::::::::::::::: :: ::::::::::: 
 OKUSHIMA      CTTCCGGTTCCTCCACGACACCCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGATACGGCGTCCTCTC 
            1290      1300      1310      1320      1330      1340          
                      610       620       630       640       650       660 
 DEXPROBE      CGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAACAACGATTACAACCATCTCAGCGGGGC 
               ::::::::: ::::: ::::::::::: :::::::::  :::: :::: :: :::::::: 
 OKUSHIMA      CGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGATACGAACAACAGTTACCACCACCTGAGCGGGGC 
            1350      1360      1370      1380      1390      1400          
                      670       680       690       700       710       720 
 DEXPROBE      GTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCTGCAGTTCGCGTCAGCCGACGCCGAGCA 
               ::::::::::::::: :: :: :: ::::::::::::::::: :: :::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      GTCCAACTGCCACTCGTCCTGTGTAAAGATGCTGCAGTTCGCTTCCGCCGACGCGGAGCA 
            1410      1420      1430      1440      1450      1460          
                      730       740       750       760       770       780 
 DEXPROBE      GAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGAACCGCCCTACCACTCGTTTGTGGTCTA 
               ::::::::::::::::::::: ::  ::   :: :: :: :::::::: :: :::::::: 
 OKUSHIMA      GAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGTCGCCGAGCCACCGTACCACTCCTTCGTGGTCTA 
            1470      1480      1490      1500      1510      1520          
                      790       800       810       820       830       840 
 DEXPROBE      CGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTA 
               :::::::::::: :: :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CGGGAACGAGCAAACATTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTA 
            1530      1540      1550      1560      1570      1580          
                      850       860       870       880       890       900 
 DEXPROBE      CTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAAGGGCAGCAGCATGAAGAACACGTTCTTCAA 
               :::::: :: :::::::::::::::::::: ::::::: ::::::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CTGGCAGACAGACGGCATCGAGCTGTACAAAGGCAGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAA 
            1590      1600      1610      1620      1630      1640          
                      910       920       930       940       950       960 
 DEXPROBE      CTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATTGATAACACCGTGAT 
                 ::::::::::::: ::::::::::: ::::: :: :::::::: :::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      TGCCAACGACGACGTGCTGAAGATGTATCACAGTGATGTCACCATCGATAACACGGTGAT 
            1650      1660      1670      1680      1690      1700          
                      970       980       990      1000      1010      1020 
 DEXPROBE      CTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCAGTGGGGCTGGACGCCACGGAACATCGACAA 
               :::::: ::::::::::: :::::: :::::::::::::::::::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CTGGAAGAACGAGAACGGCCCCGTGATCCAGTGGGGCTGGACGCCACGGAACATTGACAA 
            1710      1720      1730      1740      1750      1760          
                     1030      1040      1050      1060   
 DEXPROBE      CGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAACCGGATGTA 
               :::::::::: :::::::: :::::::::::::::::::::X 
 OKUSHIMA      CGTGAACGTCGCCAACACCACGGTCATCCACAACCGGATGTA 
            1770      1780      1790      1800      1810  

 
3. ผลการเปรียบเทยีบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอติดตาม DEX-
probe โดยใชไพรเมอร SP6  กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis 
สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-18-03 
 *** INPUT INFORMATION *** 
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     FILE NAME : PDEX_SP6.SEQ           
     SEQUENCE :    771 BP;    198 A;    219 C;    198 G;    129 T. 
 *** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1-  771 NORMAL ) 
 NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
   1 OGUMA.SEQ                                                       1880  2194 
 80.2% identity in 768 bp overlap 
 
                       10        20        30        40        50        60 
 PDEX_SP6      ATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGAAGGTGAGGTAACCAACCTC 
                :::::::  :::: ::::::::::::::::: ::::     :: :::::    :::::  
 OGUMA         GTTCCCACCCAGGAATCAGGCAGCATCCACTATCCGGAGCCCGGCGAGGTGCGGAACCTG 
                   1830      1840      1850      1860      1870      1880   
                       70        80        90        100       110          
 PDEX_SP6      AACNCNGTTACCGAAGACATCATTTACTTCAAG-CCGGCACCTACAGCATGGGCTGGNAC 
               :::.:.:: : ::  :: ::::: ::::::  : X:::::::::::::::::::: :.:: 
 OGUMA         AACTCGGTCAGCGCGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGGCACCTACAGCATGGGCTCGGAC 
                   1890      1900      1910      1920      1930      1940   
             120       130       140       150       160       170          
 PDEX_SP6      TACCATGCNGTCCTGCCGCCCAAACGTCCAAGTGGTGNATCTGGCCCCAGGCGCCTACGT 
               ::::: ::.::::::::: :: :::::  ::  ::: .::::::: ::::: :: :: :: 
 OGUMA         TACCACGCAGTCCTGCCGGCC-AACGTGAAATGGGTCTATCTGGCACCAGGAGCGTATGT 
                   1950      1960       1970      1980      1990      2000  
              180       190       200       210       220       230         
 PDEX_SP6      -AAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGCTATGG 
                ::::: :::::::::::: : :::::::  ::::::::::::::::::::::: :: :: 
 OGUMA         GAAGGGGGCCTTCCGGTTCCTTCACGACACGCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGTTACGG 
                    2010      2020      2030      2040      2050      2060  
              240       250       260       270       280       290         
 PDEX_SP6      NGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAACAACGATTACAACCATCT 
               .::::: ::::::::::: ::::: ::::::::::: ::::: :::   :::::::: :: 
 OGUMA         CGTCCTTTCCGGCGAGCAGTACGTTTACGAGGCGGATACGAATAACAGCTACAACCACCT 
                    2070      2080      2090      2100      2110      2120  
              300       310       320       330       340       350         
 PDEX_SP6      CAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCTGCAGTTCGCGTCAGCCGA 
               ::::::::: :::::::: ::::: :: ::::: ::::::::::::::::: :: ::::: 
 OGUMA         CAGCGGGGCATCCAACTGTCACTCGTCCTGCGTAAAGATGCTGCAGTTCGCTTCCGCCGA 
                    2130      2140      2150      2160      2170      2180  
              360       370       380       390       400       410         
 PDEX_SP6      CGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGANCCGCCCTACCACTCGTT 
               ::: :::::::::::::::::::::::::: ::  ::   ::.::::: :::::::: :: 
 OGUMA         CGCGGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGTCGCCGAGCCGCCGTACCACTCCTT 
                    2190      2200      2210      2220      2230      2240  
              420       430       440       450       460       470         
 PDEX_SP6      TGTGGTNTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACNTGNANAACTACAAGCAGGTGGG 
               ::::::.:::::::::::::: :: ::::: ::::::.::.:.:: :::::::::::::: 
 OGUMA         TGTGGTCTACGGGAACGAGCAAACGTTCCATATGAACGTGGAGAATTACAAGCAGGTGGG 
                    2250      2260      2270      2280      2290      2300  
              480       490       500       510       520       530         
 PDEX_SP6      CANTTGGTAGTGGCAAACGNACGGCATCGAGCTGTACAAGGGCAGCAGCATGAAGANCNC 
               ::. ::::: ::::: :::.::::::::::::::::: ::::::::: ::::::::.:.: 
 OGUMA         CAGCTGGTACTGGCAGACGGACGGCATCGAGCTGTACCAGGGCAGCACCATGAAGAACAC 
                    2310      2320      2330      2340      2350      2360  
              540       550       560       570       580       590         
 PDEX_SP6      GTTCTTCAANTCCAACGAGNACGTANTGAAGATGTACCACAGCGNCGTCACCNTTNATAA 
               :::::::::. : ::::: .:::: .::::::::::::::::::. :::: :.: .:::: 
 OGUMA         GTTCTTCAACGCGAACGACGACGTGCTGAAGATGTACCACAGCGATGTCAGCATCGATAA 
                    2370      2380      2390      2400      2410      2420  
              600       610       620       630       640       650         
 PDEX_SP6      CACNGTGATNTGGAAAANNGANAACGGACCCGTGGTCCAGTGGGGNTGGACGCCACGGAA 
               :::.::: :.::::: :..::.::::::::::: :::::::::::.::::: :: ::::: 



 80

 OGUMA         CACCGTGGTGTGGAAGAACGAGAACGGACCCGTCGTCCAGTGGGGCTGGACCCCGCGGAA 
                    2430      2440      2450      2460      2470      2480  
              660       670       680       690       700        710        
 PDEX_SP6      CATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAACCGCATGTA-GGGTTCGA 
               ::: :::::::::::::::::::::::: : :::::::::::::: ::::X  ::   :: 
 OGUMA         CATTGACAACGTGAACGTCACCAACACCACCGTCATCCACAACCGGATGTACTGGAAGGA 
                    2490      2500      2510      2520      2530      2540  
               720           730       740       750       760       770  
 PDEX_SP6      AATC---GATAA-GCTTGGATCCGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCAAGCTTGAGA 
                 ::    : ::  : :: :::   :   :: ::  :::  :::  : :          
 OGUMA         CGTCAAGTACAACACCTGCATCTTCAACTCTTCC-TCGCACTGGGAGGACATGGGTTC 
                    2550      2560      2570       2580      2590         

 
4.   ผลการเปรียบเทยีบความเหมือนของยีน  sdx    และยีนเอนโดเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter globiformis  สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-10-03 
 *** INPUT INFORMATION *** 
     FILE NAME : SDX.SEQ           
     SEQUENCE :   1902 BP;    479 A;    609 C;    525 G;    289 T. 
*** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1- 1902 NORMAL ) 
 NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
     Oguma.SEQ                                                      5518  5562 
 83.2% identity in 1879 bp overlap 
                       10        20        30        40        50        60 
 SDX           ATGCCCGGATCAGGGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTG 
                                         :::   :    ::   :::  : : : : X:::: 
 OGUMA         CGACTGGCCAAACACGTAACAGCGGCAGCTGCAGTTTTCCTTATCAGCACTGGCGCCGTG 
                 1090      1100      1110      1120      1130      1140     
                       70        80        90         100        110        
 SDX           CTTGTGGGCAGCGGCGCTGCCATCCCGGCACAGGCCA--CCGGCAGCA-CGCCAGCTG-A 
               : :   ::::  :::   :  : : :: :   : :::  ::  : ::: :::: :::: : 
 OGUMA         C-TCCCGGCACAGGC--AGAAACCGCGCCGGGGTCCACCCCCTCTGCAGCGCCGGCTGCA 
                  1150        1160      1170      1180      1190      1200  
                120       130       140       150       160       170       
 SDX           CCCGAAGAAAGCCGCCGAAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTGGCA 
                : :  ::::  : ::  : : : ::: : : ::::::::::::: :::::::::::::: 
 OGUMA         TCTGTGGAAAAACACCCCA-TTACCACTGCGAACAACGGCAACCTCCACACCTGGTGGCA 
                    1210      1220       1230      1240      1250      1260 
                180       190       200       210       220       230       
 SDX           TGACAACGGGGTCTTCAACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTCGTC 
                :::::::: :: :::: : : :  : ::: ::      : ::::::: ::::::::::: 
 OGUMA         CGACAACGGCGTTTTCAGCCCAGCCGCCCCAACGCAAAGCGACGAGGTTCGCCGGTCGTC 
                     1270      1280      1290      1300      1310      1320 
                240       250       260       270       280       290       
 SDX           CTTCTACGACGTCCAGGTTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTTCAC 
               ::: ::::: :: : ::: :: ::::: :  :::::  : :::::::: ::::: ::::: 
 OGUMA         CTTATACGATGTGCGGGTGGCCCAGGCCAATCAGCCACAGAAGGCGTATGACGCTTTCAC 
                     1330      1340      1350      1360      1370      1380 
                300       310       320       330       340       350       
 SDX           GTACATGAGCATCCCCAGGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGC 
                ::::::::::: ::: : ::::: ::::: ::::::::::::::  :::: ::::: :: 
 OGUMA         TTACATGAGCATTCCCCGCAGCGGAAAGGGGAAGATCGGCTACACGGAGGAAGACGGTGC 
                     1390      1400      1410      1420      1430      1440 
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                360       370       380       390       400       410       
 SDX           CGAGTTCTCCTCCCAGGCGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGA 
                :: ::::::::: :::: :: ::: ::::::::::: :::::::::: :: :::::::: 
 OGUMA         TGAATTCTCCTCCGAGGCCGGGCTGACCATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCCAAGGA 
                     1450      1460      1470      1480      1490      1500 
                420       430       440       450       460       470       
 SDX           CGTCTGGGTGGACGTCAATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCA 
               :::::::::::: :: :  ::    :: :::::::::::: : :: :::::::::::::: 
 OGUMA         CGTCTGGGTGGAAGTGAGCCTGCGCACTGGCCAGACCATCTCCTCAGCCGACCAGGTCCA 
                     1510      1520      1530      1540      1550      1560 
                480       490       500       510       520       530       
 SDX           GATCCGGCCCAGCAGCTACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGAT 
               ::::::::: :::::::::::::::::::: :::::::::::::: :::::::: : ::: 
 OGUMA         GATCCGGCCGAGCAGCTACAACTTCGAAAAGCAGCTCGTGGACGCCGACACCGTCAGGAT 
                     1570      1580      1590      1600      1610      1620 
                540       550       560       570       580       590       
 SDX           CAAGGTGCCATACTCTGACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTA 
                :::::::: ::::::::::: :: ::: :::: ::::: :: :: ::::: :::::::: 
 OGUMA         AAAGGTGCCTTACTCTGACGCGGGCTACAGGTTTTCGGTCGAATTTGAGCCTCAGCTGTA 
                     1630      1640      1650      1660      1670      1680 
                600       610       620       630       640       650       
 SDX           CACGGCGTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAA 
               ::: :: :::::::::::::::::::::::::::::::: :: ::::::::::::::::: 
 OGUMA         CACCGCCTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTGACTACCGAAGCCGAGGGCAA 
                     1690      1700      1710      1720      1730      1740 
                660       670       680       690       700       710       
 SDX           CCGCGCCATCCACACTGAGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCG 
               :::  :::::::::: ::::: ::::: :: :::::: :::::::::: :: ::::: :: 
 OGUMA         CCGGCCCATCCACACGGAGCCGCGCAATTCAATGATGGTCTTCGCCGAACCGAAGCTTCG 
                     1750      1760      1770      1780      1790      1800 
                720       730       740       750       760       770       
 SDX           GGGCGAGCAGAAGGAGCGGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGC 
               :::::::::::::::::: ::  :::::::  :::: ::::::::::::::::: ::::  
 OGUMA         GGGCGAGCAGAAGGAGCGCCTTGTTCCCACCCAGGAATCAGGCAGCATCCACTATCCGGA 
                     1810      1820      1830      1840      1850      1860 
                780       790       800       810       820       830       
 SDX           CGAAGGTGAGGTAACCAACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGG 
                   :: :::::    ::::: ::: : :: : ::  :: ::::::::::::  :::::: 
 OGUMA         GCCCGGCGAGGTGCGGAACCTGAACTCGGTCAGCGCGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGG 
                     1870      1880      1890      1900      1910      1920 
                840       850       860       870       880       890       
 SDX           CACCTACAGCATGGGCTCGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTA 
               ::::::::::::::::::::::::::: :: ::::::::: ::::::: :: ::::: :: 
 OGUMA         CACCTACAGCATGGGCTCGGACTACCACGCAGTCCTGCCGGCCAACGTGAAATGGGTCTA 
                     1930      1940      1950      1960      1970      1980 
                900       910       920       930       940       950       
 SDX           TCTGGCCCCAGGCGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCA 
               :::::: ::::: :: :: :::::::: :::::::::::: : :::::::  :::::::: 
 OGUMA         TCTGGCACCAGGAGCGTATGTGAAGGGGGCCTTCCGGTTCCTTCACGACACGCAAAGCCA 
                     1990      2000      2010      2020      2030      2040 
                960       970       980       990      1000      1010       
 SDX           GTACAAGGTCACCGGCTATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACAC 
               ::::::::::::::: :: :::::::: ::::::::::: ::::: ::::::::::: :: 
 OGUMA         GTACAAGGTCACCGGTTACGGCGTCCTTTCCGGCGAGCAGTACGTTTACGAGGCGGATAC 
                     2050      2060      2070      2080      2090      2100 
               1020      1030      1040      1050      1060      1070       
 SDX           GAACAACGATTACAACCATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGAT 
               ::: :::   :::::::: ::::::::::: :::::::: ::::: :: ::::: ::::: 
 OGUMA         GAATAACAGCTACAACCACCTCAGCGGGGCATCCAACTGTCACTCGTCCTGCGTAAAGAT 
                     2110      2120      2130      2140      2150      2160 
               1080      1090      1100      1110      1120      1130       
 SDX           GCTGCAGTTCGCGTCAGCCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAA 
               :::::::::::: :: :::::::: :::::::::::::::::::::::::: ::  ::   
 OGUMA         GCTGCAGTTCGCTTCCGCCGACGCGGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGTCGC 
                     2170      2180      2190      2200      2210      2220 
               1140      1150      1160      1170      1180      1190       
 SDX           TGAACCGCCCTACCACTCGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGT 
                :: ::::: :::::::: ::::::::::::::::::::::: :: ::::: :::::::: 
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 OGUMA         CGAGCCGCCGTACCACTCCTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAAACGTTCCATATGAACGT 
                     2230      2240      2250      2260      2270      2280 
               1200      1210      1220      1230      1240      1250       
 SDX           GGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAA 
               :::::: ::::::::::::::::::::::::::::: ::::::::::::::::::::: : 
 OGUMA         GGAGAATTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAGACGGACGGCATCGAGCTGTACCA 
                     2290      2300      2310      2320      2330      2340 
               1260      1270      1280      1290      1300      1310       
 SDX           GGGCAGCAGCATGAAGAACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCA 
               :::::::: :::::::::::::::::::::: : ::::::::::: :::::::::::::: 
 OGUMA         GGGCAGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAACGCGAACGACGACGTGCTGAAGATGTACCA 
                     2350      2360      2370      2380      2390      2400 
               1320      1330      1340      1350      1360      1370       
 SDX           CAGCGACGTCACCATTGATAACACCGTGATCTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCA 
               :::::: :::: ::: :::::::::::: : ::::: ::::::::::::::::: ::::: 
 OGUMA         CAGCGATGTCAGCATCGATAACACCGTGGTGTGGAAGAACGAGAACGGACCCGTCGTCCA 
                     2410      2420      2430      2440      2450      2460 
               1380      1390      1400      1410      1420      1430       
 SDX           GTGGGGCTGGACGCCACGGAACATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCA 
               :::::::::::: :: :::::::: :::::::::::::::::::::::: : :::::::: 
 OGUMA         GTGGGGCTGGACCCCGCGGAACATTGACAACGTGAACGTCACCAACACCACCGTCATCCA 
                     2470      2480      2490      2500      2510      2520 
               1440      1450      1460      1470      1480      1490       
 SDX           CAACCGGATGTACTGGAAGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCAATTCCTCCTCTCA 
               :::::::::::::::::::::::::::::::::::: ::::::::::: :: ::::: :: 
 OGUMA         CAACCGGATGTACTGGAAGGACGTCAAGTACAACACCTGCATCTTCAACTCTTCCTCGCA 
                     2530      2540      2550      2560      2570      2580 
               1500      1510      1520      1530      1540      1550       
 SDX           CTGGGAGGACATGGGATCCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACGGTCAAGAACATGTC 
               ::::::::::::::: ::::: :  :: :::::::::: ::::::::: :::::::::   
 OGUMA         CTGGGAGGACATGGGTTCCACAACAAAAGCGGACCCCAACACCACGGTGAAGAACATGCG 
                     2590      2600      2610      2620      2630      2640 
               1560      1570      1580      1590      1600      1610       
 SDX           GTTCGAAAACTTCACGGTTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGCGTCTACGCCCTGTC 
               ::::::::::  ::: :: :: :: ::: :::::::::::::::: :::::::::::::: 
 OGUMA         GTTCGAAAACACCACAGTCGAAGGGATGACCAACTGCGCCATCCGTGTCTACGCCCTGTC 
                     2650      2660      2670      2680      2690      2700 
               1620      1630      1640      1650      1660      1670       
 SDX           CAACACCGAGAACATCAACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGGAACGGACTCGACTG 
                 ::::::: :::::: ::::::::::  :::: ::::  :::::::::::::: :: :: 
 OGUMA         TGACACCGAAAACATCCACATCAAGAACTTCAACATCGGCAGCTGGAACGGACTGGATTG 
                     2710      2720      2730      2740      2750      2760 
               1680      1690      1700      1710      1720      1730       
 SDX           GACCTCCCAGGTCAGCCATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGTGAAAAGGTGACCAT 
               ::: :::::::::::::: :::::::::::::::::: ::::::: :: ::::: ::::: 
 OGUMA         GACTTCCCAGGTCAGCCACCTCAAGCGCTACACCAACTCCGCCGGCGAGAAGGTCACCAT 
                     2770      2780      2790      2800      2810      2820 
               1740      1750      1760      1770      1780      1790       
 SDX           CGGCAACGAGGTTCCTGCCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAACTACTCGATAGGCGGCGA 
               ::: :::::: :::: : ::::::::: :: ::: : :: ::::::::: : :::::: : 
 OGUMA         CGGTAACGAGCTTCCCGACGGCAACGGGCTCGCCATTGAAAACTACTCGGTGGGCGGCCA 
                     2830      2840      2850      2860      2870      2880 
               1800      1810      1820      1830      1840      1850       
 SDX           AGTAATCGAGAAATCTGCAGGCAACTGGGCCGACTACCGGCTGGGCCGGCTTGGCTTCGA 
                :: ::::::::    :  :: :::::: : ::::::: ::: ::::: :::::::: :: 
 OGUMA         GGTCATCGAGAAGAGCGGCGGAAACTGGTCGGACTACCAGCTCGGCCGACTTGGCTTTGA 
                     2890      2900      2910      2920      2930      2940 
               1860      1870      1880      1890      1900   
 SDX           CGGCGAGAACTGGGACAGCTGGAACGCGTTTAAGTCCACGCCCTAA 
               ::: :: :::::::::::::::::::: :  :::::  :::X ::  
 OGUMA         CGGAGAAAACTGGGACAGCTGGAACGCCTGGAAGTCAGCGCCTTAG 
                     2950      2960      2970      2980       
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5. ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของยีน sdx และยีนเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter    
sp. สายพันธุ CB-8 (Okushima และคณะ, 1991) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-06-03 
*** INPUT INFORMATION *** 
FILE NAME : SDX.SEQ           
SEQUENCE :   1902 BP;    479 A;    609 C;    525 G;    289 T. 
*** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1- 1902 NORMAL ) 
NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
     OKUSHIMA.SEQ                                                      5438  5540 
 82.3% identity in 1891 bp overlap 
 
                       10        20        30        40        50        60 
 SDX           ATGCCCGGATCAGGGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTG 
                          : :  ::::      ::::  :    ::   :::  : :   : ::::: 
 OKUSHIMA      CGGCTGGCCAAACGCATGACAGCGGCAGCCGCAGTTTTCTTTATCAGCACCAGCGCCGTG 
                   370       380       390       400       410       420    
                       70         80        90       100       110          
 SDX           CTTGTGGGCAGCGGC-GCTGCCATCCCGGCACAGGCCACCGGCAGCACGCCAGCTGACCC 
               : :   ::::  ::: ::  ::   ::::::   ::: :     :    :: :: :  :  
 OKUSHIMA      C-TCCCGGCACAGGCTGCCACCGCACCGGCAGCCGCCCCACCAGGGGTACCTGCAGCTCT 
                    430       440       450       460       470       480   
             120       130       140       150       160       170          
 SDX           GAAGAAAGCCGCCGAAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTGGCATGA 
                :::  ::    ::   :::  X:::: ::::: :::::::::::::: :::::::: :: 
 OKUSHIMA      CAAGGCAGAACGCGCCATCACAACCGTCGACAATGGCAACCTGCACACGTGGTGGCACGA 
                    490       500       510       520       530       540   
             180       190       200       210       220       230          
 SDX           CAACGGGGTCTTCAACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTCGTCCTT 
               ::: :: :: :::: : : :     :: ::      :: :::::: :::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CAATGGCGTTTTCAGCCCAGCCACTCCAACACAAAGCAGCGAGGTTCGCCGGTCGTCCTT 
                    550       560       570       580       590       600   
             240       250       260       270       280       290          
 SDX           CTACGACGTCCAGGTTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTTCACGTA 
               :::::: :: :::::::: ::::: :  :::::  : :::   :::::::: ::::  :: 
 OKUSHIMA      CTACGATGTGCAGGTTGCCCAGGCTAATCAGCCGCAGAAGCTATACGACGCCTTCAGCTA 
                    610       620       630       640       650       660   
             300       310       320       330       340       350          
 SDX           CATGAGCATCCCCAGGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGCCGA 
               ::::::::: ::: : ::::: ::::::::::::::::::::  :::: :::::::: :: 
 OKUSHIMA      CATGAGCATTCCCCGCAGCGGAAAGGGCAAGATCGGCTACACAGAGGAAGACGGCGCTGA 
                    670       680       690       700       710       720   
             360       370       380       390       400       410          
 SDX           GTTCTCCTCCCAGGCGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGACGT 
                ::::::::  : ::  : ::  : ::::::::: :::::::::: :: ::::::::::: 
 OKUSHIMA      ATTCTCCTCTGACGCCCGGCTTACGATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCCAAGGACGT 
                    730       740       750       760       770       780   
             420       430       440       450       460       470          
 SDX           CTGGGTGGACGTCAATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCAGAT 
               ::::::::: :: :  ::    :: :: ::::::::: : :: ::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CTGGGTGGAAGTGAGCCTGCGCACTGGACAGACCATCTCCTCAGCCGACCAGGTCCAGAT 
                    790       800       810       820       830       840   
             480       490       500       510       520       530          
 SDX           CCGGCCCAGCAGCTACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGATCAA 
               :::::: :::::::::::::: ::::: ::::::::::: :: ::::: :: :  ::::: 
 OKUSHIMA      CCGGCCGAGCAGCTACAACTTTGAAAAGCAGCTCGTGGATGCAGACACTGTCAGAATCAA 
                    850       860       870       880       890       900   
             540       550       560       570       580       590          
 SDX           GGTGCCATACTCTGACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTACAC 
               :::::: ::::::::::: :: ::: :::: ::::: :: :: ::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      GGTGCCCTACTCTGACGCGGGCTACAGGTTTTCGGTCGAATTTGAGCCGCAGCTTTACAC 
                    910       920       930       940       950       960   



 84

             600       610       620       630       640       650          
 SDX           GGCGTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAACCG 
                :: ::::::::::::::::::::::::::::: :: :: ::::: :: :  :::::::: 
 OKUSHIMA      CGCCTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAACTGACGACCGAGGCGGCCGGCAACCG 
                    970       980       990      1000      1010      1020   
             660       670       680       690       700       710          
 SDX           CGCCATCCACACTGAGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCGGGG 
                 :::::::::: ::::: ::::: ::::::::: :::::::::: :: ::::: ::::: 
 OKUSHIMA      GCCCATCCACACCGAGCCACGCAATTCGATGATGGTCTTCGCCGAACCGAAGCTTCGGGG 
                   1030      1040      1050      1060      1070      1080   
             720       730       740       750       760       770          
 SDX           CGAGCAGAAGGAGCGGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGA 
               :::::::::::: :: ::: : :: :: :: ::::: :::::::::::::: ::::     
 OKUSHIMA      CGAGCAGAAGGAACGACTGGTCCCGACAGAAGAGTCGGGCAGCATCCACTATCCGGAGCC 
                   1090      1100      1110      1120      1130      1140   
             780       790       800       810       820       830          
 SDX           AGGTGAGGTAACCAACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGGCAC 
                :: :::::    ::::: ::: : :: : ::: :: ::::::::::::  ::::::::: 
 OKUSHIMA      CGGCGAGGTGCGGAACCTGAACTCGGTCAGCGAGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGGCAC 
                   1150      1160      1170      1180      1190      1200   
             840       850       860       870       880       890          
 SDX           CTACAGCATGGGCTCGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTATCT 
               ::::::::::::: ::::::::::::: ::::::::  ::::::: :: ::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CTACAGCATGGGCCCGGACTACCATGCAGTCCTGCCAGCCAACGTGAAATGGGTCTATCT 
                   1210      1220      1230      1240      1250      1260   
             900       910       920       930       940       950          
 SDX           GGCCCCAGGCGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTA 
               ::: ::::: ::::::::::::::::::::::::::: ::::::::: :::::::::::: 
 OKUSHIMA      GGCACCAGGGGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCCTCCACGACACCCAAAGCCAGTA 
                   1270      1280      1290      1300      1310      1320   
             960       970       980       990      1000      1010          
 SDX           CAAGGTCACCGGCTATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAA 
               :::::::::::: :: :::::::::::::::::::: ::::: ::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CAAGGTCACCGGATACGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGATACGAA 
                   1330      1340      1350      1360      1370      1380   
            1020      1030      1040      1050      1060      1070          
 SDX           CAACGATTACAACCATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCT 
               ::::  :::: :::: :: ::::::::::::::::::::::: :: :: :: :::::::: 
 OKUSHIMA      CAACAGTTACCACCACCTGAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCGTCCTGTGTAAAGATGCT 
                   1390      1400      1410      1420      1430      1440   
            1080      1090      1100      1110      1120      1130          
 SDX           GCAGTTCGCGTCAGCCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGA 
               ::::::::: :: :::::::: :::::::::::::::::::::::::: ::  ::   :: 
 OKUSHIMA      GCAGTTCGCTTCCGCCGACGCGGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGTCGCCGA 
                   1450      1460      1470      1480      1490      1500   
            1140      1150      1160      1170      1180      1190          
 SDX           ACCGCCCTACCACTCGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGTGGA 
                :: :: :::::::: :: :::::::::::::::::::: :: ::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      GCCACCGTACCACTCCTTCGTGGTCTACGGGAACGAGCAAACATTCCACATGAACGTGGA 
                   1510      1520      1530      1540      1550      1560   
            1200      1210      1220      1230      1240      1250          
 SDX           GAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAAGGG 
               ::::::::::::::::::::::::::::::::: :: :::::::::::::::::::: :: 
 OKUSHIMA      GAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAGACAGACGGCATCGAGCTGTACAAAGG 
                   1570      1580      1590      1600      1610      1620   
            1260      1270      1280      1290      1300      1310          
 SDX           CAGCAGCATGAAGAACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCACAG 
               ::::: :::::::::::::::::::::  ::::::::::::: ::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CAGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAATGCCAACGACGACGTGCTGAAGATGTATCACAG 
                   1630      1640      1650      1660      1670      1680   
            1320      1330      1340      1350      1360      1370          
 SDX           CGACGTCACCATTGATAACACCGTGATCTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCAGTG 
                :: :::::::: :::::::: ::::::::::: ::::::::::: :::::: ::::::: 
 OKUSHIMA      TGATGTCACCATCGATAACACGGTGATCTGGAAGAACGAGAACGGCCCCGTGATCCAGTG 
                   1690      1700      1710      1720      1730      1740   
            1380      1390      1400      1410      1420      1430          
 SDX           GGGCTGGACGCCACGGAACATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAA 
               ::::::::::::::::::::: ::::::::::::::: :::::::: ::::::::::::: 
 OKUSHIMA      GGGCTGGACGCCACGGAACATTGACAACGTGAACGTCGCCAACACCACGGTCATCCACAA 
                   1750      1760      1770      1780      1790      1800   
            1440      1450      1460      1470      1480      1490          
 SDX           CCGGATGTACTGGAAGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCAATTCCTCCTCTCACTG 
               ::::::::: ::::::::::::::::::::::: :::::::::::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CCGGATGTATTGGAAGGACGTCAAGTACAACACCTGCATCTTCAATTCCTCCTCGCACTG 
                   1810      1820      1830      1840      1850      1860   
            1500      1510      1520      1530      1540      1550          
 SDX           GGAGGACATGGGATCCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACGGTCAAGAACATGTCGTT 
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               :::::::::::: ::::::: ::: ::::: :::: ::::::::: :::::::::  ::: 
 OKUSHIMA      GGAGGACATGGGTTCCACCACCAAAGCGGATCCCAACACCACGGTGAAGAACATGCGGTT 
                   1870      1880      1890      1900      1910      1920   
            1560      1570      1580      1590      1600      1610          
 SDX           CGAAAACTTCACGGTTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGCGTCTACGCCCTGTCCAA 
               :::::::  : : :: :: :::::: : :::::::: ::::::::::: ::::::::: : 
 OKUSHIMA      CGAAAACACCGCCGTCGAAGGCATGACGAACTGCGCTATCCGCGTCTATGCCCTGTCCGA 
                   1930      1940      1950      1960      1970      1980   
            1620      1630      1640      1650      1660      1670          
 SDX           CACCGAGAACATCAACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGGAACGGACTCGACTGGAC 
               ::: :: :::::: ::::::::::: :::: :::: :  ::::::::: :: :: ::::: 
 OKUSHIMA      CACTGAAAACATCCACATCAAGAATTTCAACATCGGTGCCTGGAACGGGCTGGAATGGAC 
                   1990      2000      2010      2020      2030      2040   
            1680      1690      1700      1710      1720      1730          
 SDX           CTCCCAGGTCAGCCATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGTGAAAAGGTGACCATCGG 
                :: ::::::::::: :::::::::::::::::: :::::::::: ::::: :: ::::: 
 OKUSHIMA      TTCACAGGTCAGCCACCTCAAGCGCTACACCAACTCCGCCGGTGAGAAGGTCACTATCGG 
                   2050      2060      2070      2080      2090      2100   
            1740      1750      1760      1770      1780      1790          
 SDX           CAACGAGGTTCCTGCCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAACTACTCGATAGGCGGCGAAGT 
               :::::::::::: : ::::::::: :: ::::: :: ::::::::  : :::::: :::: 
 OKUSHIMA      CAACGAGGTTCCCGACGGCAACGGACTCGCCCTTGAAAACTACTCAGTGGGCGGCCAAGT 
                   2110      2120      2130      2140      2150      2160   
            1800      1810      1820      1830      1840      1850          
 SDX           AATCGAGAAATCTGCAGGCAACTGGGCCGACTACCGGCTGGGCCGGCTTGGCTTCGACGG 
                ::::::::  : :  :: :::: : : ::::::: ::: :::::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CATCGAGAAGACCGGCGGAAACTCGTCAGACTACCAGCTCGGCCGGCTTGGCTTCGACGG 
                   2170      2180      2190      2200      2210      2220   
            1860      1870      1880      1890      1900   
 SDX           CGAGAACTGGGACAGCTGGAACGCGTTTAAGTCCACGCCCTAA 
               ::: :::::::: : ::::::::: :  :::::  : ::::X  
 OKUSHIMA      CGAAAACTGGGAAAACTGGAACGCCTGGAAGTCAGCTCCCTAG 
                   2230      2240      2250      2260      
 
6.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของยีน  sdx    และยีนไอโซมอลโตไทรโอ-เดกซ
แทรนเนสจาก Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-06-03 
*** INPUT INFORMATION *** 
FILE NAME : SDXHOM.SEQ           
SEQUENCE :   1902 BP;    479 A;    609 C;    525 G;    289 T. 
*** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1- 1902 NORMAL ) 
NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
     MIZUNO.SEQ                                                      2956  3404 
 65.2% identity in 1921 bp overlap 
 
                       10        20        30        40        50        60 
 SDX           ATGCCCGGATCAGGGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTG 
               ::::::    ::::::::: :: ::: ::   :::::::::::::::::  ::  ::  : 
 MIZUNO        ATGCCCACTACAGGGCTGAGGCAACTTGCACGAACCATCACCATCGCCGTCGCGGCCACG 
                1350      1360      1370      1380      1390      1400      
                       70        80        90              100       110    
 SDX           CTTGTGGGCAGCGGCGCTGCCATCCCGGCAC----AGGCCAC---CGGCAGCACGCCAGC 
               ::  : :: : ::: :: :: :: :::::::     :::: :   ::: :  :  ::: : 
 MIZUNO        CTGATTGGTACCGGTGCCGCAATACCGGCACAAGCCGGCCCCGACCGGAAAAATCCCACC 
                1410      1420      1430      1440      1450      1460      
                   120       130       140       150       160       170    
 SDX           TGACCCGAAGAAAGCCGCCGAAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTG 
                 ::: :  : ::: ::::   ::   X:::: ::::   :: ::::::::::::::::: 
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 MIZUNO        AAACCTGTTG-AAGACGCCCCGGT---CACCGCGGACGTTGGAAACCTGCACACCTGGTG 
                1470       1480         1490      1500      1510      1520  
                   180       190       200       210       220       230    
 SDX           GCATGACAACGGGGTCTTCAACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTC 
               ::: :::::::  :: : :::::: ::    ::::::: : ::   :: :::::::: :: 
 MIZUNO        GCACGACAACGCTGTTTACAACACTGACTCGCCCACCGAGAACGGTGAAGTCCGCCGCTC 
                    1530      1540      1550      1560      1570      1580  
                   240       250       260       270       280       290    
 SDX           GTCCTTCTACGACGTCCAGGTTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTT 
                :::::::::::::: ::::: ::::::::    :: :: ::::::   : :::: : :: 
 MIZUNO        CTCCTTCTACGACGTGCAGGTCGCGCAGGCGCACCAACCGGACAAGTTCTTCGACTCATT 
                    1590      1600      1610      1620      1630      1640  
                   300       310       320       330       340       350    
 SDX           CACGTACATGAGCATCCCCAGGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGG 
               : : ::::::::::: ::: : ::::: :: :: ::: :::::::::::::::::::::: 
 MIZUNO        CGCCTACATGAGCATTCCCCGCAGCGGCAAAGGAAAGGTCGGCTACACCAAGGAGGACGG 
                    1650      1660      1670      1680      1690      1700  
                   360       370       380       390       400       410    
 SDX           CGCCGAGTTCTCCTCCCAGGCGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAA 
               ::: :::::::::::: : ::   ::: :: ::::::::: :::::::::: :: :: :: 
 MIZUNO        CGCAGAGTTCTCCTCCGAAGCAAACCTCTCGATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCGAA 
                    1710      1720      1730      1740      1750      1760  
                   420       430       440       450       460       470    
 SDX           GGACGTCTGGGTGGACGTCAATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGT 
               :::::: ::::: :::::::  :: ::::: :: ::::::::::  :: :: ::  :::: 
 MIZUNO        GGACGTGTGGGTTGACGTCAGCCTGAAGACAGGGCAGACCATCAGCTCAGCGGATGAGGT 
                    1770      1780      1790      1800      1810      1820  
                   480       490       500       510       520       530    
 SDX           CCAGATCCGGCCCAGCAGCTACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAA 
                :::::::: :::::::: ::  ::::::: ::  ::::::: :: : ::::::: : :  
 MIZUNO        TCAGATCCGTCCCAGCAGTTATGACTTCGAGAAGAAGCTCGTCGATGAGGACACCATCAG 
                    1830      1840      1850      1860      1870      1880  
                   540       550       560       570       580       590    
 SDX           GATCAAGGTGCCATACTCTGACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCT 
               ::::::::: :: ::::: :::::::::::::: ::::: :: :: ::::: :: ::::: 
 MIZUNO        GATCAAGGTTCCCTACTCGGACGCCGGATACCGTTTCTCCGTCGAATTCGACCCCCAGCT 
                    1890      1900      1910      1920      1930      1940  
                   600       610       620       630       640       650    
 SDX           GTACACGGCGTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGG 
               ::: ::: : :::::::: :::  :::  ::::::: :: :::::::: :  :: ::::: 
 MIZUNO        GTATACGTCTTACAACGATATGTCCGGTAACAGCGGGAAACTCACCACTGTCGCTGAGGG 
                    1950      1960      1970      1980      1990      2000  
                   660       670       680       690       700       710    
 SDX           CAACCGCGCCATCCACACTGAGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCT 
                :::::  : :: ::::: :::::    :::::::::::::::::::::::::: ::::: 
 MIZUNO        GAACCGGCCTATTCACACCGAGCCGATGAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCGAAGCT 
                    2010      2020      2030      2040      2050      2060  
                   720       730       740       750       760       770    
 SDX           CCGGGGCGAGCAGAAGGAGCGGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCC 
               :: ::::::  :: :: :::: ::::: :: :       ::::::::::::::::::::: 
 MIZUNO        CCAGGGCGAAGAGGAGAAGCGCCTGATCCCGAACCCCTCGTCAGGCAGCATCCACTACCC 
                    2070      2080      2090      2100      2110      2120  
                   780       790       800       810       820       830    
 SDX           GGCCGAAGGTGAGGTAACCAACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCC 
                :  ::::: :: :: :   ::::::::::::: :::::::: ::::: ::::::::::: 
 MIZUNO        CGAAGAAGGGGAAGTGAAGGACCTCAACACCGTCACCGAAGAGATCATTTACTTCAAGCC 
                    2130      2140      2150      2160      2170      2180  
                   840       850       860       870       880       890    
 SDX           CGGCACCTACAGCATGGGCTCGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGT 
               ::::::::::  ::::::::::::::: ::::: :: :: ::::::::::: :::::::: 
 MIZUNO        CGGCACCTACCACATGGGCTCGGACTATCATGCGGTACTTCCGCCCAACGTGAAGTGGGT 
                    2190      2200      2210      2220      2230      2240  
                   900       910       920       930       940       950    
 SDX           GTATCTGGCCCCAGGCGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAG 
                :: :: :: :: ::::: ::::::::::: :: ::::: :::::::::::::::::    
 MIZUNO        CTACCTTGCGCCTGGCGCGTACGTGAAGGGCGCGTTCCGCTTCTTCCACGACAACCAGGC 
                    2250      2260      2270      2280      2290      2300  
                   960       970       980       990      1000      1010    
 SDX           CCAGTACAAGGTCACCGGCTATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGA 
                ::::::::::: :::::::: :: :: :::::::::::::: ::::: ::::::::::: 
 MIZUNO        ACAGTACAAGGTGACCGGCTACGGGGTGCTCTCCGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGA 
                    2310      2320      2330      2340      2350      2360  
                  1020      1030      1040      1050      1060      1070    
 SDX           CACGAACAACGATTACAACCATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAA 
               :::   :::: :::: ::    :::::::: :: :: :::::::::    : :::::::: 
 MIZUNO        CACCGCCAACAATTATAATGCCCTCAGCGGAGCCTCAAACTGCCACGTCACCTGCGTGAA 
                    2370      2380      2390      2400      2410      2420  
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                  1080      1090      1100      1110      1120      1130    
 SDX           GATGCTGCAGTTCGCGTCAGCCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCAT 
                ::::: :::::::  ::  :  ::  ::  ::: :::: :::::::: ::::::::::: 
 MIZUNO        AATGCTTCAGTTCGAATCCTCTAACATCGGACAGCAGCTCGACCTGCAAGGCGTCACCAT 
                    2430      2440      2450      2460      2470      2480  
                  1140      1150      1160      1170      1180      1190    
 SDX           CAATGAACCGCCCTACCACTCGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAA 
               ::: ::::::::::::::::: :: :: :::::::   ::::           : ::    
 MIZUNO        CAACGAACCGCCCTACCACTCCTTCGTCGTCTACGCCCACGAAGGCGAAAAAGAGATAGG 
                    2490      2500      2510      2520      2530      2540  
                  1200      1210      1220      1230      1240        1250  
 SDX           CGTGGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCA--TCGAGCT- 
               ::::::::::: :  :::  ::  :     : :::   :   :: :::::  : :  ::  
 MIZUNO        CGTGGAGAACTTC-CGCA--TGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTCGGCAGCTGGTACTG 
                    2550         2560      2570      2580      2590         
                     1260      1270      1280      1290      1300           
 SDX           GTACAAGGGCAGCAGCATGAAGAACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTAC-TGAAGA 
               : : :  : : ::: :  :    ::  :  :  :: :   :: ::  :::: : : ::   
 MIZUNO        GCAGACAGACGGCATCGAGCTCTACCAGGGCGGCACCATGAA-GAACACGTTCTTCAACG 
                    2600      2610      2620      2630      2640       2650 
                 1310      1320      1330         1340       1350       1360 
 SDX           TGTACCACAGCGACGTCACCATTGATAACA---CCGTGATC-TGGA-AAAACGAGAACGG 
                : :: ::   :   : :  ::  :  :::    ::: : : : :: :: :::  ::    
 MIZUNO        CGAACGACGATGTGCTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATCGATAACACGGTAATTT 
                     2660      2670      2680      2690      2700      2710        
                 1370      1380      1390      1400       1410      1420    
 SDX           ACCCGTGGTCCAGTGGGGCTGGACGCCACGGAACATCGACAACG-TGAACGTCACCAACA 
                          :  ::: : :    :::  :   :: :::: ::  :::: ::  ::::  
 MIZUNO        GGAAAAACGAGAACGGGCCCGTCATCCAATGGGGATGGACACCGCGGAACATCGACAACG 
                    2720      2730      2740      2750      2760      2770        
                  1430      1440      1450      1460      1470      1480    
 SDX           CCTCGGTCATCCACAACCGGATGTACTGGAAGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCA 
                    :::: : :::      :   :   ::   : :  : :  ::      ::  : :: 
 MIZUNO        TGAACGTCACCGACACAACCGTCATCCACAACCGCATGTACTGGAAAGACCCCAAGTACA 
                    2780      2790      2800      2810      2820      2830        
                  1490      1500      1510       1520      1530      1540   
 SDX           ATTCCTCCTCTCACTGGGAGGACATGGGA-TCCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACG 
               :  ::: :  ::        : ::: : : :       :: ::    : :  :::   :: 
 MIZUNO        ACACCTGC-ATCCTCAACTCGTCATCGCACTGGGAAGACATGGGTTCCACTGCCAAGGCG 
                    2840       2850      2860      2870      2880      2890       
                   1550      1560      1570      1580      1590      1600   
 SDX           GTCAAGAACATGTCGTTCGAAAACTTCACGGTTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGC 
               : :  :::::   :  :  : ::: :     : ::   :::  :   :   : :::   : 
 MIZUNO        GACCCGAACACAACTGTGAAGAACATGCGATTCGAAAACATCACTGTCGAAGGCATGACC 
               2900      2910      2920      2930      2940      2950       
                   1610      1620      1630      1640      1650      1660   
 SDX           GTCTACGCCCTGTCCAACACCGAGAACATCAACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGG 
                 :: :::  ::   : :   :       :::::   ::::  :  :  :: : : :    
 MIZUNO        AACTGCGCAATGCGGATCTATGCCCTGTCCAACACTGAGAACATTCACGTCAAGAACCTC 
               2960      2970      2980      2990      3000      3010       
                   1670      1680      1690      1700      1710      1720   
 SDX           AACGGACTCGACTGGACCTCCCAGGTCAGCCATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGT 
               : :     :  :::::    :  :: : :    ::  :  : :   ::: : :   :::: 
 MIZUNO        AGCATCGACAGCTGGAATGGCTTGGACTG--GACTTCACAGGTCAGCCACCTCAAGCGGT 
               3020      3030      3040        3050      3060      3070     
                   1730      1740      1750      1760      1770       1780  
 SDX           GAAAAGGTGACCATCGGCAACGAGGTTCCTGCCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAAC-TA 
                : :      ::   ::: :  : ::  :   :::::: :   :  ::   :  :::    
 MIZUNO        -ACACCAACTCCGCAGGCGAAAAAGTCACCATCGGCAATGAGATCCCCGACGGTAACGGC 
                  3080      3090      3100      3110      3120      3130    
                         1790       1800      1810      1820      1830      
 SDX           CTCG-----ATAGGCGGCGAAGT-AATCGAGAAATCTGCAGGCAACTGGGCCGACTACCG 
               ::::       v  :  :  ^::     : :::::   : :  :: :  : :::: :: : 
 MIZUNO        CTCGCCCTCGAAAACTACTCGGTCGGAGGCGAAATAATC-GAGAAATCCGGCGACAACTG 
                  3140      3150      3160      3170       3180      3190   
                1840         1850      1860      1870      1880      1890   
 SDX           GCTGGGC---CGGCTTGGCTTCGACGGCGAGAACTGGGACAGCTGGAACGCGTTTAAGTC 
               :   : :     ::: ::   :  :::     :: : :: : :::: ::   :  ::  : 
 MIZUNO        GAACGACTACAAGCTCGGACGCCTCGGATTCGACGGCGAGAACTGGGACAGCTGGAACGC 
                   3200      3210      3220      3230      3240      3250   
                   1900   
 SDX           CACGCCCTAA 
               :          
 MIZUNO        CTGGAAATCC 
                   3260   
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7.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SDX และเอนโดเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
 
>gi|3023634|sp|P70744|DEXT_ARTGO   DEXTRANASE PRECURSOR (ALPHA-1,6-
GLUCAN-6-GLUCANOHYDROLASE) 
            (ENDODEXTRANASE) 
 gi|1655475|dbj|BAA13596.1|   endodextranase precursor [Arthrobacter globiformis] 
          Length = 640 
 Score = 1128 bits (2918), Expect = 0.0 
 Identities = 536/640 (83%), Positives = 578/640 (90%), Gaps = 7/640 (1%) 
 Frame = +2 
 
SDX:   482 MPGSGXXXXXXXXXXXXXXXXXGSGAAIPAQAT---GSTP-ADPKKAAE---VSTVDNGN  640 
           MPG+G                  +GA +PAQA    GSTP A P  + E   ++T +NGN 
OGUMA:   1 MPGTGLGRLAKHVTAAAAVFLISTGAVLPAQAETAPGSTPSAAPAASVEKHPITTANNGN   60 
 
SDX:   641 LHTWWHDNGVFNTEGPTGDNEVRRSSFYDVQVAQATQPDKAYDAFTYMSIPRSGKGKIGY  820 
           LHTWWHDNGVF+   PT  +EVRRSS YDV+VAQA QP KAYDAFTYMSIPRSGKGKIGY 
OGUMA:  61 LHTWWHDNGVFSPAAPTQSDEVRRSSLYDVRVAQANQPQKAYDAFTYMSIPRSGKGKIGY  120 
 
SDX:   821 TKEDGAEFSSQAGLSMSWASFEYAKDVWVDVNLKTGQTITSADQVQIRPSSYNFEKQLVD 1000 
           T+EDGAEFSS+AGL+MSW+SFEYAKDVWV+V+L+TGQTI+SADQVQIRPSSYNFEKQLVD 
OGUMA: 121 TEEDGAEFSSEAGLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQIRPSSYNFEKQLVD  180 
 
SDX:1001 ADTVKIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNRAIHTEPRNSMMIF 1180 
           ADTV+IKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNR IHTEPRNSMM+F 
OGUMA: 181 ADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNRPIHTEPRNSMMVF  240 
 
SDX:  1181 AEPKLRGEQKERLIPTEESGSIHYPAEGEVTNLNTVTEDIIYFKPGTYSMGSDYHAVLPP 1360 
           AEPKLRGEQKERL+PT+ESGSIHYP  GEV NLN+V+ +IIYF+PGTYSMGSDYHAVLP  
OGUMA: 241 AEPKLRGEQKERLVPTQESGSIHYPEPGEVRNLNSVSAEIIYFRPGTYSMGSDYHAVLPA  300 
 
SDX:  1361 NVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNDYNHLSGASNCH 1540 
           NVKWVYLAPGAYVKGAFRF HD QSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNN YNHLSGASNCH 
OGUMA: 301 NVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNSYNHLSGASNCH  360 
 
SDX:  1541 SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTINEPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD 1720 
           SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVT+ EPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD 
OGUMA: 361 SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD  420 
 
SDX:  1721 GIELYKGSSMKNTFFNSNDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVT 1900 
           GIELY+GS+MKNTFFN+NDDVLKMYHSDV+IDNTV+WKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVT 
OGUMA: 421 GIELYQGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVSIDNTVVWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVT  480 
 
SDX:  1901 NTSVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTIKADPTTTVKNMSFENFTVEGMANCAI 2080 
           NT+VIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGST KADP TTVKNM FEN TVEGM NCAI 
OGUMA: 481 NTTVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTTVEGMTNCAI  540 
 
SDX:  2081 RVYALSNTENINIKNLKIDSWNGLDWTSQVSHLKRYTNPAGEKVTIGNEVPAGNGLALEN 2260 
           RVYALS+TENI+IKN  I SWNGLDWTSQVSHLKRYTN AGEKVTIGNE+P GNGLA+EN 
OGUMA: 541 RVYALSDTENIHIKNFNIGSWNGLDWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNELPDGNGLAIEN  600 
 
SDX:  2261 YSIGGEVIEKSAGNWADYRLGRLGFDGENWDSWNAFKSTP 2380 
           YS+GG+VIEKS GNW+DY+LGRLGFDGENWDSWNA+KS P 
OGUMA: 601 YSVGGQVIEKSGGNWSDYQLGRLGFDGENWDSWNAWKSAP  640 
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8.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SDX และเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 (Okushima และคณะ, 1991) 
 
>gi|729316|sp|P39652|DEXT_ARTSP   DEXTRANASE PRECURSOR (ALPHA-1,6-
GLUCAN-6-GLUCANOHYDROLASE) 
            (ENDODEXTRANASE) 
 gi|98703|pir||JQ0878   dextranase (EC 3.2.1.11) precursor - Arthrobacter sp 
 gi|216215|dbj|BAA00708.1|   dextranase precursor [Arthrobacter sp.] 
          Length = 640 
 Score = 1110 bits (2870), Expect = 0.0 
 Identities = 527/640 (82%), Positives = 568/640 (88%), Gaps = 7/640 (1%) 
 Frame = +2 
 
SDX:   482  MPGSGXXXXXXXXXXXXXXXXXGSGAAIPAQATGSTPADP-------KKAAEVSTVDNGN 640 
            MPG+G                  + A +PAQA  +  A P       K    ++TVDNGN 
OKUSH:   1  MPGTGLGRLAKRMTAAAAVFFISTSAVLPAQAATAPAAAPPGVPAALKAERAITTVDNGN  60 
 
SDX:   641  LHTWWHDNGVFNTEGPTGDNEVRRSSFYDVQVAQATQPDKAYDAFTYMSIPRSGKGKIGY 820 
            LHTWWHDNGVF+   PT  +EVRRSSFYDVQVAQA QP K YDAF+YMSIPRSGKGKIGY 
OKUSH: 61   LHTWWHDNGVFSPATPTQSSEVRRSSFYDVQVAQANQPQKLYDAFSYMSIPRSGKGKIGY 120 
 
SDX:   821  TKEDGAEFSSQAGLSMSWASFEYAKDVWVDVNLKTGQTITSADQVQIRPSSYNFEKQLVD 
1000 
            T+EDGAEFSS A L+MSW+SFEYAKDVWV+V+L+TGQTI+SADQVQIRPSSYNFEKQLVD 
OKUSH: 121  TEEDGAEFSSDARLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQIRPSSYNFEKQLVD 180 
 
SDX:  1001 ADTVKIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNRAIHTEPRNSMMIF 1180 
           ADTV+IKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEA GNR IHTEPRNSMM+F 
OKUSH: 181 ADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAAGNRPIHTEPRNSMMVF 240 
 
SDX:  1181 AEPKLRGEQKERLIPTEESGSIHYPAEGEVTNLNTVTEDIIYFKPGTYSMGSDYHAVLPP1360 
           AEPKLRGEQKERL+PTEESGSIHYP  GEV NLN+V+E+IIYF+PGTYSMG DYHAVLP  
OKUSH: 241 AEPKLRGEQKERLVPTEESGSIHYPEPGEVRNLNSVSEEIIYFRPGTYSMGPDYHAVLPA 300 
 
SDX:  1361 NVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNDYNHLSGASNCH1540 
           NVKWVYLAPGAYVKGAFRF HD QSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNN Y+HLSGASNCH 
OKUSH: 301 NVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNSYHHLSGASNCH 360 
 
SDX:  1541 SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTINEPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD1720 
           SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVT+ EPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD 
OKUSH: 361 SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD 420 
 
SDX:  1721 GIELYKGSSMKNTFFNSNDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVT1900 
           GIELYKGS+MKNTFFN+NDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPV+QWGWTPRNIDNVNV  
OKUSH: 421 GIELYKGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVNVA 480 
 
SDX:  1901 NTSVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTIKADPTTTVKNMSFENFTVEGMANCAI2080 
           NT+VIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGST KADP TTVKNM FEN  VEGM NCAI 
OKUSH: 481 NTTVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTAVEGMTNCAI 540 
 
SDX:  2081 RVYALSNTENINIKNLKIDSWNGLDWTSQVSHLKRYTNPAGEKVTIGNEVPAGNGLALEN2260 
           RVYALS+TENI+IKN  I +WNGL+WTSQVSHLKRYTN AGEKVTIGNEVP GNGLALEN 
OKUSH: 541 RVYALSDTENIHIKNFNIGAWNGLEWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEVPDGNGLALEN 600 
 
SDX:  2261 YSIGGEVIEKSAGNWADYRLGRLGFDGENWDSWNAFKSTP 2380 
           YS+GG+VIEK+ GN +DY+LGRLGFDGENW++WNA+KS P 
OKUSH: 601 YSVGGQVIEKTGGNSSDYQLGRLGFDGENWENWNAWKSAP  640 
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9.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SDX และไอโซมอลโตไทรโอเดกซ  แท
รนเนสจาก Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 
 
>gi|11282023|pir||JC7142   dextranase (EC 3.2.1.11) - Brevibacterium fuscum var. 
dextranlyticum 
 gi|4586452|dbj|BAA76382.1|   isomaltotrio-dextranase precusor [Brevibacterium fuscum 
var. dextranlyticum] Length = 641 
 Score = 1078 bits (2788), Expect = 0.0 
 Identities = 512/642 (79%), Positives = 563/642 (87%), Gaps = 9/642 (1%) 
 Frame = +2 
 
SDX:   482  MPGSGXXXXXXXXXXXXXXXXXGSGAAIPAQATGSTPADPKKAAEVS--TVDNGNLHTWW 655 
            MP +G                 G+GAAIPAQA G    +P K  E +  T D GNLHTWW 
MIZUN:   1  MPTTGLRQLARTITIAVAATLIGTGAAIPAQA-GPDRKNPTKPVEDAPVTADVGNLHTWW  59 
 
SDX:   656  HDNGVFNTEGPTGDNEVRRSSFYDVQVAQATQPDKAYDAFTYMSIPRSGKGKIGYTKEDG 835 
            HDN V+NT+ PT + EVRRSSFYDVQVAQA QPDK +D+F YMSIPRSGKGK+GYTKEDG 
MIZUN:  60  HDNAVYNTDSPTENGEVRRSSFYDVQVAQAHQPDKFFDSFAYMSIPRSGKGKVGYTKEDG 119 
 
SDX:   836  AEFSSQAGLSMSWASFEYAKDVWVDVNLKTGQTITSADQVQIRPSSYNFEKQLVDADTVK1015 
            AEFSS+A LSMSW+SFEYAKDVWVDV+LKTGQTI+SAD+VQIRPSSY+FEK+LVD DT++ 
MIZUN: 120  AEFSSEANLSMSWSSFEYAKDVWVDVSLKTGQTISSADEVQIRPSSYDFEKKLVDEDTIR 179 
 
SDX:  1016  IKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNRAIHTEPRNSMMIFAEPKL1195 
            IKVPYSDAGYRFSVEF+PQLYT+YNDMSG+SGKLTT AEGNR IHTEP NSMMIFAEPKL 
MIZUN: 180  IKVPYSDAGYRFSVEFDPQLYTSYNDMSGNSGKLTTVAEGNRPIHTEPMNSMMIFAEPKL 239 
 
SDX:  1196  RGEQKERLIPTEESGSIHYPAEGEVTNLNTVTEDIIYFKPGTYSMGSDYHAVLPPNVKWV1375 
            +GE+++RLIP   SGSIHYP EGEV +LNTVTE+IIYFKPGTY MGSDYHAVLPPNVKWV 
MIZUN: 240  QGEEEKRLIPNPSSGSIHYPEEGEVKDLNTVTEEIIYFKPGTYHMGSDYHAVLPPNVKWV 299 
 
SDX:  1376  YLAPGAYVKGAFRFFHDNQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNDYNHLSGASNCHSSCVK1555 
            YLAPGAYVKGAFRFFHDNQ+QYKVTGYGVLSGEQYVYEADT N+YN LSGASNCH +CVK 
MIZUN: 300  YLAPGAYVKGAFRFFHDNQAQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTANNYNALSGASNCHVTCVK 359 
 
SDX:  1556  MLQFASADAEQKLDLQGVTINEPPYHSFVVYGNE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQ1714 
            MLQF S++  Q+LDLQGVTINEPPYHSFVVY +E       + F MNVENYKQVGSWYWQ 
MIZUN: 360  MLQFESSNIGQQLDLQGVTINEPPYHSFVVYAHEGEKEIGVENFRMNVENYKQVGSWYWQ 419 
 
SDX:  1715  TDGIELYKGSSMKNTFFNSNDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVN1894 
            TDGIELY+G +MKNTFFN+NDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPV+QWGWTPRNIDNVN 
MIZUN: 420  TDGIELYQGGTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVN 479 
 
SDX:  1895  VTNTSVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTIKADPTTTVKNMSFENFTVEGMANC2074 
            VT+T+VIHNRMYWKD KYNTCI NSSSHWEDMGST KADP TTVKNM FEN TVEGM NC 
MIZUN: 480  VTDTTVIHNRMYWKDPKYNTCILNSSSHWEDMGSTAKADPNTTVKNMRFENITVEGMTNC 539 
 
SDX:  2075  AIRVYALSNTENINIKNLKIDSWNGLDWTSQVSHLKRYTNPAGEKVTIGNEVPAGNGLAL2254 
            A+R+YALSNTENI++KNL IDSWNGLDWTSQVSHLKRYTN AGEKVTIGNE+P GNGLAL 
MIZUN: 540  AMRIYALSNTENIHVKNLSIDSWNGLDWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEIPDGNGLAL 599 
 
SDX:  2255  ENYSIGGEVIEKSAGNWADYRLGRLGFDGENWDSWNAFKSTP 2380 
            ENYS+GGE+IEKS  NW DY+LGRLGFDGENWDSWNA+KSTP 
MIZUN: 600  ENYSVGGEIIEKSGDNWNDYKLGRLGFDGENWDSWNAWKSTP  641 
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10.  การหาบริเวณอนรุักษของเดกซแทรนเนสดวยโปรแกรม CLUSTAL X  
 

Arthro-1 คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 
(Okushima และคณะ, 1991)    

Arthro-2 คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter globiformis สายพนัธุ 
T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)    

SDX  คือ ลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 (ผลจาก
งานวิจยันี)้      

IMTD   คือ ลําดับกรดอะมิโนของไอโซมอลโตไทรโอ-เดกซแทรนเนสจาก Brevibacterium fuscum 
var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999)    

Penicillium คือ ลําดบักรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Penicillium minioluteum 
(Garcia และคณะ, 1996)    

IPUA คือ ลําดับกรดอะมิโนของไอโซพูลลูแลนเนสจาก Aspergillus niger (Aoki และ Sakano, 
1997) 

I-VII คือ บริเวณอนุรักษ 7 บริเวณของโปรตีนทั้ง 6 ชนิด 
 
Arthro-1     1    MPGTGLGRLAKRMTAAAAVFFISTSAVLPAQAATAPAAAPPGVPAALKAERAITTVDNGN 
Arthro-2     1    MPGTGLGRLAKHVTAAAAVFLISTGAVLPAQAETAPGSTPSAAPAASVEKHPITTANNGN 
SDX          1    MPGSGLTLLAKTITIAAATVLVGSGAAIPAQATGS-------TPADPKKAAEVSTVDNGN 
IMTD         1    MPTTGLRQLARTITIAVAATLIGTGAAIPAQAGPD-----RKNPTKPVEDAPVT-ADVGN 
Penicillium  1    -----MATMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHP---------GTHMGTTNNTHCGAD 
IPUA         1    -----MRSTGYLLTLSAAFQVAQAAVTAN---NSQ------------------------- 
                       :      :: : *      ...                                  
 
                       I 
 
Arthro-1     61   LHTWWHDNGVFSPATPTQSSEVRRSSFYDVQVAQANQPQ-KLYDAFSYMSIPRSGKGKIG 
Arthro-2     61   LHTWWHDNGVFSPAAPTQSDEVRRSSLYDVRVAQANQPQ-KAYDAFTYMSIPRSGKGKIG 
SDX          54   LHTWWHDNGVFNTEGPTGDNEVRRSSFYDVQVAQATQPD-KAYDAFTYMSIPRSGKGKIG 
IMTD         55   LHTWWHDNAVYNTDSPTENGEVRRSSFYDVQVAQAHQPD-KFFDSFAYMSIPRSGKGKVG 
Penicillium  47   FCTWWHDSGEINTQTPVQPGNVRQSHKYSVQVS--LAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIY 
IPUA         28   LLTWWHNTGEINTQTPVADGNVRQSGLYSVKVQTTPASSSLYYDSFVYLAIPGNG----- 
                  : ****:..  ..  *.  .:**:*  *.*:*          .*:* * :** .*      
 
Arthro-1     119  ------------YTEEDGAEFSSDARLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQI 
Arthro-2     119  ------------YTEEDGAEFSSEAGLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQI 
SDX          112  ------------YTKEDGAEFSSQAGLSMSWASFEYAKDVWVDVNLKTGQTITSADQVQI 
IMTD         113  ------------YTKEDGAEFSSEANLSMSWSSFEYAKDVWVDVSLKTGQTISSADEVQI 
Penicillium  105  APTDPPNSNTLDSSVDDGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVI 
IPUA         82   --------------MSDQLQYTQGYNQTQAWTSFLYSHDATVKISRN-GSSAN--SNVVI 
                                 .*  .       . :*:.* *::*. *.:    *.:    .:* * 
 
                                                  II   
 
Arthro-1     168  RPSSYNFEKQLVDADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAAGNR 
Arthro-2     168  RPSSYNFEKQLVDADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNR 
SDX          161  RPSSYNFEKQLVDADTVKIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNR 
IMTD         162  RPSSYDFEKKLVDEDTIRIKVPYSDAGYRFSVEFDPQLYTSYNDMSGNSGKLTTVAEGNR 
Penicillium  165  RPVSISYAISQSDDGGIVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGN------EYVTSGGS 
IPUA         126  RPTSLNFPVR-YDNQSVYITVPYSPTGYRFSVEFDDDLISLAPSG--------------- 
                  ** * .:     *   : * ** .  * :*****. :* :   .                 
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Arthro-1     228  PIHTEPRNSMMVFAEPKLRGEQKERLVPTEESGSIHYPEPGEVRNLNSVSEEIIYFRPGT 
Arthro-2     228  PIHTEPRNSMMVFAEPKLRGEQKERLVPTQESGSIHYPEPGEVRNLNSVSAEIIYFRPGT 
SDX          221  AIHTEPRNSMMIFAEPKLRGEQKERLIPTEESGSIHYPAEGEVTNLNTVTEDIIYFKPGT 
IMTD         222  PIHTEPMNSMMIFAEPKLQGEEEKRLIPNPSSGSIHYPEEGEVKDLNTVTEEIIYFKPGT 
Penicillium  219  VVGVEPTNALVIFASPFLPSG----MIPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGV 
IPUA         169  --ARQPENALLIFASPFENSS----TKPQPGSPNSIAPAPGRVLGLNTTSASTVVFNPGV 
                      :* *::::**.*   .       *   . .      * : . :  : . : * **. 
 
                                                  III                       IV 
 
Arthro-1     288  YSMG----------PDYHAVLPANVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSG 
Arthro-2     288  YSMG----------SDYHAVLPANVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSG 
SDX          281  YSMG----------SDYHAVLPPNVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQSQYKVTGYGVLSG 
IMTD         282  YHMG----------SDYHAVLPPNVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQAQYKVTGYGVLSG 
Penicillium  275  YWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTYWVYLAPGAYVKGAIEYF--TKQNFYATGHGILSG 
IPUA         224  YYFT----------GHDHMVLSSSVTWVYFAPGAYVKGAVEFLS-TASEVKASGHGVLSG 
                  * :              *  * ... ***:*********..::  .  :  .:*:*:*** 
 
 
Arthro-1     338  EQYVYEADTNNSYHHLSGASNCHSSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYG 
Arthro-2     338  EQYVYEADTNNSYNHLSGASNCHSSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYG 
SDX          331  EQYVYEADTNNDYNHLSGASNCHSSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTINEPPYHSAVVYG 
IMTD         332  EQYVYEADTANNYNALSGASNCHVTCVKMLQFESSNIGQQLDLQGVTINEPPYHSFVVYA 
Penicillium  333  ENYVYQANAGDNYIAVK-SDSTS---LRMWWHNNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNG 
IPUA         273  EQYVWYADPDEGYQKASGANNNG---LRMWRGTLGNSSQTFVLNGVTVSAPPFNSMDWSG 
                  *:**: *:. :.*   . :..     ::*      .  *     * *:  **:::    . 
 
                                             V                         VI 
 
Arthro-1     398  NE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYKGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVT 
Arthro-2     398  NE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYQGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVS 
SDX          391  NE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYKGSSMKNTFFNSNDDVLKMYHSDVT 
IMTD         392  HEGEKEIGVENFRMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYQGGTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVT 
Penicillium  389  NSG--------ISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVVHDVFWHVNDDAIKIYYSGAS 
IPUA         330  NSLD------LITCRVDDYKQVGAFYGQTDGLEMYPGTILQDVFYHTDDDGLKMYYSNVT 
                  :.         :  .:.:*****::: **** *:* .  :::.*:: :** :*:*:*..: 
 
                                   VII 
 
Arthro-1     451  IDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVNVANTTVIHNRMYWKDVK---YNTCIFNSSSHW 
Arthro-2     451  IDNTVVWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVTNTTVIHNRMYWKDVK---YNTCIFNSSSHW 
SDX          444  IDNTVIWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVTNTSVIHNRMYWKDVK---YNTCIFNSSSHW 
IMTD         452  IDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVNVTDTTVIHNRMYWKDPK---YNTCILNSSSHW 
Penicillium  441  VSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYIKSET------VVPSAIIGAS 
IPUA         384  ARNIVMWKESVAPVVEFGWTPRNTENVLFDNVDVIHQAYANAGNNPGIFGAVNNYLYAPD 
                    . .:**    *::: ***.*: ..* .    ***              .      .   
 
Arthro-1     508  EDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTAVEGMTNCAIRVYALSDTENIHIKNFNIGAWNGLEWT 
Arthro-2     508  EDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTTVEGMTNCAIRVYALSDTENIHIKNFNIGSWNGLDWT 
SDX          501  EDMGSTIKADPTTTVKNMSFENFTVEGMANCAIRVYALSNTENINIKNLKIDSWNGLDWT 
IMTD         509  EDMGSTAKADPNTTVKNMRFENITVEGMTNCAMRIYALSNTENIHVKNLSIDSWNGLDWT 
Penicillium  495  PFYASGMSPDSRKSIS-MTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVKNVAFPDG----LQ 
IPUA         444  GLSSNHSTGNSNMTVRNITWSNFRAEGSSSALFRINPIQNLDNISIKNVSIES-----FE 
                     ..  . :.  ::  :  .*   **   . :*: .:.: .*: :**. :          
 
Arthro-1     568  SQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEVPDGNGLALENYSVGGQVIEKTGGNSSDYQLGRLG-FD 
Arthro-2     568  SQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNELPDGNGLAIENYSVGGQVIEKSGGNWSDYQLGRLG-FD 
SDX          561  SQVSHLKRYTNPAGEKVTIGNEVPAGNGLALENYSIGGEVIEKSAGNWADYRLGRLG-FD 
IMTD         569  SQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEIPDGNGLALENYSVGGEIIEKSGDNWNDYKLGRLG-FD 
Penicillium  550  TNSIGTGESIIPAASGLTMG--------LNISNWTVGGQKVT--MENFQANSLGQFN-ID 
IPUA         499  PLSINTTESWMPVWYDLNNGKQITVTD-FSIEGFTVGNTTIT--ASN--AASVGRIDGVD 
                  .      .   ..   :. *        : :..:::*.  :     *     :*::. .* 
 
Arthro-1     627  GENWENWNAWKSAP 
Arthro-2     627  GENWDSWNAWKSAP 
SDX          620  GENWDSWNAAKSTP 
IMTD         628  GENWDSWNAWKSTP 
Penicillium  599  GSYWGEWQIS---- 
IPUA         554  PAYAGSVHYID--- 
                       . :       
 



ภาคผนวก ง 
 

พลาสมิดพาหะ 
 

1. พลาสมิด pGEM-7Zf(+/-) 
 

 
2. พลาสมิด pGEM-5Zf(+/-) 
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3.   พลาสมดิ pGEM-5Zf(+/-) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวสุทธิรักษ  ตัง้จิตพนิิจการ  เกิดเมื่อวันที่ 20 ธันวาคม พ.ศ. 2521  ที่จงัหวัด
กรุงเทพมหานคร  สาํเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววทิยา  ภาควิชาจุล
ชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2541  และเขารับ
การศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑติ  สาขาจลุชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุล
ชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลยั  ในปการศึกษา 2542 
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