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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

         มล.      =  มิลลิลิตร 

         มก.      =  มิลลิกรัม 

         ๐ซ      =  องศาเซลเซยีส 

          %         =  เปอรเซ็นต



 

บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

เดกซแทรนเปนพอลิเมอรของน้าํตาลกลูโคส (D-glucose) ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลสูง ซึ่งสาย

หลักเชื่อมตอกันดวยพนัธะแอลฟา-1,6 ไกลโคซิดิก และแตกแขนงออกไปจากสายหลักดวยพนัธะ

แอลฟา-1,2  แอลฟา-1,3 หรือ แอลฟา-1,4 ไดอีกดวย เดกซแทรนมีน้ําหนักโมเลกุลทีห่ลากหลาย

ตั้งแต 1.5×104 ถงึ 2×106 ดาลตัน หรือมากกวานัน้ เมื่อน้ําหนกัโมเลกลุสูงและมีการแตกแขนงมาก

ขึ้นจะทาํใหความสามารถในการละลายน้าํลดลงซึ่งจะทาํใหสารละลายมีลักษณะเหนยีวหนืด จุลิ

นทรียในสกุล Leuconostoc และ Streptococcus (Monchois และคณะ, 1999) รวมถงึราในสกุล 

Rhizopus spp. (Sankpal และคณะ, 2001) เปนจุลินทรียทีม่ีความสําคัญ เนื่องจากจุลินทรียใน

สกุลเหลานี้สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนซูเครส (1,6-α-D-glucan-6-α-glucosyltransferase, 

dextransucrase, EC 2.4.1.5) ซึ่งสรางเดกซแทรนจากน้ําตาลซูโครสได และแบคทีเรียบางสกลุ

เชน Acetobacter capsulatus และ Acetobacter viscous สามารถสรางเดกซแทรนจากเดกซ

ทรินไดเชนกัน (Sim และคณะ, 2001; Yamamoto และคณะ,1993) 

ในอุตสาหกรรมการผลิตน้าํตาลพบปญหามากมายที่เกดิจากเดกซแทรน ซึง่เดกซแทรน 

ดังกลาวไมไดเปนองคประกอบตามธรรมชาติของน้าํออยซึ่งเปนวัตถุดิบหลักในการผลติ แตถูก

สรางขึ้นโดยแบคทีเรียในสกลุ Leuconostoc ที่ปนเปอนมากับออยและน้ําออย ซึง่เมื่อแบคทีเรีย

เหลานี้เจรญิเติบโตมากขึ้นและเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสในน้ําออยเปนเดกซแทรนที่มนี้าํหนักโมเลกุล

ประมาณ  5×106 ดาลตัน จงึทาํใหน้ําออยมีลักษณะเหนยีวหนืดเกิดการบูดเปรี้ยวไดงาย มกีลิ่นไม

พึงประสงค และยังกอใหเกดิปญหามากมายในกระบวนการผลิตน้ําตาล เชน ทําใหเกิดการอุดตัน

ในทอสงน้าํออย ถัง แผนกรอง เครื่องกรองและอื่นๆ นอกจากนี้ยงัทาํใหประสิทธิภาพในการผลิต

ลดลง ผลผลิตที่ไดลดลงและมีคุณภาพต่ําอีกดวย (Imrie และ Tilbury, 1972) ปญหาของเดกซ

แทรน นอกจากจะพบในอตุสาหกรรมการผลิตน้ําตาลแลว ยงัพบวาเดกซแทรนเปนสาเหตุสําคัญ

ในการกอใหเกิดฟนผุอีกดวย เนื่องจากเดกซแทรนเปนองคประกอบของคราบจุลินทรีย (plaque) ที่

บริเวณผิวฟนซึ่งสรางขึน้โดยแบคทีเรียในสกุล Streptococcus ทําใหเปนทีย่ึดเกาะของจุลินทรีย

ชนิดอื่นๆ ไดงาย (Marotta และคณะ, 2002) และเมื่อจุลินทรียเหลานี้เจริญเตบิโตจะสรางกรด

อินทรียชนิดตางๆ มากัดกรอนผิวฟนทําใหเกิดฟนผุขึ้น วิธีที่เหมาะสมและมีความจาํเพาะสูงในการ

แกปญหาที่เกดิจากเดกซแทรนทั้งในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลและทันตสาธารณสุขคือ การใช

เดกซแทรนเนส (dextranase, EC 3.2.1.11) ซึ่งเปนเอนไซมทีม่ีความจําเพาะในการยอยสลาย

พันธะแอลฟา-1,6 ไกลโคซิดิก ที่เชื่อมตอหนวยยอยของกลูโคสในสายหลกัของเดกซแทรน และ
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ปลดปลอยไอโซมอลโทแซ็กคาไรด ที่มกีลูโคส 3 ถึง 5 หนวย เปนองคประกอบออกมา ซึง่ใน

กระบวนการผลิตน้ําตาล เอนไซมเดกซแทรนเนสจะยอยพอลิเมอรของเดกซแทรนใหเปนโมเลกลุ

ขนาดเล็ก ดังนั้นน้ําออยจึงมีความหนืดลดลงและชวยลดปญหาตางๆในการผลิตได (Fulcher และ 

Inkerman, 1976) สวนปญหาทางดานทนัตสาธารณสุขนั้น มีการใชเดกซแทรนเนสในการยอย

สลายและยับยั้งการสรางเดกซแทรนที่ไมละลายน้ํา ซึง่เปนการชวยปองกันฟนผุไดอีกทางหนึง่ดวย 

(Marotta และคณะ, 2002)  ดังนัน้เดกซแทรนเนสจึงเปนที่ตองการอยางมากในการนาํไปใช

แกปญหาจากเดกซแทรนในดานตางๆ เหลานี ้  

 จุลินทรียหลายชนิด เชน รา ยีสต และแบคทีเรีย สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได โดยพบวา

เดกซแทรนเนสจากราเปนแหลงสาํคัญที่สดุของการผลิตเอนไซมในเชิงพาณิชย ซึ่งเดกซแทรนเนสที่

ผลิตในระดับอุตสาหกรรมและมีขายในทางการคานัน้ไดมาจากราในสกุล Penicillium และ 

Chaetomium เนื่องจากราสามารถผลติเดกซแทรนเนสไดในปริมาณมากและสามารถหลัง่ออก

นอกเซลลไดเมื่อเทียบกับจลุินทรียกลุมอ่ืนๆ (Hutson และ Weigel, 1963) และเดกซแทรนเนสจาก

รายังสามารถทนตออุณหภมูิสูงไดดีกวาเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียดวย แตอยางไรก็ตามราใช

เวลาในการผลิตนานกวาจลุินทรียชนิดอืน่ รวมทั้งรายังสรางสารมธัยันตรทุตยิภูมิอีกหลายชนดิที่

อาจทาํใหยากตอการทําเอนไซมใหบริสุทธิ ์ตนทุนในการผลิตสูง ไมเปนทีย่อมรับของผูบริโภค และ

การผลิตเดกซแทรนเนสจากรานั้นเปนการผลิตเมื่อมีการชักนาํดวยเดกซแทรนซึง่มีราคาแพง ดังนั้น

ถาสามารถผลติเดกซแทรนเนสไดโดยไมตองมีการชักนาํ หรือใชสารชกันําที่มีราคาถูก หาไดงาย 

เพื่อใหสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมากและใชเวลาในการผลิตที่รวดเร็วขึ้นกจ็ะเปนการชวย

ลดตนทุนในการผลิตไดมากตามไปดวย  

เนื่องจากราจดัเปนยูแคริโอตจึงทาํใหการผลิตโปรตีนชนิดตางๆจากรานัน้ตองผาน

กระบวนการดดัแปลงทั้งกอนและหลงัการแปลรหัส ซึง่ไดแก การขจัดอินทรอนออก (mRNA 

processing) การสรางพันธะไดซัลไฟดที่ถกูตอง  การเตมิหมูฟอสเฟต (phosphorylation) การเติม

น้ําตาล (glycosylation) การเติมหมูอะเซทิล (acetylation)  การเติมหมูเอซิล (acylation) และการ

ตัดโดยโปรติเอส (proteolytic cleavage) เปนตน เพื่อใหไดโปรตีนที่มสีมบัติตางๆ และมีโครงสราง

ที่ถูกตองเหมาะสม ดังนัน้การแสดงออกโปรตีนที่ไดจากรานั้นจงึควรนําไปแสดงออกในเซลลเจา

บานที่เหมาะสม ซึง่เซลลเจาบานที่นยิมใชเพื่อการแสดงออกไดแก แบคทีเรียและยีสต ซึ่งแบคทีเรีย

จะไมมีกระบวนการขจัดอินทรอนออก แตยีสตมีกระบวนการขจัดอินทรอนออก ดงันัน้เพื่อใหงาย

แกการนาํยนีตางๆไปแสดงออกทั้งในแบคทีเรียและยีสตจึงจําเปนตองใชลําดับ cDNA จากรา  

จากการศึกษาราที่สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสได โดย เอก แสงวิเชยีร (2531) ซึ่ง

ไดคัดแยก Penicillium sp. สายพนัธุ 61 ที่มีความสามารถในการผลติเดกซแทรนเนสไดนั้น ตอมา

สุวรรณา นพพรพันธุ (2538) ไดกลายพนัธุราสายพนัธุดังกลาวจนได  Penicillium sp. สายพนัธุ 
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SMCU 3-14 ที่สามารถเดกซแทรนเนสได 330.17 หนวยตอมิลลิลิตร  และศิโรจน ศรีสรากรณ 

(2547) ไดหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนส ทาํให Penicillium sp. SMCU 3-14 

สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงถึง 600 หนวยตอมิลลิลิตร ในภาวะที่เหมาะสมคือ ที่อุณหภูม ิ55 

องศาเซลเซยีส ใน 0.045 โมลาร อะซีเตตบัฟเฟอร ความเปนกรดเบส 4.5 ซึ่งแสดงวาเดกซแทรน 

เนสจากราสายพันธุดังกลาวสามารถทาํงานไดดีที่อุณหภูมิสูงและในสภาพที่เปนกรด ซึ่งเหมาะสม

สําหรับนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมน้ําตาล อยางไรก็ตามการผลิตเดกซแทรนเนสจาก 

Penicillium sp. SMCU 3-14 เปนการผลิตที่ตองอาศัยการชักนําดวยเดกซแทรนซึ่งมีราคาแพง 

ดังนัน้ถาสามารถนาํเดกซแทรนเนสจากราสายพันธุดังกลาวไปแสดงออกในแบคทีเรีย หรือยีสตได

โดยไมตองมีการชักนาํหรือใชสารชักนาํทีม่ีราคาถูกได ก็จะสามารถชวยลดระยะเวลาในการผลิต 

อีกทั้งเปนการชวยลดตนทุนในการผลิตอีกดวย ทัง้นี ้พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี (2549) ไดโคลนและ

หาลาํดับจีโนมิกดีเอ็นเอซึง่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. SMCU 3-14 แลว 

และพบวายนีเดกซแทรนเนสบนโครโมโซมมีเพียง 1 ชุด มกีรอบอานรหัสเปดขนาด 1,824 คูเบส 

และไมมีอินทรอน นอกจากนี้ยงัพสูิจนเอกลกัษณของราสายพันธุดงักลาวแลวพบวาเปน 

Penicillium pinophilum อยางไรก็ตาม เพื่อใหไดขอมูลของลําดับนวิคลีโอไทดที่เปนจุดเริ่มตนของ

การถอดรหัสและเพื่อยนืยนัผลของลําดับจีโนมกิดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนส ดังนั้น

งานวิจยันี้จงึจะโคลน cDNA ของยีนเดกซแทรนเนสจาก Penicillium pinophilum สายพนัธุ 

SMCU 3-14 เพื่อจะนําไปแสดงออกในแบคทีเรีย และยีสต โดยมุงที่จะผลิตเดกซแทรนเนสที่ไม

ตองอาศัยการชักนาํจากเดกซแทรน และใหเอนไซมที่ไดมีคุณสมบัติเหมือนกนักับเดกซแทรนเนสที่

ไดจากรา เพื่อที่จะสามารถนําไปประยกุตใชในการแกปญหาที่เกิดจากเดกซแทรนในดานตางๆ

ตอไป 

 
วัตถปุระสงคของการวิจยั 
 

โคลนและแสดงออกเดกซแทรนเนสจาก Penicillium pinophilum SMCU 3-14 ใน

แบคทีเรียและยีสต 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 

ผลิตเดกซแทรนเนสในแบคทีเรียและยีสตไดโดยไมตองอาศัยการชกันาํจากเดกซแทรน 

โดยสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมากและใชเวลาในการผลิตที่รวดเร็วขึ้น 



 

บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
เดกซแทรน 
 

เดกซแทรน (dextran) เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคส (D-glucose) ทีม่ีน้าํหนักโมเลกุล

สูง ซึ่งสายหลกัเชื่อมตอกนัดวยพนัธะแอลฟา-1,6 ไกลโคซิดิก และแตกแขนงออกไปจากสายหลกั

ดวยพนัธะแอลฟา-1,2  แอลฟา-1,3 หรือ แอลฟา-1,4 ไดอีกดวย โดยโครงสรางของเดกซแทรนได

แสดงไวดังในรูปที่ 2.1 เดกซแทรนมนี้ําหนักโมเลกุลที่หลากหลายตัง้แต 1.5×104 ถึง 2×106 ดาล

ตัน หรือมากกวานัน้ เมื่อน้ําหนกัโมเลกลุสูงและมีการแตกแขนงมากขึ้นจะทําใหความสามารถใน

การละลายน้าํลดลง ซึง่จะทาํใหสารละลายที่มีลกัษณะเหนยีวหนืด  

 

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางของเดกซแทรน (ที่มา : ดัดแปลงจาก Sigma-Aldrich Co., 2008) 

 

จุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนได ไดแก จุลินทรียในสกุล Leuconostoc 

และ Streptococcus (Monchois และคณะ, 1999) รวมถงึราในสกลุ Rhizopus spp. (Sankpal 

และคณะ, 2001) เนื่องจากจุลินทรียในสกุลเหลานี้สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนซูเครส 

แอลฟา-1,6 ไกลโคซิดิก 

แอลฟา-1,3 ไกลโคซิดิก 

n 
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(dextransucrase, 1,6-α-D-glucan-6-α-glucosyltransferase, EC 2.4.1.5) ซึ่งเอนไซม

ดังกลาวจะเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนซูโครส เปนพอลิเมอรของกลูโคส หรืออีกชื่อหนึง่คือ เดกซแทรน 

(dextran) พรอมกับปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมา (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 

1986) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 และแบคทีเรียบางสกลุเชน Acetobacter capsulatus และ 

Acetobacter viscous สามารถสรางเดกซแทรนจากเดกซทรินไดเชนกนั (Sims และคณะ, 2001; 

Yamamoto และคณะ,1993)  

 

 
 

รูปที่ 2.2 ปฏิกิริยาการสรางเดกซแทรนโดยเอนไซมเดกซแทรนซูเครส (ที่มา : ดัดแปลงจากจินตกร 

คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 
ปญหาที่เกิดจากเดกซแทรน 
 
 ทางอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล 
 

ในกระบวนการผลิตน้ําตาลพบการปนเปอนของเดกซแทรน โดยเดกซแทรนไมไดเปน

องคประกอบตามธรรมชาตขิองน้ําออย แตถูกสรางขึน้โดย Leuconostoc mesenteroides และ 

Leuconostoc dextranicum ที่ปนเปอนมากับบาดแผลของออยทีถู่กไฟไหมและน้ําออย ซ่ึงเมือ่

แบคทีเรียเหลานี้เจริญเติบโตมากขึ้นและเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสในน้ําออยเปนเดกซแทรนที่มีน้าํหนกั

โมเลกุลสูงประมาณ 5×106 ดาลตัน จึงทาํใหน้ําออยมลัีกษณะเหนยีวหนืดเกิดการบูดเปรี้ยวไดงาย 

มีกลิ่นไมพึงประสงค และยงักอใหเกิดปญหามากมายในกระบวนการผลิตน้ําตาล เชน ทาํใหเกิด

การอุดตันในทอสงน้ําออย ถัง แผนกรอง เครื่องกรองและอื่นๆ นอกจากนี้ยังทาํใหประสิทธิภาพใน

ซูโครส 
(สับสเตรต) 

ฟรักโทส 
(ผลิตภัณฑ) 

เดกซแทรน 
(ผลิตภัณฑ) 

 

เดกซแทรนซูเครส  
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การผลิตลดลง ผลผลิตที่ไดลดลงและมีคุณภาพต่ําอีกดวย (Imrie และ Tilbury, 1972) เนื่องจาก

ประเทศไทยเปนประเทศทางเกษตรกรรม และน้ําตาลถือวาเปนสนิคาทางการเกษตรที่สําคัญของ

ประเทศ ทัง้นีม้ีรายงานวาประเทศไทยมกีารผลิตน้ําตาลถึง 6.72 ลานตันตอปในป 2550 และ 

7.813 ลานตนัตอปในป 2551 โดยแบงออกเปนทั้งที่ใชบริโภคภายในประเทศและสงออกไปขายยงั

ตางประเทศ ประเทศไทยถือวาเปนประเทศทีม่ีการสงออกน้าํตาลทรายสงูมากเปนอันดับที่สาม

ของโลก ซึง่ในป 2550 มกีารสงออกน้ําตาลประมาณ 4.497 ลานตัน คิดเปนมลูคาการสงออก 

44,527 ลานบาท และในป 2551 (ม.ค.-มิ.ย.) มีการสงออกน้าํตาลประมาณ 2.497 ลานตัน คดิ

เปนมูลคาการสงออก 22,725 ลานบาท (กระทรวงพาณชิย, กรกฎาคม 2551) ในกระบวนการผลติ

น้ําตาลทรายนั้นตองประสบกับปญหาของการปนเปอนดวยเดกซแทรน ซึ่งกอใหเกิดการสูญเสีย

ผลผลิตราว 9.2 เปอรเซ็นตของผลผลิตทั้งหมด (Tilbury และคณะ,1977) แตละปจึงสูญเสียรายได

จํานวนมหาศาล การแกปญหาที่เกิดจากเดกซแทรนในกระบวนการผลิตน้ําตาลทรายมหีลายวิธี 

เชน การปองกันการเกิดเดกซแทรนโดยการเก็บน้าํออยไวในที่เย็น การใชความรอน การควบคุมคา

ความเปนกรดเบส หรือการใชสารเคมีหรือยาปฏิชีวนะเพื่อเปนการยับยั้งจุลนิทรียที่เปนสาเหตุของ

การเกิดเดกซแทรน การกําจัดเดกซแทรนที่เกิดขึ้น เชน การสลายเดกซแทรนดวยกรดรวมกับการให

ความรอนการใชรังสีอัลตราไวโอเลต หรือการใชคลื่นเสียงที่มีความถี่สูง แตอยางไรกต็ามวิธทีี่กลาว

มาแลวนั้นเปนวิธทีี่ตองใชปฏิกิริยาที่รุนแรง ใชพลงังานสูง กอใหเกิดสารพิษและของเสียในปริมาณ

มาก ทาํใหมลภาวะเปนพษิ และบางวิธีใชตนทนุสูงทําใหไมคุมกับการลงทุน  

 
ทางทันตสาธารณสุข 
 

เดกซแทรนเปนสาเหตุสําคญัในการกอใหเกิดฟนผุ เนือ่งจากคราบจลุินทรียที่บริเวณผิวฟน

มีเดกซแทรนเปนองคประกอบซึ่งสรางขึน้โดยแบคทีเรียในสกุล Streptococcus ทาํใหเปนทีย่ึด

เกาะของจุลินทรียชนิดอืน่ๆ ไดงาย (Marotta และคณะ, 2002) และเมื่อจุลินทรียเหลานี้

เจริญเติบโตจะสรางกรดอินทรียชนิดตางๆ ออกมาทาํใหชองปากมีคาความเปนกรดเบสต่ําลง เกดิ

การสูญเสียแรธาตุบริเวณผิวฟน (demineralization) ผิวฟนเกดิการกัดกรอนทาํใหเกิดฟนผุขึน้ 

(dental caries) อีกทั้งยงักอใหเกิดปญหาโรคปริทนัตไดอีกดวย เนือ่งจากมีการสะสมของคราบ 

จุลินทรียและหินปนูบริเวณคอฟนทําใหจลิุนทรียสามารถเจริญเติบโตได เชน แบคทีเรียแกรมลบ 

Porphyromonas gingivalis, Peptostreptococcus micros และแบคทีเรียแกรมบวก 

Streptococcus spp., Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus 

mitis, Streptococcus intermedius ทําใหเกิดการอกัเสบของเนื้อเยื่อรอบๆคอฟนหรือที่เรียกวา 

โรคเหงือกอกัเสบ ถาเปนมากคอฟนจะเกดิการผุกรอนและอาจทาํใหสญูเสียฟนได วิธีการปองกัน
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ฟนผุมหีลายวธิี เชน การแปรงฟนอยางถูกวิธ ี การใชฟลูออไรดปองกันฟนผ ุ การขูดหินปูนเปน

ประจํา การใชน้ํายาบวนปากหลงัการแปรงฟน การใชสารเคมีควบคุมการเจริญของจุลินทรียใน

ชองปาก เชน สารสกัดจากธรรมชาติ สารจําพวกควอรเทอรนารีแอมโมเนยีม สารจําพวกฟนอลกิ 

การใชสารปฏิชีวนะ เชน เพนนิซิลลิน (penicillin) แวนโคมัยซิน (vancomycin) และกานามยัซนิ 

(kanamycin) การใชวัคซีนในการปองกนัฟนผ ุ การใชน้าํตาลชนิดอื่นที่ไมใชซับสเตรตของเอนไซม

กลูโคซิลทรานสเฟอเรสในการใหความหวาน หรือใชน้ําตาลแอลกอฮอลเปนวัตถใุหความหวาน

แทนน้ําตาล เชน ไซลิทอล มอลติทอล เปนตน (Addy, 1986) อยางไรก็ตามวิธทีี่กลาวมานัน้ใช

ปองกันฟนผุไดระดับหนึ่งเทานัน้ เนื่องจากไมมวีิธีไหนที่สามารถกาํจดัคราบจุลินทรียใหหมดจาก

ผิวฟนได และจุลินทรียที่อาศัยอยูชั้นในของคราบจุลินทรียอาจไมถูกทําลายดวยสารตางๆที่ใช

ยับยั้บเนื่องจากไมสามารถแทรกซึมผานเดกซแทรนเขาไปถึงชัน้ในของคราบจุลินทรยีได 

  

วิธีที่เหมาะสมและมีความจาํเพาะสูงในการแกปญหาทีเ่กิดจากการปนเปอนเดกซแทรนทั้ง

ในอุตสาหกรรมการผลิตน้าํตาลและทนัตสาธารณสุขคือ การใชเอนไซมทีม่ีความจําเพาะในการ

ยอยสลายพนัธะแอลฟา-1,6 ไกลโคซิดิก ที่เชื่อมตอหนวยยอยของกลูโคสในสายหลักของเดกซ

แทรน เอนไซมดังกลาวคือ เดกซแทรนเนส ซึง่ในกระบวนการผลิตน้ําตาลนัน้ เอนไซมเดกซแทรน

เนสจะยอยพอลิเมอรของเดกซแทรนใหเปนโมเลกุลขนาดเล็ก ดังนั้นน้ําออยจงึมีความหนืดลดลง

และชวยลดปญหาตางๆในการผลิตได (Fulcher และ Inkerman, 1976) สวนปญหาทางดานทนัต

สาธารณสุขนัน้ มีการใชเดกซแทรนเนสในการยอยสลายและยับยั้งการสรางเดกซแทรนที่ไมละลาย

น้ํา ซึ่งเปนการชวยปองกันฟนผุไดอีกทางหนึ่งดวย (Marotta และคณะ, 2002)  

 
เดกซแทรนเนส 
  

สิ่งมีชีวิตที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสได พบตั้งแตจุลินทรียหลายชนดิ สัตว 

และมนุษย พืชในสกุล Avena รวมถึงเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนมบางชนิด (Rosenfeld และ 

Lukomskaya, 1957) ตัวอยางของจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสได เชน รา 

Penicillium luteum, Penicillium funiculosum, Penicillium lilacinum, Penicillium notatum, 

Aspergillus carneus, Chaetomium gracile และ Fusarium sp. แบคทีเรีย Streptococcus 

mutans, Flavobacterium sp., Pseudomonas sp., Paenibacillus illinoisensis ยีสต 

Lipomyces starkeyi  เปนตน 
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การจําแนกประเภทยอยของเดกซแทรนเนสสามารถจาํแนกไดหลายวธิ ี โดยขึน้อยูกับ

หลักเกณฑที่ทาํมาใชในการจัดจําแนก ตัวอยางเชน หากแบงตามความสามารถในการยอย

คารโบไฮเดรตและการยายหมูตางๆภายในสายคารโบไฮเดรต จะสามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือ 

เอกโซเดกซแทรนเนสและเอนโดเดกซแทรนเนส โดยรายละเอียดของเอนไซม 2 กลุมนี้ มีดังตอไปนี้  

 

1.  เอกโซเดกซแทรนเนส (exodextranase) 

 

เอกโซเดกซแทรนเนส (EC3.2.1.70, glucan-1,6-α-D-glycosidase) เปนเอนไซมที่ยอย

สลายพนัธะที่เชื่อมตอโมเลกลุของกลูโคสปลายสายของเดกซแทรนดานใดดานหนึง่ โดยจะตดั

พันธะที่เชื่อมตอกลูโคสจากปลายสายทีละหนึง่โมเลกุล ทาํใหไดผลิตภัณฑสวนใหญเปนกลูโคส

และไอโซมอลโทส จุลนิทรียที่สรางเอกโซเดกซแทรนเนส ไดแก Streptococcus mutans, 

Achromobacter spp. และ Arthrobacter globiformis T6 และยีสต Lipomyces lipofer เปนตน 

(Wynter, 1997; Sutherland, 1996) 

 

2.  เอนโดเดกซแทรนเนส (endodextranase) 

 

เอนโดเดกซแทรนเนส (EC3.2.1.11, glucan-1,6-α-D-6-glucanohydrolase) เปน

เอนไซมทีย่อยสลายพนัธะที่เชื่อมตอโมเลกลุของกลูโคสภายในสายหลกัของเดกซแทรนแบบสุม ทํา

ใหไดผลิตภัณฑเปนพอลิเมอรขนาดตางๆ อาจเปนโมโนเมอร, ไดเมอร หรือโอลิโกเมอรของน้ําตาล

กลูโคส เชน ไอโซมอลโทส, ไอโซมอลโทเททราโอส และไอโซมอลโทเพนทะโอส ขึ้นอยูกับความหาง

ระหวางจุดตัด จุลินทรียที่สรางเอนโดเดกซแทรนเนส ไดแก แบคทีเรีย Athrobacter globiformis, 

Pseudomonas spp., Streptococcus mutans และรา Chaetomium gracile, Cladosporium 

resinae และ Flavobacterium spp. เปนตน ซึ่งจุลนิทรียแตละชนิดก็จะสรางเอนโดเดกซแทรน

เนสที่จาํเพาะตอพันธะแตกตางกนัไปอีกดวย (Wynter, 1997; Sutherland, 1996) 

 

 สําหรับตามหลักของ The Nomenclature Committee of the International Union of 

Biochemistry and Molecular Biology (IUB-MB) ไดแบงเอนไซมที่สามารถยอยเดกซแทรนโดย

อาศัยหลกัการแบงกลุมตามปฏิกิริยาและชนิดของผลติภัณฑที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยา ซึง่สามารถ

แบงกลุมของเอนไซมทีม่ีความสามารถในการยอยเดกซแทรนไดเปนดงันี ้ เดกซแทรนเนส 

(dextranases; EC 3.2.1.11), กลูแคน-1,6-แอลฟา-ดี-กลูโคซิเดส (glucan-1,6-α-D-

glucosidases; EC 3.2.1.70), กลูแคน-1,6-แอลฟา-ไอโซมอลโทซิเดส (glucan-1,6-α-
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isomaltosidases; EC 3.2.1.94), เดกซแทรน-1,6-แอลฟา-ไอโซมอลโทไทรโอซิเดส (dextran1,6-

α-isomaltotriosidases; EC 3.2.1.95) และบรานช-เดกซแทรน เอกโซ-1,2-แอลฟา-กลูโคซิเดส 

(branched-dextran exo-1,2-α-glucosidases; EC 3.2.1.115)  รวมถึงยงัมีไซโครไอโซมอลโทโอ

ลิโกแซ็กคาไรด กลูคาโนทรานเฟอเรส (cycloisomaltooligosaccharide glucanotransferase; 

CITase) ที่มีความสามารถในการยอยเดกซแทรนไดอีกดวย (Khalikova และคณะ, 2005) 

 

ในอีกระบบหนึ่งไดจําแนกเอนไซมกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลสและไกลโคซิลทรานสเฟอเรส

ออกเปนแฟมลิีโดยอาศัยความคลายคลงึกันของลาํดับกรดอะมิโน (Henrissat และ Davies, 

2000) ในการจําแนกกลุมวธิีนี ้เอนโดเดกซแทรนเนสถูกจัดอยูในแฟมลีิไกลโคซิลไฮโดรเลส 49 และ 

66 (glycosylhydrolase families 49 and 66) โดยเดกซแทรนเนสที่จดัอยูในแฟมิลี 49 ไดแก เดกซ

แทรนเนสจากแบคทีเรีย Arthobacter sp. (CB-8 และ T-3044) เดกซแทรนเนสจากราในสกุล 

Penicillium และเดกซแทรน 1,6-α-ไอโซมอลโทรทริโอซิเดสจาก Brevibacterium fuscum var. 

dextranolyticum สวนเดกซแทรนเนสที่จดัอยูในแฟมิล ี 66 ไดแก เอนโดเดกซแทรนเนสจาก

แบคทีเรียหลายสปชีสในสกลุ Steptococcus และไซโคลไอโซมอลโท-โอลิโกแซ็กคาไรดกลูคา

โนทรานสเฟอเรสจาก Bacillus sp. เปนตน (Khalikova และคณะ, 2005) ซึ่งเมือ่เปรียบเทียบ

ลําดับเบสของเดกซแทรนเนสทั้งสองแฟมลิีดังกลาว พบวาลําดับเบสของเดกซแทรนเนสทัง้สองแฟ

มิลีไมมีความเหมือนกัน  
 
การนาํเดกซแทรนเนสไปใชประโยชน 
 

1.  ทางดานการแพทย 
 

เดกซแทรนที่มนี้ําหนกัโมเลกลุจําเพาะสามารถใชในการรักษาระดับของเลือดในผูปวยที่

สูญเสียเลือดมาก โดยปกติเดกซแทรนดังกลาวผลิตจากเดกซแทรนที่มีน้าํหนกัโมเลกุลสูงโดย

วิธีการยอยดวยกรดและแยกสวนดวยตัวทาํละลายอินทรีย (organic solvent  fractionation) แต

วิธีดังกลาวนัน้ไดผลผลิตต่ําประมาณ 10-20 เปอรเซน็ต เนื่องจากเกิดการสูญเสยีในระหวางการ

ยอยดวยกรด ดังนั้นจงึมวีธิีการปรับปรุงกระบวนการผลิตโดยเปลี่ยนมาใชเอนไซมเดกซแทรนเนส

ทําใหไดผลผลิตสูงขึ้นถงึ 25-52 เปอรเซ็นต ซึ่งการใชเดกซแทรนเนสนั้นมีขอดีตอการผลิตคือ ใช

พลังงานนอย ใชเครื่องมืออยางงายในการผลิต และกอใหเกิดมลภาวะตอส่ิงแวดลอมตํ่า 

(Khalikova และคณะ, 2005) 
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การใชเดกซแทรนและเดกซแทรนเนสในการนําสงยาไปออกฤทธิท์ี่อวยัวะเปาหมาย (drug 

targeting) เชน การรักษามะเร็งโดยใชเดกซแทรนเปนตวัหอหุมยาที่ใชในการรักษาและเชื่อมตออยู

กับแอนติบอดีที่จําเพาะตอแอนติเจนของเซลลมะเร็งฉีดเขาไปทางเสนเลือด เมื่อโมเลกุลของเดกซ

แทรนพายาไปยังเซลลมะเร็งเปาหมายแลว ตอจากนัน้จงึฉีดเดกซแทรนเนสเขาไป เมื่อเดกซแทรน

เนสเขาสูกระแสเลือดจะมุงจาํเพาะตอเดกซแทรน ยอยเดกซแทรน และปลดปลอยยาออกมาทาํให

ยาออกฤทธิท์ี่เซลลมะเร็งเปาหมายไดอยางถูกตอง (Khalikova และคณะ, 2005) 

การใชเดกซแทรนเนสกับยาชนิดเพปไทด (Sinha และ Kumria, 2001) เนื่องจากยาหลาย

ชนิดเปนสายเพปไทดสั้นๆ หรือโปรตีนทีม่ขีนาดเล็ก เชน อินซูลนิ ทาํใหไมสามารถใชในการรักษา

โดยการรับประทานได เนื่องจากยาชนิดเพปไทดจะถกูยอยในกระเพาะอาหารและลําไสเล็ก ดังนั้น

จึงมีการใชเดกซแทรนเปนตวัพายาเขาสูระบบดูดซึมอาหาร โดยโมเลกุลของยาจะเชื่อมตออยูกบั

หมูทีม่ีขั้วของเดกซแทรนหรือเรียกอีกอยางวาโพรดรัก (prodrug) ซึ่งเดกซแทรนจะไมถูกยอยดูดซึม

ที่กระเพาะอาหารและลําไสเล็ก แตเมื่อโมเลกุลของยาที่เชื่อมตออยูกับเดกซแทรนเดินทางไปถึง

ลําไสใหญ จลุินทรียประจําถิ่นที่อยูในลาํไสใหญเชน Bacteroides (Drasar และ Hill, 1974) มี

ความสามารถในการสรางเดกซแทรนเนสออกมายอยเดกซแทรน โมเลกุลของยาจะถกูปลดปลอย

ออกมาและถกูดูดซึมเขาสูลาํไสใหญตอไป การใชเดกซแทรนเปนโพรดรักนั้นมีขอดีคือ เปนสารชีว

โมเลกุล งายในการเชื่อมตอโมเลกุลของเดกซแทรนกับยาชนิดตางๆ เชน Harboe และคณะ 

(1989) ไดเชื่อมตอยานาพรอกเซน (naproxen) เขากับโมเลกุลของเดกซแทรนโดยใชพันธะเอส

เทอร (ester linkage) Larsen และคณะ (1989,1991) เชื่อมตอยาคีโทโพรเฟน (ketoprofen) เขา

กับโมเลกุลของเดกซแทรน โดยผูวจิัยทัง้สองใชเดกซแทรนทีม่ีน้าํหนักโมเลกุล 10,000-500,000 

ดาลตัน และสามารถปลดปลอยยาที่ลําไสของหมูได อีกทั้งเดกซแทรนจะถกูยอยอยางชาๆ ทําให

ยาคอยๆ ปลดปลอยออกมา ซึ่งมักใชในกรณีที่ตองการใหยาความเขมขนต่ําๆอยางตอเนื่องในการ

รักษาอีกดวย  

 
 2. ทางดานทนัตสาธารณสุข 
 

มีการใชเดกซแทรนเนสชวยยับยั้งการเกิดคราบจุลินทรยีและยอยสลายคราบจุลนิทรีย 

เนื่องจากองคประกอบของคราบจุลินทรยีที่บริเวณผวิฟนนั้นมีกลูแคนที่ไมละลายน้ําหรือเดกซ

แทรนเปนองคประกอบอยูถงึ 20 เปอรเซ็นต ทําใหเปนที่ยึดเกาะของจุลินทรียตางๆ เมื่อจุลนิทรีย

เหลานี้เจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนมากขึน้ จุลินทรียเหลานี้จะใชน้าํตาลและเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ

จําพวกกรดตางๆผานทางเมแทบอลิซึม ทําใหชองปากมีคาความเปนกรดเบสต่ําลง เกิดการ

สูญเสียแรธาตุตางๆบริเวณผวิฟน ดังนั้นถาสามารถกําจัดกลูแคนที่ไมละลายน้ําหรือยับยัง้การ
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สรางไดก็จะสามารถชวยในการยับยัง้ฟนผุได มีการศึกษาจาํนวนมากที่ใชเดกซแทรนเนสในการ

กําจัดคราบจลุินทรียและไดผลเปนอยางด ีตัวอยางเชน 

Marotta และคณะ (2002) ใชเดกซแทรนเนสทางการคา (Dextranase 50L) ในการยับยั้ง

การสรางเดกซแทรนจาก S. sobrinus ในหลอดทดลอง พบวาเดกซแทรนเนสที่ความเขมขน 

3.75×10-2–1.5×10-1 หนวยตอลิตร สามารถยับยั้งการสรางเดกซแทรนไดทั้งหมด และสามารถยอย

เดกซแทรนที่สรางอยูแลวไดถึง 20 เปอรเซ็นต ซึง่เอนไซมดังกลาวทาํงานไดดีที่คาความเปนกรด

เบส 4.5 ซึ่งใกลเคียงกับน้าํลาย (คาความเปนกรดเบส 5.0) ซึ่งเปนขอดีคือ มีความเสถยีรในการ

นําไปใชผสมในน้าํยาบวนปาก (คร่ึงชีวิต (T1/2) มากกวา 120 วัน) เพื่อชวยปองกนัฟนผุและโรคปริ

ทันตไดอีกทางหนึง่ดวย 

Schachtele และคณะ (1975) ใชเดกซแทรนเนสจาก Actinomyces israeli และ 

Bacteroides ochraceus ในการยับยัง้การสรางกลูแคนที่ไมละลายน้ําจาก S. mutans พบวา

เดกซแทรนเนสจากเชื้อทั้ง 2 ชนิดดังกลาว ที่ความเขมขน 0.002 หนวยตอมล. สามารถยับยัง้การ

เกิดกลูแคนไดถึง 60 เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน 0.005 หนวยตอมล. สามารถลดการยึดเกาะ

ของ S. mutans ไดถึง 80 เปอรเซ็นต ดังนั้นเอนไซมเดกซแทรนเนสจงึสามารถชวยลดการยึดเกาะ

ของ S. mutans กับผิวฟนได และชวยลดปริมาณแบคทเีรียในชองปากไดถึง 50-60 เปอรเซ็นต 

 Fitzgerald และคณะ (1968) ใชเดกซแทรนเนสจาก P. funiculosum ในการยับยั้งการ

เกิดฟนผุในหนูแฮมสเตอร พบวาเมื่อเติมเดกซแทรนเนสลงในอาหารและน้ําดื่มของหนูจะชวยลด

การเกิดฟนผุในหนูได และการเติมเดกซแทรนเนสลงไปในน้าํดื่มเพยีงอยางเดยีวจะลดการเกิดฟนผุ

ไดนอยกวาการเตมิเดกซแทรนเนสลงไปทัง้ในน้ําและอาหาร 

 Block และคณะ (1969) ไดศึกษาการปองกัน การรักษาการเกิดคราบจุลินทรียและฟนผุ

ในหนูแฮมสเตอรดวยเดกซแทรนเนส พบวาในสัตวทดลองที่ไดรับเดกซแทรนเนสจะมีคราบ 

จุลินทรียลดลงและไมมีฟนผุเกิดขึ้น ในขณะที่สัตวทดลองชุดควบคุมที่ไมไดรับเดกซแทรนเนสจะมี

คราบจุลินทรยีและเกิดฟนผุมาก ดังนั้นจึงกลาวไดวาเดกซแทรนเนสสามารถใชในการปองกนัฟนผุ

ได และเมื่อเลี้ยงสัตวทดลองดวยอาหารที่มีน้าํตาลซโูครสสูงเปนเวลา 21 วัน จากนั้นเติมเดกซ

แทรนเนสลงในน้าํใหสัตวทดลองดื่ม พบวาภายในเวลา 2 วัน คราบจุลินทรียจะถกูขจัดไปหมดและ

อัตราการเกิดคราบจุลินทรยีก็จะลดลงดวย 

 
 3. ทางดานอุตสาหกรรม 

 

ในอุตสาหกรรมการผลิตน้าํตาลทราย มีการใชเอนไซมเดกซแทรนเนสในการชวยลด

ปญหาในกระบวนการผลิตที่เกิดจากการสะสมของเดกซแทรน เชน มีการใช Novo dextranase 
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และ dextranase Hutten DL-2 ซึ่งเปนเดกซแทรนเนสทางการคาในการชวยลดปริมาณเดกซแทรน

ที่ปนเปอนในสายการผลิตน้ําตาล เมื่อปริมาณเดกซแทรนในน้าํออยเพิ่มสูงขึน้ถงึ 75 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ความสามารถในการกรองของแผนกรองน้าํออยจะลดลงถงึ 50 เปอรเซ็นต ทําใหอัตราการ

กรองลดลง แตเมื่อใช dextranase NOVO 50L ที่ความเขมขน 10 ppm ในการยอยสลายเดกซ

แทรน ทําใหแผนกรองมีความสามารถกลบัมากรองไดเปนปกติถงึ 90 เปอรเซ็นต (Khalikova และ

คณะ, 2005) นอกจากนี้ยงัมีการใชเดกซแทรนเนสในการชวยลดความหนดืของน้าํออย ชวยลด

การยึดเกาะของจุลินทรียตามถังเก็บน้าํออย ทอสงน้าํออย และเครื่องมือตางๆในกระบวนการผลติ 

และชวยลดการสูญเสียระหวางกระบวนการผลิตได 

ในการผลิตไอโซมอลโทแซก็คาไรดและโอลิโกเดกซแทรนเพื่อใชเปนพรีไบโอติก 

(prebiotic) นั้น Goulas และคณะ (2004) ใชเดกซแทรนเนสควบคูกับเดกซแทรนซูเครสในการ

ผลิตไอโซมอลโทแซ็กคาไรดและโอลิโกเดกซแทรนที่มนี้าํหนักโมเลกุลที่จําเพาะและเหมาะสมเพื่อ

นําไปใชเปนพรีไบโอติก 

Kim และ Day (1994) ผลิตเดกซแทรนสาํหรับใชในทางการแพทย (clinical grade) เพื่อ

ใชสําหรับเปนสารเพิ่มปริมาตรและชวยการไหลเวียนของเลือด จาก L. mesenteroides และเดกซ

แทรนเนสจาก Lipomyces starkeyi ซึ่งน้าํหนักโมเลกุลเฉล่ียของเดกซแทรนที่ผลิตไดและนําไปใช

ทางการแพทยมีขนาดโมเลกลุอยูระหวาง 75,000+/-25,000 ดาลตัน 

 

จากที่กลาวมาแลวจะเหน็ไดวาเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่มีประโยชนมาก โดยสามารถ

นําไปใชไดหลากหลาย ดงันัน้เดกซแทรนเนสจงึเปนทีต่องการอยางมาก จากทีก่ลาวมาแลววา 

จุลินทรียหลายชนิดทั้ง แบคทีเรีย ยีสต และรา มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสได แต

อยางไรก็ตามแหลงผลิตเดกซแทรนเนสที่สาํคัญไดแก แบคทีเรียและรา  

 

เดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียผลิตไดจากแบคทีเรียในสกลุ Pseudomonas, Bacillius, 

Brevibacterium, Streptococcus และ Bacteroides แตจะผลิตเมื่อมีการเหนีย่วนาํจากเดกซ

แทรน และเดกซแทรนเนสทีผ่ลิตไดมีปริมาณนอยและมแีอกทิวิตีต่ํา 

 

เดกซแทรนเนสจากราผลิตไดจากราหลายชนิด โดยเฉพาะราในสกุล Penicillium และ 

Chaetomium โดยมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนสเมื่อมกีารเหนี่ยวนาํจากเดกซแทรน 

เดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจากรามีแอกทวิติีสูงกวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจากแบคทีเรียและยีสต 

(Walker, 1978 และ Sun และคณะ, 1988) และยังสามารถทนตออุณหภูมิสูงไดดีกวาเดกซแทรน

เนสจากแบคทเีรีย อีกทัง้เดกซแทรนเนสจากรายังหลั่งออกสูภายนอกเซลลได (extracellular 
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enzyme) ดังนั้นการผลิตเดกซแทรนเนสในทางการคาจงึมักผลิตโดยใชราเปนเซลลผูผลิตหลัก เชน 

dextranase NOVO 50L ที่ผลิตจาก P. lilacinum (เดนมารก) และ dextranase Hutten DL-2 ที่

ผลิตจาก C. gracile (ญี่ปุน) แตอยางไรก็ตามราใชเวลาในการผลิตนานกวาจุลินทรียชนิดอื่น 

รวมทัง้รายงัสรางสารมธัยันตรทุติยภูมิอีกหลายชนิดที่อาจทาํใหยากตอการทาํเอนไซมใหบริสุทธิ์ 

โดย Leach (1969) พบวา ราบางชนิดสามารถสรางอะฟลาทอกซนิ (aflatoxin) ซึ่งเปนสารกอ

มะเร็งออกมาในสภาวะที่มกีารสรางเดกซแทรนเนสดวย อีกทั้งสวนประกอบผนงัเซลลของรา เชน 

กลูแคน ยังสงผลใหเกิดอาการแพตอส่ิงมีชวีิตไดอีกดวย ดังนัน้การผลติเดกซแทรนเนสจากราจึงใช

ตนทนุในการผลิตสูง ไมเปนทีย่อมรับของผูบริโภค และการผลิตเดกซแทรนเนสจากรานัน้เปนการ

ผลิตเมื่อมีการเหนีย่วนําดวยเดกซแทรนซึง่มีราคาแพง ดงันัน้ถาสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดโดย

ไมตองมีการเหนีย่วนํา หรือใชสารเหนี่ยวนาํที่มีราคาถกู หาไดงาย และผลิตในเซลลผูผลิตที่ไม

สรางสารมธัยนัตรทุติยภูมิทีไ่มพึงประสงคและเปนเซลลที่เจริญไดรวดเร็วกวาราแลว ก็จะทําให

สามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมากและใชเวลาในการผลิตที่รวดเร็วขึ้นซึง่ก็จะเปนการชวยลด

ตนทนุในการผลิตไดมากตามไปดวย  

 

เนื่องจากราจัดเปนยูแคริโอต ดังนั้นการผลิตโปรตีนชนิดตางๆจากราจงึมีขั้นตอนที่

แตกตางจากโพรแคริโอต โดยเมื่อราถอดรหัสอารเอ็นเอออกมาแลว อารเอ็นเอดังกลาวยังไม

สามารถทําหนาที่ได จําเปนตองมกีารดัดแปลงหลังจากการถอดรหัส เชน การตัดสาย RNA 

ออกเปนทอนๆ เปล่ียนแปลงบางสวนของเบสหรือไรโบส (เชน เติมหมูเมทิล) และมกีารขดมวนตวั

ของสาย RNA ตลอดจนการเกิดพนัธะไฮโดรเจนระหวางเบสภายในสายทําใหเกิดเปนเกลยีวคู 

(internal double helix) สําหรับชนิดของอารเอ็นเอที่ใชในการแปลรหสัเปนโปรตีนคอื mRNA โดย

การเปลี่ยนแปลงของ mRNA ที่สําคัญมดีังนี ้ การเติม 5’ cap หรือ 7-เมทิลกวาโนซนี (7-

methylguanosine) ที่ปลาย 5’ ของ mRNA การเติมพอลิเอ (poly A) (ประมาณ 150-200 นิวคลี

โอไทด) ที่ปลาย 3’ การตัดอินทรอนออก (intron splicing) เมื่อกระบวนการเปลี่ยนแปลงสายอาร

เอ็นเอดังกลาวเสร็จส้ิน อารเอ็นเอจะถูกสงออกนอกนวิเคลียสเพื่อใชในการแปลรหัสเปนสายเพป

ไทดหรือโปรตีน บางครั้งหลงัจากสายเพปไทดถูกสรางขึ้นแลวสายเพปไทดหรือโปรตีนจะอยูในรูปที่

ยังไมสามารถทํางานได ดังนั้นหลังจากการผลิตโปรตีนออกมาแลวจงึจําเปนตองมีกระบวนการการ

เปล่ียนแปลงสายโปรตีนเพื่อใหไดโปรตีนทีม่ีสมบัติตางๆ และมีโครงสรางทีถู่กตองเหมาะสม เชน 

การตัดหมูฟอรมิลออกจาก fmet การตัดเพปไทดบางสวนออก (proteolytic cleavage) การสราง

พันธะไดซัลไฟดที่ถูกตองระหวางซิสเทอีนภายในสายเดยีวกนัหรือระหวางสาย การเติมหมูตางๆ ที่

หมู-R ของกรดอะมิโนในสายเพปไทด เชน หมูคารบอกซิล (-COOH) หมูฟอสเฟต 
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(phosphorylation) หมูเมทิล (methylatiom) หมูไฮดรอกซิล (hydroxylation) หมูคารโบไฮเดรต 

(glycosylation) หมูพรอสเทติกตางๆ และการเกิดโครงสรางระดับที ่2 และที่ 3 (folding) เปนตน 

 

ดังนัน้การแสดงออกโปรตีนทีไ่ดจากรานัน้จงึควรนาํไปแสดงออกในเซลลเจาบานที่

เหมาะสม ซึง่เซลลเจาบานทีน่ิยมใชเพื่อการแสดงออกไดแก แบคทีเรียและยีสต ซึ่งในแบคทีเรียนั้น

จะไมมีการเปลี่ยนแปลงของสาย mRNA หลังจากการถอดแบบ ดังนั้นถาจะนาํโปรตีนที่ไดจากรา

ไปแสดงออกในแบคทีเรียจงึจําเปนตองใชลําดับ cDNA จากรา และเพือ่ใหงายแกการโคลนยีนและ

นําไปแสดงออกทั้งในแบคทีเรียและยีสตจึงสามารถโคลนยีนไดโดยตรงจาก cDNA  

 
การโคลนยีนและนําไปแสดงออกในเซลลเจาบาน 
 

 การโคลนยีน หมายถงึ การแยกยนีใดยนีหนึ่งที่สนใจ และนํามาเพิ่มปริมาณใหไดเทาที่

ตองการ เพื่อใชในการศึกษา เชน การควบคุมการแสดงออก หนาที่ และความสาํคัญของยีนนั้นใน

เซลล อาจจะถายฝากยีนดังกลาวลงในสิ่งมีชีวิตอืน่เพือ่ผลิตสารหรือใหแสดงลักษณะบางประการ 

โดยในขั้นตอนแรกตองเตรียมดีเอ็นเอกอน ซึ่งวิธีการเตรียมดีเอ็นเอสาํหรับโคลนมหีลายวิธีเชน ดี

เอ็นเอที่แยกไดจากเซลล  หรือเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตที่ตองการศึกษา  ซึง่เปนดีเอ็นเอทั้งหมดในจโีนม

ของสิ่งมีชวีิตนัน้  เรียกวา  จีโนมกิดีเอ็นเอ (genomic DNA)  ดีเอ็นเอที่สังเคราะหขึ้นจาก mRNA 

เรียกวา cDNA (complementary DNA)  เปนดีเอ็นเอที่มาจากยีนทีม่ีการแสดงออกในอวยัวะหนึ่ง

ในชวงเวลาหนึ่งของชีวิต  และสังเคราะหขึ้นโดยวิธทีางเคมี  หรือใชเอนไซม  หรือใชรวมกันทัง้วิธี

ทางเคมีและใชเอนไซม  

 
 การสังเคราะห cDNA (complementary DNA) จาก mRNA 
  

การสังเคราะห cDNA จาก mRNA เปนกระบวนการที่ตองการความละเอียดรอบคอบและ

ตองระมัดระวงัมาก เนื่องจาก mRNA มีชวงอายุส้ันและจะถูกยอยสลายไปไดถามีการปนเปอน

ของเอนไซม RNase อารเอ็นเอที่แยกไดจากเนื้อเยื่อกวา 90 เปอรเซ็นต เปน rRNA และ tRNA 

ผลผลิตของ mRNA จะมีอยูนอยมาก ดงันั้นเมื่อนาํมาใชสังเคราะห cDNA ผลผลิตของ cDNA ที่

ไดก็ยิ่งต่ําลงอีก และอาจจะได cDNA ไมครบตามชนิดของ mRNA โดยเฉพาะ mRNA ชนิดทีม่ี

ปริมาณนอยๆ ในเนื้อเยื่อนัน้ การเตรียม complementary DNA (cDNA) จาก mRNA เปนการ

เตรียมยีนที่ไดเพียงยนีบางยนีที่มกีารแสดงออกในชวงเวลาและในอวยัวะหนึง่เทานัน้ ซึ่งเซลล

ดังกลาวนี้บางชนิดจะมกีารสราง mRNA สําหรับยนีตวัหนึ่งมากกวายีนอื่นๆ ทําใหอัตราสวนของ 
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mRNA ชนิดนั้นมีอยูในอัตราสูง จงึเปนขอดีในกรณีทีต่องการศึกษายีนสําหรับ mRNA ชนิดนัน้ 

เชน ในเซลลเม็ดเลือดแดงของสัตวเลีย้งลูกดวยนมทีย่ังออนอยูจะมีการสราง mRNA สําหรับ

ฮีโมโกลบนิจํานวนมาก ในทอนําไขของไกจะมีการสราง mRNA สําหรับโปรตีนโอวัลบูมนิใน

ปริมาณมากถงึ 100,000 โมเลกุลตอเซลล ขณะที่มกีารสราง mRNA ชนิดอื่นๆ ประมาณ 12,507 

ชนิด ในปริมาณรวมกนัไมถึง 100,000 โมเลกุลตอเซลล นัน่คือม ี mRNA สําหรับโปรตีนโอวัลบู

มิลอยูมากกวา 50% ของ mRNA ทัง้หมด นอกจากนี้ cDNA ที่ไดจากการลอกรหัสมาจาก mRNA 

จะเปนสวนของยีนที่ไมมีอินทรอน เพราะ mRNA ที่อยูในไซโทพลาซึมไดผานการตัดแตงเอาอิน

ทรอนออกเรียบรอยแลว 

 cDNA ที่ไดจากการลอกรหสัจาก mRNA ตองอาศัยเอนไซมหลายชนิด ขัน้แรกตองศึกษา

กอนวายนีที่สนใจนัน้มีการแสดงออกในอวยัวะใด และในชวงเวลาใด แลวจึงแยกสกดั mRNA จาก

เซลลดังกลาวมาใชเปนตนแบบในการสงัเคราะห cDNA  โดยใชเอนไซม reverse transcriptase 

วิธีดั้งเดิมที่ใชกัน (classical method) รายงานในป ค.ศ.1976 โดย Efstradiatis และคณะ (รูปที ่

2.3) โดยอาศยัคุณสมบัติของ mRNA ทีม่ีปลาย 3′ เปนเบส A จาํนวนมาก การสังเคราะห cDNA 

จึงเร่ิมตนโดยใชโอลิโกนวิคลโีอไทดที่ประกอบดวยเบส T หลายๆเบส (oligo dT) เปนไพรเมอร โดย

ไพรเมอรจะเขาไปเกาะที่ปลาย 3′ ของ mRNA ดวยพนัธะไฮโดรเจนระหวางเบส T และ A แลวจงึ

สังเคราะห cDNA สายแรกในทิศทาง 5′ ไป 3′ โดยเอนไซม reverse transcriptase  แลวจึงยอย

อารเอ็นเอออกไปโดยใชดางเหลือเพียงสาย cDNA สายเดียว cDNA สายแรกนีจ้ะมีปลาย 3′ ที่
วกกลับคลายตะขอ จึงสามารถสังเคราะห cDNA อีกสายหนึง่ไดทนัทีโดยไมตองใชไพรเมอรอีก 

โดยใชเอนไซม polymerase จาก E. coli ได cDNA ที่เปนเกลียวคู แตมีปลายขางหนึง่เปนปลาย

ปด ตองใชเอนไซมที่สามารถตัดดีเอ็นเอภายในสายและมีความจําเพาะกับดีเอ็นเอชวงที่เปนสาย

เดี่ยว คือ S1 nuclease มาตัดปลายดานที่ปดนีใ้หเปดออกเปนปลายทูจงึจะสมบูรณ การ

สังเคราะห cDNA โดยวธิีนีป้ญหาอยูตรงการสังเคราะห cDNA สายทีส่องโดยใชปลายของ cDNA 

สายแรกทีว่กกลับมาเปนไพรเมอรนั้น จะมีประสิทธิภาพไมคอยด ี cDNA ที่ไดมักจะไมมาก

เทาที่ควร นอกจากนี้การใชเอนไซม S1 nuclease ตัดปลายปดของดีเอ็นเอก็มีสวนทําให cDNA ที่

สังเคราะหไดมีขนาดสัน้ลงหรือมีปลายทีย่าวไมเทากัน ทําใหนาํไปเชือ่มตอกับดีเอ็นเออื่นไดยาก 
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รูปที่ 2.3 การสังเคราะห cDNA จาก mRNA (Griffiths และคณะ, 1993) 

 

ป ค.ศ. 1983 Gubler และ Hoffman ไดดัดแปลงวิธีเพิม่เติม (modified method) พบวา

สามารถสงัเคราะห cDNA ไดประสิทธิภาพสูงขึ้นทัง้ผลผลิตที่ไดและขนาดของ cDNA (รูปที ่ 2.4) 

ขั้นตอนที่เปลีย่นไปคือ การยอยอารเอ็นเอออกใชเอนไซม RNase H แทนการใชดาง เอนไซมนี้จะ

ตัดอารเอ็นเอแบบสุมภายในสาย แลวจึงใชอารเอ็นเอทีย่ังคงเกาะอยูกับ cDNA สายแรกนี้เปนไพร

เมอรในการสงัเคราะห cDNA สายที่สองโดยใชเอนไซม DNA polymerase I เสร็จแลวจึงใช

เอนไซม T4 DNA polymerase เติมเบสทีป่ลายสายดีเอ็นเอเพื่อใหเปนปลายทูอยางสมบูรณ 
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รูปที่ 2.4 การสังเคราะห cDNA จาก mRNA โดยไมใชเอนไซม S1 nuclease (Brown, 1999) 
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 ขอดีของการโคลนยีนจาก cDNA คือ การตรวจหา cDNA ที่ตองการสามารถทําไดงาย ไม

ตองตรวจหาจากโคลนจํานวนมากนกั ไดยีนที่ไมมีอินทรอนดังนัน้สามารถนาํไปแสดงออกในเซลล

ผูรับที่ไมมีกระบวนการดัดแปลงหลงัการถอดรหัสได  

 

 โดยเมื่อไดดีเอ็นเอจากแหลงที่ตองการแลว  ตองนาํมาเชือ่มตอเวกเตอร (vector)  เพื่อให

ไดดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA)  แลวจึงนาํไปถายฝากลงในเซลลผูรับ (host) เพื่อเพิ่ม

จํานวนได โดยถาแบงเวกเตอรตามวัตถปุระสงคของการโคลนยนีสามารถแบงไดเปน 2 ชนิด คือ 

เวกเตอรสําหรับเพิ่มจํานวน และเวกเตอรสําหรับแสดงออก เวกเตอรสําหรับเพิ่มจํานวนจะ

ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี ้(สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2545) 

 1. สวนของดีเอ็นเอที่เปนจุดเริ่มตนในการจําลองตัว (origin of replication) ซึ่งทํางานได

ในเซลลผูรับ 

 2. จุดจดจําของเอนไซมตัดจาํเพาะ (multiple cloning site) 

 3. ยีนสําหรับคัดเลือก (selectable marker) เปนยนีทีก่าํหนดลักษณะที่สามารถ

ตรวจสอบได เชน ยีนสาํหรับตานยาปฏิชีวนะตางๆ และยีนที่เกี่ยวกับวถิีการสังเคราะหสารตางๆ

ภายในเซลล  

 

 สําหรับเวกเตอรสําหรับแสดงออกนัน้จะมสีวนประกอบตางๆเพิม่เติมจากที่กลาวมาแลว 

ดังนี ้

 1. โปรโมเตอร ซึ่งสามารถจดจําและควบคุมการแสดงออกไดภายในเซลลผูรับ โดย

สามารถแบงออกเปน 2 ชนิดคือ  

  - โปรโมเตอรทีม่ีการแสดงออกตลอดเวลา (constitutive promoter) 

  - โปรโมเตอรทีม่ีการแสดงออกเมื่อมีการชักนํา (inducible promoter) 

 2. เทอรมิเนเตอร เปนสวนทีช่วยในการสิน้สุดการถอดรหสั 

 

 เวกเตอรจะทําหนาที่สองอยาง คือปองกันไมใหยนีหรือชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจถูกยอยซึ่งถกู

ทําลายโดยเอนไซมภายในเซลลผูรับ  และชวยใหมีการจําลองตัวเองเพื่อเพิ่มปริมาณและถายทอด

ไปยังเซลลรุนตอไปได  ชวยใหยนีที่ใสเขาไปนั้นแสดงออกในเซลลผูรับ  เวกเตอรที่จะใชขึ้นอยูกบั

เซลลของผูรับ  สวนใหญเวกเตอรสําหรับเพิ่มจํานวนจะเพิ่มปริมาณหรือจําลองตัวไดในเซลลผูรับ

เปนจํานวนมาก ตัง้แต 100 โมเลกุลข้ึนไปจนถึง 10,000 โมเลกุลตอหนึง่เซลลได แตสําหรับ

เวกเตอรสําหรับแสดงออกอาจจะใชเวกเตอรจําลองตัวไดในเซลลผูรับเปนจํานวนมากหรือนอยก็ได

แลวแตความตองการในการแสดงออกของโปรตีนนั้นๆ โดยถาตองการผลิตโปรตีนใหไดปริมาณ
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มากๆ มักจะเลือกใชเวกเตอรที่จําลองตวัไดในเซลลผูรับเปนจาํนวนมาก แตถาโปรตีนที่ตองการ

ผลิตนั้นเปนโปรตีนที่มีความเปนพิษตอเซลลหรือไปรบกวนการเจริญของเซลล มกัจะเลือกใชชนิด

เวกเตอรที่จาํลองตัวไดในเซลลผูรับเปนจํานวนนอย ดงันัน้การเลือกเวกเตอรเพื่อนําไปแสดงออกใน

เซลลผูรับจึงจาํเปนตองเลือกชนิดของเวกเตอรใหเหมาะสมกับเซลลผูรับ และใหเหมาะสมกบั

ปริมาณของโปรตีนที่ตองการแสดงออก  

 

 หลังจากเชื่อมตอยีนที่ตองการโคลนเขากบัเวกเตอรแลวจึงสามารถนําไปถายโอนเขาสู

เซลลผูรับได วิธีการถายโอนเวกเตอรเขาสูเซลลทําไดหลายวธิ ี เชน ทรานสฟอรเมชัน 

(transformation) อิเล็คโทรโพเรชัน (electroporation) จากนั้นจาํเปนตองคัดเลือกโคลนที่ตองการ 

โดยวิธีการตรวจหาโคลนทีต่องการนัน้ทําไดหลายวธิีข้ึนกับเวกเตอรที่ใชและที่มาของโคลน ดังนี ้

 - การคัดเลือกจากฟโนไทป (phenotypic selection) 

 - การตรวจหาโดยวิธทีางอิมมูโนเคม ี

 - การตรวจหาโดยวิธนีิวคลีอิคแอซิดไฮบริดไดเซชัน (nucleic acid hybridization)  

  
เซลลผูรับสําหรับการแสดงออก 
 
 เซลลผูรับที่ใชในการแสดงออกของยีน แบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

  1. โปรคาริโอต เชน E. coli, Bacillus subtilis และอ่ืนๆ 

  2. ยูแคริโอต เชน ยีสต, รา, เซลลสัตวตางๆ, Chinese hamster ovary, เซลลตับ 

และอ่ืนๆ 

 โดยเซลลผูรับทั้งสองมีความแตกตางกนั คือ เซลลยูแคริโอตมีองคประกอบของเซลลที่

ซับซอนมากกวาโปรคาริโอต อีกทั้งในยูแคริโอตยังมกีระบวนการเปลี่ยนแปลงหลังการถอดรหสั 

รวมถึงมีโปรตีนทีท่ําหนาที่ในการ folding มากกวาในโปรคาริโอต 

 
 การผลิตโปรตีนในโปรคาริโอต 
 
 การแสดงออกโปรตีนในโปรคาริโอต เปนทีน่ิยมกันอยางกวางขวางเนื่องจากในโปรคาริโอต

มีการศึกษากนัเปนจํานวนมาก ทาํใหมีขอมูลพื้นฐานตางๆมากมาย ทาํใหงายแกการนํามาใช

ประโยชน  โปรคาริโอตที่นยิมใชในการแสดงออกของโปรตีนคือ E. coli โดยการผลิตโปรตีนนั้น

อาจจะผลิตโปรตีนและอยูในไซโทรพลาซึม หรือผลิตและสงออกไปเกบ็ไวในเพอรพิลาซึมก็ได แต

อยางไรก็ตามการผลิตโปรตีนในโปรคาริโอตมีการแขงขันกันระหวางกระบวนการเปลีย่นแปลง
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โครงสรางโปรตีนใหถกูตองเหมาะสมซึง่ตองอาศัย chaperone และกระบวนการสงโปรตีนออกไป

ที่เพอริพลาซึม ซึง่ตองอาศัย signal sequence โดย signal sequence มีความจาํเปนสําหรับการ

สงโปรตีนออกนอกเซลล ดังนัน้จึงเปนการยากที่จะผลติโปรตีนใหมีโครงสรางทีถู่กตองเหมาะสม

และหลั่งออกสูนอกเซลลได การแสดงออกเกินของโปรตีนในโปรคารโิอต (E. coli) สวนใหญมักจะ

เกิดการรวมตวักันของโปรตีนเปนโครงสรางที่เรียกวา อินคลูชันบอดี (inclusion bodies) (Kane   

และ Hartley, 1988) ดังนัน้การแสดงออกเกินในโปรคาริโอตมักจะตองมีการแยกโปรตีนดังกลาว

ออกจากเซลลและนํามาผานกระบวนการเปลี่ยนแปลงใหโปรตีนมโีครงสรางที่ถกูตองเหมาะสมใน

หลอดทดลอง (in vitro folding methods) ตอไป (Rudolph และ Lilie, 1996) ผลิตโปรตีนในโปร

คาริโอตมีขอดีและขอเสียดังนี ้

 
ขอดี 
 - มีการศึกษาเปนจํานวนมาก 

 - ทําไดงาย ขั้นตอนไมยุงยาก เมื่อเทียบกบัยูแคริโอต 

 - การแสดงออกของโปรตีนควบคุมไดงาย 

 - เซลลสามารถเพิ่มจํานวนไดงาย ทาํใหสามารถผผลิตโปรตีนไดในปริมาณมาก 
ขอเสีย 
 - โปรคาริโอตไมมีกระบวนการเปลี่ยนแปลง mRNA หลังการถอดรหัส จึงไมสามารถ

แสดงออกยีนที่มีอินทรอนได 

 - โปรตีนที่ผลิตไดมักอยูในรูปที่ไมสามารถทํางานได และเกิดการรวมตัวกันเปนอนิคลูชัน

บอดี 

 - กระบวนการดัดแปลงโปรตีนหลังการแปลรหัสมีนอย เชน ไมสามารถเติมหมูน้าํตาล

ใหแกสายเพปไทดได ดังนัน้โปรตีนที่ผลิตไดจึงไมสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันได 

 - โปรคาริโอตสวนใหญไมเปนทีย่อมรับในอุตสาหกรรมการหมัก 

 
 ตัวอยางการแสดงออกโปรตีนในโปรคาริโอต 

 

Liu และคณะ (2007) โคลนยนี human LKB1 tumor suppressor โดยมีการเชื่อมตอกับ

กรดอะมิโนฮิสทิดีน 6 หมูและนําไปแสดงออกใน E. coli สายพนัธุ BL21(DE3) และ Rosetta-

gami(DE3)pLysS พบวาโปรตีนที่ผลิตไดหลังจากชักนําดวย IPTG 0.8 มิลลิโมลาร จากสายพนัธุ 

BL21(DE3) คิดเปน 34.8 เปอรเซ็นต ของโปรตีนทั้งหมด และคิดเปน 8.1 เปอรเซ็นตของโปรตีนที่

ละลายได (soluble protein)  สําหรับสายพันธุ Rosetta-gami(DE3)pLysS สามารถผลิตได 39.3 
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เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับโปรตีนทั้งหมด และคิดเปน 34.1 เปอรเซ็นต ของโปรตีนที่ละลายได 

หลังจากผลิตโปรตีนและทําใหบริสุทธิ์ดวยโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพ โปรตีนที่ผลิตไดจากสาย

พันธุ BL21(DE3) มีคาเทากับ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และโปรตีนที่ผลิตไดจากสายพนัธุ 

Rosetta-gami(DE3)pLysS มีคาเทากับ 92 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 De-la-Re-Vega และคณะ (2004) โคลนยนีที่ผลิต lysozyme จากกุงทะเล (Penaeus 

vannamei) และนําไปแสดงออกใน E. coli สายพันธุ Rosetta Gami โดยควบคมุการแสดงออก

ภายใตโปรโมเตอร T7 พบวาสามารถผลิต lysozyme ไดแตเกิดการสะสมเปนอนิคลูชนับอดีภายใน

เซลล แตเมื่อแยกอินคลูชนับอดีออกมาจากเซลลและนาํมา refolding ในหลอดทดลอง พบวา

สามารถทําใหโปรตีนกลับมาทาํงานไดประมาณ 10%  

 Yano และคณะ (2006) ไดโคลนยีน แอลฟา-1, 3-กลูคาเนส จาก Bacillus circulans 

KA-304 และนําไปแสดงออกใน E. coli สายพันธุ Rosetta Gami B(DE3) โดยควบคุมการ

แสดงออกภายใตโปรโมเตอร T7 เมื่อชักนําการแสดงออกดวย IPTG พบวา สามารถตรวจสอบ

แอกทิวิตีไดจากสวนของน้าํเลี้ยงเชื้อ 6.9 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และเมื่อตรวจสอบพบวาโปรตีน

ที่ผลิตไดอยูทัง้ในสวนที่สามารถละลายได (soluble fraction) และสวนที่ไมสามารถละลายได 

(insoluble fraction) ภายในเซลลอีกดวย 

 
 การผลิตโปรตีนในยูคาริโอต 
  

 สําหรับการโคลนยนีในยูแคริโอตนั้น สิ่งมชีีวิตทีน่ิยมใชกันมาก คือ ยสีต ซึ่งเปนจุลินทรียที่

เปนยูแคริโอต เนื่องจากยีสตเปนสิ่งมีชีวิตเซลลเดียวมกีารสืบพันธุไดทัง้แบบอาศัยเพศและไมอาศัย

เพศ สามารถเจริญเติบโตไดรวดเร็วเมื่อเทียบกับเซลลยูแคริโอตชนิดอื่นๆ สามารถเลี้ยงในอาหาร

เหลวหรืออาหารแข็งก็ได การเจริญเติบโตบนอาหารแข็งจะมีลักษณะเปนโคโลนีคลายกับแบคทีเรีย

ซึ่งทาํใหงายตอการคัดเลือกทรานฟอรแมนท อีกทั้งการศึกษาจโีนมของยีสตในปจจุบนันัน้ยงั

เจริญกาวหนาอยางมาก ในยีสตบางสายพันธุ เชน S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis และ 

Candida albican มีการศึกษาจนทราบจีโนมทัง้หมดแลว ดังนั้นการนาํยีสตไปใชในการแสดงออก

ของโปรตีนจึงทําไดงาย อีกทั้งในยีสตยงัมีกระบวนการเปลี่ยนแปลงหลังการถอดรหัสเหมือนยูแคริ

โอตทั่วไป อีกทั้งยังมีกระบวนการเปลี่ยนแปลงสายเพปไทดหลังการแปลรหัสที่ใกลเคียงกับยูแคริ

โอตชั้นสูงอกีดวย ทําใหโปรตีนที่ผลิตขึ้นมามีโครงสรางที่ถูกตองเหมาะสมและสวนใหญสามารถ

ทํางานได (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2545) การผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนในเซลลยแูคริโอตมีขอดี

และขอเสียดังนี ้
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ขอดี   
 - มีกระบวนการปรับแตงใหโปรตีนอยูในรปูรางทีถู่กตองเหมาะสม 

 - มีการเติมหมูตางๆ ใหกับโปรตีน ทาํใหโปรตีนสามารถทํางานได เชน การเติมหมูน้าํตาล

ตางๆ (glucosylation) ในตําแหนงที่ถกูตองเหมาะสม มีความสาํคัญอยางยิง่ในการขดพับของ

โปรตีนที่ถกูตองเหมาะสม และสามารถปองกนัการจบัรวมตัวกนั (aggregation) ภายใน ER 

(endoplasmic reticulum) 

 - การผลิตโปรตีนเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ 

 - สามารถผลติโปรตีนและหลั่งออกสูนอกเซลลไดงาย เชน รีคอมบิแนนทโปรตีนที่

แสดงออกโดยมี signal sequence จะชวยในการหลัง่ออกสูนอกเซลลได โดยคุณสมบัติของ 

signal sequence ทั่วไปที่ชวยในการหลัง่โปรตีนออกนอกเซลล ประกอบดวย 3 โดเมนหลัก ดงันี ้

  1. ประจุสุทธปิลายดานกรดอะมิโนของสายเพปไทดจะเปนประจุบวก 

  2. มักจะมีกรดอะมิโนที่เปน hydrophobic ประมาณ 7-16 หมู 

  3. ดานปลายคารบอกซีของ signal sequence มักจะเปน proline หรือ glycine 

 - สามารถนาํไปเลี้ยงในกระบวนการหมักไดเนื่องจากเปนสิ่งมชีีวิตเซลลเดียว 

 - เปนที่ยอมรับของผูบริโภค 
ขอเสีย 
 - เซลลยูคาริโอตมีโครงสรางที่ซับซอนทําใหตองใชข้ันตอนทียุ่งยากกวาเซลลโปรคาริโอต 

 - บางครั้งการเติมหมูตางๆใหสายเพปไทดมีมากเกินไป เชน hyperglycosylation ทําให

เมื่อนําโปรตีนที่ผลิตไดไปใชกับมนษุยทําใหกอใหเกิดอาการแพไดงาย 

 
 ตัวอยางการแสดงออกโปรตีนในยูแครโิอต 
  

 Morawski และคณะ (2000) ไดโคลนยนี HRP เขาในเวกเตอร pYEX-S1 สําหรบันําไป

ผลิตโปรตีน horseradish peroxidase เพื่อนาํไปแสดงออกใน S. cerivisiae สายพันธุ BJ5462 

โดยการแสดงออกของ horseradish peroxidase ถูกควบคุมการแสดงออกภายใตโปรโมเตอร 

phosphoglycerate kinase ซึ่งเปนโปรโมเตอรที่มีการแสดงออกตลอดเวลาในระหวางการเจริญ

ของยีสต และยีน HRP ยังเชื่อมตออยูกับสวนแอลฟาแฟกเตอรทางดานคารบอกซลิิกซึ่งเปนสวนที่

แปลรหัสให leader peptide และชวยในการขนสงโปรตีนออกนอกเซลล พบวาเมื่อเลี้ยง S. 

cerivisiae สายพันธุ BJ5462 ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิดดังกลาวในอาหาร YEPD เปนเวลา 24 

ชั่วโมง ยีสตดังกลาวสามารถผลิต horseradish peroxidase ออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อไดถึง 25 

หนวยตอลิตร 
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 พรพิมล เมธนีุกูล (2005) ไดโคลนยนีเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ดไมพะยงูไทย 

(Dalbergia cochinchinensis Pierre) และนําไปแสดงออกใน E. coli สายพนัธุ BL21(DE3) และ 

AD494(DE3), S. cerevisiae สายพันธุ BJ5462 และ Pichia pastoris สายพันธุ GS115 พบวา

การแสดงออกของบีตา-กลูโคซิเดสใน P. pastoris ใหแอกทวิิตีที่สูงที่สุด และคา Km, อุณหภูมิ 

และคาพีเอชทีเ่หมาะสมมีคาใกลเคียงกับเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดสจากเมล็ดไมพะยงูไทย 

 Kiiskinen และ Saloheimo (2004) โคลนยนี laccase จากราที่ชอบเจริญที่อุณหภูมิสูง 

(thermophilic fungus) คือ Melanocarpus albomyces และนําไปแสดงออกใน S. cerevisiae 

โดยควบคุมการแสดงออกภายใตโปรโมเตอร GAL1 พบวา laccase ที่ผลิตไดมีปริมาณต่ํามาก แต

เมื่อแทนทีs่ignal peptide จาก M. albomyces ดวยแอลฟาเฟกเตอรของ S. cerevisiae ทําให

สามารถผลิต laccase ไดสูงขึ้น และมกีารผลิตสูงขึ้นเปน 6 เทา เมื่อมีการเติมรหัสหยุด (stop 

codon) เขาไปทางปลายดานคารบอกซ ี

 
การศึกษาเกีย่วกับการโคลนยีนเดกซแทรนเนส 
 

จากการศึกษาเกี่ยวกับยนีเดกซแทรนเนสและเอนไซมเดกซแทรนเนส พบวาขนาดของยีน

เดกซแทรนเนสและขนาดของเอนไซมเดกซแทรนเนสมีความหลากหลายดังแสดงในตารางที่ 2.1 

และเมื่อนําลาํดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสตางๆมาเปรียบเทียบความเหมือนและจัดกลุม

พบวา เดกซแทรนเนสที่อยูในกลุมเดียวกันจะมีแอกทวิิตีของเอนไซมที่เหมือนกันแมวาจะมีความ

แตกตางกนัภายในโครงสรางที่ 1 ของโปรตีน (primary protein structure) ระหวางเดกซแทรนเนส

ที่ไดจากแตจุลินทรีย (Khalikova และคณะ, 2005)  จากการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบลาํดับกรดอะมิ

โนของเดกซแทรนเนสทีม่ีการรายงานอยูแลวในฐานขอมลูตางๆโดยใชโปรแกรม PileUp พบวา 

เดกซแทรนเนสมีบริเวณอนรัุกษ (conserved region) 9 บริเวณ ซึง่คาดวาบริเวณอนุรักษดังกลาว

เปนบริเวณทีม่ีความสาํคัญตอการทํางานของเดกซแทรนเนส แตจากการศึกษาตางๆยังไมมีการ

ระบุหนาที่ของแตละบริเวณอนุรักษอยางชดัเจน มีเพียงบางบริเวณอนุรักษเทานั้นที่ทกีารกลาวถงึ 

เชน บริเวณอนุรักษที่ 3 เปนบริเวณอนรัุกษทีพ่บในเอนไซมที่สามารถยอยเดกซแทรนได บริเวณ

อนุรักษที่ 4 เปนบริเวณที่พบวาเปนบริเวณเรงของเอนไซม (catalytic site) และบริเวณอนุรักษที่ 8 

และ 9 เปนบริเวณที่ใชจับกบัเดกซแทรน (dextran binding domain) เปนตน (Tamura และคณะ, 

2007) 
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ตารางที ่ 2.1 แสดงขนาดของยีนเดกซแทรนเนสและขนาดของโปรตีนเดกซแทรน
เนส (Khalikova และคณะ, 2005) 

 

ชนิดของจุลนิทรีย 

ขนาดของเดกซ

แทรนเนสยีน 

(คูเบส) 

ขนาดของเอนไซมเดกซแทรนเนส 

(กิโลดาลตัน) 

Streptococcus sobrinus 

 

Streptococcus mutans Ingbritt 

(endodextranase) 

Streptococcus salivarius PC-1 

 

Arthrobacter sp. strain CB-8 

Arthrobacter globiformis T6 

Streptococcus mutans Ingbritt 

(exodextranase) 

Streptococcus salivarius M-33 

Penicillium minioluteum HI-4 

Streptococcus suis 

Bacillus circulans T-3040 

Arthrobacter globiformis T-3044 

 

Brevibacterium fuscum var. 

dextranolyticum  strain 0407 

Penicillium minioluteum HI-4 

Streptococcus downei 

 

Streptococcus rattus 

3,999 

 

1,610 

 

- 

 

1,920 

1,926 

2,550 

 

2,469 

2,109 

1,629 

3,000 

3,153 

 

1,923 

 

1,859 

3,891 

 

2,760 

80-130 (E. coli expressed); 160-260 

(native) 

70, 105, 120 (native) 

 

70, 90, 190 (E. coli expressed); 110 

(native) 

62 (native) 

66 (native) 

88, 104, 118, 133 (E. coli 

expressed); 96, 108, 167 (native) 

86 (native) 

67 (E. coli expressed) 

62 (native) 

110 (S. gordonii expressed) 

120 (A. globiformis และ E. coli 

expressed) 

68 (E. coli expressed) 

 

- 

220 (native); 210 (E. coli expressed) 

+ multiple smaller forms 

100 
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การศึกษาตางๆ ที่มีการโคลนยนีเดกซแทรนเนสและนําไปแสดงออกในแบคทีเรียและยีสต

มีมากมายเชนกัน ยกตัวอยางเชน 

Garcia และคณะ (1996) ไดโคลนและหาลาํดับนวิคลีโอไทดของเดกซแทรนเนสจาก 

cDNA ของ P. minioluteum HI-4 โดยนาํ cDNA ที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสไปแสดงออกโดย

ใช Escherichia coli T7 พบวา cDNA ขนาด 2,109 คูเบส ซึง่ประกอบดวย poly(A) tail สามารถ

แปลรหัสใหโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนขนาด 608 หมู ซึ่งทีป่ลายทางดานอะมิโนของสาย

เพปไทด (N-terminus) ประกอบดวยกรดอะมิโนขนาด 20 หมู ที่คาดวาเปนสวนของ signal 

sequence  

Mizuno และคณะ (1999) โคลนยนีไอโซมอลโทไทรโอสเดกซแทรนเนสจาก 

Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum สายพนัธุ 0407 และนําไปแสดงออกใน E. coli 

สายพนัธุ BL21(DE3)pLysS และ BL21(DE3) พบวาโปรตีนที่ผลิตไดหลังจากชกันําดวย IPTG 

0.5 มิลลิโมลาร มีสมบัตเิหมือนเดิมทกุประการและสามารถผลิตไอโซมอลโทไทรโอสเดกซแทรน

เนสได 0.1 หนวยตอมิลลิลติรของอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อผลิตโดยสายพนัธุ BL21(DE3)pLysS และ 

0.02 หนวยตอมิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อผลิตโดยสายพันธุ BL21(DE3)   

Li และคณะ (2006) ไดโคลนยีนเดกซแทรนเนสจาก P. minioluteum (สายพนัธุ 

IMI068219) และนําไปแสดงออกใน Saccharomyces cerevisiae โดยนําสวนของดีเอน็เอที่

ประมวลรหัสใหเดกซแทรนเนสไปเชื่อมตอกับ alpha-factor signal sequence และแสดงออก

ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร GAL1 ซึง่ใชกาแลคโทสเปนตัวชักนําการแสดงออก พบวา S. 

cerevisiae สามารถสรางเดกซแทรนเนสและหลั่งออกนอกเซลลได โดยมีแอกทวิิตี 0.63 หนวยตอ

มิลลิลิตรและเดกซแทรนเนสภายในเซลลมแีอกทิวิตี 0.48 หนวยตอมลิลิลิตร หลังจากบมเปนเวลา 

24 ชั่วโมง 

Roca และคณะ (1996) ไดแสดงออกเดกซแทรนเนสจาก P. minioluteum ใน Pichia 

pastoris ภายใตโปรโมเตอรแอลกอฮอลออกซิเดส 1 (AOX1 promoter) และใชลําดับกรดอะมิโน

จากยนี SUC2 จาก S. cerevisiae เปน signal sequence พบวาเดกซแทรนเนสทีไ่ดประกอบดวย

กรดอะมิโน 574 หมู และสามารถหลั่งออกนอกเซลลหลังจากชักนําดวยเมทานอลไดและมีแอกทวิิ

ตีสูงถึง 98 หนวยตอมิลลิลิตร มีแอกทวิิตีจาํเพาะประมาณ 950 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีคา Km 

เทากับ 2.12 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ซึ่งมีคาใกลเคียงกันกับเดกซแทรนเนสที่ไดจาก P. miniolutium 

นอกจากนีป้ลายดานอะมิโนของสายเพปไทดยังมีลักษณะเหมือนกนัทุกประการกับที่พบในราอีก

ดวย และเมื่อนําไปเลี้ยงในถังปฎิกรณชีวภาพพบวา ไดผลผลิตเดกซแทรนเนสเพิม่ข้ึนกวา 30 เทา 

เมื่อเปรียบเทยีบกับการเลี้ยงเชื้อแบบเขยา  
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จากการศึกษาราที่สามารถผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสได โดย เอก แสงวิเชยีร (2531) ซึ่ง

ไดคัดแยก Penicillium sp. สายพนัธุ 61 ที่มีความสามารถในการผลติเดกซแทรนเนสไดนั้น ตอมา

สุวรรณา นพพรพันธุ (2538) ไดกลายพนัธุราสายพนัธุดังกลาวจนได  Penicillium sp. สายพนัธุ 

SMCU 3-14 ที่สามารถเดกซแทรนเนสได 330.17 หนวยตอมิลลิลติร  และศิโรจน ศรีสรากรณ 

(2547) ไดหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนส ทาํให Penicillium sp. SMCU 3-14 

สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงถึง 600 หนวยตอมิลลิลิตร ในภาวะที่เหมาะสมคือ ที่อุณหภูม ิ55 

องศาเซลเซยีส ใน 0.045 โมลาร อะซีเตตบัฟเฟอร ความเปนกรดเบส 4.5 ซึ่งแสดงวาเดกซแทรน 

เนสจากราสายพันธุดังกลาวสามารถทาํงานไดดีที่อุณหภูมิสูงและในสภาพที่เปนกรด ซึ่งเหมาะสม

สําหรับนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมน้ําตาล นอกจากนี้จากการศึกษาของ พชัราวดี บุตรทา 

(2548) พบวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจากราสายพันธุดังกลาวสามารถทาํงานไดที่คาความเปน

กรดเบสตั้งแต 3.0-6.0 และที่อุณหภูมิตั้งแต 35-55 องศาเซลเซียส ซึง่จะสามารถนาํไปประยุกตใช

ทางดานทนัตสาธารณสุขและดานอืน่ๆไดอีกดวย อยางไรก็ตามการผลติเดกซแทรนเนสจาก 

Penicillium sp. SMCU 3-14 เปนการผลิตที่ตองอาศัยการเหนี่ยวนาํดวยเดกซแทรนซึ่งมีราคาแพง 

ดังนัน้ถาสามารถนาํเดกซแทรนเนสจากราสายพันธุดังกลาวไปแสดงออกในแบคทีเรียหรือยีสตได

โดยไมตองมีการเหนี่ยวนําหรือใชสารเหนีย่วนาํที่มีราคาถูกได จะสามารถชวยลดระยะเวลาในการ

ผลิต อีกทั้งเปนการชวยลดตนทนุในการผลิตอีกดวย ทัง้นี ้พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี (2549) ไดโคลน

และหาลาํดับจีโนมกิดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. SMCU 3-14 

แลว (GenBank Accession No. EU635729)  และพบวายนีเดกซแทรนเนสบนโครโมโซมมีเพียง 

1 ชุด มีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1,824 คูเบส ไมมีอินทรอน และประมวลรหัสใหโปรตนีที่

ประกอบดวยกรดอะมิโน 608 หมู ซึง่ที่บริเวณปลาย N-terminal พบ signal peptide ที่

ประกอบดวยกรดอะมิโนยาว 20 หมู (ภาคผนวก ค1) นอกจากนีย้งัพิสูจนเอกลกัษณของราสาย

พันธุดงักลาวแลวพบวาเปน Penicillium pinophilum อยางไรก็ตาม เพื่อใหไดขอมูลของลําดบั 

นิวคลีโอไทดทีเ่ปนจุดเริ่มตนของการถอดรหัส และเพื่อยนืยนัผลของลําดับจีโนมิกดีเอ็นเอซึ่ง

ประมวลรหัสเดกซแทรนเนส งานวิจัยนี้จึงโคลน cDNA ของยีนเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum 

สายพนัธุ SMCU 3-14 เพือ่นําไปแสดงออกในแบคทีเรียและยีสต โดยการแสดงออกในแบคทีเรีย

นั้นมกีารเชื่อมตอกับกรดอะมิโนฮิสทิดีน 6 หมูดานปลายคารบอกซีของสายพอลิเพปไทด เพื่อที่

สามารถนําเดกซแทรนเนสทีผ่ลิตไดไปทําใหบริสุทธิ์ดวยโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพ จากนัน้นาํไป

แสดงออกใน E. coli 2 สายพนัธุ ไดแก BL21(DE3)pLysS และ Rosetta-gami(DE3)pLysS  

ภายใตการควบคุมของโปรโมเตอร T7 และการแสดงออกในยีสตมีการเชื่อมตอกับ signal 

sequence ทางดานปลายอะมิโนเพื่อใหเดกซแทรนเนสที่ผลิตออกมาสามารถหลั่งออกสูภายนอก

เซลลได และแสดงออกภายใตการควบคมุของโปรโมเตอร phosphoglycerate kinase ซึ่งเปนโปร



 27 

โมเตอรที่มีการแสดงออกตลอดเวลาในระหวางการเจรญิของยีสต ดังนัน้ระหวางทีย่ีสตเจริญเติบโต

จะสามารถผลติเดกซแทรนเนสไดตลอดเวลา  โดยงานวิจยันี้มุงที่จะผลิตเดกซแทรนเนสที่ไมตอง

อาศัยการเหนีย่วนาํจากเดกซแทรน และใหเอนไซมที่ไดมีคุณสมบัติเหมือนกันกับเดกซแทรนเนสที่

ไดจากรา เพื่อที่จะสามารถนําไปประยกุตใชในการแกปญหาที่เกิดจากเดกซแทรนในดานตางๆ

ตอไป 



 

บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในงานวจิัย 
 

1. เครื่องชั่ง รุน L2200P Sartorius, USA 

2. เครื่องชั่ง รุน AG 204 Mettler Toledo, Switzerland 

3. เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน Cyberscan 2000 บริษัท Eutech 

Cybermetics, Singapore 

4. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Thermo Spectronic, USA 

5. เครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน 502P-2 บริษัท PMC, USA 

6. เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries, USA 

7. เครื่องเขยา (shaker) รุน innova 2100 บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, 

N.J., USA 

8. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ พรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) บริษัท Memmert, Germany 

9. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ รุน WB14 รุน W760 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany และ

ชนิดที่ประกอบเขากับเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน digital water bath SB-1000 

บริษัท Eyela, Japan ซึ่งตอเขากับ 

 - เครื่องทาํความเยน็ รุน CCA-110 บริษัท Eyela, Japan 

 - เครื่องดูดอากาศ รุน A-3S บริษัท Eyela, Japan 

10. ตูเขี่ยเชื้อ laminar flow ISSCO รุน BV-124, USA 

11. ตูบมเชื้อ (incubator) บริษัท Memmert, Germany 

12. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) บริษัท Memmert, Germany 

13. เครื่องนึ่งฆาเชือ้จุลินทรีย (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko,Ltd., Japan 

14. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 บริษัท Kubota, 

Japan 

15.  เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน J-301 บริษัท 

Backman, Germany 
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16. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน 200H บริษทั Hattich Zentrifugen, 

Germany 

17. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70°ซ บริษัท Forma Scientific, USA 

18. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20°ซ บริษัท Sanyo Electric, Japan 

19. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน Mylab Thermo-

block SLTDB-120 บริษัท Seoulin Bioscience, Korea  

20. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (speed vacuum) บริษัท Eppendorf AG, Germany  

21. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ รุน N-100 บริษัท Eyela, Japan  

22. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycle) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

23. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 

  - Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One Version 4.4.1 บริษัท Bio-Rad, 

USA 

24. เครื่อง hybridization oven บริษัท Thermo electron, USA 

25. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

 - Mini gel electrophoresis system บริษัท Mupid-2 Advance, Japan 

   - i-Myrun electrophoresis complete system บริษัท Cosmo bio, Japan 

26. ชุดเครื่องมือทาํ SDS-PAGE Mini-PROTEAN Tetra Cell บริษัท Bio-Rad, Japan  

27. กลองจุลทรรศน (microscope) รุน UNILUX-12 บริษัท Kyowa, Tokyo, Japan 

28. ไมโครปเปตต (micropipette) รุน P10 P100 P200 P1000 และ P5000 บริษัท Nichiryo, 

Japan และบริษัท Gilson, France 

29. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร บริษัท Nissho Nipro, Japan  

30. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซิเตต ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร และ 0.22 

ไมโครเมตร รุน DISMIC-25SC บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan 

31. กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 บริษัท Whatman International Ltd., England  

32. ฮีมาไซโทมิเตอร (haemacytometer) บริษัท Schott Duran, Germany  
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3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
1. กรดอะซิติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany 

2. กรดอะมิโน ของบริษัท Fluka, Germany ดังนี ้

 - ลิวซนี (leucine) 

 - ฮิสทิดนี (histidine) 

 - ทริปโตเฟน (tryptophane) 

3.   อะดีนีน (adenine) ของบริษัท Fluka, Germany 

4. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 

5. กลีเซอรอล ของบริษัท Merck, Germany 

6. กลูโคส (glucose) ของบริษทั Fluka, Japan 

7. กานามยัซิน (kanamycin) ของบริษัท  Nacalai tesque, Japan 

8. ไกลซีน (glycine) ของบริษัท Amersham Biosciences, Sweden 

9. คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) ของบริษัท  Nacalai tesque, Japan 

10. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ของบริษัท Carlo ERBA, France  

11. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2• 2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France 

12. ชุดโคลนผลิตภัณฑ PCR GeneJETTMPCR Cloning Kit ของบริษัท Fermentas, USA 

13. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit ของบริษัท Roche, Germany 

14. ชุดทําบริสุทธิ์โปรตีน His Bind® Purification Kits ของบริษัท Novagen, USA 

15. ชุดแยก mRNA PolyATtract mRNA Isolation System III ของบริษัท Promega, USA 

16. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany 

17. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 

18. ชุดสกัดอารเอ็นเอ e-Zi RNA kit ของบริษทั Sunolin corporation, Thailand 

19. ชุดสรางสาย cDNA Universal  Riboclone cDNA Synthesis System ของบริษัท Promega, 

USA 

20. ซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany 

21. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

22. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 

23. ทริปโตน (tryptone) ของบรษิัท Difco Laboratories, USA 



 31 

24. บลูเดกซแทรน (blue dextran) ของบริษัท Sigma, USA 

25. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

26. ผงสกัดจากยสีตที่ปราศจากกรดอะมิโน (yeast nitrogen base without amino acid) ของ

บริษัท Difco Laboratories, USA 

27. เพปโตน (peptone) ของบริษัท Merck, Germany 

28. 2-โพรพานอล (2-propanol) ของบริษัท Merck, Germany 

29. โพแทสเซยีมอะซีเทต (CH3COOK) ของบริษัท Merck, Germany 

30. ฟอรมาไมด (formamide) ของบริษัท Bio Basic Inc., Canada 

31. ฟอรมัลดีไฮด (formaldehyde) ของบริษทั Carlo ERBA, France 

32. มังกะนีสคลอไรด (MnCl2) ของบริษัท Carlo ERBA, France 

33. แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4• 7H2O) ของบริษัท Merck, Germany 

34. รูบิเดียมคลอไรด (RbCl) ของบริษัท Sigma, USA 

35. ลิเธียมอะซเีทต (lithium acetate) ของบริษัท Sigma, USA 

36. สารละลายฟนอลอิ่มตัว (equilibrated phenol, ultrapure) ของบริษัท USB, USA 

37. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) ของบริษัท Fluka, Germany 

38. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Bio-Rad, USA 

39. เอนไซมตัดจําเพาะ BamHl ของบริษัท New England Biolabs, USA  

40. เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI, Kpnl, BglII และ SacI ของบริษัท Fermentas, USA  

41. เอนไซม Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) ของบริษัท Finnzymes, Finland 

42. เอนไซม T4-ดีเอ็นเอไลเกส (T4- DNA ligase) ของบริษัท New England BioLabs, USA 

43. แอมพิซิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan 

44. แอมโมเนยีมเพอรซัลเฟต (ammonium persulfate) ของบริษัท BioLabs, USA 

45. Coomassie brilliant blue R250 ของบริษัท Fluka, Germany 

46. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั SibsEnzyme, Russia 

47. DEPC ของบริษัท Bio Basic Inc., Canada 

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

USA 

49. GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder ของบริษัท Fermentas, USA  

50. GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus ของบริษัท Fermentas, USA 

51. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA 

52. 2-mercaptoethanol ของบริษัท BioLabs, USA 



 32 

53. MOPS, FREE ACID ของบริษัท Bio Basic Inc., Canada 

54. 2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid ของบริษัท Sigma, USA 

55. PEG (polyethylene glycol) ของบริษัท Sigma, USA 

56. Pfu DNA polymerase ของบริษัท Fermentas, USA 

57. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 

58. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan 

59. Taq DNA polymerase ของบริษัท New England BioLabs, USA 

60. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) ของบริษัท USB Corporation, UK 

61. Triton X-100 ของบริษัท USB Corporation, UK 

62. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma USA 

63. X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Fermentas, USA 

 

 

หมายเหต ุสารเคมีที่ใชทกุชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3 จุลินทรียที่ใชในงานวจิัย 
 
 3.3.1 รา 

 

 รา Penicillium pinophilum สายพนัธุ SMCU 3-14 เปนเชื้อที่ไดจากการคัดแยกโดย 

เอก แสงวิเชียร (2531) และปรับปรุงสายพันธุโดย สวุรรณา นพพรพนัธ (2538) ซึ่งมีความสามารถ

ในการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

 3.3.2 แบคทีเรีย 

  

 แบคทีเรียและจีโนไทปของแบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.1 

 
ตารางที ่3.1 จีโนไทปของแบคทีเรียที่ใชในการทดลอง 
 

แบคทเีรีย จีโนไทป เอกสารอางอิง 

Escherichia coli DH5α supE44, deoR, 

∆lacU169(φ80lacZ∆M15), 

hsdR17, recA1, endA1, 

gyrA96, thi-1, relA1 
 

Hanahan, 1983 

Escherichia coli 

BL21(DE3)pLysS 
 

F-ompT hsdSB(rB-mB-) gal 

dcm (DE3)pLysS (CamR) 

Novagen, Germany 

Escherichia coli  

Rosetta-Gami B(DE3)pLysS 
 

F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal 

dcm lacY1 ahpC (DE3) 

gor522::Tn10 trxB 

pLysSRARE (CamR, KanR, 

TetR) 

Novagen, Germany 
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 3.3.3 ยีสต 
 
 ยีสตและจีโนไทปของยีสตทีใ่ชในการทดลองแสดงในตารางที ่3.2 

 
ตารางที ่3.2 จีโนไทปของยีสตที่ใชในการทดลอง 
 

ยีสต จีโนไทป เอกสารอางอิง 

Saccharomyces cerevisiae 

BJ5462 
MATα ura3 leu2 

pep4::HIS3 prb1 trp1 can1 

Gietz, 1992 

 
 
3.4 พลาสมิดและไพรเมอร 
 
 พลาสมิดและไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.3 และ 3.4 ตามลําดับ 

 
ตารางที ่3.3 ลักษณะสมบติัของพลาสมิดที่ใชในการทดลอง 
 

พลาสมิด ลักษณะสมบติั เอกสารอางอิง 

pJET1/blunt 

Cloning Vector 

Apr, eco471R, PlacUV5 บริษัท Fermentas, USA 

pETHis  Apr, PT7  National BioResource 

Project, Japan  

pCS24 Kmr, PcspA National BioResource 

Project, Japan 

pYEX-S1 Apr, PPGK, URA3, leu2-d Clontech Laboratories, 

Canada  

pNA-1 Apr, พลาสมดิ pJET1/blunt Cloning Vector 

ที่มีชิน้สวนดีเอ็นเอจากปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอ

เรส ที่ไดจากการใชไพรเมอร Dex14F และ 

Dex14R ขนาดประมาณ 1.8 กิโลเบส แทรกอยู 

สรางในการทดลองนี ้

pNAT2 Apr, พลาสมดิ pETHis ที่มยีีนเดกซแทรนเนส 

ขนาดประมาณ 1.8 กิโลเบส แทรกอยู 

สรางในการทดลองนี ้
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pNAC9 Kmr, พลาสมดิ pCS24 ที่มยีีนเดกซแทรนเนส 

ขนาดประมาณ 1.7 กิโลเบส แทรกอยู 

สรางในการทดลองนี ้

pNAH6 Apr,พลาสมิด pETHis ที่มีชิน้สวนดีเอ็นเอของ

ยีนเดกซแทรนเนสที่เชื่อมตออยูกับ His tag 

ทางดาน 3’ แทรกอยู 

สรางในการทดลองนี ้

pNAH29 Apr,พลาสมิด pETHis ที่มีชิน้สวนดีเอ็นเอของ

ยีนเดกซแทรนเนสที่เชื่อมตออยูกับ His tag 

ทางดาน 3’ และไมมี 101 คูเบสทางดาน 5’ ซึ่ง

เปนสวนของ signal sequence แทรกอยู 

สรางในการทดลองนี ้

pNAY44 Apr, PPGK, URA3, leu2-d, พลาสมิด pYEX-

S1 ที่มียีนเดกซแทรนเนสที่ไดจากปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร Dex16F 

และ Dex16R ขนาดประมาณ 1.8 กิโลเบส 

แทรกอยู  

สรางในการทดลองนี ้

 

 
ตารางที ่3.4 ลําดับนวิคลีโอไทดและคา Tm ของไพรเมอรที่ใชในการทดลองนี ้

 
ไพรเมอร ลําดับนวิคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

T7 promoter 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 

(56.3oซ) 

Sambrook และ Russell, 

2001 

T7 terminator 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ 

(60.2oซ) 

Sambrook และ Russell, 

2001 

Dex1F 5’-TCTGTACCTGGTGGCATGATTC-3’ 

(59.0oซ) 

พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี, 

2549 

Dex1R 5’-TCGCTAATTTGACTTGAGATGC-3’ 

(58.2oซ) 

พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี, 

2549 

Dex2F 5’-TTCCCACCAGGTGTATACTG-3’ 

(55.6oซ) 

พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี, 

2549 

Dex2R 5’-TGTCGATTGTCACTCCACTG-3’ 

(55.6oซ) 

พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี, 

2549 
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Dex12R 5’-TTGAATCTAGTGTGTTGCTG-3’ 

(54.8oซ) 

พิมลรัตน เต็มจิตตภักดี, 

2549 

Dex14F 5’-CTCAAACATATGCCCACAATG-3’ 

(58.7oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี ้

Dex14R 5’-AGCTGGAGGATCCCTAATCTG-3’ 

(62.6oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี ้

YEX-F1 5’-CAAGAAATACATATTTGGTC-3’ 

(60.0oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี ้

Dex16F 5’-GAAGGAGCTCTACATATGCCCAC-3’ 

(64.6oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี ้

Dex16R 5’-TTCCTTTCGAGCTCTGTTAGCAGC-3’ 

(64.6oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี ้

Dex17F 5’-TAAAGGGGTACCCATATGGGCACT-3’ 

(64.6oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี ้

Dex17R 5’- TGTTAGCAGCCAGATCTCAGTG-3’ 

(62.7oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี ้

 
 
3.5 การเก็บรักษาจลุินทรยีที่ใชในงานวิจัย 
 
 3.5.1 การเกบ็รักษารา 

   

  3.5.1.1 การเกบ็รักษาราในระยะสั้น 

 

  เขี่ยเสนใยรา P. pinophilum สายพันธุ SMCU 3-14 ลงบนอาหารแข็งเอียง 

Fukumoto (ภาคผนวก ก1) บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน และนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ 

จนกวาจะนํามาใช และถายเชื้อลงในอาหารใหมทุก 1 เดือน 
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  3.5.1.2 การเกบ็รักษาในระยะยาว 

 

  นําสปอรมาทาํไลโอฟไลซ (lyophilization) และเก็บรักษาในรูปสปอรแหง 

 

 3.5.2 การเกบ็รักษาแบคทีเรีย 

   

  3.5.2.1 การเกบ็รักษาแบคทเีรียในระยะสัน้ 

 

  เล้ียง E. coli บนอาหารแข็งเอียง LB (ภาคผนวก ก6) บมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปน

เวลา 16-18 ชั่วโมง และนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ จนกวาจะนํามาใช และถายเชื้อลงใน

อาหารใหมทุก 1 เดือน 

 

  3.5.2.2 การเกบ็รักษาแบคทเีรียในระยะยาว 

 

  เล้ียง E. coli ในอาหารเหลว LB (ภาคผนวก ก5) โดยการเขยาที่ความเร็ว 200 

รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาผสมกับกลีเซอรอล 

(ภาคผนวก ข1) ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอล 1:1 โดยปริมาตร โดยปริมาตรรวมเทากับ 

1 มล. และความเขมขนสุดทายของกลีเซอรอลเทากับ 40% บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็งที่

ปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20°ซ เปนเวลา 6 เดือน หรือเก็บที่อุณหภูมิ -70°ซ เปนเวลา 1 ป 

 

 3.5.3 การเกบ็รักษายีสต 

 

  3.5.3.1 การเกบ็รักษายีสตในระยะสัน้ 

 

  เล้ียง S. cerevisiae บนอาหารแข็งเอียง YPD (ภาคผนวก ก8) บมที่อุณหภูมิ  

30°ซ เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง และนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ จนกวาจะนํามาใช และถายเชื้อลงใน

อาหารใหมทุก 1 เดือน 

 

 

 

 



 38 

  3.5.3.2 การเกบ็รักษายีสตในระยะยาว 

 

  เลี้ยง S. cerevisiae ในอาหารเหลว YPD (ภาคผนวก ก7) โดยการเขยาที่

ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํามาผสมกับ 

กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข1) ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอล 1:1 โดยปริมาตร โดยปริมาตร

รวมเทากับ 1 มล. และความเขมขนสุดทายของกลีเซอรอลเทากับ 40% บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อ

แชแข็งที่ปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20°ซ เปนเวลา 6 เดือน หรือเก็บที่อุณหภูมิ -70°ซ เปน

เวลา 1 ป 

 
3.6 การเลี้ยงราเพื่อชักนําการผลิตเดกซแทรนเนสและการเก็บตัวอยางเสนใย 
  
 เขี่ยเสนใยรา P. pinophilum สายพันธุ SMCU 3-14 ลงบนอาหารแข็ง Fukumoto 

(ภาคผนวก ก1) สําหรับผลิตสปอร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เตรียมสารแขวนลอยของ

สปอร โดยเติม tween-80 ความเขมขน 0.1% ในน้ํา ลงบนผิวหนาอาหารที่มีสปอรของราอยู และ

ใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยสปอรใหหลุดออกจากผิวหนาอาหาร แลวนับจํานวนสปอรโดยใชฮีมาไซโทมีเตอร 

จากนั้นถายสารแขวนลอยของสปอรจํานวน 2×107 สปอร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Fukumoto 

(1971) ที่ปรับปรุงโดย ศิโรจน ศรีสรากรณ (2547) (ภาคผนวก ก2) ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ที่มีเดกซ

แทรนเกรดอุตสาหกรรมที่ความเขมขน 0.94% เปนตัวชักนําเพื่อการผลิตเอนไซม สําหรับชุด

ควบคุมผลลบถายสารแขวนลอยสปอรจํานวน 2×107 สปอร ลงในอาหารที่ไมมีการชักนําดวยเดกซ

แทรนโดยใชซูโครสที่ความเขมขน 5% เปนแหลงคารบอน แลวเลี้ยงเชื้อโดยการเขยาที่ความเร็ว 

200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางเสนใยโดยการกรองและไลโอฟไลซ ที่เวลา 3 5 7 9 

11 13 และ 15 วัน 

 
3.7 การสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางเสนใยและการทดสอบการแสดงออกของเดกซแทรน
เนสโดยวิธี northern hybridization 
 

 3.7.1 การสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางเสนใย 

 

 ชั่งน้ําหนักตัวอยางเสนใยที่ไดจากขอ 3.6 ปริมาณ 100 มิลลิกรัม ใสลงในโกรงที่ผานการ

ฆาเชื้อแลวและบรรจุไนโตรเจนเหลว จากนั้นบดจนเสนใยเปนผงละเอียด สกัดอารเอ็นเอโดยใชชุด 

e-Zi RNA kit (ภาคผนวก ข2) โดยเติมบัฟเฟอร RA ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และบัฟเฟอร RB 
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ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว 5 นาที จนกระทั่งบัฟเฟอรละลายจนหมด จากนั้นเติมบัฟเฟอร 

RA ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และดูดของผสมใสหลอดไมโครฟวจ นําไปผสมโดยใชเครื่องผสมสาร

เปนเวลา 2 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่

อุณหภูมิหอง ยายสวนใสดานบนใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมบัฟเฟอร RC ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร นําไปผสมโดยใชเครื่องผสมสารเปนเวลา 20 วินาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ ยายสวนใสดานบนใสหลอดไมโครฟวจ

หลอดใหม เติมบัฟเฟอร RD ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา 

นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เทสวนใสทิง้ 

ละลายตะกอนดวยบัฟเฟอร RE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ดีดหลอดจนตะกอนละลายหมด นําไป

ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ ลางตะกอนดวย 

เอทานอล 70% ที่เตรียมดวยน้ํา DEPC (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยง

ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ ดูดสวนใสดานบนออกให

หมดดวยไมโครปเปตต ระเหยแหงตะกอนดวยเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ ละลายตะกอน

ดวยน้ํา DEPC (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -70°ซ  

 

 3.7.2 การวัดปริมาณความเขมขนของอารเอ็นเอ 

 

 นําสารละลายอารเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 260 

และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) จากนั้นคํานวณคา A260 ตอ A280 ซึ่งคาที่เหมาะสมสําหรับ

สารละลายอารเอ็นเอบริสุทธิ์ควรจะอยูในชวงประมาณ 2.0 ถานอยกวา 2.0 แสดงวามีดีเอ็นเอหรือ

โปรตีนปนเปอนสูง  

 

  คํานวณหาความเขมขนของอารเอ็นเอจากสมการ 

 อารเอ็นเอ (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 40 x dilution factor  

 

แบงตัวอยางอารเอ็นเอทุกตัวอยางใสหลอดไมโครฟวจใหไดปริมาณอารเอ็นเอ 20 ไมโครกรัมในแต

ละหลอด และนําไประเหยแหงโดยใชเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศจนกระทั่งอารเอ็นเอแหง 

 

 

 

 



 40 

 3.7.3 การทําอะกาโรส-ฟอรมัลดีไฮดเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  

 

 นําอุปกรณสําหรับทําอะกาโรส-ฟอรมัลดีไฮดเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสทุกชิ้นแชในสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล (ภาคผนวก ข3) เปนเวลา 15 นาที และลางออกดวย

น้ําปลอดประจุหลายๆ คร้ังและผึ่งใหแหง ขวดสําหรับเตรียมเจลปฏิบัติเชนเดียวกันและนําไปนึ่งฆา

เช้ือและอบใหแหง เตรียมเจลโดยชั่งผงอะกาโรส 0.9 กรัม ใสลงในขวดสําหรับเตรียมเจล เติมน้ํา 

DEPC (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 44.5 มิลลิลิตร นําไปชั่งน้ําหนักและบันทึกน้ําหนักไว ละลายเจล

ดวยไมโครเวฟจนกระทั่งเม็ดเจลละลายหมด นําไปชั่งน้ําหนักและเติมน้ํา DEPC จนไดน้ําหนัก

เทากับกอนละลายเจล ผสม 10X MOPS buffer (ภาคผนวก ข4) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร กับฟอรมัลดี

ไฮดปริมาตร 9.8 มิลลิลิตร ในหลอดผสมสารและเทลงในสารละลายเจล ผสมใหเขากันจนทั่ว เทลง

ในถาดสําหรับข้ึนรูปเจล รอจนกระทั่งเจลแข็ง เตรียมบัฟเฟอรสําหรับผสมกับตัวอยางอารเอ็นเอ

โดยผสมสารตามลําดับ ดังนี้ 

 

 1. ฟอรมัลดีไฮด ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 

 2. ฟอรมาไมด  ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

 3. 10X MOPS buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

 4. เอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

 5. น้ํา DEPC ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 

 

 จากนั้นเติมลงในตัวอยางอารเอ็นเอที่ไดจากขอ 3.7.2 หลอดละ 20 ไมโครลิตร และผสม

ใหเขากันโดยเคาะหลอดเบาๆ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 65°ซ เปนเวลา 10 นาที นําเจลที่เตรียมไว

วางลงบนเครื่องอิเล็กโทรโฟเรซิสและโหลดตัวอยางทั้งหมดลงไป ทําอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช

กระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 50 นาที และนําไปถายรูปบันทึกผล 

 

 3.7.4 การถายอารเอ็นเอจากเจลไปยังไนลอนเมมเบรน 

  

 นําเจลที่ไดจากขอ 3.7.3 ไปแชในน้ํา DEPC เปนเวลา 10 นาที และตัดไนลอนเมมเบรน 

ขนาดเทากับเจลและนําไปแชในนํ้า DEPC เปนเวลา 10 นาที เชนเดียวกัน ทํา northern blotting 

ตามวิธี capillary transfer (Sambrook และ Russell, 2001) เพื่อยายอารเอ็นเอจากอะกาโรส-

ฟอรมัลดีไฮดเจลไปยังไนลอนเมมเบรน โดยใช 10X SSC (ภาคผนวก ข5) เปนบัฟเฟอร หลังจาก

ถายอารเอ็นเอไปยังไนลอนเมมเบรนเปนเวลาขามคืน นําเจลไปสองดวยแสงอัลตราไวโอเลตเพื่อ
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ตรวจสอบวาการยายอารเอ็นเอไปยังไนลอนเมมเบรนสมบูรณหรือไม และนําไนลอนเมมเบรนไป

ตรึงอารเอ็นเอโดยใช UV crosslink เปนเวลา 3 นาที 

 

 3.7.5 การตรวจสอบการแสดงออกของอารเอ็นเอของยีนเดกซแทรนเนสโดยใชชุดติดฉลาก

และติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Lebeling and Detection Starter Kit (Roche, Germany) 

(ภาคผนวก ข6)   

 

  3.7.5.1 การพรีไฮบริไดเซชันและไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอโพรบ 

 

  นําสารละลาย DIG Easy Hyp Granule (ภาคผนวก ข6) ไปอุนที่อุณหภูมิ 42oซ 

ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนําไนลอนเมมเบรนที่ตรึงอารเอ็นเอจากขอ 3.7.4 ใส

ในหลอดไฮบริไดเซชัน และเติมสารละลาย DIG Easy Hyp Granule ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตอ 

100 ตารางเซนติเมตร ลงไปกลิ้งใหทั่วหลอด นําไปบมในเครื่อง hybridization oven ที่อุณหภูมิ 

42oซ ดวยอัตราการหมุนคงที่อยางชาๆ เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเทสารละลายออกและเติม

สารละลาย DIG Easy Hyp Granule ซึ่งมีโพรบที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนส (พิมลรัตน, 2549) 

ที่ความเขมขน 25 นาโนกรัมตอสารละลาย DIG Easy Hyp Granule ปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมอยู 

(อุนที่อุณหภูมิ 68oซ เปนเวลา 10 นาที กอนนํามาใช) จากนั้นนําไปบมในเครื่อง hybridization 

oven ที่อุณหภูมิ 42oซ ดวยอัตราการหมุนคงที่อยางชาๆ เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง) 

(สารละลายดีเอ็นเอโพรบที่ใชแลวสามารถนํากลับมาใชไดอีกหลายครั้ง ดวยการเก็บรักษาใน

หลอดพลาสติกฝาเกลียวที่อุณหภูมิ -20oซ เมื่อนํากลับมาใชในครั้งตอไปตองบมที่อุณหภูมิ 68oซ 

เปนเวลา 10 นาที กอนจะนําไปใช) 

 

  3.7.5.2 การตรวจสอบสัญญาณการไฮบริไดซ 

 

  เมื่อเสร็จการไฮบริไดซแลว นําไนลอนเมมเบรนมาใสในกลองพลาสติกเพื่อลางดี

เอ็นเอโพรบสวนเกินออก โดยเติมสารละลาย 2X SSC/0.1% SDS (ภาคผนวก ข7) ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร เขยาเบาๆที่อุณหภูมิ 15-25oซ เปนเวลา 5 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 ครั้ง 

จากนั้นลางดวย 0.5X SSC/0.1% SDS (ภาคผนวก ข8) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 65oซ 

เปนเวลา 15 นาที ทําซ้ํา 2 ครั้ง แลวเทสารละลายทิ้ง ตรวจหาสัญญาณการไฮบริไดซดวยวิธี 

Enzyme Immunoassay โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling and 

Detection Starter Kit l (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข6) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้ 
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(ทุกขั้นตอนทําที่อุณหภูมิหอง) นําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอโพรบสวนเกินออกแลวใสในกลอง

พลาสติก และนํามาลางดวย washing buffer (ภาคผนวก ข6) โดยใหปริมาตรทวมไนลอนเมม

เบรน เขยาเบาๆเปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเติม blocking solution (ภาคผนวก ข6) 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเติมสารละลายแอนติบอดี 

(anti-DIG-AP conjugation) ที่เตรียมโดยการเจือจาง anti-DIG-AP conjugate ปริมาตร 4 

ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 20 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝา

เกลียว) (เจือจาง 1:5,000) เขยาเบาๆเปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้งแลวลาง anti-DIG-Ap 

conjugation สวนเกินออกดวย washing buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตรเขยาเบาๆเปนเวลา 15 นาท ี

เทบัฟเฟอรทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง เติม detection buffer (ภาคผนวก ข6) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยา

เบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเตรียมซับสเตรต NBT/BCIP โดยเจือจางสารละลาย

ในหลอดหมายเลข 5 ของชุดสําเร็จ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใน detection buffer ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่หุมปองกันแสง) ยายไนลอนเมมเบรนมาใส

ในกลองพลาสติกกลองใหม จากนั้นเทซับสเตรตที่เตรียมไวลงบนไนลอนเมมเบรน นําไปบมในที่

มืด (หามเขยา) ตั้งทิ้งไวจนกวาจะเกิดแถบสีชัดเจน (ประมาณ 1-16 ชั่วโมง) จากนั้นหยุดปฏกิิริยา

โดยนําไนลอนเมมเบรนมาลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อและนําไปแชในบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข9) 

เขยาเบาๆที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที และนําไปถายรูปบันทึกผลการทดลอง หลังจากนั้นนํา

ไนลอนเมมเบรนไปเก็บไวในบัฟเฟอร TE ที่อุณหภูมิ 4oซ ระวังอยาใหเมมเบรนแหง 

 
3.8 การแยก mRNA และการเตรียม cDNA  
 

 3.8.1 การแยก mRNA (messenger RNA) จากตัวอยางอารเอ็นเอที่ใหสัญญาณการ

ไฮบริไดซที่ชัดเจนที่สุดจากขอ 3.7.5 โดยใชชุดสําเร็จ  PolyATtract mRNA Isolation System III 

(Promega, USA) (ภาคผนวก ข10) 

 

 สกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางเสนใยที่ใหสัญญาณการไฮบริไดซมากที่สุดโดยใชชุดสําเร็จ  

e-Zi RNA Extraction Kit (Sunolin, Thailand) ตามวิธีในขอ 3.7.1 นําตัวอยางอารเอ็นเอที่ไดมา

คัดแยก mRNA โดยใชชุดสําเร็จ  PolyATtract mRNA Isolation System III (Promega, USA) 

ตามวิธีดังนี้ 
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  3.8.1.1 การเตรียมสเตรปทาวิดิน พาราแมกเนติก พารทิเคิล (Streptavidin-

Paramagnetic Particles) 

 

  นําหลอดบรรจุสเตรปทาวิดิน พาราแมกเนติก พารทิเคิล มาลางโดยเคาะกน

หลอดเบาๆ จนกระทั่งสเตรปทาวิดิน พาราแมกเนติก พารทิเคิล กระจายเปนเนื้อเดียวกันทั่วหลอด 

ตั้งทิ้งไว 3 นาที ถาสเตรปทาวิดิน พาราแมกเนติก พารทิเคิล ไมตกตะกอนจึงนําไปใชได จากนั้น

นําไปตั้งบนแมกเนติกสแตนด (magnetic stand) ประมาณ 30 วินาที จนกระทั่งสเตรปทาวิดิน 

พาราแมกเนติก พารทิเคิลถูกจับดวยแมเหล็กจนหมด ดูดสารละลายสวนใสออกและเติม 0.5X 

SSC ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และเคาะหลอดเบาๆ จนกระทั่งสเตรปทาวิดิน พาราแมกเนตกิ พาร

ทิเคิล กระจายเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นนําไปตั้งบนแมกเนติกสแตนด ประมาณ 30 วินาที 

จนกระทั่งสเตรปทาวิดิน พาราแมกเนติก พารทิเคิลถูกจับดวยแมเหล็กจนหมด ดูดสารละลายสวน

ใสออกและเติม 0.5X SSC ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ทําซ้ําขั้นตอนนี้ 3 คร้ัง โดยลางกอนใชไมเกิน 

30 นาที 

 

  3.8.1.2 การ annealing กับ Biotinylated-Oligo(dT) Probe (ภาคผนวก ข10) 

    

  ดูดอารเอ็นเอที่เตรียมไวปริมาณ 1.0 มิลลิกรัม ใสในหลอดหลอดไมโครฟวจ ปรับ

ปริมาตรดวยน้ําที่ปราศจาก RNase ใหไดปริมาตรสุดทายเปน 500 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 

65oซ เปนเวลา 10 นาที เติม Biotinylated-Oligo(dT) Probe ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และ 20X 

SSC ปริมาตร 13 ไมโครลิตร ตามลําดับ เคาะหลอดเบาๆ ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่

อุณหภูมิหอง 

 

  3.8.1.3 การจับ mRNA ดวยสเตรปทาวิดิน พาราแมกเนติก พารทิเคิลและการ

ลาง annealed Oligo(dT)-mRNA Hybrids 

 

  เติมอารเอ็นเอที่จับกับ Biotinylated-Oligo(dT) Probe แลว จากขอ 3.8.1.2 ลง

ในสเตรปทาวิดิน พาราแมกเนติก พารทิเคิลที่ผานการลางแลวที่ไดจากขอ 3.8.1.1 บมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที โดยกลับหลอดเบาๆ ทุก 1-2 นาที จะได annealed Oligo(dT)-

mRNA Hybrids จากนั้นนําไปตั้งบนแมกเนติกสแตนด ประมาณ 30 วนิาที จนกระทั่ง Annealed 

Oligo(dT)-mRNA Hybrids ถูกจับดวยแมเหล็กจนหมด ดูดสารละลายสวนใสออกและเติม 0.1X 

SSC ปริมาตร 300 ไมโครลิตร กลับหลอดเบาๆ จน annealed Oligo(dT)-mRNA Hybrids 
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กระจายเปนเนื้อเดียวกันทั่วสารละลาย นําไปตั้งบนแมกเนติกสแตนด ประมาณ 30 วินาที 

จนกระทั่ง annealed Oligo(dT)-mRNA Hybrids ถูกจับดวยแมเหล็กจนหมด ดูดสารละลายสวน

ใสออก ทําซ้ํา 4 คร้ัง  

 

  3.8.1.4 การชะ mRNA  

     

  เมื่อลาง annealed Oligo(dT)-mRNA Hybrids เสร็จแลว ละลายตะกอนดวยน้ํา

ที่ปราศจาก RNase ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เคาะกนหลอดเบาๆ ใหกระจายเปนเนื้อเดียวกัน

นําไปต้ังบนแมกเนติกสแตนด ประมาณ 30 วินาที ดูดสวนใสซึ่งมี mRNA ใสหลอดไมโครฟวจ

หลอดใหม จากนั้นเติมน้ําที่ปราศจาก RNase ปริมาตร 150 ไมโครลิตร เคาะกนหลอดเบาๆ ให

กระจายเปนเนื้อเดียวกัน นําไปตั้งบนแมกเนติกสแตนด ประมาณ 30 วินาที ดูดสวนใสใสรวมกับ

สวนใสตอนแรก จะได mRNA ปริมาตร 250 ไมโครลิตร นํา mRNA ที่ไดไปทําใหเขมขนโดยการ

ตกตะกอนดวยเอทานอล 

 

 3.8.2 การทํา mRNA ใหเขมขน 

 

 เติมสารละลายโซเดียมอะซีเทต 3 โมลาร ความเปนกรดเบส 5.2 (ภาคผนวก ข11) 

ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรทั้งหมดลงในตัวอยาง mRNA ที่ไดจากขอ 3.8.1.4 และเติม 2-โพรพา

นอล ปริมาตร 1 เทาของปริมาตรทั้งหมดลงไป นําไปแชท่ีอุณหภูมิ -20oซ เปนเวลาขามคืน นําไป

ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนโดยเติม

เอทานอล 75% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

3 นาที เทสวนใสทิ้ง ระเหยแหงตะกอนดวยเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ ละลายตะกอนดวย

น้ํา DEPC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เกบ็ไวที่อุณหภูมิ -70oซ  

 

 3.8.3 การสรางสาย cDNA โดยใช Universal RiboClone cDNA Synthesis System 

(Promega, USA) (ภาคผนวก ข12)   

 

  3.8.3.1 การสังเคราะหสาย cDNA สายแรก (First-strand synthesis) 

  

  นําตัวอยาง mRNA ที่ไดจากขอ 3.8.2 ปริมาณ 2 ไมโครกรัม ใสในหลอดไมโคร

ฟวจหลอดใหม เติม Oligo (dT) primer ปริมาตร 2 ไมโครลิตรลงไป จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ําที่
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ปราศจากนิวคลีเอส (nuclease-free water) ใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 15 ไมโครลิตร นําไปบม

ที่อุณหภูมิ 70oซ เปนเวลา 5-10 นาที จากนั้นนําไปแชในกลองน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที เติม First 

strand 5X buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ RNasin ribonuclease inhibitor (ความเขมขน 40 

หนวยตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 42oซ เปนเวลา 3-5 นาที จากนั้น

เติมโซเดียมไพโรฟอสเฟต (sodium pyrophosphate) (ความเขมขน 40 ไมโครโมลาร) ปริมาตร 

2.5 ไมโครลิตร และ AMV reverse transcriptase (ความเขมขน 25 หนวยตอไมโครลิตร) ปริมาตร 

1.2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ําที่ปราศจากนิวคลีเอสใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 25 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยเคาะกนหลอดเบาๆ นําไปบมที่อุณหภูมิ 42oซ เปนเวลา 60 นาที 

จากนั้นนําไปแชในกลองน้ําแข็งเพื่อเตรียมสังเคราะหสายคูของ cDNA ตอไป 

 

  3.8.3.2 การสังเคราะห cDNA สายคู (Second-strand synthesis) 

 

  นํา cDNA สายแรกที่ไดจากขอ 3.8.3.1 มาเติมสารละลายตางๆ ตามลําดับดังนี้ 

 

 1. cDNA สายแรก ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 

 2. Second strand 2.5X buffer ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 

 3. Acetylated BSA (ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 

 4. DNA polymerase I (ความเขมขน 8 หนวยตอไมโครลิตร) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร 

 5. RNase H (ความเขมขน 1.5 หนวยตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 

 

 ปรับปริมาตรดวยน้ําที่ปราศจากนิวคลีเอสใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 100 ไมโครลิตร 

ทุกขั้นตอนทําบนน้ําแข็ง ผสมใหเขากันโดยเคาะกนหลอดเบาๆ นําไปบมที่อุณหภูมิ 14oซ เปนเวลา 

3 ชั่วโมงและ 70oซ เปนเวลา 10 นาที และนําไปแชในกลองน้ําแข็ง เติม T4 DNA polymerase 

(ความเขมขน 3 หนวยตอไมโครลิตร) ปริมาตร 1.3 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 10 

นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาดวยการเติมสารละลาย EDTA (ภาคผนวก ข13) ความเขมขน 200 

มิลลิโมลาร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก ข14) 1 เทา

ของปริมาตรทั้งหมด ผสมใหเขากันและนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง ดูดสวนใสดานบนซึ่งมี cDNA สายคูใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม

และนําไปทําใหเขมขนโดยการตกตะกอนดวยเอทานอล 
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  3.8.3.3 การทํา cDNA สายคูใหเขมขนโดยการตกตะกอน 

 

  นํา cDNA สายคูที่ไดจากขอ 3.8.3.2 มาเติมสารละลายโซเดียมอะซีเทต เขมขน 3 

โมลาร ความเปนกรดเบส 5.2 (ภาคผนวก ข11) ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรทั้งหมด และเติมเอ

ทานอล ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรทั้งหมดลงไป นําไปแชที่อุณหภูมิ -70oซ เปนเวลา 30 นาที 

นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอน

โดยเติมเอทานอล 70% ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 2 นาที เทสวนใสทิ้ง ระเหยแหงตะกอนดวยเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ และ

ละลายตะกอนของ cDNA ดวยบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข9) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

 
3.9 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสจาก cDNA เขาในเวกเตอรสําหรับเพิ่มจํานวน 
 
 3.9.1 การเพิ่มจํานวนยีนเดกซแทรนเนสจาก cDNA 

   

  3.9.1.1 การออกแบบไพรเมอรสําหรับเพิ่มจํานวนยีนเดกซแทรนเนสจาก cDNA  

 

  ออกแบบไพรเมอรสําหรับเพิ่มจํานวนยีนเดกซแทรนเนสจาก cDNA ใหมีจุดจดจํา

ของเอนไซมตัดจําเพาะ Ndel ที่บริเวณจุดเริ่มตนของการถอดรหัสและ BamHl ที่บริเวณจุดสิ้นสุด

การถอดรหัส โดยตั้งชื่อไพรเมอรคือ Dex14R และ Dex14R (ตารางที่ 3.4) ตามลําดับ 

 

  3.9.1.2 การเพิ่มจํานวนยีนเดกซแทรนเนสโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 

  ใช cDNA ที่เตรียมไดจากขอ 3.8.3.3 เปนแมแบบในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส และใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนสที่ออกแบบจากขอ 3.9.1.1 โดยผสม

สวนประกอบตางๆในการทําปฏิกริิยาลูกโซพอลิเมอเรสใหปริมาตรสุดทายเปน 25 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

- 10X Pfu DNA polymerase buffer with MgSO4   2.5 ไมโครลิตร 

- สารละลายไพรเมอร Dex14F      2  ไมโครโมลาร 

- สารละลายไพรเมอร Dex14R      2  ไมโครโมลาร 

- สารละลาย dNTPs (ภาคผนวก ข15)    200  ไมโครโมลาร 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร       2  มิลลิโมลาร 
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- เอนไซม Pfu DNA polymerase     1.25 หนวย 

- ดีเอ็นเอแมแบบ      50 นาโนกรัม 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 25 ไมโครลิตร 

 

 โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 

  Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94oซ  เปนเวลา 5    นาที 

  Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94oซ  เปนเวลา 45 วินาที 

  Annealing  ที่อุณหภูมิ 58oซ  เปนเวลา 1  นาที 

  Extension  ที่อุณหภูมิ 72oซ  เปนเวลา 6    นาที 

  Final extension  ที่อุณหภูมิ 72oซ  เปนเวลา 15  นาที 

 

 ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) จํานวน 30 รอบปฏิกิริยา  

 

  3.9.1.3 การตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  

 

  เตรียมเจลโดยชั่งผงอะกาโรส 0.8 กรัม ใสลงในขวดสําหรับเตรียมเจล เติม

บัฟเฟอร 1X TAE (ภาคผนวก ข16) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปชั่งน้ําหนักและจดบันทึกน้ําหนัก

ไว ละลายเจลดวยไมโครเวฟ จนกระทั่งผงเจลละลายหมด นําไปชั่งน้ําหนัก และเติมน้ํากลั่นจนได

น้ําหนักเทากับเมื่อกอนละลายเจล เทลงในถาดสําหรับขึ้นรูปเจล รอจนกระทั่งเจลแข็ง นําเจลที่

เตรียมไววางลงบนเครื่องอิเล็กโทรโฟเรซิสและโหลดผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

ลงไป โดยผสมกับ 10X loading buffer (ภาคผนวก ข17) ใหไดความเขมขนสุดทาย 1X และใช 

GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas, USA) หรือ GeneRulerTM 1 kb DNA 

Ladder (Fermentas, USA) เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน ทําอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใชกระแสไฟฟา 100 

โวลต เปนเวลา 30 นาที และนําเจลไปยอมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 5 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําเจลไปแชในน้ํากลั่นเพื่อชะเอธิเดียมโบรไมด

สวนเกินออก เปนเวลา 5 นาที และนําไปถายรูป 
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  3.9.1.4 การเพิ่มปริมาณผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 

  นําผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจากขอ 3.9.1.2 มาเปนแมแบบ

ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสซ้ําเพื่อเพิ่มปริมาณ โดยผสมสวนประกอบตางๆในการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

- 10X Pfu DNA polymerase buffer with MgSO4   5 ไมโครลิตร 

- สารละลายไพรเมอร Dex14F      1 ไมโครโมลาร 

- สารละลายไพรเมอร Dex14R      1 ไมโครโมลาร 

- สารละลาย dNTPs       200  ไมโครโมลาร 

- สารละลาย MgCl2       2 มิลลิโมลาร 

- เอนไซม Pfu DNA polymerase     2.5 หนวย 

- ดีเอ็นเอแมแบบ      1 ไมโครกรัม 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตร 

 

 โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 

  Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94oซ  เปนเวลา 5  นาที 

  Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94oซ  เปนเวลา 45  วินาที 

  Annealing  ที่อุณหภูมิ 58oซ  เปนเวลา 1  นาที 

  Extension  ที่อุณหภูมิ 72oซ  เปนเวลา 6    นาที 

  Final extension  ที่อุณหภูมิ 72oซ  เปนเวลา 15  นาที 

 

 ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) จํานวน 30 รอบปฏิกิริยา ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีในขอ 3.9.1.3 จากนั้นตัดเจลบริเวณที่มีผลิตภัณฑ

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดประมาณ 1,800 คูเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็น

เอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany)  
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  3.9.1.5 การสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลโดยใชชุด QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข18) 

 

  นําชิ้นอะกาโรสที่ตองการสกัดดีเอ็นเอใสลงในหลอดไมโครฟวจ เติม Buffer QG 

ลงไป 3 เทาของน้ําหนักเจล นําไปบมที่อุณหภูมิ 50oซ เปนเวลา 10 นาที โดยกลับหลอดไปมาทุกๆ 

1-2 นาที จนกระทั่งเจลละลายหมด เติม 2-โพรพานอลลงไป 1 เทาของน้ําหนักเจล ผสมใหเขากัน

โดยการกลับหลอด จากนั้นเทสารละลายทั้งหมดใสใน Qiaquick column ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 1 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  เท

สวนใสทิ้ง เติม Buffer PE ลงไป 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-5 นาที จากนั้น

นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 2 คร้ัง ยายคอลมันดานบนใส

ในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติม Buffer EB ลงไป 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการจะอยูในสารละลาย 

นําไปเก็บไวที่ -20oซ  

 

 3.9.2 การเชื่อมตอผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเขากับเวกเตอร pJET1 โดย

ใชชุดสําเร็จ GeneJETTM PCR Cloning Kit (Fermentas, USA) (ภาคผนวก ข19) 

 

 นําผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากการสกัดออกจากอะกาโรสเจลจาก

ขอ 3.9.1.5 มาเชื่อมตอกับเวกเตอร pJET1 โดยผสมสารละลายตางๆ ใหปริมาตรสุดทายเปน 10 

ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

 2X Reaction buffer      5 ไมโครลิตร 

 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส   2 ไมโครลิตร 

 pJET1/blunt Cloning Vector    25 นาโนกรัม 

 T4 DNA ligase      2.5 หนวย 

 

 เติมน้ําปราศจากนิวคลีเอสใหไดปริมาตรสุดทายเปน 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใช

เครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 22oซ) เปนเวลา 30 นาที  

  

 3.9.3 การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α 

โดยวิธี heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) 
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  3.9.3.1 การเตรียมคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α โดยใชรูบิเดียมคลอไรด 

(RbCl) (Sambrook และ Russell, 2001) 

 

  นําเซลลของ E. coli สายพันธุ DH5α มาขีดลงบนอาหารแข็ง ψb (ภาคผนวก ก

4) และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว 

ψb (ภาคผนวก ก3) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เล้ียงเชื้อโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 37oซ จนกระทั่งไดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (A550) เทากับ 0.3 

ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลว ψb ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เล้ียงเชื้อโดยการเขยา

ที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37oซ จนกระทั่งไดคาการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ที่

ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (A550) เทากับ 0.48 จากนั้นนําไปแชในกลองน้ําแข็งเปนเวลา 5 

นาที ถายใสในขวดสําหรับปนเหวี่ยง (centifuge tube) ที่ผานการฆาเชื้อแลว และนําไปปนเหวี่ยง

ที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4oซ เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งเติมสารละลาย 

Tfbl (ภาคผนวก ข20) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ผสมจนเปนเนื้อเดียวกันโดยใชเครื่องผสมสาร แชใน

กลองน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที และนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  

4oซ เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งเติมสารละลาย Tfbll (ภาคผนวก ข21) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร แช

ในกลองน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที จากนั้นแบงใสหลอดไมโครฟวจหลอดละ 50 ไมโครลิตร จนหมด 

นําไปทําใหแข็งอยางรวดเร็วโดยนําหลอดไปแชในไนโตรเจนเหลว จากนั้นนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ  

-70oซ จนกระทั่งนําออกมาใชทรานสฟอรม 

 

  3.9.3.2 การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล 
  
  ทรานสฟอรมสารละลายผสมจากขอ 3.9.2 เขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 

DH5α ที่เตรียมไดจากขอ 3.9.3.1 ดวยวิธี heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) ดังนี้ นํา

คอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70oซ มาแชในอางน้ําแข็งรอจนละลาย 

จากนั้นใสสารละลายผสมที่ไดจากขอ 3.9.2 ทั้งหมดลงในคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมในอางน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที จากนั้น heat 

shock ที่อุณหภูมิ 42oซ เปนเวลา 90 วินาที เมื่อครบเวลาใหแชลงในอางน้ําแข็งอยางรวดเร็วเปน

เวลา 2 นาที แลวจึงเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (ภาคผนวก ก5) ปริมาตร 650 ไมโครลิตร นําไป

บมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 1 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทิ้ง แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 100 

ไมโครลิตรลงไป กระจายเซลลใหทั่วอาหารเหลวจนเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นนําไปเกลี่ยใหทั่ว
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ผิวหนาอาหารแข็ง LB (ภาคผนวก ก6) ที่มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข

22) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 16-24 ชั่วโมง สังเกตโคโลนีที่เกิดขึ้นและนําไปตรวจสอบ 

ทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสตอไป 

 

 3.9.4 การคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสดวยวิธีโคโลนีพีซีอารโดยใชไพร

เมอรที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนส 

 

 คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสโดยคัดเลือก 10 โคโลนีมาทําโคโลนี PCR 

(Sambrook และ Russell, 2001) โดยเขี่ยโคโลนีบนอาหารแข็งท่ีไดจากขอ 3.9.3.2 มาครึ่งโคโลนี

ใสในหลอดไมโครฟวจที่มีสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ใหปริมาตร

สุดทายเปน 25 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

- 10X Tag DNA polymerase buffer    2.5 ไมโครลิตร 

- สารละลายไพรเมอร Dex2F      1 ไมโครโมลาร 

- สารละลายไพรเมอร Dex2R      1  ไมโครโมลาร 

- สารละลาย dNTPs       200  ไมโครโมลาร 

- สารละลาย MgCl2       2  มิลลิโมลาร 

- เอนไซม Tag DNA polymerase     1  หนวย 

- ดีเอ็นเอแมแบบ (โคโลนี) 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 25 ไมโครลิตร 

 

 โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 

  Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94oซ  เปนเวลา 5    นาที 

  Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94oซ  เปนเวลา 45  วินาที 

  Annealing  ที่อุณหภูมิ 55oซ  เปนเวลา 45  วินาที 

  Extension  ที่อุณหภูมิ 72oซ  เปนเวลา 2    นาที 

  Final extension  ที่อุณหภูมิ 72oซ  เปนเวลา 7  นาที 
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 ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) จํานวน 30 รอบปฏิกิริยา ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีในขอ 3.9.1.3 

 

 3.9.5 การสกัดพลาสมิดที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย 

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข23) 

  

 นําโคโลนีที่เกิดผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.9.4 ซึ่งมีสวนของยีน

เดกซแทรนเนสแทรกอยูในรีคอมบิแนนทพลาสมิดมาสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณ

นอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยเลี้ยง 

E. coli DH5α ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดในอาหารเหลว LB ซึ่งผสมแอมพิซิลลิน 50 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 

37oซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นนําไปใสในหลอดไมโครฟวจและนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว

รอบ 8,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนใสทิ้ง ทําซ้ํา 2 รอบ กระจายเซลล

ดวยบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสม

โดยการกลับหลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 3 นาที 

จากนั้นเติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร แลวผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดเปน

ตะกอนขาว นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

ที่อุณหภูมิหอง นําสวนใสใสลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 

รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที เทสวนใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 

ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาทีที่

อุณหภูมิหอง เทสวนใสทิ้งกอนที่จะปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนใสที่เหลือติดคอลัมน ยาย

คอลัมนใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 

30-50 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง ไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้ําใส เก็บสารละลาย 

พลาสมิดที่อุณหภูมิ -20oซ 
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3.10 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสเขาในเวกเตอรสําหรับแสดงออก 
  
 3.10.1 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสเขาในเวกเตอรสําหรับแสดงออกในแบคทีเรีย 

 

  3.10.1.1 การเตรียมเวกเตอร pETHis (ภาคผนวก ค2) และ pCS24 (ภาคผนวก 

ค3) สําหรับเชื่อมตอกับยีนเดกซแทรนเนส  

 

  นําเวกเตอร pETHis และ pCS24 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHl และ 

NdeI โดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 250 ไมโครลิตร  

ดังนี้ 

 

 เวกเตอร      50 ไมโครกรัม 

  เอนไซม BamHl      50 หนวย 

 10X BamHl buffer     25 ไมโครลิตร 

 100X BSA      2.5 ไมโครลิตร 

 

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง และนําไปทําใหเขมขนโดยการ

ตกตะกอนดวยเอทานอล โดยนําดีเอ็นเอมาเติมสารละลายโซเดียมอะซีเทต เขมขน 3 โมลาร ความ

เปนกรดเบส 5.2 ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรทั้งหมดและเติมเอทานอล ปริมาตร 2 เทาของ

ปริมาตรทั้งหมดลงไป นําไปแชที่อุณหภูมิ -20oซ เปนเวลา 30 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนโดยเติมเอทานอล 70% ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสวนใสทิ้ง 

ระเหยแหงตะกอนดวยเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ และละลายตะกอนดวยบัฟเฟอร TE 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

  

 นําเวกเตอร pETHis และ pCS24 ที่ผานการตัดดวย BamHl และทําใหเขมขนแลวมาตัด

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI โดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทาย

เปน 100 ไมโครลิตร ดังนี้ 
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 เวกเตอร      40 ไมโครกรัม 

  เอนไซม NdeI       10 หนวย 

 10X NdeI buffer     10 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 30 นาที และนําไปทําใหเขมขนโดยการ

ตกตะกอนตามวิธีดังกลาวขางตน  

 

  3.10.1.2 การเตรียมยีนเดกซแทรนเนสเพื่อเชื่อมตอกับเวกเตอรสําหรับแสดงออก 

pETHis และ pCS24 

 

  นําพลาสมิดที่ไดจากขอ 3.9.5 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHl และ NdeI 

โดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 200 ไมโครลิตรดงันี้ 

 

 เวกเตอร      80 ไมโครกรัม 

  เอนไซม BamHl      80 หนวย 

 10X BamHl buffer     20 ไมโครลิตร 

 100X BSA      2 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และตัดเจลบริเวณที่มีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

4,383 คูเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5 จากนั้นนําชิ้นดีเอ็นเอที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาตัด

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI แบบไมสมบูรณ (partial digestion) โดยผสมสารละลายตางๆ ลง

ในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 120 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

 ชิ้นดีเอ็นเอขนาด 4,383 คูเบส     40 ไมโครกรัม 

  เอนไซม NdeI      0.624 หนวย 

 10X NdeI buffer     12 ไมโครลิตร 
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 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 120 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําไปทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และตัดเจลบริเวณที่มีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

1,700-1,800 คูเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5 

 

  3.10.1.3 การเชื่อมตอยีนเดกซแทรนเนสเขากับเวกเตอรสําหรับแสดงออก 

pETHis และ pCS24 

 

  นํายีนเดกซแทรนเนสที่ไดจากขอ 3.10.1.2 มาเชื่อมตอกับเวกเตอรสําหรับ

แสดงออก pETHis และ pCS24 ที่ไดจากขอ 3.10.1.1 โดยผสมสารละลายตางๆใหปริมาตร

สุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

 เวกเตอร (pETHis หรือ pCS24)    1 ไมโครกรัม 

 ยีนเดกซแทรนเนสที่ไดจากขอ 3.10.1.2   3 ไมโครกรัม 

 ไลเกส (ligase)      400 หนวย 

 10X บัฟเฟอร ไลเกส     1.5 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเคร่ืองผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 16oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดไป 

ทรานสฟอรมเขาสูคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α โดยวิธี heat shock ตามวิธีในขอ 3.9.3 

ยกเวนเวกเตอร pCS24 ใชอาหารสําหรับคัดเลือกเปนอาหารแข็ง LB ที่มีกานามัยซิน (ภาคผนวก ข

22) 60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และนําไปตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสดวยวิธี

โคโลนีพีซีอารโดยใชไพรเมอรจําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนส ตามวิธีในขอ 3.9.4 แตเปลี่ยนไพรเมอร

เปน Dex14F และ Dex14R ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีในขอ 3.9.1.3 จากนั้นเลือกโคลนที่ใหผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอ

ลิเมอเรสขนาดประมาณ 1,800 คูเบส ไปเลี้ยงเชื้อเพื่อสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดตามวิธีในขอ 

3.9.5  

 เวกเตอร pETHis ที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูหลังโปรโมเตอร T7 ตั้งชื่อวา pNAT2 และ

เวกเตอร pCS24 ที่มียีนเดกซแทรนเนสที่มีโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ 

และแทรกอยูหลังโปรโมเตอร cspA ตั้งชื่อวา pNAC9 
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   3.10.1.4 การสรางเวกเตอรสําหรับแสดงออกยีนเดกซแทรนเนสโดยออกแบบใหมี

โคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ ของยีนเดกซแทรนเนส 

 

   3.10.1.4.1 การเตรียมเวกเตอร pNAT2 สําหรับเชื่อมตอกับยีนเดกซ

แทรนเนสที่มีโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ 

 

   นําเวกเตอร pNAT2 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHl และ Kpnl 

โดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสดุทายเปน 100 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

 เวกเตอร pNAT2      80 ไมโครกรัม 

  เอนไซม Kpnl      80 หนวย 

 10X Kpnl buffer     10 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และตัดเจลบริเวณที่มีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

6,400 คูเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5 จากนั้นนําชิ้นดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ BamHl โดยผสมสวนประกอบตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 50 

ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

 เวกเตอร      40 ไมโครกรัม 

  เอนไซม BamHl      40 หนวย 

 10X BamHl buffer     5 ไมโครลิตร 

 100X BSA      0.5 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และตัดเจลบริเวณที่มีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

4,600 คูเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5   
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  3.10.1.4.2 การเพิ่มจํานวนยีนเดกซแทรนเนสจาก pNAC9 ซึ่งมีโคดอนสําหรับ

แปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส   

   

  ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีในขอ 3.9.1.4 โดยใช pNAC9 เปนดีเอ็นเอ

แมแบบ และเปลี่ยนไพรเมอรเปน Dex17F และ Dex17R (ตารางที่ 3.4) ตรวจสอบผลิตภัณฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และทําดีเอ็นเอ

ใหบริสุทธิ์โดยตัดเจลบริเวณที่มีผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปทําใหบริสุทธิ์ตามวิธีใน

ขอ 3.9.1.5  

 

  3.10.1.4.3 การเตรียมยีนเดกซแทรนเนสที่มีโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีน

ได 6 หมู ทางดาน 3’ เพื่อเชื่อมตอกับเวกเตอรสําหรับแสดงออก pNAT2 

 

  นําผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากขอ 3.10.1.4.2 มาตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ Kpnl และ BglII โดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตร

สุดทายเปน 100 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส   20 ไมโครกรัม 

  เอนไซม Kpnl      10 หนวย 

 10X Kpnl buffer     10 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําไปทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และตัดเจลบริเวณที่มีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

1,800 คูเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5 จากนั้นนําชิ้นดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ BglII โดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 200 

ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส   20 ไมโครกรัม 

  เอนไซม BglII      10 หนวย 

 10X Tango buffer     40 ไมโครลิตร 



 58 

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมงจากนั้นนําไปทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และตัดเจลบริเวณที่มีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

1,800 คูเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5 

 

   3.10.1.4.4 การเชื่อมตอยีนเดกซแทรนเนสเขากับเวกเตอรสําหรับ

แสดงออก pNAT2 

 

   นํายีนเดกซแทรนเนสที่ไดจากขอ 3.10.1.4.3 มาเชื่อมตอกับเวกเตอร

สําหรับแสดงออก pNAT2 ที่ไดจากขอ 3.10.1.4.1 โดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโคร

ฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 

 เวกเตอร pNAT2 ที่ไดจากขอ 3.10.1.4.1   1 ไมโครกรัม 

 ยีนเดกซแทรนเนสที่ไดจากขอ 3.10.1.4.3   3 ไมโครกรัม 

 ไลเกส (ligase)      400 หนวย 

 10X บัฟเฟอร ไลเกส     1.5 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเคร่ืองผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 16oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดไป 

ทรานสฟอรมเขาสูคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α โดยวิธี heat shock ตามวิธีในขอ 3.9.3 

และนําไปตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสดวยวิธีโคโลนีพีซีอารโดยใชไพรเมอร

จําเพาะตอโปรโมเตอร T7 และยีนเดกซแทรนเนสคือ T7 promoter และ Dex12R (ตารางที่ 3.4) 

ตามลําดับ ตามวิธีในขอ 3.9.4 แตเปลี่ยน Extension เปนที่อุณหภูมิ 72oซ เปนเวลา 1 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีใน

ขอ 3.9.1.3 จากนั้นเลือกโคลนที่ใหผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสขนาดประมาณ 500 

คูเบส ไปเลี้ยงเชื้อเพื่อสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดตามวิธีในขอ 3.9.5 

  

 เวกเตอร pETHis ที่มียีนเดกซแทรนเนสที่มีโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู 

ทางดาน 3’ และแทรกอยูหลังโปรโมเตอร T7 ตั้งชื่อวา pNAH6 
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  3.10.1.5 การสรางเวกเตอรสําหรับแสดงออกยีนเดกซแทรนเนสโดยออกแบบใหมี

โคดอนสําหรับแปลรหัสเปนกรดอะมิโนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ ของยีนเดกซแทรนเนส และตดั

สวน 101 คูเบสทางดาน 5’ ซึ่งเปน signal sequence และบางสวนของยีนเดกซแทรนเนสออก 

 

  นําพลาสมิด pNAH6 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI แบบไมสมบูรณ เพื่อ

คัดเลือกยีนเดกซแทรนเนสที่ถูกตัด 101 คูเบสทางดาน 5’ ซึ่งเปน signal sequence และบางสวน

ของยีนเดกซแทรนเนสออก (ภาคผนวก ค1) โดยผสมสารละลายตางๆลงในหลอดไมโครฟวจให

ปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตร ดังนี้ 

  

 พลาสมิด pNAH6     30 ไมโครกรัม 

 เอนไซม NdeI      0.2 หนวย 

 10X NdeI บัฟเฟอร     5 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 5 นาทีจากนั้นนําไปทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และตัดเจลบริเวณที่มีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

6,300 คูเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5 จากนั้นนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากอะกาโรสเจลไป

เชื่อมตอกันโดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร 

ดังนี้ 

 

 เวกเตอรที่สกัดไดจากอะกาโรสเจล   10 ไมโครกรัม 

 ไลเกส (ligase)      400 หนวย 

 10X บัฟเฟอร ไลเกส     1.5 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเคร่ืองผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 16oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดไป 

ทรานสฟอรมเขาสูคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α โดยวิธี heat shock ตามวิธีในขอ 3.9.3 

และนําไปตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสที่ถูกตัด 101 คูเบสทางดาน 5’ ออก 

ดวยวิธีโคโลนีพีซีอารโดยใชไพรเมอรจําเพาะตอโปรโมเตอร T7 และยีนเดกซแทรนเนสคือ T7 

promoter และ Dex12R (ตารางที่ 3.4) ตามลําดับ ตามวิธีในขอ 3.9.4 แตเปลี่ยน Extension เปน
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ที่อุณหภูมิ 72oซ เปนเวลา 1 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกา

โรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีในขอ 3.9.1.3 จากนั้นเลือกโคลนที่ใหผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลกูโซ

พอลิเมอเรสขนาดประมาณ 400 คูเบส ไปเลี้ยงเชื้อเพื่อสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดตามวิธีในขอ 

3.9.5  

 เวกเตอร pETHis ที่มียีนเดกซแทรนเนสที่มีโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู 

ทางดาน 3’ และตัดสวน 101 คูเบสทางดาน 5’ ซึ่งเปน signal sequence และบางสวนของยีน

เดกซแทรนออก โดยแทรกอยูหลังโปรโมเตอร T7 ตั้งชื่อวา pNAH29 

 

 3.10.2 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสเขาในเวกเตอรสําหรับแสดงออกในยีสต 

   

  3.10.2.1 การเตรียมเวกเตอร pYEX-S1 เพื่อเชื่อมตอกับยีนเดกซแทรนเนส 

 

  นําเวกเตอร pYEX-S1 (ภาคผนวก ค4) มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI โดย

ผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ดังนี้ 

 ดังนี้ 

 

 เวกเตอร pYEX-S1     50  ไมโครกรัม 

 เอนไซม SacI      10 หนวย 

 10X SacI บัฟเฟอร     1.5 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมงจากนั้นนําไปทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 และตัดเจลบริเวณที่มีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

8.4 กิโลเบส ไปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5 จากนั้นนําเวกเตอรที่สกัดไดจากอะกาโรสเจลไปตัดหมู

ฟอสเฟตทางดานปลาย 5’ ออกดวยเอนไซม Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) โดย

ผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจใหปริมาตรสุดทายเปน 80 ไมโครลิตร ดังนี้ 

  

 เวกเตอร pYEX-S1/ SacI     50 ไมโครกรัม 

 เอนไซม CIP      10 หนวย 

 10X CIP บัฟเฟอร     8 ไมโครลิตร 
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 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเครื่องผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปทําใหเขมขนโดย

การตกตะกอนดวยเอทานอลตามวิธีในขอ 3.10.1.1 

 

  3.10.2.2 การเตรียมยีนเดกซแทรนเนสเพื่อเชื่อมตอเขากับเวกเตอรสําหรับ

แสดงออก pYEX-S1 

 

   3.10.2.2.1 การเพิ่มจํานวนยีนเดกซแทรนเนสจาก pNAT2 โดยใช

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

    

   เพิ่มปริมาณยีนเดกซแทรนเนสจาก pNAT2 โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรสตามวิธีในขอ 3.9.1.4 โดยใชดีเอ็นเอแมแบบเปน pNAT2 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเพิม่น้าํ

ปลอดประจุปลอดเชื้อลงไป 4 ไมโครลิตร และเปลี่ยนไพรเมอรเปน Dex16F และ Dex16R (ตาราง

ที่ 3.4) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส

ตามวิธีในขอ 3.9.1.3 

 

   3.10.2.2.2 การเตรียมยีนเดกซแทรนเนสเพื่อเชื่อมตอกับเวกเตอร pYEX-

S1 ที่เตรียมไดจากขอ 3.10.2.1 

 

   นํายีนเดกซแทรนเนสที่เพิ่มจํานวนไดจากขอ 3.10.2.2.1 มาตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ SacI โดยใชวิธีเดียวกันกับการตัดเวกเตอร pYEX-S1 ตามขอ 3.10.2.1 แต

เปลี่ยนจากเวกเตอร pYEX-S1 เปนผลิตภัณฑจากปฏิกิ ริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากขอ

3.10.2.2.1 และไมตองนําไปตัดหมูฟอสเฟตออก 

  

  3.10.2.3 การเชื่อมตอยีนเดกซแทรนเนสเขากับเวกเตอรสําหรับแสดงออก pYEX-

S1 

 

  นํายีนเดกซแทรนเนสที่ไดจากขอ 3.10.2.2.2 มาเชื่อมตอกับเวกเตอรสําหรับ

แสดงออก pYEX-S1 ที่ไดจากขอ 3.10.2.1 โดยผสมสารละลายตางๆ ลงในหลอดไมโครฟวจให

ปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ดังนี้ 
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 เวกเตอร pYEX-S1 ที่ไดจากขอ 3.10.2.1   3 ไมโครกรัม 

 ยีนเดกซแทรนเนสที่ไดจากขอ 3.10.2.2.2   9 ไมโครกรัม 

 ไลเกส (ligase)      400 หนวย 

 10X บัฟเฟอร ไลเกส     1.5 ไมโครลิตร 

  

 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุดทายเปน 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดย

ใชเคร่ืองผสมสารและนําไปบมที่อุณหภูมิ 16oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดไป 

ทรานสฟอรมเขาสูคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α โดยวิธี heat shock ตามวิธีในขอ 3.9.3 

และนําไปตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสดวยวิธีโคโลนีพีซีอารโดยใชไพรเมอร

จําเพาะตอโปรโมเตอร PGK และยีนเดกซแทรนเนส คือ YEX-F1 และ Dex1R (ตารางที่ 3.4) 

ตามลําดับ ตามวิธีในขอ 3.9.4 ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีในขอ 3.9.1.3 จากนั้นเลือกโคลนที่ใหผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอ

ลิเมอเรสขนาดประมาณ 1,500 คูเบส ไปเลี้ยงเชื้อเพื่อสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดตามวิธีในขอ 

3.9.5  

 เวกเตอร pYEX-S1 ที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูหลังโปรโมเตอร PGK ตั้งชื่อวา 

pNAY44 

 
3.11 การทรานสฟอรมเวกเตอรสําหรับแสดงออกเขาสูเซลลเจาบานเพื่อการแสดงออก 
 
 3.11.1 การทรานสฟอรมเขาสูเซลลเจาบานแบคทีเรียเพื่อการแสดงออก 

 

นํา E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS และ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS มาเตรียม

คอมพีเทนตเซลล โดยใชรูบิเดียมคลอไรด (RbCl) ตามวิธีในขอ 3.9.3.1 จากนั้นทรานสฟอรม

เวกเตอร pETHis  pNAH6 และ pNAH29 เขาสูคอมพีเทนตเซลลแตละสายพันธุโดยคัดเลือกบน

อาหารแข็ง LB ที่มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข22) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 16-24 ชั่วโมง สังเกตโคโลนีที่

เกิดขึ้นและนําไปตรวจสอบการแสดงออกของเดกซแทรนเนส โคลนที่ไดจากแตละพลาสมิดในแต

ละสายพันธุของ E. coli ไดรับการตั้งชื่อดังแสดงในตารางที่ 3.5 

 



 63 

ตารางที่ 3.5 แสดงชื่อโคลนที่ไดจากการทรานสฟอรมพลาสมิดแตละชนิดเขาใน 
E. coli สายพันธุตางๆ 

 
สายพันธุ E. coli พลาสมิด ชื่อโคลน 

pETHis BE 

pNAH6 BN6 BL21(DE3)pLysS 

pNAH29 BN29 

pETHis RE 

pNAH6 RN6 Rosetta-gami(DE3)pLysS 

pNAH29 BN29 

 

 3.11.2 การทรานสฟอรมเขาสูเซลลเจาบานยีสตเพื่อการแสดงออก 

 

 นําเวกเตอร pYEX-S1 และ pNAY44 มาทรานสฟอรมเขาสูเซลลยีสตสายพันธุ BJ5462 

โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของยีสต BJ5462 ลงในอาหารเหลว YPD (ภาคผนวก ก7) ปริมาตร 10 มล. 

เลี้ยงเชื้อโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลาขามคืน นับเซลลโดย

ใชฮีมาไซโทมีเตอร และถายเชื้อลงในอาหารเหลว YPD ปริมาตร 50 มล. ใหไดความเขมขนสุดทาย

ของเซลลเทากับ 5×106 เซลลตอมิลลิลิตร นําไปบมเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 

30oซ จนกระทั่งความเขมขนของเซลลเทากับ 2×107 เซลลตอมิลลิลิตร ถายใสในขวดสําหรับปน

เหวี่ยง (centifuge tube) ที่ผานการฆาเชื้อแลว และนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งเติมน้ําปลอดเชื้อ ปริมาตร 25 มล. ลงไปกระจายเซลลใหทัว่และ

นําไปปนเหวี่ยงซ้ําและเทสวนใสทิ้ง เติมสารละลายลิเธยีมอะซีเทต (ภาคผนวก ข24) ความเขมขน

100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 1.0 มล. ลงไป กระจายเซลลใหทั่วและยายใสในหลอดไมโครฟวจที่

ปลอดเชื้อ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ดูดสารละลาย 

ลิเธียมอะซีเทตออกดวยไมโครปเปตต จากนั้นเติมสารละลายลิเธียมอะซีเทตใหปริมาตรสุดทาย

เทากับ 500 ไมโครลิตร กระจายเซลลใหทั่วและแบงใสหลอดไมโครฟวจที่ปลอดเชื้อหลอดละ 50 

ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ดูดสารละลาย 

ลิเธียมอะซีเทตออกดวยไมโครปเปตต และเติมสารละลายตางๆ ลงในหลอดดังนี้ 

 

 สารละลาย 50% PEG (ภาคผนวก ข25)   240 ไมโครลิตร 

 สารละลายลิเธียมอะซีเทต 1 โมลาร   36 ไมโครลิตร 
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 Single stranded carrier DNA (ภาคผนวก ข26)   25 ไมโครลิตร 

  (2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  

 พลาสมิด pYEX-S1 หรือ pNAY44 (10 ไมโครกรัม) 50 ไมโครลิตร 

 

กระจายเซลลโดยใชเครื่องผสมสารเปนเวลา 1 นาที นําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 

30 นาที จากนั้น heat shock ที่อุณหภูมิ 42oซ เปนเวลา 25 นาที เมื่อครบเวลานําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ดูดสารละลายออกดวยไมโครปเปตต เติมน้ํา

ปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงไปและกระจายเซลลใหทั่วจนเปนเนื้อเดียวกัน 

จากนั้นนําไปคัดเลือกโดยนําไปเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหารแขง็ SD (ภาคผนวก ก9) ที่มีการเติม

กรดอะมิโนและนิวคลีโอไทด (ภาคผนวก ก10) ใหไดความเขมขนสุดทายเปนดังนี้ 

 

 ลิวซีน (leucine)      20 ไมโครกรัมตอมล. 

 ฮิสทิดีน (histidine)     20 ไมโครกรัมตอมล. 

 ทริปโตเฟน (tryptophane)    20 ไมโครกรัมตอมล. 

 อะดีนีน (adenine)     40 ไมโครกรัมตอมล. 

 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 1-3 วัน สังเกตโคโลนีที่เกิดขึ้นและนําไปตรวจสอบการ

แสดงออกของเดกซแทรนเนส โคลนที่ไดจากแตละพลาสมิดในในยีสต ไดรับการตั้งชื่อดังแสดงใน

ตารางที่ 3.6 

 

ตารางที่ 3.6 แสดงชื่อโคลนที่ไดจากการทรานสฟอรมพลาสมิดแตละชนิดเขาใน
ยีสต 

 
สายพันธุยีสต พลาสมิด ชื่อโคลน 

pYEX-S1 YS1 
BJ5462 

pNAY44 YN44 
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3.12 การตรวจสอบการแสดงออกของเดกซแทรนเนส 
 
 3.12.1 การตรวจสอบการแสดงออกของเดกซแทรนเนสบนอาหารแข็ง 

  

นําโคโลนีที่สามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกทั้งแบคทีเรียและยีสต มาจุดลงบนอาหาร

แข็งสําหรับคัดเลือกชนิดเดียวกัน และมีเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 1% โดยจุดลงบนอาหารสอง

เพลท (replica) สําหรับแบคทีเรียใหเกลี่ยดวย IPTG (ภาคผนวก ข27) 100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 7 

ไมโครลิตร กอน โดยมีตัวควบคุมผลลบเปนทรานสฟอรแมนทสายพันธุเดียวกันที่ไดรับการถาย

โอนพลาสมิดที่ไมมียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู (empty vector) สําหรับแบคทีเรียนําไปบมที่

อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับยีสตนําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

จากนั้นนําเพลทหนึ่งมาราดดวยเอทานอล 95% ลงบนผิวหนาอาหาร รอจนกระทั่งเกิดบริเวณใส

รอบโคโลนี (Simonson และ Liberta, 1975) แลวนําไปถายรูปบันทึกผล เลือกโคลนที่มีใหบริเวณ

ใสจากอีกเพลทหนึ่งเพื่อนําไปใชตอไป 

  

 3.12.2 การวิเคราะหการแสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิธี SDS-PAGE (Laemmli, 

1970)  

 

 เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของโคลน RN6 ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่มีแอมพิซิลลิน 

50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมเขยาที่ความเร็ว

รอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง นําหัวเชื้อที่เตรียมไวใสลงในอาหาร

เหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37oซ  เมื่อ

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.6 เติม IPTG (ภาคผนวก ข27) ใหได

ความเขมขนสุดทายเทากับ 400 ไมโครโมลาร และนําไปบมที่อุณหภูมิเดิมตออีกเปนเวลา 4 ชั่วโมง  

เก็บตัวอยางโดยนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ดูดสวนใส

ออกดวยไมโครปเปตต นาํตะกอนเซลลที่ไดไปทํา SDS-PAGE ตามวิธีดังนี้ 

 

 - เตรียม seperating gel ที่ความเขมขนเจล 10% โดยผสมสารละลายตางๆ ดังนี้ 

  40% Acrylamide     2.43 มล. 

  2% Bis-Acrylamide     1.34 มล. 

  Tirs-HCl 1.5 โมลาร ความเปนกรดเบส 8.8  2.5 มล. 

   (ภาคผนวก ข28) 
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  10% SDS (ภาคผนวก ข30)    0.1 มล. 

  น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     3.58 มล. 

  TEMED       5 ไมโครลิตร 

  10% แอมโมเนียมเพอรซัลเฟต (ภาคผนวก ข31)  50 ไมโครลิตร 

  ปริมาตรรวม      10 มล. 

 

  ผสมสารทั้งหมดลงในหลอดปลอดเชื้อ ปดฝาและกลับหลอดไปมาอยาใหเกิดฟอง 

จากนั้นโหลดเจลลงในชองกระจกสําหรับเตรียมเจลและโหลดทับผิวหนาเจลดวยน้ําปลอดประจุ

ปลอดเชื้อ ทิ้งไวจนกระทั่งเจลแข็ง เทน้ําที่ทับผิวหนาเจลออกใหหมด 

 

 - เตรียม stacking gel โดยผสมสารละลายตางๆ ดังนี้ 

  40% Acrylamide     0.48 มล. 

  2% Bis-Acrylamide     0.26 มล. 

  Tirs-HCl เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรดเบส 6.8  1.26 มล. 

   (ภาคผนวก ข29) 

  10% SDS      50 ไมโครลิตร 

  น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     2.92 มล. 

  TEMED       5 ไมโครลิตร 

  10% แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต    25 ไมโครลิตร 

  ปริมาตรรวม      5 มล. 

 

  ผสมสารทั้งหมดลงในหลอดปลอดเชื้อ ปดฝาและกลับหลอดไปมาอยาใหเกิดฟอง 

จากนั้นโหลดเจลลงในชองกระจกที่เตรียม seperating gel ไวแลวจนเต็ม ใสหวีสําหรับเปนชอง

โหลดตัวอยาง ซับเจลสวนเกินออก รอจนกระทั่งเจลแข็งดึงหวีออกและนําไปทําอิเล็กโทรโฟเรซิส 

 

 - เตรียมตัวอยางสําหรับโหลดลงในเจล 

 นําตะกอนเซลลที่เก็บไวมาเติม 2X Laemmli buffer (ภาคผนวก ข32) ใหความเขมขน

สุดทายเปน 1X นําไปบมที่อุณหภูมิ 95oซ เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นนําไปโหลดลงในเจลที่

เตรียมไว เติม 1X SDS running buffer (ภาคผนวก ข33) ลงไปใหทวมเจลดานในและใหทวม

ขดลวดนําไฟฟาดานนอก ทําอิเล็กโทรโฟเรซิสที่คาความตางศักย 200 โวลต เปนเวลา 50-55 นาที 

เมื่อเสร็จแลวนําเจลที่ไดไปยอมสีโปรตีนดวย Coomassie blue staining (ภาคผนวก ข34) เปน
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เวลา 60 นาที และลางสีที่ไมติดโปรตีนออกจากเจลดวย destaining solution (ภาคผนวก ข35) 

เปล่ียน destaining solution ทุก 60 นาที จนกระทั่งพื้นหลังใส นําไปถายรูปบันทึกผล 

 

 3.12.3 การตรวจสอบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสบน Blue dextran SDS-PAGE 

  

 นําเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจากโคลน RN6 มาทํา Blue dextran SDS-PAGE โดยเติม บลู

เดกซแทรน (ภาคผนวก ข36) ที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.5%ลงในเจล SDS-PAGE ตามวิธีใน

ขอ 3.12.2  หลังจากทําอิเล็กโทรโฟเรซิสแลวนําไปตรวจสอบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสตามวิธีที่

ดัดแปลงจากวิธีของ Barrett และ Curtiss (1986) โดยนําเจลไปแชในบัฟเฟอร Tris-HCl ความ

เขมขน 25 มิลลิโมลาร ความเปนกรดเบส 8.0 (ภาคผนวก ข37) ที่เติม  Triton X-100 0.5% และ 

SDS 0.5% เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยนบัฟเฟอรเปนบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 25 

มิลลิโมลาร ความเปนกรดเบส 8.0 ที่เติม Triton X-100 0.5% เปนเวลา 1 ชั่วโมง เปลี่ยนบัฟเฟอร

ทุกชั่วโมงจนกระทั่งเห็นบริเวณใสบนเจล Blue dextran  
 
3.13 การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

นําโคลน RN6 มาใชเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสโดยแบคทีเรียโดย

เตรียมหัวเชื้อดังนี้ เขี่ยโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่มีแอมพิซิลลิน 50 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมเขยาที่ความเร็วรอบ 

200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นแปรผันภาวะตางๆ ดังนี้ 

 

3.13.1 การแปรผันอุณหภูมิในการบม 

 

นําหัวเชื้อที่เตรียมไวใสลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมเขยาที่ความเร็ว

รอบ 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิตางๆกัน คือ 30, 37 และ 40oซ  เมื่อคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.6 เติม IPTG ใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 400 ไมโครโม

ลาร และนําไปบมที่อุณหภูมิเดิมตออีกเปนเวลา 4 ชั่วโมง  เก็บตัวอยาง (ทั้ง soluble fraction และ 

insoluble fraction) และวิเคราะหการแสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิธี SDS-PAGE ตามวิธีใน

ขอ 3.12.2 โดยใหตัวอยางที่โหลดในแตละชองเทียบเปนคาการดูดกลืนแสงที่เทากัน 
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3.13.2 การแปรผันความเขมขนของ IPTG 

 

นําหัวเชื้อที่เตรียมไวใสลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมเขยาที่ความเร็ว

รอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิที่ใหการแสดงออกของเดกซแทรนเนสสูงสุดที่ไดจากขอ 3.13.1 

เมื่อคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.6 เติม IPTG ที่ความเขมขน

สุดทายตางๆกัน คือ 25, 50, 100, 200, 400 และ 600 ไมโครโมลาร และมีชุดควบคุมผลลบซ่ึงไม

เติม IPTG จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิเดิมตออีกเปนเวลา 4 ชั่วโมง เก็บตัวอยางและวิเคราะหการ

แสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิธี SDS-PAGE ตามวิธีในขอ 3.12.2 

 

3.13.3 การแปรผันเวลาในการผลิตหลังการชักนําดวย IPTG  

 

นําหัวเชื้อที่เตรียมไวใสลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมเขยาที่ความเร็ว

รอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิที่ใหการแสดงออกของเดกซแทรนเนสสูงสุดที่ไดจากขอ 3.13.1 

เมื่อคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.6 เติม IPTG ที่ความเขมขน

สุดทายเทากับความเขมขนที่ใหการแสดงออกของเดกซแทรนเนสที่สูงสุดที่ไดจากขอ 3.13.2 และ

นํากลับไปบมที่อุณหภูมิเดิมตอ โดยเก็บตัวอยางทุก 1 ชั่วโมง เปนเวลา 8 ชั่วโมง และวิเคราะหการ

แสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิธี SDS-PAGE ตามวิธีในขอ 3.12.2 

 

3.14. การทํารีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ์ 

 
 นําหัวเชื้อโคลน RN6 ที่เตรียมตามวิธีในขอ 3.13 ใสลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร บมเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิที่ใหการแสดงออกของเดกซแทรน 

เนสสูงสุดที่ไดจากขอ 3.13.1 เมื่อคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.6 

เติม IPTG ที่ความเขมขนสุดทายเทากับความเขมขนที่ใหการแสดงออกของเดกซแทรนเนสที่สูงสุด

ที่ไดจากขอ 3.13.2 และนํากลับไปบมที่อุณหภูมิเดิมตอเปนเวลาเทากับที่ไดจากขอ 3.13.3  

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดมา

ทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ์ดวยชุดทําบริสทุธิ์โปรตีน His Bind® Purification Kits (Novagen, 

USA) (ภาคผนวก ข38) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้ เติม BugBuster® Protein Extraction 

Reagent (Novagen, USA) ปริมาตร 8 มิลลิลิตร, Benzonase® Nuclease (Novagen, USA) 

(ความเขมขน 25 หนวยตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร, rLysozymeTM Solution (Novagen, USA) 
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(ความเขมขน 30 กิโลหนวยตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร และ Protease inhibitor (Novagen, 

USA) 8 ไมโครลิตร  ละลายตะกอนเซลลจนเปนเนื้อเดียวกันและนําไปบมเขยาที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 20 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4oซ เปนเวลา 30 

นาที เทสวนใสทิ้งและเติมสารละลายยูเรียความเขมขน 6 โมลาร (ภาคผนวก ข39) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตรลงไป ละลายตะกอนจนเปนเนื้อเดียวกันและนําไปบมเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 

นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4oซ เปนเวลา 30 นาที นํา

สวนใสที่ไดไปทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ์ดวย His Bind® Purification Kits (Novagen, USA) 

(ภาคผนวก ข38) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ดังนี้ นํา His Bind resin ปริมาตร 5 มล. ใสลงไป

ใน Chromatography columns รอจนกระทั่งบัฟเฟอรลดลงจนถึงผิวหนาเจล จากนั้นลางคอลัมน

ดวยบัฟเฟอรตางๆ ดังนี้ 

 

1. น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 7.5 มล. 

2. 1X charge buffer ปริมาตร 12.5 มล. 

3. 1X binding buffer ปริมาตร 7.5 มล. 

 

เมื่อลางคอลัมนแลวเม็ดเจลจะเปลี่ยนเปนสีเขียวจึงสามารถนําไปทําโครมาโทรกราฟได 

ทําโครมาโทรกราฟโดยรอให Binding buffer เคลื่อนลงไปจนถึงผิวหนาเจล จากนั้นโหลดสวนใสที่

เติมไดลงในคอลัมน จากนั้นลางโปรตีนสวนที่ไมจับกับคอลัมนออกดวย 1X binding buffer 

ปริมาตร 25 มล. และ 1X wash buffer ปริมาตร 15 มล. แลวชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนออกดวย 

1X elute buffer ปริมาตร 15 มล. โดยเก็บสวนใสที่ออกมาจากคอลัมนไปตรวจสอบความบรสิุทธิ์

ของรีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสโดยวิธี SDS-PAGE ตามวิธีในขอ 3.12.2 คอลัมนที่ใชเสร็จแลว

สามารถเก็บไวใชซ้ําไดโดยลางคอลัมนดวย 1X strip buffer ปริมาตร 7.5 มล. เมื่อบัฟเฟอรลดลง

จนถึงผิวหนาเจลแลวใหพันคอลัมนดวยแผนพาราฟลม เก็บไวที่อุณหภูมิ 4°ซ 

 

หมายเหตุ – กอนเติมบัฟเฟอรชนิดใหมลงในคอลัมนทุกครั้งใหรอจนกระทั่งระดับบัฟเฟอรลดลง 

จนถึงผิวหนาเจล   



 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การแสดงออกของเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14  
 
 จากการเลี้ยงเชื้อ P. pinophilum SMCU 3-14 เพื่อเหนี่ยวนําการผลิตเดกซแทรนเนสและ

เก็บตัวอยางเสนใยที่เวลา 3 5 7 9 11 13 และ 15 วัน ตามวิธีในขอ 3.6 จากนั้นสกัดอารเอ็นเอจาก

ตัวอยางเสนใยตามวิธีในขอ 3.7.1 และนําอารเอ็นเอที่สกัดไดไปทําอะกาโรส-ฟอรมัลดีไฮด

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสและตรวจสอบอารเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลตไดผลดังในรูปที่ 4.1(ก) 

โดยการเรืองแสงของอารเอ็นเอจากแตละตัวอยางมีความเขมที่ใกลเคียงกันแสดงวาปริมาณอาร

เอ็นเอจากแตละตัวอยางมีปริมาณที่ใกลเคียงกัน จากนั้นถายอารเอ็นเอจากเจลไปยังไนลอนเมม

เบรนโดยวิธี capillary transfer หลังจากถายอารเอ็นเอไปยังไนลอนเมมเบรนแลว นําไนลอนเมม

เบรนที่ไดไปตรึงอารเอ็นเอโดยใช UV crosslink เปนเวลา 3 นาที จากนั้นนําไปตรวจสอบการ

แสดงออกของอารเอ็นเอของยีนเดกซแทรนเนสโดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High 

Prime Labeling and Detection Starter Kit โดยใชดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรน

เนสตามวิธีในขอ 3.7.5 สัญญาณการไฮบริไดซที่เกิดขึ้นแสดงถึงปริมาณของอารเอ็นเอของยีน

เดกซแทรนเนสท่ีแสดงออกที่เวลาตางๆ ดังในรูปที่ 4.1(ข) โดยพบวาอารเอ็นเอที่เตรียมไดจาก

ตัวอยางเสนใยชุดควบคุมผลลบวันที่ 3 5 7 9 11 13 และ 15 (หมายเลข 1-7 ตามลําดับ) ไมเกิด

สัญญาณการไฮบริไดซจากการติดตาม ซึ่งยืนยันวา P. pinophilum SMCU 3-14 ไมมีการ

แสดงออกเดกซแทรนเนสเมื่อไมมีการเหนี่ยวนําจากเดกซแทรน และตัวอยางเสนใยที่เล้ียงโดยการ

เหนี่ยวนําดวยเดกซแทรนพบวา ตัวอยางเสนใยจากวันที่ 3 5 และ 7 (หมายเลข 8-10 ตามลําดับ) 

เกิดสัญญาณจากการติดตามดวยดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนส โดยตัวอยางจาก

วันที่ 3 และ 5 ใหสัญญาณการติดตามที่เขมกวาวันที่ 7 แสดงวามีการแสดงออกของยีนเดกซแทรน 

เนสมากกวา และตัวอยางจากวันที่ 9 11 13 และ 15 (หมายเลข 11-14 ตามลําดับ) ไมเกิด

สัญญาณการติดตาม ดังนั้นจึงเลือกตัวอยางเสนใยจากวันที่ 3 ซึ่งใหสัญญาณการไฮบริไดซที่

ชัดเจนที่สุดไปแยก mRNA เพื่อใชในการเตรียม cDNA 
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รูปที่ 4.1 การแสดงออกของอารเอ็นเอของยีนเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 (ก) 

อารเอ็นเอในอะกาโรส-ฟอรมัลดีไฮดเจลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (ข) สัญญาณจากการติดตาม

อารเอ็นเอดวยดีเอ็นเอโพรบที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนส, หมายเลข 1-7 เปนตัวอยางอารเอ็นเอ

ทั้งหมดที่ไดจากเสนใยชุดควบคุมผลลบที่ใชซูโครส 5% เปนแหลงคารบอนแทนเดกซแทรนเกรด

อุตสาหกรรมอายุ 3 5 7 9 11 13 และ 15 วัน ตามลําดับ และหมายเลข 8-14 เปนตัวอยางอารเอ็น

เอทั้งหมดที่ไดจากเสนใยที่ใชเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมเปนตัวเหนี่ยวนําอายุ 3 5 7 9 11 13 

และ 15 วัน ตามลําดับ  
 
 
4.2 การเพิ่มจํานวนยีนเดกซแทรนเนสจาก cDNA  
 

 เมื่อเลี้ยงเชื้อ P. pinophilum SMCU 3-14 และเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของเดกซ

แทรนเนสดวยเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมเปนเวลา 3 วัน จากนั้นสกัดอารเอ็นเอและนํามาคัด

แยก mRNA โดยใชชุดสําเร็จ PolyATtract mRNA Isolation System III ตามวิธีในขอ 3.8.1 และ

นํา mRNA ที่คัดแยกไดมาเตรียม cDNA โดยใชชุดสําเร็จ Universal RiboClone cDNA 

Synthesis System ตามวิธีในขอ 3.8.3 หลังจากนั้นนํา cDNA ที่เตรียมไดมาเพิ่มจํานวนยีนเดกซ

แทรนเนสจาก cDNA โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีในขอ 3.9.1.2 และนําผลิตภัณฑที่

ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งแรก (ไมไดแสดงผลไว) ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสซ้ําเพื่อ

เพิ่มปริมาณตามวิธีในขอ 3.9.1.4 แลวตรวจสอบผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะ

กาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในขอ 3.9.1.3 พบวาไดผลิตภัณฑขนาดประมาณ 1,800 คูเบส 

ดังแสดงในรูปที่ 4.2 จากนั้นสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลโดยใชชุด QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีในขอ 3.9.1.5 และนําสารละลายผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรสที่ไดไปโคลนเขาเวกเตอร pJET1 โดยใชชุดสาํเร็จ GeneJETTMPCR Cloning Kit ตอไป 

(ก) 

(ข) 

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

+ ซูโครส + เดกซแทรน 
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รูปที่ 4.2 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่เพิ่ม

จํานวนจากผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งแรกโดยใชไพรเมอร Dex14F และ 

Dex14R  

 

ชองที่ M  GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus  

ชองที่ 1 และ 2   ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร Dex14F  

   กับ Dex14R โดยใชผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้ง

   แรกเปนแมแบบ 

 

 
4.3 การโคลนผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเขาในเวกเตอร pJET1  
 

 นําผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดมาเชื่อมตอเขากับเวกเตอร pJET1 โดย

ใชชุดสําเร็จ GeneJETTM PCR Cloning Kit ตามวิธีในขอ 3.9.2 จากนั้นทรานสฟอรมสารละลาย

ผสมเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α ที่เตรียมไดจากขอ 3.9.3.1 ดวยวิธี heat shock และ

นําไปคัดเลือกบนอาหารแข็ง LB ที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินที่ความเขมขนสุดทาย 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 16-24 ชั่วโมง สังเกตโคโลนีที่เกิดขึ้น 

จากนั้นนําไปคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสดวยวิธีโคโลนีพีซีอารโดยใชไพรเมอร

ที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนส Dex2F และ Dex2R ตามวิธีในขอ 3.9.4 และตรวจสอบผลิตภัณฑ

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดประมาณ 600 คูเบส ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส

ไดผลดังในรูปที่ 4.3 

M       1       2 

~1,800 คูเบส 
1500 

3000 

1000 
1200 

500 

2000 

คูเบส 



 73 

 

 

 
 

รูปที่ 4.3 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากการทําโคโลนีพีซีอารโดยใชไพร

เมอร Dex2F และ Dex2R เพื่อตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูใน

เวกเตอร pJET1 

 

ชองที่ M  GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus  

ชองที่ 1-10  ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร Dex2F และ 

Dex2R โดยใชโคโลนีที่สามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกเปนแมแบบ 

 

 จากรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นวาทรานสฟอรแมนตหมายเลข 1, 3, 4, 5, 6, 9 และ 10 ไดรับ 

พลาสมิด pJET1 ที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู ดังนั้นจึงเลือกทรานสฟอรแมนตหมายเลข 1 ไป

สกัดพลาสมิดที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin 

Miniprep Kit ตามวิธีในขอ 3.9.5 และตั้งชื่อพลาสมิดที่ไดวา pNA-1 โดยไดอะแกรมการสราง 

พลาสมิด pNA-1 แสดงไวรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4 ไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNA-1 
 
 
4.4 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสเขาในเวกเตอรสําหรับแสดงออก 
 
 4.4.1 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสเขาในเวกเตอรสําหรับแสดงออกในแบคทีเรีย 
 
 นําเวกเตอร pETHis และ pCS24 ที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHl และ 

NdeI ตามวิธีในขอ 3.10.1.1 มาเชื่อมตอกับยีนเดกซแทรนเนสที่ตัดออกมาจาก pNA-1 ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ BamHl และ NdeI ตามวิธีในขอ 3.10.1.2 จากนั้นทรานสฟอรมสารละลาย

ผสมเขาสูคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α และนําไปคัดเลือกบนอาหารแข็ง LB ที่เติมยา

ปฏิชีวนะ โดยคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α ที่ไดรับการถายโอนสารละลายผสมเวกเตอร 

ไลเกชัน 

Dex14F 

Dex14R 



 75 

pETHis ใหเติมแอมพิซิลลินที่ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงในอาหาร

คัดเลือก และคอมพีเทนตเซลลของ E. coli DH5α ที่ไดรับการถายโอนสารละลายผสมเวกเตอร 

pCS24 ใหเติมกานามัยซินที่ความเขมขนสุดทาย 60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงในอาหารคัดเลอืก 

จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 16-24 ชั่วโมง และคัดเลือกทรานสฟอรแมนทดวยวิธี

โคโลนีพีซีอารโดยใชไพรเมอรจําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนส Dex14F และ Dex14R โดย

เปรียบเทียบกับชุดควมคุมผลบวกโดยใชพลาสมิด pPT6 ซึ่งสรางขึ้นโดยพิมลรัตน (2549) เปน

แมแบบ ซึ่งพลาสมิดดังกลาวเปนพลาสมิดที่มีสวนของจีโนมิกดีเอ็นเอที่มียีนประมวลรหัสเดกซ

แทรนเนสแทรกอยู และตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดประมาณ 

1,800 คูเบส ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผลดังในรูปที่ 4.5 และ 4.6 

 

 
 

รูปที่ 4.5 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากการทําโคโลนีพีซีอารโดยใชไพร

เมอร Dex14F และ Dex14R เพื่อตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูใน

เวกเตอร pETHis  

 

ชองที่ M  GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder  

ชองที่ 1-7  ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร Dex14F กับ 

Dex14R และใชโคโลนีที่ไดจากการทรานสฟอรมสารละลายผสม 

pETHis กับยีนเดกซแทรนเนสเปนแมแบบ 

ชองที่ 8  ชุดควบคุมผลบวกคือผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช

ไพรเมอร Dex14F กับ Dex14R และใชพลาสมิด pPT6 เปนแมแบบ 
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รูปที่ 4.6 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากการทําโคโลนีพีซีอารโดยใชไพร

เมอร Dex14F และ Dex14R เพื่อตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูใน

เวกเตอร pCS24  

 

ชองที่ M  GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus  

ชองที่ 1-15  ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร Dex14F กับ 

Dex14R และใชโคโลนีที่ไดจากการทรานสฟอรมสารละลายผสม 

pCS24 กับยีนเดกซแทรนเนสเปนแมแบบ 

ชองที่ 16  ชุดควบคุมผลบวกคือผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช

ไพรเมอร Dex14F กับ Dex14R และใชพลาสมิด pPT6 เปนแมแบบ 

 

 จากรูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาทรานสฟอรแมนทหมายเลข 2-7 ไดรับพลาสมิด pETHis ที่มี

ยีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู ดังนั้นจึงเลือกทรานสฟอรแมนทหมายเลข 2 ไปสกัดพลาสมิดที่มียีน

เดกซแทรนเนสแทรกอยูดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ตามวิธี

ในขอ 3.9.5 และตั้งชื่อพลาสมิดที่ไดวา pNAT2 โดยไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNAT2 แสดง

ไวรูปที่ 4.7  และจากรูปที่ 4.6 แสดงใหเห็นวาทรานสฟอรแมนทหมายเลข 2-7, 9, 10, 13 และ 14 

ไดรับพลาสมิด pCS24 ที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู ดังนั้นจึงเลือกทรานสฟอรแมนทหมายเลข 

9 ไปสกัดพลาสมิดที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep 

Spin Miniprep Kit ตามวิธีในขอ 3.9.5 และตั้งชื่อพลาสมิดที่ไดวา pNAC9 โดยไดอะแกรมการ

สรางพลาสมิด pNAC9 แสดงไวรูปที่ 4.8   
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NdeI NdeI NdeI 

Dextranase gene 

         

 
 

 

 

 

 

     

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 ไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNAT2 

ตัดดวย NdeI และ 

BamHI 

ไลเกชัน 

ตัดดวย BamHI และตัดแบบ 

ไมสมบูรณดวย NdeI 
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NdeI NdeI NdeI 

Dextranase gene 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 ไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNAC9 

ตัดดวย BamHI และตัดแบบ 

ไมสมบูรณดวย NdeI 

ตัดดวย NdeI และ 

BamHI 

ไลเกชัน 
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 จากนั้นนําพลาสมิดทั้งสองไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสบริเวณที่

เชื่อมตออยูกับเวกเตอร โดยพลาสมิด pNAT2 ใชไพรเมอร T7 promoter และ T7 terminator 

เพื่อใหทราบถึงจุดเชื่อมตอกับเวกเตอรทางดานโปรโมเตอรและเทอรมิเนเตอรตามลําดับ และพ

ลาสมิด pNAC9 ใชไพรเมอร Dex12R และ T7 terminator เพื่อใหทราบถึงจดุเชื่อมตอกับเวกเตอร

ทางดานโปรโมเตอรและเทอรมิเนเตอรตามลําดับ และทั้งนี้เพื่อใหทราบวาเฟรมสําหรับแปลรหัส

เปนโปรตีนถูกตองหรือไมและไดยีนเดกซแทรนเนสมาครบหรือไมอีกดวย เนื่องจากการตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI กอนนํามาเชื่อมตอนั้นสามารถตัดภายในยีนเดกซแทรนเนสไดอีกสอง

ตําแหนงหลังจากจุดเริ่มตนของการแปลรหัส  โดยไดลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่

เชื่อมตอกับเวกเตอรทางดานโปรโมเตอรและเทอรมิเนเตอรของ pNAT2 และ pNAC9 ดังแสดงไว

ในภาคผนวก ค5 และ ค6 ตามลําดับ โดยพบวายีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในเวกเตอร pNAT2 

นั้นมีขนาด 1824 คูเบส และมีสวนที่เปน signal sequence จาก P. pinophilum SMCU3-14 ติด

มาดวย และยีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในเวกเตอร pNAC9 นั้นมีขนาด 1723 คูเบส (-101 คู

เบส) และไมมีสวนที่เปน signal sequence และกรดอะมิโนอีก 14 หมูจาก P. pinophilum 

SMCU3-14 ติดมาดวย แตสามารถอานรหัสไดจนถึงโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทดิีนได 6 หมู 

ทางดาน 3’ โดยคาดวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดสามารถนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยโครมาโท 

กราฟสัมพรรคภาพได 

 

 เมื่อไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pNAT2 และ pNAC9 แลวไดมีการตรวจสอบการผลิตเดกซ

แทรนเนสโดยทรานฟอรมเขาในเซลลเจาบานแบคทีเรียสําหรับแสดงออกคือ E. coli สายพันธุ 

BL21(DE3)pLysS และ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS และนําไปตรวจสอบบนอาหารแข็ง LB ที่

เกลี่ยดวย IPTG โดยมีตัวควบคุมผลลบเปนทรานสฟอรแมนทของสายพันธุเดียวกันที่ไดรับการถาย

โอนพลาสมิดที่ไมมียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูคือ pETHis พบวาทรานสฟอรแมนทที่ไดรับการถาย

โอนพลาสมิด pNAT2 และ pNAC9 สามารถเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีเมื่อราดดวยเอทานอล 95% 

แสดงวาทรานฟอรแมนทที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pNAT2 และ pNAC9 สามารถผลิตเดกซ

แทรนเนสได (ไมไดแสดงผลไว)  

 

 ตอมาจึงไดโคลนสวนของยีนเดกซแทรนเนสจาก pNAC9 ที่สามารถอานรหัสไดจนถึงโค

ดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ ไปเขาในเวกเตอร pNAT2 เพื่อใหไดยนีเดกซ

แทรนเนสที่มีทั้งสวนที่เปน signal sequence จาก P. pinophilum SMCU 3-14 สวนที่สามารถ

อานรหัสไดเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ และควบคุมการแสดงออกภายใตโปรโมเตอร T7 โดย

เพิ่มจํานวนยีนเดกซแทรนเนสโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ซึ่งใช pNAC9 เปนดีเอ็นเอแมแบบ 
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และไพรเมอร Dex17F และ Dex17R จากนั้นนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Kpnl และ BglII 

และนําเวกเตอร pNAT2 มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHl และ Kpnl จากนั้นนําไปเชื่อมตอ

เขาดวยกัน ตามวิธีในขอ 3.10.1.4 จากนั้นทรานสฟอรมสารละลายผสมเขาสูคอมพีเทนตเซลลของ 

E. coli DH5α และนําไปคัดเลือกบนอาหารแข็ง LB ที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินที่ความเขมขน

สุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นคัดเลือกทรานสฟอรแมนทดวยวิธีโคโลนีพีซีอารโดยใช

ไพรเมอรที่จําเพาะตอโปรโมเตอร T7 คือ T7 promoter  และไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรน

เนส Dex12R และตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดประมาณ 500 คู

เบส ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสไดผลดังในรูปที่ 4.9 

 

 

 
 

รูปที่ 4.9 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากการทําโคโลนีพีซีอารโดยใชไพร

เมอร T7 promoter และ Dex12R เพื่อตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู

ในเวกเตอร pETHis อยางถูกทิศทาง  

 

ชองที่ M  GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder  

ชองที่ 1-7 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร T7 promoter

กับ Dex12R และใชโคโลนีที่ไดจากการทรานสฟอรมสารละลายผสม 

เวกเตอร pNAT2 ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHl และ Kpnl และ

สวนของยีนสวนของยีนเดกซแทรนเนสจาก pNAC9 ที่สามารถอานรหัส

ไดจนถึงโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ที่ตัดดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะ Kpnl และ BglII 
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 จากรูปที่ 4.9 ชองที่1-5 ไมมีผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซเกิดขึ้นแสดงวาไดรับการถาย

โอนพลาสมิดที่มีการเชื่อมตอไมถูกตอง และในชองที่ 6 และ 7 มีผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซ

ขนาดประมาณ 500 คูเบสเกิดขึ้น ทําใหสามารถคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่ไดรับการถายโอน

เวกเตอร pETHis ที่มียีนเดกซแทรนเนสที่มี signal sequence จาก P. pinophilum SMCU 3-14 

แทรกอยูหลังโปรโมเตอร T7 และมีโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ ตั้ง

ชื่อพลาสมิดนี้วา pNAH6 โดยไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNAH6 แสดงไวรูปที่ 4.10 
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รูปที่ 4.10 ไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNAH6 

ตัดดวย KpnI และ 

BamHI 

PCR ดวยไพรเมอร 

Dex17F และ Dex17R 

ตัดดวย KpnI และ 

BglII 

KpnI BglII 

Dextranase (-101 bp) 

His tag 

ไลเกชัน 
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 ตอมาจึงไดสรางเวกเตอรสําหรับแสดงออกยีนเดกซแทรนเนสที่มีโคดอนสําหรับแปลรหัส

เปนกรดอะมิโนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ ของยีนเดกซแทรนเนส โดยตัดสวน 101 คูเบส

ทางดาน 5’ ซึ่งเปน signal sequence และบางสวนของยีนเดกซแทรนเนส (กรดอะมิโนอีก 14 หมู) 

ออก (ภาคผนวก ค1 และ ค7) เพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของเดกซแทรนเนสที่มีและไมมี 

signal sequence จาก P. pinophilum SMCU 3-14 โดยนําพลาสมิด pNAH6 มาตัดดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะ NdeI แบบไมสมบูรณ และเชื่อมตอเวกเตอรตามวิธีในขอ 3.10.1.5 จากนั้นทรานส

ฟอรมสารละลายผสมเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α และนําไปคัดเลือกบนอาหารแข็ง LB 

ที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินที่ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้น

คัดเลือกทรานสฟอรแมนทดวยวิธีโคโลนีพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอโปรโมเตอร T7 คือ T7 

promoter  และไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนเดกซแทรนเนส Dex12R และตรวจสอบผลิตภัณฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดประมาณ 400 คูเบส ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผล

ดังในรูปที่ 4.11 

 

 

 
 

รูปที่ 4.11 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากการทําโคโลนีพีซีอารโดยใชไพร

เมอร T7 promoter และ Dex12R เพื่อตรวจสอบทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสที่ถูกตัด

สวน 101 คูเบสทางดาน 5’ ซึ่งเปน signal sequence และบางสวนของยีนเดกซแทรนเนสออก 

 

ชองที่ M  GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder  

ชองที่ 1-15 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร T7 promoter

กับ Dex12R และใชโคโลนีที่ไดจากการทรานสฟอรมสารละลาย 

M   1    2    3     4     5    6    7    8     9   10  11   12  13   14  15   16 

750 
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3000 

คูเบส 

250 
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เวกเตอร pNAH6 ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI แบบไมสมบูรณ 

และเชื่อมตอแลวเปนแมแบบ 

ชองที่ 16 ชุดควบคุมผลบวกคือผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช

ไพรเมอร T7 promoter กับ Dex12R และใชพลาสมิด pNAH6 เปน

แมแบบ 

 

 จากรูปที่ 4.11 ชองที่ 9, 10 และ11 มีผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซขนาด 400 คูเบส

เกิดขึ้นแสดงวายีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูหลังโปรโมเตอรถูกตัดสวน 101 คูเบสทางดาน 5’ ซึ่ง

เปน signal sequence และบางสวนของยีนเดกซแทรนเนสออกแลว ดังนั้นจึงคัดเลือกโคโลนีที่ใช

เปนดีเอ็นเอแมแบบในชองที่ 11 ไปเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดโดยพลาสมิดที่ไดตั้งชื่อวา pNAH29 

โดยไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNAH29 แสดงไวรูปที่ 4.12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.12 ไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNAH29 

ตัดแบบไมสมบูรณดวย NdeI 

แลวไลเกท 
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 จากผลการทดลองไดนําพลาสมิด pNAH6 ซึ่งเปนเวกเตอร pETHis ที่มียีนเดกซแทรน 

เนสแทรกอยู โดยยีนเดกซแทรนเนสมีสวนที่เปน signal sequence จาก P. pinophilum SMCU  

3-14 สวนที่สามารถแปลรหัสไดเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ และพลาสมิดดังกลาวควบคุม

การแสดงออกภายใตโปรโมเตอร T7 และพลาสมิด pNAH29 ซึ่งเปนเวกเตอร pETHis ที่มียีนเดกซ

แทรนเนสแทรกอยู โดยยีนเดกซแทรนเนสไมมีสวนที่เปน signal sequence จาก P. pinophilum 

SMCU 3-14 และบางสวนของยีนเดกซแทรนเนสหายไป แตยีนเดกซแทรนเนสดังกลาวมีสวนที่

สามารถอานรหัสไดเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ และควบคุมการแสดงออกภายใตโปรโมเตอร 

T7 โดยนําพลาสมิดทั้งสองไปถายโอนเขาสูเซลลเจาบานแบคทีเรียสําหรับแสดงออกตอไป 

 
 4.4.2 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสเขาในเวกเตอรสําหรับแสดงออกในยีสต 
 
 นําเวกเตอร pYEX-S1 ที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI และขจัดหมูฟอสเฟต

ทางดานปลาย 5’ ออกดวยเอนไซม CIP ตามวิธีในขอ 3.10.2.1 แลว มาเชื่อมตอกับยีนเดกซแทรน

เนสที่ไดมาจากการเพิ่มจํานวนโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ซึ่งใช pNAT2 เปนดีเอน็เอแมแบบ

และใชไพรเมอร Dex16F และ Dex16R จากนั้นตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI ตามวิธีในขอ 

3.10.2.2 จากนั้นทรานสฟอรมสารละลายผสมเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α และนําไป

คัดเลือกบนอาหารแข็ง LB ที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินที่ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร จากนั้นคัดเลือกทรานสฟอรแมนทดวยวิธีโคโลนีพีซีอารโดยใชไพรเมอรจาํเพาะตอโปรโม

เตอร PGK และยีนเดกซแทรนเนส คือ YEX-F1 และ Dex1R ตามลําดับ และตรวจสอบผลิตภัณฑ

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่มีขนาดประมาณ 1,500 คูเบส ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

ไดผลดังในรูปที่ 4.13 
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รูปที่ 4.13 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากการทําโคโลนีพีซีอารโดยใชไพร

เมอร YEX-F1 และ Dex1R 
 
ชองที่ M  GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder  

ชองที่ 1-11 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร YEX-F1 กับ 

Dex1R และใชโคโลนีที่ไดจากการทรานสฟอรมสารละลายผสมของ

เวกเตอร pYEX-S1 ที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ SacI กับยีน

เดกซแทรนเนสเปนแมแบบ 
 
 จากรูปที่ 4.13 ในชองที่ 4 และ 6 มีผลิตภัณฑจากปฏิกริิยาลูกโซขนาดประมาณ 1,500 คู

เบสเกิดขึ้นแสดงวาเวกเตอร pYEX-S1 มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูหลังโปรโมเตอรอยางถูก

ทิศทางเนื่องจากไพรเมอร YEX-F1 จําเพาะตอบริเวณโปรโมเตอร PGK และ Dex1R จําเพาะตอ

ยีนเดกซแทรนเนส ถาเกิดผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซแทรกอยูหลังโปรโมเตอรอยางกลับทิศทาง 

จะไมเกิดผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซ ดังนั้นจึงคัดเลือกโคโลนีที่ใชเปนแมแบบในชองที่ 4 ไปเล้ียง

เชื้อเพื่อสกัดพลาสมิด โดยพลาสมิดที่ไดตั้งชื่อวา pNAY44 โดยไดอะแกรมการสรางพลาสมิด 

pNAY44 แสดงไวรูปที่ 4.14   

 

 

 

 

~1,500 คูเบส 
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รูปที่ 4.14 ไดอะแกรมการสรางพลาสมิด pNAY44  

ไลเกชัน 

PCR ดวยไพรเมอร 

Dex16F และ Dex16R 
ตัดดวย SacI

ตัดดวย SacI 

SacI SacI 

Dextranas

e  

1824 bp 
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 จากนั้นนําพลาสมิด pNAY44 ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยู

ในเวกเตอรโดยใชไพรเมอร YEX-F1, Dex4F และ Dex13F เพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดของยีน

เดกซแทรนเนสที่แทรกอยูทั้งหมดอีกทั้งยังทราบถึงลําดับนิวคลีโอไทดที่จุดเชื่อมตอกับเวกเตอรทั้ง

ทางดานโปรโมเตอรและเทอรมิเนเตอรเพื่อจะไดทราบวาเฟรมสําหรับแปลรหัสเปนโปรตีนถูกตอง

หรือไม โดยไดลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในเวกเตอร pNAY44 ดังแสดงไว

ในภาคผนวก ค8 โดยพบวายีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในเวกเตอร pNAY44 นั้นมีขนาด 1,827 คู

เบส ซึ่งรวมถึงสวนที่เปน signal sequence จาก P. pinophilum SMCU 3-14 โดยพลาสมิด 

pNAY44 ควบคุมการแสดงออกของเดกซแทรนเนสภายใตโปรโมเตอร PGK หลังจากนั้นนําพลาส

มิดดังกลาวไปถายโอนเขาสูเซลลเจาบานยีสตสําหรับแสดงออกตอไป 
 
4.5 การแสดงออกของเดกซแทรนเนส 
 
 4.5.1 การแสดงออกของเดกซแทรนเนสบนอาหารแข็ง 
 
  4.5.1.1 การแสดงออกของเดกซแทรนเนสบนอาหารแข็งของเซลลเจาบาน
แบคทีเรีย 
 
 นําพลาสมิด pETHis pNAH6 และ pNAH29 ทรานสฟอรมเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 

สายพันธุ BL21(DE3)pLysS และ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS จากนั้นนําไปคัดเลือกบนอาหาร

แข็ง LB ที่มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคลอแรมเฟนิคอล 34 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร หลังจากนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 16-24 ชั่วโมง สังเกตโคโลนีที่เกิดขึ้น โดย

เพื่อใหงายแกการอธิบายผลไดตั้งชื่อโคลนตางๆ ของเซลลเจาบานแบคทีเรียเปนดังนี้ 

 - โคลน BE คือ E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด 

pETHis  

 - โคลน BN6 คือ E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด 

pNAH6  

 - โคลน BN29 คือ E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด 

pNAH29 

 - โคลน RE คือ E. coli สายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS ที่ไดรับการถายโอน 

พลาสมิด pETHis 

 - โคลน RN6 คือ E. coli สายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS ที่ไดรับการถายโอน 

พลาสมิด pNAH6 
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 - โคลน RN29 คือ E. coli สายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS ที่ไดรับการถายโอน 

พลาสมิด pNAH29 

 

 พลาสมิดทั้งสามชนิดมีความแตกตางกันดังนี้ 

 - พลาสมิด pETHis เปนพลาสมิดที่ไมมียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู 

 - พลาสมิด pNAH6 เปนพลาสมิด pETHis ที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูหลังโปรโมเตอร 

T7 โดยมีโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ และมี signal sequence จากรา

ทางดานปลาย 5’ 

 - พลาสมิด pNAH29 เปนพลาสมิด pETHis ที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูหลังโปรโม

เตอร T7 โดยมีโคดอนสําหรับแปลรหัสเปนฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 3’ และตัดสวน 101 คูเบส

ทางดาน 5’ ซึ่งเปน signal sequence และบางสวนของยีนเดกซแทรนเนสของราออก 

  

 จากนั้นนําโคโลนีที่สามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกมาจุดลงบนอาหารแข็งสําหรับ

คัดเลือกชนิดเดียวกันและมีเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 1% โดยกอนจุดโคโลนีใหเกลี่ยดวย 

IPTG 100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 7 ไมโครลิตร กอนเพื่อเปนตัวชักนําการแสดงออกของเดกซแทรน

เนส และมีตัวควบคุมผลลบเปนทรานสฟอรแมนทของสายพันธุเดียวกันที่ไดรับการถายโอน 

พลาสมิดที่ไมมียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู (pETHis) หลังจากบมที่อุณหภูมิ 37oซ เปนเวลา 18-24 

ชั่วโมง นํามาราดเอทานอล 95% ลงบนผิวหนาอาหาร รอจนกระทั่งเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี เพื่อ

ตรวจสอบการแสดงออกของเดกซแทรนเนสจากโคลนตางๆ และเปรียบเทียบปริมาณการ

แสดงออก ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.15 ก-ง 
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รูปที่ 4.15 การเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีแบคทีเรียหลังจากราดดวยเอทานอล 95% (ก) RN6 เมื่อ

เทียบกับ RE (ข) RN29 เมื่อเทียบกับ RE (ค) BN6 เมื่อเทียบกับ BE (ง) BN29 เมื่อเทียบกับ BE 

  

 จากผลการทดลองโคลน RN6 และ RN29 สามารถสังเกตเห็นบริเวณใสรอบโคโลนีเมื่อ

เปรียบเทียบกับโคลน RE และโคลน BN6 และ BN29 สามารถสังเกตเห็นบริเวณใสรอบโคโลนเีมื่อ

เปรียบเทียบกับโคลน BE แสดงวาทุกโคลนสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดเมื่อชักนําดวย IPTG 

เนื่องจากเดกซแทรนเนสที่ผลิตออกมาจะมายอยเดกซแทรนใหกลายเปนโมเลกุลน้ําตาลสายสั้นๆ 

ซึ่งไมสามารถตกตะกอนเมื่อราดดวยเอทานอล แตบริเวณที่เดกซแทรนไมถูกยอยดวยเดกซแทรน

เนสจะสามารถตกตะกอนไดเมื่อราดดวยเอทานอลทําใหเกิดเปนบริเวณขาวขุนรอบบริเวณใส 

  

 เมื่อเปรียบเทียบบริเวณใสรอบโคโลนีระหวางเซลลเจาบานสายพันธุ BL21(DE3)pLysS 

และ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS พบวาสายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS เกิดบริเวณใส

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

RE RE 

BE BE 
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รอบโคโลนีที่กวางกวาสายพันธุ BL21(DE3)pLysS ทั้ง RN6 และ RN29 แสดงวาสายพันธุ 

Rosetta-Gami B(DE3)pLysS สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดมากกวาซึ่งเหมาะสมที่จะใชเปน

เซลลผูผลิต และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง RN6 และ RN29 พบวา RN6 เกิดบริเวณใสรอบโคโลนีที่

กวางกวา RN29 และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง BN6 และ BN29 พบวา BN6 เกิดบรเิวณใสรอบ

โคโลนีที่กวางกวา BN29 แสดงวาเซลลเจาบานที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pNAH6 มีการผลิต

เดกซแทรนเนสไดปริมาณที่มากกวาเซลลเจาบานที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pNAH29 หรืออาจ

เปนเพราะ signal peptide จาก P. pinophilum SMCU 3-14 นั้นมีสวนชวยในการขนสงเดกซ

แทรนเนสออกนอกเซลลแบคทีเรียได หรือกรดอะมิโน 14 หมู ของยีนเดกซแทรนเนสที่หายไปเปน

สวนที่สําคัญตอการแสดงแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส ทําใหโคลนที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด 

pNAH6 มีขนาดบริเวณใสรอบโคโลนีกวางมากกวาโคลนที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pNAH29 

เนื่องจากเซลลเจาบานแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุใหผลการทดลองเปนไปในทิศทางเดียวกัน ดังนั้น

เพื่อที่จะผลิตเดกซแทรนเนสโดยเซลลเจาบานแบคทีเรียจึงควรเลือกพลาสมิด pNAH6 เปน

เวกเตอรในการถายโอนเขาสูเซลลเจาบานแบคทีเรีย และควรเลือก E. coli สายพันธุ Rosetta-

Gami B(DE3)pLysS เปนเซลลเจาบานที่ใชในการผลิตเดกซแทรนเนส ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือก

โคลน RN6 ไปใชเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสโดยแบคทเีรียตอไป 

 
   4.5.1.2 การแสดงออกของเดกซแทรนเนสบนอาหารแข็งของเซลล
เจาบานยีสต 
 

 นําพลาสมิด pYEX-S1 และ pNAY44 ทรานสฟอรมเขาสูเซลลยีสต S. cerevisiae สาย

พันธุ BJ5462 จากนั้นนําไปคัดเลือกบนอาหารแข็ง SD ที่มีการเติมกรดอะมิโนชนิดตางๆ ดังที่

กลาวไวในขอ 3.11.2 จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 1-3 วัน สังเกตโคโลนีที่เกิดขึ้น 

โดยเพื่อใหงายแกการอธิบายผลไดตั้งชื่อโคลนตางๆ ของเซลลเจาบานยีสตเปนดังนี้ 

 - โคลน YS1คือ S. cerevisiae สายพันธุ BJ5462 ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pYEX-S1 

 - โคลน YN44 คือ S. cerevisiae สายพันธุ BJ5462 ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด 

pNAY44 

 

 พลาสมิดทั้งสองชนิดมีความแตกตางกันดังนี้ 

 - พลาสมิด pYEX-S1 เปนพลาสมิดที่ไมมียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู 

 - พลาสมิด pNAY44 เปนพลาสมิด pYEX-S1 ที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูหลังโปรโม

เตอร PGK โดยมี signal sequence จากราทางดานปลาย 5’ 
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 จากนั้นนําโคโลนีที่สามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกมาจุดลงบนอาหารแข็งสําหรับ

คัดเลือกชนิดเดียวกันและมีเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 1% โดยมีตัวควบคุมผลลบเปนทรานส

ฟอรแมนทของสายพันธุเดียวกันที่ไดรับการถายโอนพลาสมิดที่ไมมียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยู 

(pYEX-S1) หลังจากบมที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 1-2 วัน นํามาราดเอทานอล 95% ลงบนผิวหนา

อาหาร รอจนกระทั่งเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.16 

 

 

 
 

รูปที่ 4.16 การเกิดบริเวณใสรอบโคโลนียีสต YN44 หลังจากราดดวยเอทานอล 95% เมื่อ

เปรียบเทียบกับ YS1 

 

 จากรูปที่ 4.16 โคลน YN44 สามารถสังเกตเห็นบริเวณใสรอบโคโลนีเมื่อเปรียบเทียบกับ

โคลน YS1 แสดงวาโคลน YN44 สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดโดยไมตองมีการชักนําและผลิตได

ตลอดเวลาที่เซลลมีการเจริญเติบโต จากนั้นมีการทดสอบการหลั่งเดกซแทรนเนสออกนอกเซลล

โดยนําโคลนทั้งสองไปเลี้ยงในอาหารเหลว YPD บมที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 1 วัน จากนั้นดูด

อาหารเลี้ยงเชื้อมาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จากนั้นดูดสวน

ใสดานบนไปทดสอบแอกทิวิตีเดกซแทรนเนสบนอาหารแข็งที่มีเดกซแทรน โดยนําอาหารที่มีการ

เติมเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม 1% มาเจาะชองบนอาหารโดยใช cork borers เบอร 5 จากนั้น

หยอดสวนใสที่ไดลงไปปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลาขามคืน จากนั้น

นํามาราดดวยเอทานอล 95% เพื่อตรวจสอบการเกิดบริเวณใส โดยผลที่ไดดังแสดงในรูปที่ 4.17 

YS1 
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รูปที่ 4.17 การทดสอบแอกทิวิตีเดกซแทรนเนสจากน้ําเลี้ยงเชื้อของ YN44 บนอาหารแข็งที่มีเดกซ

แทรนเมื่อเปรียบเทียบกับ YS1 

 

 จากผลการทดลองพบวาน้ําเลี้ยงเชื้อของ YN44 มีแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสเนื่องจาก

สามารถยอยเดกซแทรนและเกิดเปนบริเวณใสรอบหลุมไดเมื่อราดดวยเอทานอล ในขณะที่น้ําเลี้ยง

เชื้อของ YS1 ไมเกิดบริเวณใสรอบหลุมเมื่อราดดวยเอทานอล แสดงวาโคลน YN44 สามารถผลิต

เดกซแทรนเนสและหลั่งออกนอกเซลลได ดังนั้นการผลิตเดกซแทรนเนสโดยใช S. cerevisiae สาย

พันธุ BJ5462 ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pNAY44 เปนเซลลผูผลิต สามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได

โดยตรงจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 

 
 4.5.2 การแสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE 
 
 จากการตรวจสอบการแสดงออกของเดกซแทรนเนสบนอาหารแข็งพบวา RN6 สามารถ

ผลิตเดกซแทรนเนสและใหบริเวณใสรอบโคโลนีที่กวางที่สุดเมื่อเทียบกับโคลนแบคทีเรียอ่ืนๆ 

ดังนั้นจึงนําโคลน RN6 มาใชวิเคราะหการแสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิธี SDS-PAGE โดย

นําโคลน RE และ RN6 มาเลี้ยงในอาหารเหลวและชักนําใหผลิตเดกซแทรนเนสโดยเติม IPTG ที่

ความเขมขนสุดทายเทากับ 400 ไมโครโมลาร เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวิเคราะหการ

แสดงออกเปรียบเทียบกับโคลน RE และ RN6 ที่ไมไดชักนําใหผลิตเดกซแทรนเนสดวย IPTG ตาม

วิธีในขอ 3.12.2 ไดผลการวิเคราะหดวย SDS-PAGE ดังในรูปที่ 4.18 

YS1 YN44 
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รูปที่ 4.18 การแสดงออกของ RN6 ในเจล SDS-PAGE หลังการยอมดวย Coomassie Blue G250 

 

ชองที่ M  Molecular weight marker 

ชองที่ 1   RE ที่ไมไดชักนําดวย IPTG 

ชองที่ 2   RE ที่ชักนําดวย IPTG 

ชองที่ 3   RN6 ที่ไมไดชักนําดวย IPTG 

ชองที่ 4   RN6 ที่ชักนําดวย IPTG  

 

 จากผลการทดลองในชองที่ 4 ซึ่งเปน RN6 ที่มีการชักนําการแสดงออกของเดกซแทรน 

เนสดวย IPTG มีแถบที่เพิ่มข้ึนมาตามตําแหนงที่ลูกศรชี้ เมื่อเปรียบเทียบกับ RE ที่ไมมีและมีการ

ชักนําดวย IPTG และ RN6 ที่ไมมีการชักนําดวย IPTG ซึ่งคาดวาเปนแถบของเดกซแทรนเนสที่ 

RN6 ผลิตขึ้นมา และเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในพลาสมิด pNAH6 

ตั้งแตบริเวณจุดเริ่มตนการแปลรหัสจนถึงจุดสิ้นสุดการถอดรหัสไปทดลองแปลรหัสโดยใช

โปรแกรมสําหรับถอดรหัส (Translate tool) ในเว็บไซต 0http://br.expasy.org/tools/dna.html ซึ่ง

ไดลําดับเพปไทดของเดกซแทรนเนสเทากับ 629 หนวย (ภาคผนวก ค9) จากนั้นนําลําดับเพปไทด

ที่ไดไปหาน้ําหนักโมเลกุลโดยใชโปรแกรมสําหรับคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน (molecular 

weight calculation form) ในเว็บไซต 1Hhttp://pir.georgetown.edu/pirwww/search/comp_mw. 

shtml ไดน้ําหนักโมเลกุลของเดกซแทรนเนสจากการคํานวณประมาณ 68,404.78 ดาลตัน ซึ่งแถบ

ของเดกซแทรนเนสที่ RN6 ผลิตขึ้นมามีขนาดใกลเคียงกับน้ําหนักโมเลกุลของเดกซแทรนเนสที่ได

จากการคํานวณ และเพื่อยืนยันวาแถบดังกลาวเปนเดกซแทรนเนสจริง จึงไดนําไปตรวจสอบแอกทิ

วิตีของเดกซแทรนเนสใน Blue dextran SDS-PAGE ตอไป 

 

50 KDa 

75 KDa 
~ 68 KDa 

M           1            2            3            4 
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 4.5.3 การแสดงแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสบน Blue dextran SDS-PAGE  
 

 เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE ของ

โคลน RN6 แลวพบวามีแถบที่เพิ่มข้ึนมาบริเวณตําแหนงขนาดประมาณ 68 กิโลดาลตัน โดยคาด

วาแถบนี้คือเดกซแทรนเนสที่ผลิตขึ้น ดังนั้นเพื่อยืนยันวาแถบดังกลาวเปนเดกซแทรนเนสจริงจึงนํา

ตัวอยางโปรตีนหยาบของโคลน RN6 ที่ชักนําดวย IPTG แยกบนเจล SDS-PAGE ควบคูไปกับเจล 

Blue dextran SDS-PAGE เมื่อผานการแยกดวยกระแสไฟฟาเสร็จเรียบรอยแลวนําเจล SDS-

PAGE ไปยอมดวย Coomassie Blue G250 และลางสีออกดวย destaining solution ไดผลดังใน

รูปที่ 4.19 (ก) สําหรับเจล Blue dextran SDS-PAGE นําไปทดสอบแอกทิวิตีตามวิธีในขอ 3.12.3 

ไดผลดังในรูปที่ 4.19 (ข) 

 

 

                              
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.19 แสดงเจล SDS-PAGE หลังการยอมดวย Coomassie Blue G250 ของโคลน RN6 ที่มี

การชักนําดวย IPTG (ก) และแอกทิวิตีบน Blue dextran SDS-PAGE ของตัวอยางโปรตีนหยาบ

ของโคลน RN6 ที่ชักนําดวย IPTG (ข) (ลูกศรแสดงตําแหนงของแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสบน 

Blue dextran SDS-PAGE) 

 

ชองที่ M  Molecular weight marker 

ชองที่ 1   โปรตีนหยาบของโคลน RN6 ที่ชักนําดวย IPTG  

 

 จากผลการทดลองพบวาบนเจลที่ผสม Blue dextran มีบริเวณใสที่เกิดจาก Blue dextran 

ถูกยอย (รูปที่ 4.19 (ข)) เกิดขึ้น ซึ่งเปนตําแหนงเดียวกันกับแถบของเดกซแทรนเนสที่เห็นบนเจล 

(ก) (ข) M          1          

50  

250  

100  

20  
25  

37  

150  

75  

KDa 
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SDS-PAGE หลังจากยอมดวย Coomassie blue R250 ซึ่งเปนการยืนยันวาแถบที่เห็นนั้นเปน

เดกซแทรนเนสจริงและเดกซแทรนเนสดังกลาวสามารถทํางานโดยยอย Blue dextran ได 
 
4.6 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนส 
 
 จากการทดลองเมื่อผลิตเดกซแทรนเนสโดยเซลลเจาบานแบคทีเรียพบวา RN6 สามารถ

ผลิตเดกซแทรนเนสไดมากที่สุด ดังนั้นเพื่อใหสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดมากที่สุดโดย RN6 จึง

นํา RN6 มาใชในการหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสโดยมีการแปรผันอุณหภูมิใน

การผลิต ความเขมขนของ IPTG และเวลาในการผลิตหลังชักนําดวย IPTG  

 
 4.6.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนส 
 

 เล้ียงเชื้อ RN6 และชักนําใหผลิตเดกซแทรนเนสโดยบมเขยาที่อุณหภูมิตางๆกัน คือ 30, 

37 และ 40oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง ตามวิธีในขอ 3.13.1 จากนั้นเก็บตัวอยางและวิเคราะหการ

แสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิธี SDS-PAGE ที่ความเขมขนเจล 10 เปอรเซ็นต ตามวิธีในขอ

3.12.2 ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.20 จากผลการทดลองพบวารีคอมบิแนนทเดกซแทรน

เนสที่ผลิตไดมีการสะสมอยูในอินคลูชันบอดี (insoluble fraction, รูปที่ 4.20(ก)) ในขณะที่ไมพบ

โปรตีนขนาดดังกลาวในชุดควบคุมผลลบ (ไมไดแสดงผลไว) และใน soluble fraction (รูปที่ 4.20(

ข)) โดยที่เมื่อผลิตเดกซแทรนเนสที่อุณหภูมิ 30oซ ใหปริมาณเดกซแทรนเนสนอยกวาที่ผลิตที่

อุณหภูมิ 37oซ และ 40oซ และที่อุณหภูมิ 37oซ และ 40oซ ใหปริมาณเดกซแทรนเนสไมแตกตางกัน

เมื่อเปรียบเทียบขนาดความหนาของแถบที่เปนเดกซแทรนเนส ดังนั้นจึงเลือกอุณหภูมิ 37oซ ไปใช

ในการทดลองตอไป เนื่องจากเปนอุณหภูมิทั่วไปที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ และประหยัดพลังงาน

มากกวาที่ 40oซ 
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รูปที่ 4.20 เจล SDS-PAGE หลังการยอมดวย Coomassie Blue G250 ของตัวอยางที่เก็บจากแต

ละอุณหภูมิ (ก) ตัวอยาง insoluble fraction (ข) ตัวอยาง soluble fraction (ชองที ่M  คือ 

Molecular weight marker) 
 
4.6.2 ความเขมขนของ IPTG ที่เหมาะสมในการชักนําการผลิตเดกซแทรนเนส 
 

 เมื่อเลี้ยงเชื้อ RN ที่อุณหภูมิ 37oซ และชักนําใหผลิตเดกซแทรนเนสโดยใชความเขมขน 

IPTG ที่แตกตางกันคือ 25, 50, 100, 200, 400 และ 600 ไมโครโมลาร และมีชุดควบคุมผลลบที่ไม

เติม IPTG ตามวิธีในขอ 3.13.2 จากนั้นเก็บตัวอยางและวิเคราะหการแสดงออกของเดกซแทรน

เนสโดยวิธี SDS-PAGE ที่ความเขมขนเจล 10 เปอรเซ็นต ตามวิธีในขอ 3.12.2 ผลการทดลอง

แสดงในรูปที่ 4.21 โดยพบวาที่ทุกความเขมขนของ IPTG ชักนําใหเกิดการผลิตเดกซแทรนเนสใน

อินคลูชันบอดีและสามารถชักนําใหเกิดการผลิตเดกซแทรนเนสในปริมาณที่เทากัน ดังนั้นจึงเลือก

ความเขมขน IPTG 25 ไมโครโมลาร ไปใชในการทดลองตอไป เนื่องจากเปนความเขมขนต่ําสุดที่

สามารถชักนําใหผลิตเดกซแทรนเนสได 
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รูปที่ 4.21 เจล SDS-PAGE หลังการยอมดวย Coomassie Blue G250 ของตัวอยาง (insoluble 

fraction) ที่ชักนําใหผลิตเดกซแทรนเนสที ่IPTG ความเขมขนตางๆ (ชองที ่M  คือ Molecular 

weight marker) 
  
 4.6.3 เวลาที่เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสหลังการชักนําดวย IPTG 
  

 เมื่อเลี้ยงเชื้อ RN ที่อุณหภูมิ 37oซ และชักนําใหผลิตเดกซแทรนเนสโดยใชความเขมขน 

IPTG ที่ 25 ไมโครโมลาร และเก็บตัวอยางทุกชั่วโมงหลังจากชักนําดวย IPTG ตามวิธีในขอ 3.13.3 

แลววิเคราะหการแสดงออกของเดกซแทรนเนสโดยวิธี SDS-PAGE ที่ความเขมขนเจล 10 

เปอรเซ็นต ตามวิธีในขอ 3.12.2 ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.22  โดยพบวาตั้งแตชั่วโมงที่ 1 

ถึงชั่วโมงที่ 6 การผลิตเดกซแทรนเนสมีปริมาณเพิ่มข้ึนแปรผันตามระยะเวลา และหลังจากชัว่โมงที ่

6 เปนตนไป มีปริมาณของเดกซแทรนเนสคงที่ ดังนั้นเวลาที่เหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนท

เดกซแทรนเนสใหไดปริมาณมากที่สุดคือ 6 ชั่วโมงหลังจากชักนําดวย IPTG โดยที่ยังคงมีการผลิต

ในอินคลูชันบอดี  
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รูปที่ 4.22 เจล SDS-PAGE หลังการยอมดวย Coomassie Blue G250 ของตัวอยาง (insoluble 

fraction) ที่เก็บทุกชั่วโมงหลังจากชักนําดวย IPTG (ชองที่ M คือ Molecular weight marker) 

 

 จากการทดลองหาภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตเดกซแทรนเนสโดยใชเซลลผูผลิต

แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ Rosetta-gami B(DE3)pLysS โคลน RN6 พบวาภาวะที่เหมาะสม

สําหรับผลิตรีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสคือ ที่อุณหภูมิ 37oซ ความเขมขน IPTG 25 ไมโครโมลาร 

เปนเวลา 6 ชั่วโมง 

 

 
4.7 ความบริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสหลังทําบริสุทธิ์ดวยชุดทําบริสุทธิ์
โปรตีน His Bind® Purification Kits 
 
 เมื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตรีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสจากเซลลผูผลิตแบคทีเรีย 

RN6 ไดแลวจึงนําเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดมาทดสอบวามีการแปลรหัสใหฮิสทิดีนได 6 หมู ทางดาน 

3’ อยางที่คาดไวจริงหรือไม โดยการนํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพ ซึ่ง

หลักการทําโครมาโทรกราฟดังกลาวใชไอออนของโลหะนิกเกลเปนตัวจับกับโปรตีนทีมีฮิสทิดีน

เชื่อมตอกัน 6-8 หมู เนื่องจากสายเพบไทดบริเวณที่มีฮิสทิดีนเชื่อมตอกันหลายหนวยจะมีประจุ

ของสายเพปไทดบริเวณนั้นเปนลบซึ่งจะจับกับไอออนของโลหะนิกเกลซึ่งเปนบวกดวยพันธะไอออ

นิก ดังนั้นโปรตีนอื่นที่อยูในสารละลายจะไมสามารถจับกับไอออนของโลหะนิกเกลไดจะผาน

ออกมาจากคอลัมน เมื่อผานคอลัมนดวย wash buffer โปรตีนที่สามารถจับกับคอลัมนไมไดหรือ

จับกับคอลัมนไดดวยแรงอยางออนจะหลุดออกมาจากคอลัมน หลังจากนั้นจะชะโปรตีนซึ่งมีหมูฮิส

ทิดีนหลายหนวยทางดานปลายสายดานใดดานหนึ่งดวย elute buffer โปรตีนดังกลาวจะหลุด

ออกมาและไมมีการปนเปอนจากโปรตีนชนิดอื่นๆในสารละลาย ทําใหโปรตีนที่ไดมีความบริสุทธิ์ 
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และเพื่อยืนยันวาแถบหนาที่ปรากฏในเจล SDS-PAGE นั้นเปนเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจริงจึง

นํามาทํา SDS-PAGE เปรียบเทียบกับโปรตีนหยาบ (เซลล) ดวย 

 

 เมื่อเลี้ยงเชื้อ RN6 ที่อุณหภูมิ 37oซ และชักนําใหผลิตเดกซแทรนเนสโดยใชความเขมขน 

IPTG ที่ 25 ไมโครโมลาร เปนเวลา 6 ชั่วโมง แลวนํามาแยก fraction และนําสวนอินคลูชันบอดีมา

ละลายดวยยูเรีย ความเขมขน 6 โมลาร จากนั้นนําสวนใสที่ไดไปทําเดกซแทรนเนสใหบริสุทธิ์ดวย 

His Bind® Resin Chromatography ตามวิธีในขอ 3.14 และนําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของรี

คอมบิแนนทเดกซแทรนเนสที่ไดโดยวิธี SDS-PAGE ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.23 

 

                                      

 
 

รูปที่ 4.23 เจล SDS-PAGE หลังการยอมดวย Coomassie Blue G250 ของผลิตภัณฑที่ไดหลัง

การทําใหบริสุทธดวยโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพ  

 

ชอง M   Molecular weight marker 

ชองที่ 1   โปรตีนหยาบ 

ชองที่ 2   ตัวอยาง fraction ที่ลางคอลัมน 

ชองที่ 3   เดกซแทรนเนสบริสุทธิ์  

 

 หลังจากการทาํรีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสใหบริสทุธิด์วยโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพ 

ไดเดกซแทรนเนสบริสุทธิท์ี่มขีนาดประมาณ 68 กิโลดาลตัน ซึง่มีขนาดเทากนักับที่ไดคาดไว และ

สามารถยืนยนัไดวาแถบทีห่นาขึ้นในเจล SDS-PAGE ที่เหน็จากการตรวจสอบการแสดงออกของ

เดกซแทรนเนสดวยวิธ ีSDS-PAGE (ขอ 4.5.2) นัน้เปนโปรตีนเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดจริง และ

สามารถนํามาทําใหบริสุทธิ์ไดดวยโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพซึ่งเปนการยืนยันวารีคอมบิแนนท

เดกซแทรนเนสมีการเชื่อมตอกับฮิสทิดนี 6 หมู ทางดาน 3’ 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 จากการศึกษาการแสดงออกของเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 พบวา 

P. pinophilum SMCU 3-14 จะสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดเมือ่มีการชักนําจากเดกซแทรน

เทานั้น เนื่องจากเมื่อเลีย้ง P. pinophilum SMCU 3-14 ในอาหารที่ใชซูโครส 5% เปนแหลง

คารบอนและไมมีการเติมเดกซแทรน จะไมมีการแสดงออกของเดกซแทรนเนส ซึง่การผลิตเดกซ

แทรนเนสโดยราและแบคทีเรียหลายชนิดนั้น พบวาจําเปนตองมีการชักนาํดวยเดกซแทรนทั้งสิ้น 

เชน การศึกษาทีพ่บใน P. luteum, P. minioluteum, F. moniliforme, P. aculeatum, P. notatum 

และเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย เชน Pseudomonas UQM 733, Arthrobacter globiformis T-

3044, S. mutans, S. sanguis, S. salivarius, S. downei, S. criceti, Bacteroides spp., 

Bifidobacterium spp. และ Fusobacterium spp. สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดดีเมื่อมีการชกั

นําจากเดกซแทรน อยางไรก็ตามกม็ีแบคทีเรียจากดินบางชนิด เชน Actinomyces sp. และพืชใน

สกุล Avena ที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดโดยไมตองมีการชกันาํจากเดกซแทรน (Khalikova 

และคณะ, 2005) 

 จากการศึกษาผลการแสดงออกของเดกซแทรนเนสจาก P. pinophilum SMCU 3-14 เมื่อ

มีการชักนําดวยเดกซแทรน พบวาวันที่ 3 และ 5 มีการแสดงออกของเดกซแทรนเนสที่ใกลเคียงกัน 

หลังจากนั้นจึงลดลงในวันที่ 7 และต้ังแตวันที่ 9-15 ไมมีการแสดงออกของเดกซแทรนเนส ซึ่งแสดง

วาการผลิตเดกซแทรนเนสคอยๆลดลง จนไมมีการผลิตโดยคาดวาเนื่องจากปริมาณของเดกซ

แทรนเนสในอาหารที่ใชเปนตัวชักนํานั้นคอยๆ ลดลงจนหมดไป ดังนั้นจึงไมมีเดกซแทรนเหลือมา

ชักนําให P. pinophilum SMCU 3-14 ผลิตเดกซแทรนเนส และจากการสังเกตระหวางที่เล้ียงเชื้อ

นั้นพบวา หลังจากวันที่ 9 เปนตนไป เซลลของราเริ่มตาย โดยเมื่อนําตัวอยางมากรองเพื่อเก็บเสน

ใยนั้น เสนใยมีลักษณะไมเปนแผนเหมือนกับวันที่ 3-7 ดังนั้นจึงคาดวาอาจเปนอีกสาเหตุหนึ่งที่ทํา

ใหเชื้อไมมีการแสดงออกของเดกซแทรนเนส 

 Kang และคณะ (2005) ไดโคลนยีนเดกซแทรนเนสจากยีสต Lipomyces starkeyi 

KSM22 โดยไดคัดแยกอารเอ็นเอจากเชื้อตัวอยางที่เวลา 36 ชั่วโมง เพื่อนํายีนเดกซแทรนเนสดัง 

กลาวไปแสดงออกใน S. cerevisiae พบวาสามารถผลิตเดกซแทรนเนสจาก S. cerevisiae และ

นําไปหาลักษณะสมบัติได นอกจากนี้ Garcia และคณะ (1996) โคลนยีนเดกซแทรนเนสจาก  

P. minioluteum จากคลังของ cDNA โดยเลี้ยงเชื้อ P. minioluteum เปนเวลา 56 ชั่วโมงและเก็บ

ตัวอยางเสนใยมาสกัดอารเอ็นเอ จากนั้นนํายีนเดกซแทรนเนสที่โคลนไดไปแสดงออกใน E. coli 
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สายพันธุ BL21(DE3)pLysS พบวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดมีขนาด 67 กิโลดาลตัน และสามารถ

จดจําไดดวยแอนติเดกซแทรนเนสแอนติบอดี (anti-dextranase antibody) โดยผูวิจัยทั้งสองกลุม

เลือกสกัดอารเอ็นเอจากตัวอยางที่เลี้ยงดวยอาหารที่มีการเติมเดกซแทรนเปนตัวชักนํา โดยเลี้ยง

เซลลไมเกิน 3 วัน และยังไมพบรายงานการโคลนยีนเดกซแทรนเนสจากสิ่งมีชีวิตอื่นๆที่ใชตัวอยาง

อารเอ็นเอจากการชักนําดวยเดกซแทรนเนสที่มีอายุมากกวา 3 วันขึ้นไป 

 การเพิม่ปริมาณยีนเดกซแทรนเนสจาก cDNA ที่เตรียมไดโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรส และไพรเมอร Dex14F และ Dex14R แลวโคลนเขาในเวกเตอรและคัดเลือกจนได 

พลาสมิด pNA-1 จากนั้นตดัตอยีนเดกซแทรนเนสออกมาจากพลาสมดิ pNA-1 และนําไปเชื่อมตอ

กับเวกเตอรสาํหรับแสดงออก จนกระทั่งไดเปนพลาสมดิ pNAH6 และ pNAH29 แลวนาํพลาสมดิ

ทั้งสองไปหาลาํดับนิวคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในพลาสมิดดังกลาว พบวายีน

เดกซแทรนเนสที่ไดมีลําดับนิวคลีโอไทดทีเ่หมือนกับกรอบอานรหัสเปดที่พิมลรัตน (2549) ได

รายงานไวทุกประการ ยกเวนนวิคลีโอไทดลําดับที่ 1,824 ซึ่งอยูกอนรหัสหยุด ทีพ่ิมลรัตนรายงาน

ไวเปนเบส C แตลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจาก pNAH6 และ pNAH29 นั้นนวิคลีโอไทดนี้ไดถกู

เปล่ียนเปนจุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI ซึ่งมีการออกแบบไวในไพรเมอร และเมื่อตัดดวย

เอนไซม BamHI แลวจึงนําไปเชื่อมตอเขากับเวกเตอร จะเปลี่ยนแปลงทําใหเกิดการแปลรหัสตอไป

ไดโดยไมหยุดแปลรหัสที่รหสัหยุด ซึง่จะทําใหโปรตีนทีผ่ลิตไดมีการเชื่อมตอเขากับฮิสทิดีน 6 หมู

ทางดานปลายคารบอกซีของสายพอลิเพปไทดได ดังนัน้จึงสรุปไดวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน

เดกซแทรนเนสที่ไดจาก cDNA นั้นเหมือนกนัทกุประการกับลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากโครโมโซม 

และจากการศึกษาครั้งนี้ทาํใหสามารถยนืยันไดวา ยีนเดกซแทรนเนสของ P. pinophilum SMCU 

3-14 ที่อยูบนโครโมโซมนัน้ไมมีอินทรอน และนาจะเปนลักษณะเฉพาะของยีนเดกซแทรนเนสในรา

สกุล Penicillium เนื่องจากผลการวิจยัสอดคลองกับรายงานการศึกษายีนเดกซแทรนเนสจากราใน

สกุล Penicillium ของ Garcia และคณะ (1996), Roca และคณะ (1996) และ Li และคณะ 

(2006) ที่พบวายีนเดกซแทรนเนสที่โคลนไดไมมีอินทรอน 

 เมื่อนําพลาสมิดสําหรับแสดงออกที่คัดเลือกได คือ pNAH6 และ pNAY44 ไปถายโอนเขา

สูเซลลเจาบานสําหรับแสดงออกที่เหมาะสม พบวาพลาสมิดทั้งสองสามารถแสดงออกเดกซแทรน

เนสไดเมื่อนําไปทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมเดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมลงไป หลังจาก

การเลี้ยงเชื้อแลวราดทับดวยเอทานอล 95% โดยวิธีการตรวจสอบดังกลาวเปนท่ีนิยมใชกันอยาง

กวางขวางมาเปนเวลานานแลวเพื่อตรวจสอบสิ่งมีชีวิตที่มีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส 

เชน Simonson และ Liberta (1975) ใชวิธีดังกลาวนี้ในการคัดแยกราที่มีความสามารถในการผลติ

เดกซแทรนเนสได พบวามีรา 10 สายพันธุจากทั้งหมด 179 สายพันธุที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนส

ได และ 10 สายพันธุดังกลาวคือราในสกุล Fusarium และ Penicillium และพบวาราในคลาส 
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basidiomycetes 123 สายพันธุ, ascomycetes 13 สายพันธุ, zygomycetes 13 สายพันธุ และ 

deuteromycetes 20 สายพันธุ ที่นํามาทดสอบไมสามารถผลิตเดกซแทรนเนสได และอีกตัวอยาง

หนึ่งคืองานวิจัยของ Tamura และคณะ (2007) ที่ใชวิธีดังกลาวตรวจสอบเชื้อในชองปากหลาย

สายพันธุและพบวา S. ratti BHT, S. mutans MT8148, S. mutans MT557, S. sorbrinus SL1, 

S. sorbrinus 6715DP และ S. downei MFe28 สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได 

เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของเดกซแทรนเนสในแบคทีเรียระหวาง E. coli สองสาย

พันธุ พบวา E. coli สายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดมาก 

กวา E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS ทั้งนี้มีสาเหตุเนื่องมาจากสายพันธุ Rosetta-Gami 

B(DE3)pLysS เปนสายพันธุที่อนุพันธมาจาก E. coli สายพันธุ Tuner (B strain) ซึ่งในการแปล

รหัสนั้นไดถูกดัดแปลงใหมี tRNA ที่เปน rare codon ที่จะประมวลรหัสใหกรดอะมิโนที่ปกติผลิตได

นอยใน E. coli สามารถผลิตไดมากขึ้น (Gräslund และคณะ, 2008) ถึง 6 โคดอน คือ AUA, 

AGG, AGA, CUA, CCC และ GGA ทําใหการแปลรหัสจากโคดอนที่ไมคอยพบใน E. coli มี

ประสิทธิภาพดีข้ึน สวนสายพันธุ BL21(DE3)pLysS นั้นไมมี rare tRNA supplement ทําให 

tRNA สําหรับกระบวนการแปลรหัสนั้นไมเพียงพอ ทําใหประสิทธิภาพในการสรางสายเพปไทด

เกิดขึ้นไดชา หรือเกิดการนําเอากรดอะมิโนที่ผิดเขาไปเชื่อมตอกับสายเพปไทด (amino acid 

misincorporation) ดังนั้นในกระบวนการแปลหรัสเปนโปรตีนจึงไมสมบูรณ ทําใหกระบวนการ

แปลรหัสโดยอานโคดอนของราใน E. coli สายพันธุ BL21(DE3)pLysS จึงอาจทําไดไมเต็มที่ 

ปริมาณโปรตีนที่ผลิตไดจึงมีนอยกวาสายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS (Brinkmann และ

คณะ, 1989; Kane, 1995; Kurland และ Gallant, 1996; Seidel และคณะ, 1992) ดังนั้นในกรณี

ที่ตองการโคลนยีนที่มาจากยูแคริโอตแลวใหมีการแสดงออกในโพรแคริโอต โดยเฉพาะในเซลลของ 

E. coli นั้นจึงนิยมใชสายพันธุ E. coli สายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS เปนเซลลเจาบาน 

ซึ่งจะทําใหการอานและการแปลรหัสโปรตีนเกิดขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพสูง โดยจากการศึกษา

เกี่ยวกับการผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนมากมายจากยูแคริโอตโดยใช E. coli สองสายพันธุนี้ พบวา

ผลการศึกษาเปนไปในแนวทางเดียวกันคือ เมื่อผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีนจาก E. coli สายพันธุ 

Rosetta-Gami B(DE3)pLysS นั้นสามารถผลิตโปรตีนเปาหมายไดในปริมาณมากกวาสายพันธุ 

BL21(DE3)pLysS (Liu และคณะ, 2007; Hou และคณะ, 2007; Madan และ Gopal (2007)) 

 จากการศึกษาผลของ signal peptide จาก P. pinophilum SMCU 3-14 ตอการ

แสดงออกใน E. coli พบวาเมื่อผลิตรีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสจากพลาสมิด pNAH6 ซึ่งมีสวน

ของ signal peptide จากราเชื่อมตออยูทางดานปลาย 5’ ของยีนเดกซแทรนเนสนั้น พบวาสามารถ

ผลิตรีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสไดปริมาณมากกวาเมื่อผลิตจากพลาสมิด pNAH29 ที่ไมมี 

signal peptide จากราติดมา รวมทั้งยังมีบางสวนของยีนเดกซแทรนเนส (กรดอะมิโน 14 หมู) 
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หายไป ใน E. coli ทั้งสองสายพันธุ (เปรียบเทียบจากวงใสรอบโคโลนีที่เกิดขึ้น, รูปที่ 4.15) ทั้งนี้

อาจเปนผลมาจาก signal peptide จากราสามารถจดจําไดใน E. coli ทําใหสามารถสงเดกซแทรน

เนสออกสูนอกเซลลไดมากกวา ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบบริเวณใสรอบโคโลนีของ E. coli ที่ไดรับการ

ถายโอนพลาสมิด pNAH6 จึงมีมากกวา E. coli ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pNAH29 ถึงแม

อาจจะผลิตเดกซแทรนเนสไดในปริมาณที่เทากัน แตอยางไรก็ตามมีรายงานการวิจัยจาก 

Humphreys และคณะ (2000) โดยผูวิจัยดังกลาวไดศึกษาผลของ signal peptide จากยูแคริโอต

หลายชนิดวาสามารถขนสงโปรตีนออกไปยังเพอริพลาซึมของ E.coli ไดหรือไม ซึ่งผลจากการวิจัย

กลาวไววา signal peptide ของยูแคริโอตสวนใหญไมสามารถทํางานและขนสงโปรตีนออกไปยัง

เพอริพลาซึมของ E.coli ได อีกทั้งยังไมรายงานเกี่ยวกับ signal peptide จากราในสกุล 

Penicillium ที่สามารถจดจําและขนสงโปรตีนออกนอกเซลล E. coli ได หรืออาจเปนเพราะสวน

ของเดกซแทรนเนสทางดานปลายกรดอะมิโนที่ขาดหายไปเปนสวนที่มีความสําคัญตอการแสดง

แอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสทําให E. coli ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pNAH29 มีการแสดงออก

ของเดกซแทรนเนสนอยกวา E. coli ที่ไดรับการถายโอนพลาสมิด pNAH6 

 เปนที่ทราบกันวาการนําเฮเทอโรโลกัสยีนมาแสดงออกใน E. coli นั้นมีปจจัยหลาย

ประการที่มีผลตอระดับการแสดงออกของโปรตีนที่ตองการ เชน สายพันธุของแบคทีเรีย, ชนิดของ

เวกเตอร, ภาวะในการเลี้ยง ซึ่งประกอบรวมดวย องคประกอบและความเปนกรดเบสของอาหาร

เล้ียงเชื้อ, อุณหภูมิ, อัตราการเขยา, ปริมาณความเขมขนของสารชักนํา, และระยะเวลาในการชัก

นํา ดังกลาวมาแลว (Gräslund และคณะ, 2008; Sørensen และ Mortensen, 2005; Terpe, 

2006) ดังนั้นสําหรับแตละยีนที่ตองการแสดงออกจึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่ตองแปรผันปจจัย

เหลานี้เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมและเพื่อใหการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายที่สูงที่สุด จาก

การศึกษาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเดกซแทรนเนสใน E. coli สายพันธุ Rosetta-gami 

B(DE3)pLysS พบวาตองเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37oซ และชักนําดวย IPTG ที่ความเขมขน IPTG 25 ไม

โครโมลาร เปนเวลา 6 ชั่วโมง  

เนื่องจากการชักนําการแสดงออกของโปรโมเตอร T7 ดวย IPTG นั้น ถาใช IPTG ความ

เขมขนสูงจะมีระดับการแสดงออกของยีนที่สูงมาก เมื่อโปรตีนที่ผลิตขึ้นมีปริมาณมากและเกิดการ 

folding ไดชา โปรตีนอาจจะถูกยอยสลายไปหรือเกิดการสะสมเปนอินคลูชันบอดีภายในเซลล  

ขอจํากัดอยางหนึ่งของการ folding โปรตีนภายในเซลล E. coli นั้นขึ้นกับภาวะรีดิวซภายในไซ

โทพลาซึม โดยโปรตีนสวนใหญจะเกิดการ folding ไดดีเมื่อถูกสงออกไปอยูในเพอริพลาซึม แมวา 

E. coli สายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS จะมีการกลายพันธุที่ยีนกลูตาไทโอนรีดักเทส 

(glutathione reductase; gor) และไทโอรีดอกซินรีดักเทส (thioredoxin reductase; trxB) ซึ่งจะ

ชวยสงเสริมการสรางพันธะไดซัลไฟดของโปรตีนที่อยูในไซโทพลาซึมไดก็ตาม (Aslund และคณะ, 
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1999; Prinz และคณะ, 1997) แตการผลิตรีคอมบิแนนทเดกซแทรนเนสภายใน E. coli สายพันธุ

ดังกลาวก็ยังพบวาเกิดการสะสมในอินคลูชันบอดีไดเสมอเชนกัน เชน การผลิตแอลคีนโมโนออกซิ

จีเนส โดย Champreda และคณะ (2004), การผลิตคารบอกซิลเอสเทอเรส โดย Dominique และ

คณะ (2006), การผลิตเมทัลโลโพรทีเนส ADAMTS13 โดย Zanardelli และคณะ (2006), และการ

ผลิตไทโรซีนฟอสฟาเทส โดย Madan และ Gopal (2007) เปนตน การผลิตรีคอมบิแนนทเดกซ

แทรนเนสใน E. coli สําหรับงานวิจัยนี้นั้น พบวาเกิดการสะสมเปนอินคลูชันบอดี ซึ่งแมวาไดลด

ปริมาณความเขมขนของ IPTG ลงแลวก็ตามก็ยังคงพบวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดยังคงเกิดการ

สะสมเปนอินคลูชันบอดีซ่ึงเปนรูปที่ไมสามารถทํางานได แตอยางไรก็ตามการผลิตรีคอมบิแนนท

โปรตีนแลวมีการสะสมเปนอินคลูชันบอดีก็มีขอดีในแงของชวยใหงายตอการแยกรีคอมบิแนนท

โปรตีนออกจากโปรตีนอ่ืนๆของเซลล รวมทั้งไดรีคอมบิแนนทโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์สูงและมี

ความเสถียร, ไมถูกยอยโดยโปรตีเอสไดงาย จึงทําใหประหยัดตนทุนและเวลาในการผลิต (Kane 

และ Hartley, 1988) 

 สําหรับการผลิตเดกซแทรนเนสโดยใชเซลลผูผลิตคือ S. cerevisiae สายพันธุ BJ5462 

สามารถผลิตและหลั่งออกสูนอกเซลลไดเนื่องจากทางดานปลายดานกรดอะมิโนของสายพอลิเพป

ไทดมีการเชื่อมตอกับ leader peptide จาก Kluyveromyces lactis ทําใหเดกซแทรนเนสถูกสง

ออกนอกเซลลได มีการศึกษามากมายที่แสดงวา leader peptide จาก Kluyveromyces lactis 

สามารถจดจําโดย S. cerevisiae ไดและทําใหสามารถขนสงโปรตีนออกนอกเซลล S. cerevisiae 

ได ตัวอยางเชน งานวิจัยของ Baldari และคณะ (1987) ไดทดลองนํา leader peptide จาก 

Kluyveromyces lactis มาใชในการเชื่อมตอเขากับเวกเตอรสําหรับแสดงออกในยีสตโดยเชื่อมตอ

กับยีน human interleukin 1β (IL-1β) และนําเวกเตอรดังกลาวไปแสดงออกใน S. cerevisiae 

สายพันธุ S150-2B พบวา IL-1β ที่ผลิตขึ้นนั้นถูกขนสงออกนอกเซลลไดและสามารถเก็บเกี่ยว

ผลผลิตไดประมาณ 1-2 มิลลิกรัมตอลิตร จากอาหารเลี้ยงเชื้อ และงานวิจัยของ Wong และคณะ 

(2005) ไดโคลนยีนแอลฟาอะไมเลสจากขาวบารเลยและเชื่อมตอกับ leader peptide จาก 

Kluyveromyces lactis จากนั้นนําไปแสดงออกใน S. cerevisiae พบวาแอลฟาอะไมเลสที่ผลิตได 

สามารถหลั่งออกนอกเซลล และสามารถทําบริสุทธิ์แอลฟาอะไมเลสไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 ในการผลิตเดกซแทรนเนสใน S. cerevisiae นั้นยังมีสวนของ signal peptide จากราติด

มาดวย ซึ่งแสดงวา signal peptide ดังกลาวไมมีผลกระทบตอการสงเดกซแทรนเนสออกสูนอก

เซลลยีสต รวมทั้งไมมีผลตอแอกทิวิตีการทํางานของเอนไซม เนื่องจากยังสามารถตรวจพบเดกซ

แทรนเนสไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตอยางไรก็ตามมีรายงานการศึกษาจาก Kiiskinen และ 

Saloheimo (2004) ไดกลาววา เมื่อแทนที่ signal sequence ยีนแลคเคส (laccase) จาก 

Melanocarpus albomyces ดวยยีนแอลฟาแฟกเตอรซึ่งเปน ledder peptide จาก S. cerevisiae 



 106 

จะชวยใหการผลิตรีคอมบิแนนทแลคเคสใน S. cerevisiae สามารถผลิตแลคเคสและหลั่งออกมา

สูภายนอกเซลลไดมากขึ้นถึง 200 เทา ดังนั้นหากนําสวนของ signal peptide ของเดกซแทรน

เนสออกก็นาจะสงผลทําใหไดผลผลิตของเอนไซมจากยีสตเพิ่มสูงขึ้นได 

 ดังนั้นในการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตเดกซแทรนเนสใน S. cerevisiae จึงควรศึกษา

เกี่ยวกับผลกระทบของ signal peptide จากรา ที่มีผลตอการผลิตเดกซแทรนเนส ซึ่งการตัดสวนที่

เปน signal peptide จากราออกอาจมีสวนชวยในการเพิ่มผลผลิตเดกซแทรนเนสได 

 จากการตรวจสอบเดกซแทรนเนสโดยการทํา SDS-PAGE พบวาเดกซแทรนเนสมีขนาด

ประมาณ 68 กิโลดาลตัน ซึ่งใกลเคียงกับคาที่ประเมินไดจากลําดับกรดอะมิโนที่ประมวลรหัสได

จากลําดับนิวคลีโอไทด (GenBank Accession EU635729) ซึ่งคลายกับเดกซแทรนเนสที่ไดจาก 

P. minioluteum (67 กิโลดาลตัน; Garcia และคณะ (1996)), S. suis (62 กิโลดาลตัน; Serhir 

และคณะ (1997)), และ B. fuscum var. dextranolyticum (68 กิโลดาลตัน; Mizuno และคณะ 

(1999)) 

 วิธีที่งายสําหรับการตรวจสอบแอกทิวิตีเดกซแทรนเนสคือการใชวิธี Blue dextran SDS-

PAGE ซึ่งเปนการทดสอบการทํางานของเอนไซมภายหลังการทําพอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเดกซ

แทรน แลวผานการรีเนเจอรดวยบัพเฟอรตางๆ ซึ่งถาโปรตีนที่อยูบนเจลเปนเดกซแทรนเนสก็จะ

สามารถยอยบลูเดกซแทรนทําใหมองเห็นเปนแถบใสบนเจล ณ ตําแหนงที่มีเดกซแทรนเนส วิธี

ดังกลาวนี้มีผูวิจัยหลายทานไดใชในการทดสอบแอกทิวิตีของเดกซแทนเนส เชน Tamura และ

คณะ (2007) ไดใชวิธีดังกลาวในการทดสอบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Streptococcus 

สายพันธุตางๆ, Ohnishi และคณะ (1995) ใชวิธีดังกลาวตรวจสอบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส 

จาก S. salivarius Barrett และ Curtiss (1986) ไดใชวิธีดังกลาวในการทดสอบแอกทิวิตีของเดกซ

แทรนเนสที่ไดจาก S. sobrinus เปนตน สําหรับงานวิจัยนี้ไดตรวจสอบแอกทิวิตีของเดกซแทรนเนส

ที่ผลิตไดจาก E. coli สายพันธุ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS โดยใชวิธีนี้เชนกันและพบวารีคอม

บิแนนทเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดสามารถยอยบลูเดกซแทรนไดหลังจากผานการรีเนเจอรแลว  

 เดกซแทรนเนสที่ผลิตโดยเซลลผูผลิตแบคทีเรียที่ไดจากงานวิจัยนี้สามารถนํามาทําให

บริสุทธิ์ไดดวยโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพ และเดกซแทรนเนสที่ผลิตโดยเซลลผูผลิตยีสตสามารถ

ผลิตและหลั่งออกนอกเซลลไดทําใหมีการปนเปอนจากโปรตีนเซลลชนิดอื่นมีนอย ดังนั้นเพื่อนํา

เดกซแทรนเนสไปใชในอุตสาหกรรมน้ําตาลหรือนําไปใชทางดานสุขภาพฟน สามารถนําโคลนที่ได

ไปเล้ียงขยายขนาดโดยใชภาวะที่ไดจากงานวิจัยนี้เพื่อใหไดเอนไซมในปริมาณที่มากเพียงพอ

ตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Fukumoto (1971)  

  

 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)    2 กรัม 

 โซเดียมไนเตรต (NaNO3)    2 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  2 กรัม 

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)    0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4· 7H2O)  0.5 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4· 7H2O)    0.009 กรัม 

 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม    10 กรัม 

 วุน       20 กรัม 

 

ละลายสารทุกชนิดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 โมลาร เปน 4.0 นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Fukumoto (1971) ที่ปรับปรุงโดย ศิโรจน ศรีสรากรณ (2547) 

  

 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)    3.879 กรัม 

 โซเดียมไนเตรต (NaNO3)    0.82 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  2 กรัม 

 โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)    0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4· 7H2O)  0.5 กรัม 

 กากน้ําตาล (molass)     15 มล. 

 เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรม    9.4 กรัม 
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ละลายสารทุกชนิดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 โมลาร เปน 4.0 นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี
 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ψb 
  
 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)    5 กรัม 

 ทริปโตน (tryptone)     20 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4· 7H2O)  5 กรัม 

 

ละลายสารทั้งสามชนิดในน้าํกลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 5 นอรมัล เปน 7.0 นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง ψb 
  

 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ψb และละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 

1 ลิตรเพิ่มลงไป จากนัน้นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ121oซ 

เปนเวลา 15 นาท ี
 
5. อาหารเลี้ยงเหลว Luria-Bertani (LB broth)  

  

 ทริปโตน (tryptone)     10 กรัม 

 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)    5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5 กรัม 

 

ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.2 นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี
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6. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 

 

 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB และละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 

ลิตรเพิ่มลงไป จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ121oซ เปน

เวลา 15 นาท ี

 

7. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YPD 

  

 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)    10  กรัม 

 เพปโตน (peptone)     10  กรัม 

 กลูโคส (glucose)     20  กรัม 

 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

8. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YPD 
  
 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลื้ยงเชื้อเหลว YPD และละลายวุน 20 กรัมตออาหาร 

1 ลิตรเพิ่มลงไป จากนัน้นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121oซ 

เปนเวลา 15 นาท ี

 

9. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Synthetic dextrose minimal medium (SD agar) 
 
 ผงสกัดจากยสีตที่ปราศจากกรดอะมิโน   6.7  กรัม  

 (yeast nitrogen base without amino acid) 

 กลูโคส (glucose)     20 กรัม 

 วุน        20  กรัม 

 

 ละลายสารทั้งสามชนิดในน้าํกลั่นปริมาตร 1,000 มล. นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ีกอนนาํไปใชตองเติมกรดอะมิโนที่จําเปน

บางชนิดและอะดีนีน (ภาคผนวก ก10) ลงไปดวย 
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 10. สารละลายกรดอะมิโนและอะดีนีน 

 

 - สารละลายลวิซีน (leucine) 

ละลายลวิซีน 100 มิลลิกรัมในน้าํปลอดประจุปริมาตร 10 มล.  

  

 - สารละลายฮสิทิดีน (histidine) 

ละลายฮิสทิดนี 100 มิลลิกรัมในน้าํปลอดประจุปริมาตร 10 มล.  

  

 - สารละลายทริปโตเฟน (tryptophane) 

ละลายทริปโตเฟน 100 มิลลิกรัมในน้าํปลอดประจุปริมาตร 10 มล. 

  

 - สารละลายอะดีนีน (adenine) 

ละลายอะดนีนี 20 มิลลิกรัมในน้าํปลอดประจุปริมาตร 10 มล.  

 

 สารละลายกรดอะมิโนทุกชนิดและอะดีนนีทาํใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลายผาน

ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเทต ขนาดรูกวาง 0.45 ไมครอน และเก็บรักษาไวในหลอดที่

ปราศจากเชื้อ ที่อุณหภูมิ 4oซ 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณทีใ่ชในการทดลอง 
 

1.  กลีเซอรอล 80% 

  

 นํากลเีซอรอล 87% ปริมาตร 92 มล. ผสมน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 8 มล. นาํไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121oซ เปนเวลา 15 นาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 

24 ชั่วโมง แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบ 

 

2. ชุดสกัดอารเอ็นเอ e-Zi RNA kit (sunolin corporation, Thailand) 

  

 ประกอบดวย  

   บัฟเฟอร RA 

  บัฟเฟอร RB 

  บัฟเฟอร RC 

  บัฟเฟอร RD  

  บัฟเฟอร RE 

  

 สารละลายที่ตองเตรียมเพิม่คือ 

  

 - น้ํา DEPC  

 นําน้ําปลอดประจุปริมาตร 999 มล. ใสลงในขวดที่ปลอดเชื้อ เติม DEPC ลงไป 1 มล. 

นําไปเขยาเปนเวลาขามคนื จากนัน้นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้

อุณหภูมิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

 - เอทานอล 70%ที่เตรียมดวย น้ํา DEPC  

 เจือจางเอทานอล 95% ดวยน้ํา DEPC ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 70% และนําไปเก็บ

รักษาไวที่อุณหภูมิ 4oซ 
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3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมลั 

  

 ละลายเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 1,000 มล. 

 

4.10X MOPS buffer 

  

 ละลาย MOPS 41.8 กรัมในน้าํ DEPC จนหมด จากนัน้นาํไปปรับคาความเปนกรดเบส ให

เปน 7.0 เติมโซเดียมอะซีเทต (sodium acetate) 6.8 กรัม คนจนละลายหมด เติม EDTA 1.46 

กรัม คนจนละลายหมด จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 500 มล. นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้วอุณหภูมิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ีหลังจากนึง่ฆาเชื้อแลวสารละลายจะ

เปล่ียนเปนสีเหลืองใสไมมีตะกอน 

 

5. สารละลาย 10X SSC 

  

 โซเดียมคลอไรด      175.3  กรัม 

 โซเดียมซิเตรต      82.23 กรัม 

 

 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรดเบส

เปน 7.0 เติมน้าํปลอดประจจุนครบปริมาตร 1,000 มล. จะไดสารละลาย 20X SSC นําไปนึง่ฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121oซ เปนเวลา 15 นาท ีกอนนําไปใชใหเจือ

จางดวยน้าํปลอดประจุเปน 10X 

 

6. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA labeling and detection 

starter kit l (Roche, Germany) 

  

 ประกอบดวย 

  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. 
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  ขวดหมายเลข    6.  Blocking solution, 10X 

  ขวดหมายเลข  7.  DIG Easy Hyp Granules (add 64 ml sterile   

      double distilled water, dissolve at 37OC) 

 

 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดงันี ้

 

 - Washing buffer 

  

 กรดมาเลอิก      0.1 โมลาร 

 โซเดียมคลอไรด      0.15 โมลาร 

 Tween 20      0.3 % 

 

 ผสมกรดมาเลอิกและโซเดียมคลอไรดเขาดวยกนัในน้ําปลอดประจุปริมาตร 700 มล. ปรับ

คาความเปนกรดเบสดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5 เติมน้าํปลอดประจุเปนจนเปน

ปริมาตร 900 มล. จากนั้นเตรียมสารละลาย Tween 20 ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 100 มล. แลว

นําสารละลายที่เตรียมทั้งหมดไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ  

121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

 - Blocking solution 

 

 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic buffer ทีน่ึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 

(ปริมาตรตอปริมาตร) ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทาํการทดลอง 

 

 - Detection buffer 

 

 Trizma base      0.1 โมลาร 

 โซเดียมคลอไรด      0.1 โมลาร 

 

 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรดเบส

ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่ง

ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี
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7. สารละลาย 2X SSC/0.1%SDS 

 

 ละลาย 20X SSC ปริมาตร 10 มล. ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 89 มล. ผสมใหเขากนั 

นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้อุณหภูมิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ีจากนัน้

เติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล. สารละลายนี้ควรเตรียมใหมทุกครั้งกอนทาํการทดลอง 

 

8. สารละลาย 0.5X SSC/0.1%SDS 

 

 ละลาย 20X SSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 96.5 มล. ผสมใหเขากัน 

นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้อุณหภูมิ 121oซ เปนเวลา 15 นาที จากนัน้

เติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล. สารละลายนี้ควรเตรียมใหมทุกครั้งกอนทาํการทดลอง 

 

9. บัฟเฟอร TE ความเปนกรดเบส 8.0 

 

Tris-HCl  10 มิลลิโมลาร 

EDTA  1 มิลลิโมลาร 

  

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรดเบส 8.0 ปริมาตร 10 มล. เขา

กับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรดเบส 8.0 ปริมาตร 2 มล. เตมิน้ําปลอด

ประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

10. ชุดแยก mRNA PolyATtract mRNA Isolation System III (Promega, USA) 

 

 ประกอบดวย 

  Biotinylated oligo(dT) probe ความเขมขน 50 พิกโคโมลตอไมโครลิตร 

  20X SSC solution  

  Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles  

  Nuclease-free water  

  MagneSphere® Magnetic Separation Stand สําหรับหลอดไมโครฟวจขนาด 

1.5 มล. 
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11. สารละลายโซเดียมอะซีเทต เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรดเบส 5.2 

  

 ละลายโซเดียมอะซีเทต น้าํหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 

มล. นําไปปรับคาความเปนกรดเบสใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติมน้าํ

ปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล. นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

12. ชุดสรางสาย cDNA Universal  Riboclone cDNA Synthesis System (Promega, USA) 

 

 ประกอบดวย 

 - cDNA Synthesis Reagents 

  

 First strand 5X buffer 

 Oligo(dT)15 primer 

 Random hexameric primers 

 Sodium pyrophosphate ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร 

 Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 

 AMV reverse transcriptase (HC) 

 Second strand 2.5X buffer 

 RNase H 

 DNA polymerase I 

 T4 DNA polymerase 

 Nuclease-free water 

 

13. สารละลาย EDTA ความเขมขน 200 มิลลิโมลาร ความเปนกรดเบส 8.0 

  

 ผสมสารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรดเบส 8.0 ปริมาตร 2 มล. 

ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 3 มล. นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121oซ เปนเวลา 15 นาท ี
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14. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 

  

 ผสมสารละลายฟนอลที่อ่ิมตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน ฟนอล: 

คลอโรฟอรม 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) ผสมใหเขากนั เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4oซ 

 

15. สารละลายผสม dNTPs ที่มีความเขมขนของแตละนิวคลีโอไทด 10 มิลลิโมลาร 

  

 ผสม dATP, dGTP, dCTP, dTTP ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ดวยปริมาตรชนิดละ 10 

ไมโครลิตร เขาดวยกนัแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้าํปลอดประจปุลอดเชื้อใหเปน 100 

ไมโครลิตรเก็บที่อุณหภูมิ -20oซ 

 

16. บฟัเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 

  

 Trizma base      121 กรัม 

 กรดอะซีติกเขมขน     28.55 กรัม 

 สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร   50 มล. 

 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 300 มล. แลวเตมิน้ําปลอดประจุจน

เปนปริมาตร 1,000 มล. นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121oซ 

เปนเวลา 15 นาท ี

 

17. 10X Loading dye 

  

 Bromphenolblue     0.025 % 

 ซูโครส       40 % 

 

 ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oซ 
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18. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) 

  

 ประกอบดวย 

  Buffer QG 

  Buffer PE 

  Qiaquick column 

  Buffer EB 

  

 กอนใชชุดสกดัดีเอ็นเอใหเตมิ absolute ethanol ปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE โดย

สกัดดีเอ็นเอตามกรรมวธิีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 

 

19. ชุด GeneJETTM PCR Cloning Kit (Fermentas, USA) 

  

 ประกอบดวย 

  pJET1/blunt Cloning Vector (50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 

  2X Reaction Buffer 

  T4 DNA Ligase (5 หนวยตอไมโครลิตร) 

  DNA Blunting Enzyme 

  pJET 1 Forward Sequencing Primer (10 ไมโครโมลาร) 

  pJET 1 Reverse Sequencing Primer (10 ไมโครโมลาร) 

  Control PCR Product (24 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 

  Nuclease free water 

 

20. สารละลาย Tfbl 

  

 โพแทสเซยีมอะซีเทต (CH3COOK)   0.295 กรัม   

 รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)     1.21  กรัม 

 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)    0.148 กรัม 

 มังกะนีสคลอไรด (MnCl2)    0.99 กรัม 

 กลีเซอรอล      15 มล. 
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 ละลายสารทุกชนิดเขาดวยกนัดวยน้ําปลอดประจุปริมาตร 70 มล. ปรับคาความเปนกรด

เบสดวยสารละลายกรดอะซติิกความเขมขน 0.2 โมลาร เปน 5.8 จากนัน้ปรับปริมาตรเปน 100 

มล. ดวยขวดวัดปริมาตรและทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลายผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด

เซลลูโลสอะซีเตท ขนาดรูกวาง 0.22 ไมครอน และเก็บรักษาไวในหลอดที่ปราศจากเชื้อ ที่อุณหภูม ิ

4oซ 

 

21. สารละลาย Tfbll 

  

 2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid]   0.290 กรัม 

  แคลเซียมคลอไรด     1.103 กรัม 

 รูบิเดียมคลอไรด      0.121 กรัม 

 กลีเซอรอล      15 มล. 

  

 ละลายสารทุกชนิดเขาดวยกนัดวยน้ําปลอดประจุปริมาตร 70 มล. ปรับคาความเปนกรด

เบสดวยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) ความเขมขน 1 โมลาร เปน 6.5 จากนั้นปรับ

ปริมาตรเปน 100 มล. ดวยขวดวัดปริมาตรและทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลายผานชุด

กรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดรูกวาง 0.22 ไมครอน และเก็บรักษาไวในหลอดที่

ปราศจากเชื้อ ที่อุณหภูมิ 4oซ 

 

22. สารปฏิชีวนะ 

  

 - แอมพิซิลลิน (ampicillin) ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอน้ํา 1 มล. ทําใหปลอดเชือ้โดย

การกรองสารละลายผานชดุกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดรูกวาง 0.45 ไมครอน เกบ็

รักษาไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20oซ เมื่อนาํมาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4oซ ไดนาน 1 เดือน 

  

 - กานามัยซนิ (kanamycin) ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอน้ํา 1 มล. ทําใหปลอดเชือ้โดย

การกรองสารละลายผานชดุกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดรูกวาง 0.45 ไมครอน เกบ็

รักษาไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20oซ เมื่อนาํมาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4oซ ไดนาน 1 เดือน 

  

 - คลอแรมเฟนคิอล (chloramphenical) ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอเอทานอล 1 มล. 

เก็บรักษาไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภมูิ -20oซ 
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23. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 

  

 ประกอบดวย 

  Buffer P1 

  Buffer P2 

  Buffer N3 

  Buffer PB 

  Buffer PE 

  RNase A 

  Collection tube 

  Qiaprep Spin column 

  

 กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer 

P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ 4oซ และเติม absolute ethanol ปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 

 

24. สารละลายลิเธียมอะซีเทต (Lithium acetate) ความเขมขน 1 โมลาร 

 

 ชั่งลิเธียมอะซีเทต 7 กรัม ละลายในน้ําปลอดประจุและปรับปริมาตรดวยขวดวัดปริมาตร

ใหเปน 100 มล. นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้อุณหภูม ิ121oซ เปนเวลา 

15 นาที  

 

25. สารละลาย 50% PEG (Polyethylene glycol) 

 

 ผสมสารละลาย PEG 50 มิลลิลิตร ลงในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ จากนัน้ปรับปริมาตรเปน 

100 มล. นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้วอุณหภูมิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

26. สารละลาย Single stranded carrier DNA ความเขมขน 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 ละลายดีเอ็นเอที่มีมวลโมเลกุลสูง (Deoxyribonuclei acid sodium salt type III from 

salmon testes) น้ําหนกั 2 มิลลิกรัม ในน้าํปลอดประจปุลอดเชื้อใหปริมาตรสุดทายเทากับ 1 มล. 
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นําไปเก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ-20oซ จนกระทั่งนํามาใช กอนใชทกุครั้งใหนาํไปตมในน้ําเดือด เปน

เวลา 5 นาท ีและทําใหเยน็อยางรวดเร็วโดยนําไปแชในกลองน้าํแข็ง 

 

27. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 

  

 ละลายผง IPTG น้าํหนัก 0.2 กรัม ในน้าํปลอดประจุใหปริมาตรเปน 10 มล. กรองผาน

หัวกรองฆาเชือ้ เก็บที่อุณหภูมิ -20oซ 

 

28. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.5 โมลาร ความเปนกรดเบส 8.8 

  

 Trizma base (C4H11NO3)    181.71  กรัม 

 

 ละลาย Trizma base ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นปรับคาความเปนกรด

เบสดวยไฮโดรคลอริกเขมขน โดยคอยๆเตมิกรดไฮโดรคลอริกเขมขนคนใหเขากัน และวัดคาความ

เปนกรดเบส ใหเทากับ 8.8 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้อุณหภมูิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

29. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรดเบส 6.8 

  

 Trizma base (C4H11NO3)    60.57  กรัม 

 

 ละลาย Trizma base ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นปรับคาความเปนกรด

เบสดวยไฮโดรคลอริกเขมขน โดยคอยๆเตมิกรดไฮโดรคลอริกเขมขนคนใหเขากันและวัดคาความ

เปนกรดเบส ใหเทากับ 6.8 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้อุณหภมูิ 121oซ เปนเวลา 15 นาท ี

 

30. สารละลาย 10% SDS 

  

  ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนกั 10 กรัม คอยๆละลายในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 

80 มล. เมื่อละลายหมดเตมิน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. 
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31. สารละลาย 10% แอมโมเนียมเพอรซลัเฟต (ammonium persulfate) 

  

 ชั่งแอมโมเนียมเพอรซัลเฟต 100 มิลลิกรัมใสในหลอดไมโครฟวจที่ปราศจากเชื้อ เติมน้ํา

ปลอดประจุปลอดเชื้อลงไป 1 มล. ละลายจนหมด 

 

32. 2X Laemmli buffer 

  

 กลีเซอรอล (87%)     2.29 มล. 

 สารละลาย Tris-HCl ความเปนกรดเบส 6.8  1 มล. 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     2.71 มล. 

 Bromphenolblue     0.001 กรัม 

 10% SDS      4 มล. 

  

 ผสมสารทุกชนิดเขาดวยกันและนําไปเก็บรักษาไวที่ 4oซ กอนนํามาใชใหผสม 2-

mercaptoethanol ในอัตราสวน สารละลาย 950 ไมโครลิตรตอ 50 ไมโครลิตร 2-

mercaptoethanol 

 

33. 10X SDS running buffer  

  

 Trizma base      30 กรัม  

 ไกลซีน (Glycine)     145 กรัม  

 SDS       10  กรัม  

 

 แยกละลายสารทั้งสามชนิดดวยน้าํกลัน่ จากนัน้นํามารวมกันและปรับปริมาตรดวยน้ํา

กลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มล. เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิหอง กอนใชใหนํามาเจือจางดวย

น้ําปลอดประจุใหความเขมขนสุดทายเปน 1X 

 

34. Coomassie blue staining 

  

 Coomassie brilliant blue R250    2 กรัม  

 เอทานอล      400 มล. 
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 กรดอะซิติก      100 มล. 

 

 ผสมสารทัง้สามชนิดเขาดวยกันและปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน 

1,000 มล. นาํไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-2 ชั่วโมง เกบ็รักษาไวที่อุณหภูมหิอง 

 

35. Destaining solution  

  

 เอทานอล      400 มล. 

 กรดอะซิติก      100 มล. 

 

 ผสมสารทัง้สองชนิดเขาดวยกันและปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเปน 

1,000 มล. เกบ็รักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 

36. สารละลาย 5% บลูเดกซแทรน (blue dextran) 

  

 ชั่งบลูเดกซแทรน 50 มิลลิกรัมใสในหลอดไมโครฟวจที่ปราศจากเชื้อ เตมิน้ําปลอดประจุ

ปลอดเชื้อลงไป 1 มล. ละลายจนหมด 

 

37. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 25 มิลลิโมลาร ความเปนกรดเบส 8.0 

  

 Trizma base (C4H11NO3)    121.1  กรัม 

 กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42     มล 

 

 ละลาย Trizma base ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขนคนใหเขากัน รอใหเยน็แลวจงึปรับคาความเปนกรดเบสดวยไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0 

เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้วอุณหภูม ิ121oซ เปนเวลา 15 นาท ี จากนั้นเจอืจางดวยน้าํกลั่นปลอดเชื้อใหไดความ

เขมขน 25 มิลลิโมลาร 
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38. ชุดทําบริสทุธิ์โปรตีน His Bind® Purification Kits (Novagen, USA) 

 

 ประกอบดวย 

  BugBuster® Protein Extraction Reagent 

  Benzonase® Nuclease ความบริสุทธิม์ากกวา 90 เปอรเซ็นต 

  rLysozymeTM Solution 

  Protease inhibitor 

  His Bind resin 

  Chromatography columns  

  

 - His Bind® Buffer Kit  

  - 8X Binding buffer (8X = NaCl ความเขมขน 4 โมลาร, Tris-HCl ความเขมขน 

160 มิลลิโมลาร, imidazole ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร, ความเปนกรดเบส 7.9) 

  - 8X Wash buffer (8X = NaCl ความเขมขน 4 โมลาร, imidazole ความเขมขน 

480 มิลลิโมลาร, Tris-HCl ความเขมขน 160 มิลลิโมลาร, ความเปนกรดเบส 7.9) 

  - 4X Elute buffer (4X = NaCl ความเขมขน 2 โมลาร, imidazole ความเขมขน 4 

โมลาร, Tris-HCl ความเขมขน 80 มิลลิโมลาร, ความเปนกรดเบส 7.9) 

  - 4X Strip buffer (4X = NaCl ความเขมขน 2 โมลาร, EDTA ความเขมขน 400 

มิลลิโมลาร, Tris-HCl ความเขมขน 80 มิลลิโมลาร, ความเปนกรดเบส 7.9) 

  - 8X Charge buffer (8X = NiSO4 ความเขมขน 400 มลิลิโมลาร) 

 

39. สารละลายยูเรียความเขมขน 6 โมลาร 

 

 ยูเรีย       36.036 กรัม 

 

 ละลายยเูรียในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อและปรับปริมาตรใหปริมาตรสุดทายเปน 100 มล. 

เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4oซ 
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ภาคผนวก ค 
 

เวกเตอรและลําดับนิวคลีโอไทด 
 

1. ลําดับกรอบอานรหัสเปดยีนเดกซแทรนเนสของ P. pinophilum SMCU 3-14 และลําดับกรดอะ

มิโนที่ถอดรหสัจากโคดอนเริ่มตนที ่1 (start codon : ATG1 codon) 

 
 
1 ATG1 CCC ACA ATG2 CTA AAG CTA CTT GCG TTG ACC CTT GCA ATT AGC GAG 48 
1  M    P   T   M    L   K   L   L   A   L   T   L   A   I   S   E 16 
 
49 TCC GCC ATT GGA GCA GTC ATG3 CAC CCA CCT GGC AAT TCT CAT CCC GGT  96 
17     S   A   I   G   A   V   M   H   P   P   G   N   S   H   P   G    32 
 
97    ACC CAT ATG4 GGC ACT ACG AAT AAT ACC CAT TGC GGC GCC GAT TTC TGT   144 
33     T   H   M    G   T   T   N   N   T   H   C   G   A   D   F   C    48 
 
145   ACC TGG TGG CAT GAT TCA GGG GAG ATC AAT ACG CAG ACA CCT GTC CAA   192 
49     T   W   W   H   D   S   G   E   I   N   T   Q   T   P   V   Q     64 
 
193   CCA GGG AAC GTG CGC CAA TCT CAC AAG TAT TCC GTG CAA GTG AGC CTA   213 
65     P   G   N   V   R   Q   S   H   K   Y   S   V   Q   V   S   L     80 
 
214   GCT GGT ACA AAC AAT TTT CAT GAC TCC TTT GTA TAT GAA TCG ATC CCC   288 
81     A   G   T   N   N   F   H   D   S   F   V   Y   E   S   I   P     96 
 
289   CGG AAC GGA AAT GGT CGC ATC TAT GCT CCC ACC GAT CCA CCC AAC AGC   336 
97     R   N   G   N   G   R   I   Y   A   P   T   D   P   P   N   S    112 
 
337   AAC ACA CTA GAT TCA AGT GTG GAT GAT GGA ATC TCG ATT GAG CCT AGT   384 
113    N   T   L   D   S   S   V   D   D   G   I   S   I   E   P   S    128 
 
385   ATC GGC CTT AAT ATG GCA TGG TCC CAA TTC GAG TAC AGC CAC GAT GTA   432 
129    I   G   L   N   M   A   W   S   Q   F   E   Y   S   H   D   V    144 
 
433   GAT GTA AAG ATC CTG GCC ACT GAT GGC TCA TCG TTG GGC TCG CCA AGT   480 
145    D   V   K   I   L   A   T   D   G   S   S   L   G   S   P   S    160 
 
481   GAT GTT GTT ATT CGC CCC GTC TCA ATC TCC TAT GCG ATT TCT CAG TCT   528 
161    D   V   V   I   R   P   V   S   I   S   Y   A   I   S   Q   S    176 
 
529  GAC GAT GGT GGG ATT GTC ATC CGG GTC CCA GCC GAT GCG AAC GGC CGC    576 
177   D   D   G   G   I   V   I   R   V   P   A   D   A   N   G   R     192 
 
577   AAA TTT TCA GTT GAG TTC AAA ACT GAC CTG TAC ACA TTC CTC TCT GAT   624 
193    K   F   S   V   E   F   K   T   D   L   Y   T   F   L   S   D    208 
 
625   GGC AAT GAG TAC GTC ACA TCG GGA GGC AGC GTC GTC GGC GTT GAG CCT   672 
209    G   N   E   Y   V   T   S   G   G   S   V   V   G   V   E   P    224 
 
673   ACC AAC GCA CTT GTG ATC TTC GCA AGT CCG TTT CTT CCT TCT GGC ATG   720 
225    T   N   A   L   V   I   F   A   S   P   F   L   P   S   G   M    240 
 
721   ATT CCT CAT ATG ACA CCC GAC AAC ACG CAG ACC ATG ACG CCA GGT CCT   768 
241    I   P   H   M   T   P   D   N   T   Q   T   M   T   P   G   P    256 
 
769   ATC AAT AAC GGC GAC TGG GGC GCC AAG TCA ATT CTT TAC TTC CCA CCA   816 
257    I   N   N   G   D   W   G   A   K   S   I   L   Y   F   P   P    272 
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817   GGT GTA TAC TGG ATG AAC CAA GAT CAA TCG GGC AAC TCG GGG AAG TTA   864 
273    G   V   Y   W   M   N   Q   D   Q   S   G   N   S   G   K   L    288 
 
 
865   GGA TCT AAT CAT ATA CGT CTA AAC TCG AAC ACT TAC TGG GTC TAC CTT  912 
289    G   S   N   H   I   R   L   N   S   N   T   Y   W   V   Y   L   304 
  
913  GCC CCC GGT GCG TAC GTG AAG GGT GCT ATA GAG TAT TTT ACC AAG CAG   960 
305   A   P   G   A   Y   V   K   G   A   I   E   Y   F   T   K   Q    320 
 
961   AAC TTC TAT GCA ACT GGT CAT GGT ATC CTA TCG GGT GAA AAC TAT GTT 1008 
321    N   F   Y   A   T   G   H   G   I   L   S   G   E   N   Y   V   336 
 
1009  TAC CAA GCC AAT GCC GGC GAC AAC TAT GTT GCA GTC AAG AGC GAT TCA 1056 
337    Y   Q   A   N   A   G   D   N   Y   V   A   V   K   S   D   S   352 
 
1057  ACC AGC CTC CGG ATG TGG CAC AAT AAC CTT GGG GGT GGT CAA ACA TGG 1104 
353    T   S   L   R   M   W   W   H   N   N   L   G   G   G   Q   T   368 
 
1105  TGG TAC TGC GTT GGC CCG ACG ATC AAT GCG CCA CCA TTC AAC ACT ATG 1152 
369    W   Y   C   V   G   P   T   I   N   A   P   P   F   N   T   M   384 
 
1153  GAT TTC AAT GGA AAT TCT GGC ATC TCA AGT CAA ATT AGC GAC TAT AAG 1200 
385    D   F   N   G   N   S   G   I   S   S   Q   I   S   D   Y   K   400 
 
1201  CAG GTG GGA GCC TTC TTC TTC CAG ACG GAT GGG CCA GAA ATA TAT CCC 1248 
401    Q   V   G   A   F   F   F   Q   T   D   G   P   E   I   Y   P   416 
 
1249  AAT AGT GTC GTG CAC GAC GTC TTC TGG CAC GTC AAT GAT GAT GCA ATC 1296 
417    N   S   V   V   H   D   V   F   W   H   V   N   D   D   A   I   432 
 
1297  AAA ATC TAC TAT TCG GGA GCA TCT GTA TCG CGG GCA ACG ATC TGG AAA 1344 
433    K   I   Y   Y   S   G   A   S   V   S   R   A   T   I   W   K   448 
 
1345  TGT CAC AAT GAC CCA ATT ATC CAG ATG GGA TGG ACG TCT CGG GAT ATC 1392 
449    C   H   N   D   P   I   I   Q   M   G   W   T   S   R   D   I   464 
 
1393  AGT GGA GTG ACA ATC GAC ACA TTA AAT GTT ATT CAC ACC CGC TAC ATC 1440 
465    S   G   V   T   I   D   T   L   N   V   I   H   T   R   Y   I   480 
 
1441  AAA TCG GAG ACG GTG GTG CCT TCG GCT ATC ATT GGG GCC TCT CCA TTC 1488 
481    K   S   E   T   V   V   P   S   A   I   I   G   A   S   P   F   496 
 
1489  TAT GCA AGT GGG ATG AGT CCT GAT TCA AGA AAG TCC ATA TCC ATG ACG 1536 
497    Y   A   S   G   M   S   P   D   S   R   K   S   I   S   M   T   512 
 
1537  GTT TCA AAC GTT GTT TGC GAG GGT CTT TGC CCG TCC CTA TTC CGC ATC 1584 
513    V   S   N   V   V   C   E   G   L   C   P   S   L   F   R   I   528 
 
1585  ACA CCC CTA CAG AAC TAC AAA AAT TTT GTT GTC AAA AAT GTG GCT TTC  1632 
529    T   P   L   Q   N   Y   K   N   F   V   V   K   N   V   A   F   544 
 
1633  CCA GAC GGG CTA CAG ACG AAT AGT ATT GGC ACA GGA GAA AGC ATT ATT 1680 
545    P   D   G   L   Q   T   N   S   I   G   T   G   E   S   I   I   560 
 
1681  CCA GCC GCA TCT GGT CTA ACG ATG GGA CTG AAT ATC TCC AAC TGG ACT 1728 
561    P   A   A   S   G   L   T   M   G   L   N   I   S   N   W   T   576 
 
1729  GTT GGT GGA CAA AAA GTG ACT ATG GAG AAC TTT CAA GCC AAT AGC CTG 1776 
577    V   G   G   Q   K   V   T   M   E   N   F   Q   A   N   S   L   592 
 
1777  GGG CAG TTC AAT ATT GAC GTC AGC TAT TGG GGG GAG TGG CAG ATT AGC 1824 
593    G   Q   F   N   I   D   V   S   Y   W   G   E   W   Q   I   S   608 
 
1825  TGA 
       * 
 
 



 

 

135 

หมายเหต ุ : ตัวอักษร M ตัวแรก แสดงกรดอะมิโนเมไทโอนนีซึ่งเปนจุดเริ่มตนการถอดรหัส (start 

codon) ATG1-4 เปนตําแหนงของกรดอะมิโนเมไทโอนีนซึง่นาจะเปนจุดเริ่มตนของการถอดรหัส 

(start codon)  เครื่องหมาย * แสดงโคดอนหยุด (stop codon) ลําดับกรดอะมิโนที่แสดงดวย

อักษรหนา 20 หมู (กรดอะมิโนตวัที่ 1-20) คือบริเวณที่คาดวาเปน signal peptide และลูกศร   

แสดงตําแหนงของ signal peptidase cleavage site  นิวคลีโอไทดทีขี่ดเสนใตแสดงตําแหนงที่ตดั

ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ NdeI ที่ใชเพื่อตัดนิวคลีโอไทด 101 คูเบสออก (ทีม่า : ดัดแปลงจากพมิล

รัตน เต็มจิตตภักดี, 2549) 

 

2. เวกเตอร pETHis (National BioResource Project, Japan) 

 

 
 

3. เวกเตอร pCS24 (National BioResource Project, Japan) 
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4. เวกเตอร pYEX-S1 (Clontech, Laboratories, Canada) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ลําดับนิวคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสที่เชื่อมตอกับเวกเตอรทางดานโปรโมเตอรและเทอร

มิเนเตอรของ pNAT2 

 

 - ลําดับนวิคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่เชื่อมตอกบัเวกเตอรทางดานโปรโมเตอรของ 

pNAT2 

 
GAATAATTTTGTTTACTTTAAGAAGGAGATATACAT ATG CCC ACA ATG CTA AAG  
                                     Met  P   T  Met  L   K    
 
CTA CTT GCG TTG ACC CTT GCA ATT AGC GAG TCC GCC ATT GGA GCA GTC 
 L   L   A   L   T   L   A   I   S   E   S   A   I   G   A   V   
 
ATGCACCCACCTGGCAATTCTCATCCCGGTACCCATATGGGCACTACGAATAATACCCATTGCGGCGCC
GATTTCTGTACCTGGTGGCATGATTCAGGGGAGATCAATACGCAGACACCTGTCCAACCAGGGAACGTG
CGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGCCTAGCTGGTACAAACAATTTTCATGACTCCTTTGTA
TATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGGTCGCATCTATGCTCCCACCGATCCACCCAACAGCAACACA
CTAGATTCAAGTGTGGATGATGGAATCTCGATTGAGCCTAGTATCGGCCTTAATATGGCATGGTCCCAA
TTCGAGTACAGCCACGATGTAGATGTAAAGATCCTGGCCACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCGCCAAGT 

 

 

 

 

 

T7promoter primer NdeI 
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 - ลําดับนวิคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่เชื่อมตอกบัเวกเตอรทางดานเทอรมิเนเตอร

ของ pNAT2 

 
GGGGGTGGTCAAACATGGTACTGCGTTGGCCCGACGATCAATGCGCCACCATTCAACACTATGGATTTC
AATGGAAATTCTGGCATCTCAAGTCAAATTAGCGACTATAAGCAGGTGGGAGCCTTCTTCTTCCAGACG
GATGGGCCAGAAATATATCCCAATAGTGTCGTGCACGACGTCTTCTGGCACGTCAATGATGATGCAATC
AAAATCTACTATTCGGGAGCATCTGTATCGCGGGCAACGATCTGGAAATGTCACAATGACCCAATTATC
CAGATGGGATGGACGTCTCGGGATATCAGTGGAGTGACAATCGACACATTAAATGTTATTCACACCCGC
TACATCAAATCGGAGACGGTGGTGCCTTCGGCTATCATTGGGGCCTCTCCATTCTATGCAAGTGGGATG
AGTCCTGATTCAAGAAAGTCCATATCCATGACGGTTTCAAACGTTGTTTGCGAGGGTCTTTGCCCGTCC
CTATTCCGCATCACACCCCTACAGAACTACAAAAATTTTGTTGTCAAAAATGTGGCTTTCCCAGACGGG
CTACAGACGAATAGTATTGGCACAGGAGAAAGCATTATTCCAGCCGCATCTGGTCTAACGATGGGACTG
AATATCTCCAACTGGACTGTTGGTGGACAAAAAGTGACTATGGAGAACTTTCAAGCCAATAGCCTGGGG 
 

              BamH1 
CAG TTC AAT ATT GAC GTC AGC TAT TGG GGG GAG TGG CAG ATT AGG GAT CCG  
         N   I   D   V   S   Y   W   G   E   W   Q   I   R   D   P  
 
GCT GCT AAC AAA GCC CGA AAG 
 A   A   N   K   A   R   K 
 

หมายเหต ุ: อักษรตัวพมิพหนาแสดงถึงสวนของยนีเดกซแทรนเนส และลูกศรแสดงทศิทาง  

5’          3’ ของไพรเมอร 

 

6. ลําดับนิวคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสที่เชื่อมตอกับเวกเตอรทางดานโปรโมเตอรและเทอร

มิเนเตอรของ pNAC9 

 

 - ลําดับนวิคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่เชื่อมตอกบัเวกเตอรทางดานโปรโมเตอรของ 

pNAC9 

 
CCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGA
CAGAACTTAATGGGCCCGCAGTGTGATTTGAGGAGTTTTCAATGGAATATAAAGATCCAATGCATGAGC
TGTTGAGCAGCCTGGAACAGATTGTTTTTAAAGATGAAACGCAGAAAATTACCCTGACGCACAGAACAA
CGTCCTGTACCGAAATTGAGCAGTTACGAAAAGGGACAGGATTAAAAATCGATGATTTCGCCCGGGTTT
TGGGCGTATCAGTCGCCATGGTAAAGGAATGGGAATCCAGACGCGTGAAGCCTTCAAGTGCCGAACTAA
AATTGATGCGTTTGATTCAAGCCAACCCGGCATTAAGTAAGCAGTTGATGGAATAGACTTTTATCCACT
TTATTGCTGTTTACGGTCCTGATGACAGGACCGTTTTCCAACCGATTAATCATAAATATGAAAAATAAT
TGTTGCATCACCCGCCAATGCGTGGCTTAATGCACATCAACGGTTTGACGTACAGACCATTAAAGCAGT
GTAGTAAGGCAAGTCCCTTCAAGAGTTATCGTTGATACCCCTCGTAGTGCACATTCCTTTAACGCTTCA 
 
 
AAATCTGTAAAGCACGCCATATCGCCGAAAGGCACACTTAATTATTAAAGGTAATACCAT ATG GGC  
            M   G    
 
ACT ACG AAT AAT ACC CAT TGC GGC GCC GAT TTC TGT ACC TGG TGG CAT GAT  
 T   T   N   N   T   H   C   G   A   D   F   C   T   W   W   H   D    
 

NdeI 
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TCAGGGGAGATCAATACGCAGACACCTGTCCAACCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTG
CAAGTGAGCCTATCTGGTACAAACAATTTTCATGACTCCTTTGTA 

 

 - ลําดับนวิคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่เชื่อมตอกบัเวกเตอรทางดานเทอรมิเนเตอร

ของ pNAC9 

     

                                                                          BamH1 
TAT TGG GGG GAG TGG CAG ATT AGG GAT CCG AAT TCG AGC TCC GTC GAC  
 Y   W   G   E   W   Q   I   R   D   P   N   S   S   S   V   D    

                His Tag                  
AAG CTT GCG GCC GCA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG  
 K   L   A   A   A   L   E   H   H   H   H   H   H   *   
 
GCT GCT AAC AAA GCC CGA AAG        

 
 

หมายเหต ุ: อักษรตัวพมิพหนาแสดงถึงสวนของยนีเดกซแทรนเนส เครือ่งหมาย * แสดงถึงรหัส

หยุด และลูกศรแสดงทิศทาง 5’          3’ ของไพรเมอร 

 

7. แผนที่ของยีนเดกซแทรนเนสแสดงตําแหนงของไพรเมอรตางๆ และตําแหนงของเอนไซมตัด

จําเพาะบางชนิด 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T7 terminator primer 

NdeI 

Dex16F 
SacI 

Dex16R 
SacI 

NdeI NdeI KpnI 

Dex17F 
KpnI 

Dex14F 
NdeI 

Dex14R 
BamHI 

1824  
Dextranase 

1  
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8. ลําดับนิวคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในเวกเตอร pNAY44 

 

 
AGTTCTTAGATGCtttctttttctcttttttACAGATCATCAAGGAAGTAATTATCTACTTTTTACAAC 
 
 
AAATATAAAACCAAAAGATCTATAAA ATG AAT ATA TTT TAC ATA TTT TTG TTT TTG  
                           Met  N   I   F   Y   I   F   L   F   L  
 
CTG TCA TTC GTT CAA GGT TTG GAG CAT ACT CAT CGA AGA GGC TCC TTA GTC 
 L   S   F   V   Q   G   L   E   H   T   H   R   R   G   S   L   V  
   SacI 
  
AAA AGG AGC TCT ACA ATG CCC ACA ATG CTA AAG CTA CTT GCG TTG ACC CTT 
 K   R   S   S   T  Met   P   T   M   L   K   L   L   A   L   T   L    
  
GCAATTAGCGAGTCCGCCATTGGAGCAGTCATGCACCCACCTGGCAATTCTCATCCCGGTACCCATATG
GGCACTACGAATAATACCCATTGCGGCGCCGATTTCTGTACCTGGTGGCATGATTCAGGGGAGATCAAT
ACGCAGACACCTGTCCAACCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGCCTAGCT
GGTACAAACAATTTTCATGACTCCTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGGTCGCATCTAT
GCTCCCACCGATCCACCCAACAGCAACACACTAGATTCAAGTGTGGATGATGGAATCTCGATTGAGCCT
AGTATCGGCCTTAATATGGCATGGTCCCAATTCGAGTACAGCCACGATGTAGATGTAAAGATCCTGGCC
ACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCGCCAAGTGATGTTGTTATTCGCCCCGTCTCAATCTCCTATGCGATT
TCTCAGTCTGACGATGGTGGGATTGTCATCCGGGTCCCAGCCGATGCGAACGGCCGCAAATTTTCAGTT
GAGTTCAAAACTGACCTGTACACATTCCTCTCTGATGGCAATGAGTACGTCACATCGGGAGGCAGCGTC
GTCGGCGTTGAGCCTACCAACGCACTTGTGATCTTCGCAAGTCCGTTTCTTCCTTCTGGCATGATTCCT
CATATGACACCCGACAACACGCAGACCATGACGCCAGGTCCTATCAATAACGGCGACTGGGGCGCCAAG
TCAATTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGCAACTCGGGGAAGTTA
GGATCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTGGGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTACGTGAAG
GGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAACTTCTATGCAACTGGTCATGGTATCCTATCGGGTGAAAAC
TATGTTTACCAAGCCAATGCCGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAGAGCGATTCAACCAGCCTCCGGATG
TGGTGGCACAATAACCTTGGGGGTGGTCAAACATGGTACTGCGTTGGCCCGACGATCAATGCGCCACCA
TTCAACACTATGGATTTCAATGGAAATTCTGGCATCTCAAGTCAAATTAGCGACTATAAGCAGGTGGGA
GCCTTCTTCTTCCAGACGGATGGGCCAGAAATATATCCCAATAGTGTCGTGCACGACGTCTTCTGGCAC
GTCAATGATGATGCAATCAAAATCTACTATTCGGGAGCATCTGTATCGCGGGCAACGATCTGGAAATGT
CACAATGACCCAATTATCCAGATGGGATGGACGTCTCGGGATATCAGTGGAGTGACAATCGACACATTA
AATGTTATTCACACCCGCTACATCAAATCGGAGACGGTGGTGCCTTCGGCTATCATTGGGGCCTCTCCA
TTCTATGCAAGTGGGATGAGTCCTGATTCAAGAAAGTCCATATCCATGACGGTTTCAAACGTTGTTTGC
GAGGGTCTTTGCCCGTCCCTATTCCGCATCACACCCCTACAGAACTACAAAAATTTTGTTGTCAAAAAT
GTGGCTTTCCCAGACGGGCTACAGACGAATAGTATTGGCACAGGAGAAAGCATTATTCCAGCCGCATCT
GGTCTAACGATGGGACTGAATATCTCCAACTGGACTGTTGGTGGACAAAAAGTGACTATGGAGAACTTT
CAAGCCAATAGCCTGGGGCAGTTCAATATTGACGTCAGCTATTGGGGGGAGTGGCAGATTAGGGATCCG
GCTGCTAACAGAGCTCGAATTCCGATCTCCCATGTCTCTACTGGTGGTGGTGCTTCTTTGGGAATTATT
GGAAGTAAGGAATTGCCAGGTGTTGCTTTTCTTATCCGAAAAGAAATAAATTGAATTGAATTGAAATCG
ATAGATCAA 

 

หมายเหต ุ: ตัวพิมพเอียงแสดงสวนของ signal sequence 

 

 

 

 

 

PGK promoter 
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9. ลําดับเพปไทดของเดกซแทรนเนส 

 
1 ATG CCC ACA ATG CTA AAG CTA CTT GCG TTG ACC CTT GCA ATT AGC GAG 48 
1  M   P   T   M   L   K   L   L   A   L   T   L   A   I   S   E 16 
 
49 TCC GCC ATT GGA GCA GTC ATG CAC CCA CCT GGC AAT TCT CAT CCC GGT  96 
17     S   A   I   G   A   V   M   H   P   P   G   N   S   H   P   G    32 
 
97    ACC CAT ATG GGC ACT ACG AAT AAT ACC CAT TGC GGC GCC GAT TTC TGT   144 
33     T   H   M   G   T   T   N   N   T   H   C   G   A   D   F   C    48 
 
145   ACC TGG TGG CAT GAT TCA GGG GAG ATC AAT ACG CAG ACA CCT GTC CAA   192 
49     T   W   W   H   D   S   G   E   I   N   T   Q   T   P   V   Q     64 
 
193   CCA GGG AAC GTG CGC CAA TCT CAC AAG TAT TCC GTG CAA GTG AGC CTA   213 
65     P   G   N   V   R   Q   S   H   K   Y   S   V   Q   V   S   L     80 
 
214   GCT GGT ACA AAC AAT TTT CAT GAC TCC TTT GTA TAT GAA TCG ATC CCC   288 
81     A   G   T   N   N   F   H   D   S   F   V   Y   E   S   I   P     96 
 
289   CGG AAC GGA AAT GGT CGC ATC TAT GCT CCC ACC GAT CCA CCC AAC AGC   336 
97     R   N   G   N   G   R   I   Y   A   P   T   D   P   P   N   S    112 
 
337   AAC ACA CTA GAT TCA AGT GTG GAT GAT GGA ATC TCG ATT GAG CCT AGT   384 
113    N   T   L   D   S   S   V   D   D   G   I   S   I   E   P   S    128 
 
385   ATC GGC CTT AAT ATG GCA TGG TCC CAA TTC GAG TAC AGC CAC GAT GTA   432 
129    I   G   L   N   M   A   W   S   Q   F   E   Y   S   H   D   V    144 
 
433   GAT GTA AAG ATC CTG GCC ACT GAT GGC TCA TCG TTG GGC TCG CCA AGT   480 
145    D   V   K   I   L   A   T   D   G   S   S   L   G   S   P   S    160 
 
481   GAT GTT GTT ATT CGC CCC GTC TCA ATC TCC TAT GCG ATT TCT CAG TCT   528 
161    D   V   V   I   R   P   V   S   I   S   Y   A   I   S   Q   S    176 
 
529  GAC GAT GGT GGG ATT GTC ATC CGG GTC CCA GCC GAT GCG AAC GGC CGC    576 
177   D   D   G   G   I   V   I   R   V   P   A   D   A   N   G   R     192 
 
577   AAA TTT TCA GTT GAG TTC AAA ACT GAC CTG TAC ACA TTC CTC TCT GAT   624 
193    K   F   S   V   E   F   K   T   D   L   Y   T   F   L   S   D    208 
 
625   GGC AAT GAG TAC GTC ACA TCG GGA GGC AGC GTC GTC GGC GTT GAG CCT   672 
209    G   N   E   Y   V   T   S   G   G   S   V   V   G   V   E   P    224 
 
673   ACC AAC GCA CTT GTG ATC TTC GCA AGT CCG TTT CTT CCT TCT GGC ATG   720 
225    T   N   A   L   V   I   F   A   S   P   F   L   P   S   G   M    240 
 
721   ATT CCT CAT ATG ACA CCC GAC AAC ACG CAG ACC ATG ACG CCA GGT CCT   768 
241    I   P   H   M   T   P   D   N   T   Q   T   M   T   P   G   P    256 
 
769   ATC AAT AAC GGC GAC TGG GGC GCC AAG TCA ATT CTT TAC TTC CCA CCA   816 
257    I   N   N   G   D   W   G   A   K   S   I   L   Y   F   P   P    272 
 
817   GGT GTA TAC TGG ATG AAC CAA GAT CAA TCG GGC AAC TCG GGG AAG TTA   864 
273    G   V   Y   W   M   N   Q   D   Q   S   G   N   S   G   K   L    288 
 
865   GGA TCT AAT CAT ATA CGT CTA AAC TCG AAC ACT TAC TGG GTC TAC CTT  912 
289    G   S   N   H   I   R   L   N   S   N   T   Y   W   V   Y   L   304 
  
913  GCC CCC GGT GCG TAC GTG AAG GGT GCT ATA GAG TAT TTT ACC AAG CAG   960 
305   A   P   G   A   Y   V   K   G   A   I   E   Y   F   T   K   Q    320 
 
961   AAC TTC TAT GCA ACT GGT CAT GGT ATC CTA TCG GGT GAA AAC TAT GTT 1008 
321    N   F   Y   A   T   G   H   G   I   L   S   G   E   N   Y   V   336 
 
1009  TAC CAA GCC AAT GCC GGC GAC AAC TAT GTT GCA GTC AAG AGC GAT TCA 1056 
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337    Y   Q   A   N   A   G   D   N   Y   V   A   V   K   S   D   S   352 
 
1057  ACC AGC CTC CGG ATG TGG CAC AAT AAC CTT GGG GGT GGT CAA ACA TGG 1104 
353    T   S   L   R   M   W   W   H   N   N   L   G   G   G   Q   T   368 
 
1105  TGG TAC TGC GTT GGC CCG ACG ATC AAT GCG CCA CCA TTC AAC ACT ATG 1152 
369    W   Y   C   V   G   P   T   I   N   A   P   P   F   N   T   M   384 
 
1153  GAT TTC AAT GGA AAT TCT GGC ATC TCA AGT CAA ATT AGC GAC TAT AAG 1200 
385    D   F   N   G   N   S   G   I   S   S   Q   I   S   D   Y   K   400 
 
1201  CAG GTG GGA GCC TTC TTC TTC CAG ACG GAT GGG CCA GAA ATA TAT CCC 1248 
401    Q   V   G   A   F   F   F   Q   T   D   G   P   E   I   Y   P   416 
 
1249  AAT AGT GTC GTG CAC GAC GTC TTC TGG CAC GTC AAT GAT GAT GCA ATC 1296 
417    N   S   V   V   H   D   V   F   W   H   V   N   D   D   A   I   432 
 
1297  AAA ATC TAC TAT TCG GGA GCA TCT GTA TCG CGG GCA ACG ATC TGG AAA 1344 
433    K   I   Y   Y   S   G   A   S   V   S   R   A   T   I   W   K   448 
 
1345  TGT CAC AAT GAC CCA ATT ATC CAG ATG GGA TGG ACG TCT CGG GAT ATC 1392 
449    C   H   N   D   P   I   I   Q   M   G   W   T   S   R   D   I   464 
 
1393  AGT GGA GTG ACA ATC GAC ACA TTA AAT GTT ATT CAC ACC CGC TAC ATC 1440 
465    S   G   V   T   I   D   T   L   N   V   I   H   T   R   Y   I   480 
 
1441  AAA TCG GAG ACG GTG GTG CCT TCG GCT ATC ATT GGG GCC TCT CCA TTC 1488 
481    K   S   E   T   V   V   P   S   A   I   I   G   A   S   P   F   496 
 
1489  TAT GCA AGT GGG ATG AGT CCT GAT TCA AGA AAG TCC ATA TCC ATG ACG 1536 
497    Y   A   S   G   M   S   P   D   S   R   K   S   I   S   M   T   512 
 
1537  GTT TCA AAC GTT GTT TGC GAG GGT CTT TGC CCG TCC CTA TTC CGC ATC 1584 
513    V   S   N   V   V   C   E   G   L   C   P   S   L   F   R   I   528 
 
1585  ACA CCC CTA CAG AAC TAC AAA AAT TTT GTT GTC AAA AAT GTG GCT TTC 1632 
529    T   P   L   Q   N   Y   K   N   F   V   V   K   N   V   A   F   544 
 
1633  CCA GAC GGG CTA CAG ACG AAT AGT ATT GGC ACA GGA GAA AGC ATT ATT 1680 
545    P   D   G   L   Q   T   N   S   I   G   T   G   E   S   I   I   560 
 
1681  CCA GCC GCA TCT GGT CTA ACG ATG GGA CTG AAT ATC TCC AAC TGG ACT 1728 
561    P   A   A   S   G   L   T   M   G   L   N   I   S   N   W   T   576 
 
1729  GTT GGT GGA CAA AAA GTG ACT ATG GAG AAC TTT CAA GCC AAT AGC CTG 1776 
577    V   G   G   Q   K   V   T   M   E   N   F   Q   A   N   S   L   592 
 
1777  GGG CAG TTC AAT ATT GAC GTC AGC TAT TGG GGG GAG TGG CAG ATT AGG 1824 
593    G   Q   F   N   I   D   V   S   Y   W   G   E   W   Q   I   R   608 
 
1825    GAT CCG AAT TCG AGC TCC GTC GAC AAG CTT GCG GCC GCA CTC GAG CAC 1872 
609    D   P   N   S   S   S   V   D   K   L   A   A   A   L   E   H   624 
        
1873  CAC CAC CAC CAC CAC TGA 1891 
625    H   H   H   H   H   *   629 
 
 
 

หมายเหต ุ: เครื่องหมาย * แสดงถึงรหัสหยดุ  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวนิลเนตร อัศวะศิริจินดา เกิดเมื่อวันที่ 30 พฤศจิกายน พ.ศ. 2527 ที่จังหวัด

กรุงเทพมหานคร ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาชีววิทยาประยุกต สาขา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ใน

ปการศึกษา 2548 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยาทาง

อุตสาหกรรม ที่ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 

2549 ที่อยูปจจุบัน 50/21 ถนนสุขาภิบาล 1 แขวง-เขต บางบอน กรุงเทพมหานคร 10150 
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