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 ไคติเนส (EC 3.2.1.14) เปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลส ที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายไคติน 
Bacillus licheniformis RN01 ที่แยกไดจากแหลงน้ําพุรอน จังหวัดระนอง ผลิตเอนไซมไคติเนสไดสูงสุดในวันที่ 
2 เม่ือเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ colloidal chitin minimum medium เอนไซมที่ผลิตไดสามารถทํางานไดดีในชวง 
pH ตั้งแต pH 6 - 10 และเอนไซมทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 – 60 °C สับสเตรตที่เอนไซมยอยไดดีที่สุดคือ PNAC 
(partial-N-acetylated chitin) รองลงมาคือ คอลลอยดดัลไคติน, β-ไคติน และ powder chitin ตามลําดับ 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยคอลลอยดดัลไคตินได chitobiose เปนผลิตภัณฑหลัก เมื่อทําการแยกโปรตีนโดย 
SDS-PAGE และยอมแอคติวิตี พบโปรตีนที่มี        ไคติเนสแอคติวิตี 3 แถบที่มีขนาดตาง ๆ คือ 70, 65 และ 58 
กิโลดาลตัน ตามลําดับ เมื่อนํา genomic DNA ของ Bacillus licheniformis RN01 มาโคลนยีนไคติเนสโดยวิธี 
PCR cloning พบวา DNA ที่โคลนไดมีนิวคลีโอไทดทั้งหมด 1,964 นิวคลีโอไทด สามารถ translate ออกมาเปน
กรดอะมิโนได 598 กรดอะมิโน ซึ่งมีขนาดประมาณ 66,134 ดาลตัน (Da) มี isoelectric point เทากับ 5.17 
เอนไซมไคติเนสที่โคลนไดใหชื่อวา ChiRN1 พบวาเอนไซมที่โคลนไดประกอบดวยโดเมน 3 โดเมน ไดแก 
catalytic domain (CatD), fibronectin type III–like domain (FnIIID) และ chitin binding domain (ChBD) 
เม่ือทําการศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม ChiRN1 พบวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีในชวง pH ตั้งแต 
pH 6 – 10 อุณหภูมิที่เอนไซมทํางานไดดีอยูที่ 60 – 70 °C สับสเตรตที่เอนไซมยอยไดดีที่สุดคือ PNAC 
รองลงมาคือ คอลลอยดดัลไคติน และ β-ไคติน ผลจาก SDS-PAGE และยอมสีแอคติวิตีพบแถบโปรตีนที่มีไค
ติเนสแอคติวิตี 3 แถบ มีขนาด 70, 65 และ 58 kDa เหมือนกับ B. licheniformis RN01 และพบวาผลิตภัณฑที่
ไดจากการยอยสลายคอลลอยดดัลไคตินได chitobiose เปนผลิตภัณฑหลัก และเมื่อทําไคติเนสลูกผสมโดย
นําเอาสวน FnIIID และ ChBD ของ ChiRN1 ไปตอขางหลังเอนไซม Chi60 ที่มี 2 โดเมน ไดแก N-terminal 
domain และ catalytic domain พบวาเอนไซมลูกผสมมีกรดอะมิโนจํานวน 708 กรดอะมิโน ผลิตภัณฑที่ไดจาก
การยอยสลายคอลลอยดดัลไคตินดวยเอนไซมลูกผสมเปน chitobiose เพียงอยางเดียว เชนเดียวกับเอนไซม 
Chi60 สรุปไดวา FnIIId และ ChBD ที่ตอเพิ่มไปบนเอนไซม Chi60 ไมเปล่ียนแปลงอัตราสวนระหวาง monomer  
และ dimer ของผลิตภัณฑ  
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spring in Ranong province, produced the highest activity of chitinase on the second-day of 
incubation in colloidal chitin minimum medium. The enzyme can function well in pH 6 - 10, at 
temperature 50 – 60 °C. Substrate specificity of the enzyme varied from high to low was on PNAC 
(partial-N-acetylated chitin), colloidal chitin, β-chitin and powder chitin, respectively. Bacillus 
licheniformis RN01 chitinases hydrolyzed colloidal chitin and chitobiose was produced as a major 
product. Protein from the culture medium of Bacillus licheniformis RN01 was analyzed by SDS-PAGE. 
Chitinase activity was identified using activity staining method. Three bands of protein which 
possessed chitinase activity were found with molecular weigth of 70, 66 and 58 kDa. PCR cloning of 
chitinase gene from genomic DNA of Bacillus licheniformis RN01 yielded an open reading frame 
comprising 1946 nucleotides, encoding for 598 amino acids. The predicted molecular weight was 
66,134 Da and pI was 5.17. The cloned chitinase, ChiRN1, contained 3 domains, Catalytic domain 
(CatD), fibronectin type III–like domain (FnIIID) and chitin binding domain (ChBD). ChiRN1 had the 
high activity in pH 6 – 10, at temperature 60 – 70°C, and had high substrate specificity on PNAC, 
colloidal chitin  and β-chitin. Like that of Bacillus licheniformis RN01, the cloned enzyme where 
activities lane showed three bands of chitinase activity of 70, 66 and 58 kDa. Colloidal chitin 
digested by ChiRN1 also produced chitobiose as a major product. Chimeric chitinase was 
constructed by inserting FnIIID and ChBD from ChiRN1 into Chi60. This chimeric enzyme contained 
708 amino acids. Both chimeric chitinase and Chi60 hydrolyzed colloidal chitin into chitobiose as the 
only product. This result indicated that the FnIIID and ChBD domain may not be involved in the 
regulation of hydrolytic products of the enzyme. 
 
Field of study Biochemistry           Student’s signature…………………….…….………………… 
Academic year 2004            Advisor’s signature…………………………………………….. 



 
กิตติกรรมประกาศ 

 
ผูเขียนขอกราบขอบพระคุณ อาจารย ดร. รัฐ พิชญางกูร ที่ไดใหความกรุณาเปนอาจารยที่

ปรึกษา คอยใหคําแนะนําและใหความชวยเหลือตลอดระยะเวลาที่ผูเขียนศึกษาอยู 
 
ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. อรัญ อินเจริญศักดิ์, ผูชวยศาสตราจารย ดร. 

วิเชียร ริมพณิชยกิจ และ อาจารย ดร. ธีรพงษ บัวบูชา ที่กรุณาใหคําแนะนําตอผูเขียน รวมทั้ง
กรุณารับเปนกรรมการสอบวิทยานิพนธ 

 
ขอบคุณพี่กุง พี่เซลล พี่บุม นองนก นองปุย (สมาชิกหอง709) เปนพิเศษ ที่ใหความเปน

กันเอง คอยใหคําแนะนํา ความชวยเหลือ และกําลังใจขณะทําวิจัย 
 
ขอบคุณเจาหนาที่ภาควิชาชีวเคมีที่ใหความชวยเหลือ และอํานวยความสะดวกดาน

เอกสารและเครื่องมือที่ใชในงานวิจัย 
 
ขอบคุณพี่ ๆ เพื่อน ๆ และนอง ๆ ภาควิชาชีวเคมี และภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ที่ให

ความชวยเหลือและกําลังใจ 
 
สุดทายนี้ขอขอบคุณคุณพอและคุณแม ที่ใหความรัก กําลังใจ ความเขาใจ และคอยให

ความอนุเคราะหทุก ๆ ดานอยางสมบูรณตลอดมา 
 



 
สารบัญ 

หนา 
 
บทคัดยอภาษาไทย………………………………………………………………....….. ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ…………………………………………………………………. จ 
กิตติกรรมประกาศ........................……………………………………………………. ฉ 
สารบัญ………………………………….………………………………………….….. ช 
สารบัญตาราง…………………………………………………………………….……. ฌ 
สารบัญรูปภาพ…………………………………………….…………………………... ญ 
คํายอ................................................................................................................... ฐ 
บทที ่
1 บทนํา............................……………………………………...……………… 1 
 ไคติน........................................................................................................ 1 
 ไคตินกับการประยุกตใช................................................................................ 4 
 ไคติเนส………………………………………………………………………… 7 
 ไคติเนสกับการประยุกตใช........................................................................... 13 
2 อุปกรณ สารเคมี และวิธีการทดลอง……………….………………….………. 18 

เครื่องมือและอุปกรณ………………………………………………….………. 18 
สารเคมี………………………………………………………………………... 19 
เอนไซม…………………………………………………………………….….. 21 
ไพรเมอร……………………………………………………………………….. 21 
พลาสมิด เวกเตอร....................................................................................... 22 
แบคทีเรีย………………………………………………………………………. 22 
อาหารเลี้ยงเชื้อ………………………………………………………………… 22 
วิธีการทดลอง…………………………………………………………………. 23 

การโคลนยีนไคติเนสจาก genomic DNA ของ Bacillus licheniformis RN01 23 
การโคลนยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis RN01.......................... 24 
ศึกษาลักษณะสมบัติของไคตินสจากไคติเนสจาก Bacillus licheniformis RN01  
และไคติเนสที่โคลนจาก Bacillus licheniformis RN01…………………....... 25 
กลายพันธุไคติเนสโดยสรางไคติเนสลูกผสม………………………………….. 27 

 



 
หนา 

 
3 ผลการทดลอง........................................................................................... 28 

การโคลนยีน 16s rRNA ของ Bacillus lichenifirmis RN01……………..  28 
การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก 
Bacillus licheniformis RN01……………………………………..……… 31 
การโคลนยีนไคติเนสจาก genomic DNA ของ Bacillus licheniformis RN01 39 
การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของไคติเนส ChiRN1.......................... 47 
การศึกษาเปรียบเทียบกับไคติเนสชนิดอืน่................................................... 54 
การกลายพนัธุไคติเนสโดยทําไคติเนสลูกผสม.............................................. 62 

4 วิจารณผลการทดลอง…………………………………………………….......... 73 
5 สรุปผลการทดลอง..........…………………………………………………….... 80 
รายการอางองิ………………………………………………………………………….… 82 
ภาคผนวก……………………………………………………………………........ 89 
ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ................................................................................. 94 
 
 



 
สารบัญตาราง 

 
ตารางที ่ หนา 
 
1.1 ไคตินแตละรูปแบบที่พบในสิง่มีชีวิตชนิดตาง ๆ.................................................. 3 
1.2 การนาํไคตินและอนุพนัธไปประยุกตใชในรูปแบบตาง ๆ..................................... 6 
 
 
 



 
สารบัญรูปภาพ 

 
รูปที่ หนา 
 
1.1 โครงสรางของไคติน ไคโตซาน และเซลลโูลส.................................................. 2 
1.2 แบบจําลองของเสนใยไคตนิรูปแบบอัลฟา บีตา และแกมมา............................ 2 
1.3 โครงสราง 3 มติิของไคติเนส.......................................................................... 9 
1.4 กลไกการเรงปฏิกิริยาของ Chitinase A จาก Serratia marcescens…………… 10 
1.5 แบบจําลองการจัดเรียงลําดบัของโดเมนในไคติเนตจากแบคทีเรียชนิดตาง ๆ…… 11 
1.6 โครงสราง Chitin-binding domain และ Fibronectin type III-like domain ของ 

Bacillus circulans WL-12……………………………………………………… 14 
1.7 aromatic residue บน CatD ของ ChiA1 ทีท่ําหนาทีจ่บักับสายของสับสเตรต...... 15 
1.8 model ในการจับกับ β-chitin โดยใช aromatic residue ของ ChiA……………. 15 
3.1 รูป Bacillus lichenifirmis RN01 ที่มี clear zone รอบโคโลน ีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

CCMM……………………………………………………………………………. 29 
3.2 แสดงยีน 16s rRNA จาก Bacillus licheniformic RN01 ที่เพิ่มจํานวนโดยการทํา  

PCR……………………………………………………………………………….. 30 
3.3 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA…………………………………………….. 32 
3.4 เปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดระหวางยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis  

RN01 กับ Bacillus licheniformis M1-1………………………………………….. 33 
3.5 ลักษณะการเจริญและลักษณะการผลิตเอนไซมของ Bacillus licheniformis RN01.. 35 
3.6 แอคติวิตีของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่อุณหภูมิตาง ๆ36 
3.7 แอคติวิตีของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ pH ตาง ๆ.... 36 
3.8 ความจาํเพาะตอสับสเตรตชนิดตางๆของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus 

 licheniformis RN01………………………………………………………………. 37 
3.9 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลงัจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซมอยางหยาบที่ผลิตจาก  

Bacillus licheniformis RN01……………………………………………………… 38 
3.10 แสดงยีนไคทิเนส จาก Bacillus licheniformic RN01 ที่ไดจากวธิี PCR cloning…. 40 
3.11 แสดงยีนไคติเนสที่โคลนไดดวยวิธ ีPCR cloning โดยใช primer BP-19F และ  

BP-20R เขาสู pGEM-T Easy แลวนํามาตัดตรวจสอบโดยตัดดวย restriction  
enzyme Not I……………………………………………………………………. 42 



 

3.12 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน chiRN1………………………………...……………. 43 
3.13 ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม ChiRN1…………………………………………. 44 
3.14 รูปโครงสราง 3 มิติของ catalytic domain และ fibronectin type III-like domain 

ของเอนไซม ChiRN1…………………………………………………………….. 46 
3.15 ลักษณะการผลิตไคติเนส ChiRN1………………………………………………. 48 
3.16 แอคติวิตีของไคติเนส ChiRN1 ที่อุณหภูมติาง ๆ…………………………………. 48 
3.17 แอคติวิตีของไคติเนส ChiRN1 ที่ pH ตาง ๆ…………………………………….… 49 
3.18 ความจาํเพาะตอสับสเตรตชนิดตางๆของไคติเนส ChiRN1………………………. 49 
3.19 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลงัจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซม ChiRN1…………… 50 
3.20 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จาก Bacillus 

licheniformis RN01 และ ChiRN1………………………………………………... 51 
3.21 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จากการทาํเอนไซม 

ใหบริสุทธิ์บางสวน………………………………………………………………….. 52 
3.22 แสดงวงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ที่ม ีplasmid pW2 บนอาหารเลีย้งเชือ้  

LB-CC………………………………………………………………………………. 53 
3.23 ผลการทาํ multiple sequence alignment ของลําดับกรดอะมิโน ChiA1,  

Chi65, Chi66 และ ChiRN1………………………………………………...……. 56 
3.24 โครงสราง 3 มติิแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสาํคัญ ของ ChiA1 จาก 

Bacillus circulan WL-12 เปรียบเทียบกบั ChiRN1 ที่โคลนไดจาก 
Bacillus licheniformis RN01…………………………………………………… 57 

3.25 ผลการทาํ multiple sequence alignment ของลําดับกรดอะมิโน ChiB, Chi60, 
ChiA1, Chi65, Chi66 และ ChiRN1……………………………………………... 58 

3.26 โครงสราง 3 มติิแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสาํคัญที่ทาํหนาที่จับกับสายของไคติน 
ของ Chi60 จาก Serratia liquefaciens เปรียบเทียบกบั ChiRN1 ที่โคลนไดจาก 
Bacillus licheniformis RN01…………………………………………………….. 60 

3.27 โครงสราง 3 มติิแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสาํคัญของ ChiB จาก Serratia  
marcescens เปรียบเทียบกบั Chi60 จาก Serratia liquefaciens และ  
ChiRN1 จาก Bacillus licheniformis RN01…………………………………..… 61 

3.28 แผนการออกแบบไพรเมอรสําหรับทํา PCR เพื่อสรางไคติเนสลูกผสม…….……... 62 

 หนา 



 

3.29 ลําดับโดเมนของไคติเนสลูกผสม...................................................................... 63 
3.30 แสดงชิ้น DNA ที่เพิม่จํานวนดวยวิธี PCR เพิ่อสรางไคติเนสลูกผสม……………. 64 
3.31 แสดงพลาสมดิที่มียนีสําหนบัสรางไคติเนสลูกผสม......................………….…… 65 
3.32 ลําดับนิวคลีโอไทดของ pKKchi60b13…………………………………………….. 66 
3.33 แสดงวงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ที่ม ีplasmid pChi60b13 บนอาหาร 

เลี้ยงเชื้อ LB-CC……………………………………………………………………. 68 
3.34 วงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ทีม่ ีplasmid pKKchi60, pW2 และ  

pChi60b13 เปรียบเทียบกนับนอาหารเลีย้งเชื้อ LB-CC หลังจากเลีย้งเชื้อไป 
แลว 3 วนั........................................................................................................ 70 

3.35 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จาก Chi60,  
ไคติเนสลูกผสม และ ChiRN1……………………………………………………... 71 

3.36 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลงัจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซมลูกผสม..................... 72 
 

 หนา 



 
คํายอ 

 
A   Absorbance 
bp   Base pair(s) 
CatD   Catalytic domain  

 CCMM   Colloidal chitin minimum medium 
 ChBD   Chitin-binding domain 

cm   Centimetre(s) 
 °C   Degree celcius 

dNTP   Deoxyribonucleotide triphosphate 
 DNA   Deoxyribonucleic acid   
 FnIIID   Fibronectin type III-like domain 

kb   Kilobase 
 kDa   Kilodalton 
 LB-CC   Luria Bertani - colloidal chitin medium 
 M   Molar 

µg   Microgram 
µL   Microlitre 
mg   Milligram 
ml   Millilitre 
mU   Milliunit 
min   Minute 
ng   Nanogram 
ORF   Open Reading Frame 
PCR   Polymerase Chain Reaction 
rpm   Revolution per minute 
GlcNAc  N-acetyl-D-glucosamine 
(GlcNAc)2  N,N’-diacetyl-D-glucosamine (chitobiose) 



 
บทที่ 1 

 
บทนํา 

 
ไคติน เปนพอลิเมอรจากธรรมชาติที่มีปริมาณมากที่สุดเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส 

ในธรรมชาติจะพบไคตินไดในผนังเซลลและเปลือกหุมรางกายที่มีโครงสรางแข็ง ในสิ่งมีชีวิต
จําพวกเห็ดรา และสัตวจําพวกที่มีขอมีปลอง (arthopods) เชน กุง ปู และแมลงตางๆ เปนตน 
รวมถึงในแบคทีเรียบางชนิด (1) โครงสรางของไคตินเปนโฮโมพอลิเมอรสายยาวและไมมีกิ่ง มี
หนวยยอยเปนน้ําตาลอะมิโนที่เรียกวา เอน-อะซิทิล-ดี-กลูโคซามีน (N-acetyl-D-glucosamine 
หรือ 2-acetamido-2-deoxy-D-glucose, GlcNAc) แตละหนวยยอยจะเชื่อมตอกันดวยพันธะ β-
1,4-glycosidic linkage ไคตินและเซลลูโลสมีโครงสรางคลายคลึงกันมาก ตางกันเพียงที่คารบอน
ตัวที่ 2 ของเซลลูโลสเปนหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl group) แตของไคตินเปนหมูอะเซตทามิโด 
(acetamido group) 
 เมื่อนําผลึกไคตินมาศึกษาโครงสรางดวยเทคนิคการกระจายแสงรังสีเอกซ (X-ray 
diffraction) (2) พบวาไคตินมีลักษณะเปนเสนใยที่มีขนาดเล็กมาก จัดเรียงตัวอยูในผลึกไคติน 
อยางเปนระเบียบมาก (3) แตละเสนใยจะมีปฏิสัมพันธกันผานพันธะไฮโดรเจน ผลึกของไคตินจาก
แหลงที่มาตางกันก็จะมีรูปแบบการจัดเรียงตัวของเสนใยตางกัน เราสามารถแบงรูปแบบการ
จัดเรียงของเสนใยได 3 รูปแบบ ไดแก รูปแบบอัลฟา (α-form) รูปแบบบีตา (β-form) และรูปแบบ
แกมมา (γ-form) 

รูปแบบอัลฟาเปนรูปแบบที่พบไดทั้งใน พวกเห็ดรา แมลง และสัตวพวก crustacean 
จัดเปนรูปแบบที่พบมากที่สุดในธรรมชาติ ลักษณะการจัดเรียงตัวของเสนใยไคตินรูปแบบนี้ จะมี
ทิศทางการจัดเรียงตัวในทิศทางตรงกันขามกัน  เสนใยในรูปแบบนี้จะคอนขางอยูชิดกันมากและ
สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับเสนใยขาง ๆ ทําใหมีความแข็งแรงมากกวาแบบอื่น (4) ในขณะที่
รูปแบบบีตาสามาถพบไดในแกนกลางลําตัวของปลาหมึก และในพวก diatom เสนใยไคตินใน
รูปแบบนี้จะจัดเรียงตัวไปในทิศทางเดียวกัน (5) เสนใยจะอยูชิดกันนอยกวาแบบอัลฟา จึงมีความ
แข็งแรงนอยกวาดวย สวนรูปแบบแกมมานั้น มีรายงานวาสามารถพบไดใน stomach lining ของ 
Loligo และ ในพวก Coerenterata (2) การจัดเรียงตัวจะเปนรูปแบบผสมระหวางแบบอัลฟาและ
บีตา (4, 5) 
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รูปที่ 1.1 โครงสรางของไคติน ไคโตซาน และเซลลูโลส 
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รูปที่ 1.2 แบบจําลองของเสนใยไคตินรูปแบบอัลฟา บีตา และแกมมา 
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ตารางที่ 1.1 ไคตินแตละรูปแบบที่พบในสิง่มีชีวิตชนิดตาง ๆ (1) 
 
Sources of chitin (%) chitin Type of chitin 
Crustacea (shrimp) 

• Crangon  
• Alaskan   

 
69.1 
28.0 

α-chitin 
 
 

Insect 
• May beetle 
• Pieris (sulfur butterfly) 
• Colcoptera (beetle)  
• Diptera (true fly) 
• Bombyx (silk worm)  
• Calleria (wax worm)   

 
16.0 
64.0 
27-35  
54.8 
44.2 
33.7 

α-chitin 

Mollusca  
• Squid ,Octopus 
• Oyster shell 
• Clamshell 

 
41 
3.6 
6.1 

β-chitin 

Fungi 
• Aspergillus niger 
• Aspergillus phoenicis 
• Pennicilium notatum 
• Histoplasma capsulatum 
• Histroplasma farciminosum  
• Mucor rouxi  
• Mortierella vinacea 

 
42.0 
23.7 
18.5 
25.8 
40.0 
44.5 
22.0 

α-chitin 
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ในแตละปธรรมชาติจะผลิตไคตินขึ้นเองในประมาณปละ 1010 – 1011 ตัน โดยแหลงที่จะ

พบไคตินมากที่สุดคาดวาจะอยูตามเปลือกชั้นนอกของสัตวพวก crustacean ดังนั้นเปลือกของ
สัตวกลุมนี้จึงถูกใชเปนวัตถุดิบหลักในการผลิตไคติน เราสามารถสกัดไคตินจากเปลือกกุง เปลือก
ปู และแกนปลาหมึกไดในปริมาณมาก โดยทั่วไปแลวเปลือกกุง เปลือกปู และแกนในของปลาหมึก
จะมีปริมาณไคตินอยูราว 10-30 เปอรเซ็นต ข้ึนอยูกับชนิดของสัตว โดยองคประกอบที่เหลือจะเปน
เกลือแร หินปูน และ โปรตีน การสกัดไคตินนี้ทําไดไมยาก และมีขั้นตอนหลัก ๆ ของกระบวนการ
อยูสองข้ันตอนคือ การกําจัดหินปูนและเกลือแร (demineralization) และ การกําจัดโปรตีน 
(deproteinization) ในเปลือกสัตวทะเลบางชนิดเชน กุง และปู จะมีรงควัตถุอยูมากซึ่งอาจสกัด
แยกออกไดโดยใชตัวทําละลายอินทรียและแอลกอฮอลบางชนิด 
 ไคตินสามารถนํามาสรางอนุพันธที่เรียกวาไคโตซานได โดยการกําจัดหมูอะซิทิลออกจาก 
GlcNAc โดยการใชเอนไซมหรือสารละลาย NaOH 40-50% (W/W) ผลที่ได คือ co-polymer ของ 
GlcNAc และน้ําตาลกลูโคซามีน (GlcN) (6) การกําจัดหมูอะซิทิลออกนี้จะเกิดขึ้นมากหรือนอยจะ
ข้ึนอยูกับระยะเวลาในการบมไคตินกับเอนไซมหรือสารละลาย NaOH หรือ ธรรมชาติของสารตั้ง
ตนที่นํามาใช ซึ่งจะทําใหไดผลิตภัณฑที่มีอัตราสวนของ GlcNAc และ GlcN ตาง ๆ กัน 

สารไคติน/ไคโตซานถูกนํามาประยุกตใชอยางแพรหลาย อาทิเชน ดานการเกษตร ไคติน/
ไคโตซานสามารถนํามาเคลือบเมล็ดพันธุและผลผลิตทางการเกษตร (7)  เพื่อปองกันการขูดขีด 
ยืดอายุ ควบคุมการเนาเสีย (8) และปองกันโรค และแมลง (9, 10) ใชผสมในปุยน้ําสําหรับพืชไม
ดอก เนื่องจากยึดติดกับผิวของพืช ผิวดินไดดี และทนตอการถูกชะลาง เพื่อลดการระเหยของน้ํา 
สามารถเปนตัวควบคุมการปลดปลอยสารอาหาร และยาใหกับพืช ทําใหการกระจายตัวของปุย
น้ําดีขึ้นและมีความคงตัวสูง ใชเปนปุยไนโตรเจนสําหรับพืชตระกูลถั่ว โดยไนโตรเจนจากไคติน/   
ไคโตซานสามารถถูกปลดปลอยออกมาตามความตองการของพืช ทําใหไดปริมาณไนโตรเจนที่
เหมาะสมในการเรงการเกิดปมรากถั่วและการตรึงไนโตรเจน (11) นอกจากนี้ยังเปนสารยับยั้งการ
ติดเชื้อไวรัสในพืช (7) ดานเภสัชกรรม ไดมีการใชไคโตซานในระบบควบคุมการปลดปลอยยา และ
ดานเครื่องสําอาง ใชไคโตซานเปนสวนประกอบในสบู ยาสระผม ครีมบํารุงผิว และครีมกันแดด 
โดยเปนตัวใหความชุมชื้น ซึ่งสามารถติดผิวไดดี  ไคโตซานที่มีน้ําหนักมวลโมเลกุลสูง ๆ สามารถ
ทําหนาที่เปนฟลมบาง ๆ เคลือบบนผิวหนัง ลดการระเหยของน้ําบนผิวหนัง เพิ่มการจับตัวของน้ํา 
ทําใหผิวหนังกระชับขึ้น และสามารถเปนตัวปองกันรังสีใหผิวหนังไดอีกชั้นหนึ่ง ดานการแพทย 
สามารถนํามาใชผลิตพลาสเตอรปดแผล ผาพันแผล ไหมละลาย เนื่องจากมีคุณสมบัติในการ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา และไวรัส (12) ทําผิวหนังเทียมจาก chitiosan-
collagen (13) ผลิตคอนแทคเลนส ผลิตแผนกรองสําหรับการฟอกเลือด หลอดเลือดเทียม และ N-
hexanoyl และ N-octanoylchitosan ซึ่งทําเปนเสนใยสําหรับแผนปดแผลหามเลือด (13) 
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นอกจากนี้อนุพันธซัลเฟตของไคติน/ไคโตซานมีแนวโนมในการนํามาใชเปนสารปองกันการแข็งตัว
ของเลือดในกระบวนการฟอกเลือด ดานอาหาร ไคติน/ไคโตซานนํามาใชเปนตัวเชื่อมในอาหารสตัว 
เปนเสนใยอาหารของสัตวปกจําพวกไก ทําใหไขไกมีสีแดงขึ้น ไกมีความเครียดลดลง น้ําหนักตัว
เพิ่ม (14, 15) เปนอาหารเสริมเพื่อลดปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือด ดานสิ่งทอและกระดาษ 
บริษัทในประเทศญี่ปุนหลายแหงไดทําการผลิตเสนใยสังเคราะห เชน เสนใยอะคริลิค ที่เคลือบดวย
ไคติน/ไคโตซาน ซึ่งผลิตภัณฑเหลานี้มีสมบัติในการควบคุมความชื้น ทนตอการซัก     สีติดทน 
และยังปองกันเชื้อราและแบคทีเรีย นอกจากจะถูกนําไปใชเปนเสนใยโดยตรงแลวยังถูกใชเปน
ตัวเชื่อมในหมึกพิมพ และสียอม เพื่อใหสีติดดี แหงเร็ว ทนตอน้ําและตัวทําละลาย และยังมี
รายงานการวิจัยวา ไคโตซานมีสวนเพิ่มความแข็งแรงใหกระดาษ และสงผลใหงานพิมพคมชัดเมื่อ
ใชรวมกับหมึกพิมพที่มีประจุลบ (16) ดานการบําบัดน้ํา ไดนําไคโตซานมาใชเพื่อใชเปนตัวดูดซับสี 
ไอออนของโลหะตาง ๆ และแยกสารกัมมันตรังสีจากน้ําเสีย และดักจับยูเรเนียม (16)  

ไคตินสายสั้น ๆ พวกไคโตโอลิโก (chito-oligosaccharide) สามารถนํามาใชเปนสาร
ยับยั้งการเกิดเนื้องอกและมะเร็ง (17) และใชเปนสารตั้งตนในการผลิตคารโบไฮเดรต นอกจากน้ี 
glycol chitin และ colloidal chitin ยังนํามาใชเปนสับสเตรตในการวัดประสิทธิภาพการทํางาน
ของเอนไซมดวย (18, 19) 

การนําไคติน/ไคโตซานมาประยุกตใชจําเปนจะตองแปรขนาดความยาวของสายไคติน/  
ไคโตซานใหมีขนาดที่เหมาะสม เพราะความยาวของสายจะมีผลตอสมบัติทางชีวภาพและ
กายภาพของไคตินและไคโตซาน ทําใหสามารถนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมที่แตกตางกันได 
วิธีที่จะแปรขนาดความยาวของสายไคตินเราสามารถทําโดยนําไคตินมายอยในกรดไฮโดรคลอริก 
หรือจะยอยโดยใชเอนไซมก็ได การยอยในกรดเราจะไดผลิตภัณฑที่มีขนาดไมสม่ําเสมอ สวนใหญ
จะไดพอลิเมอรขนาดเล็ก ๆ ควบคุมปฏิกิริยาไดยาก ตองนํามาผานกระบวนการแยกผลิตภัณฑแต
ละขนาดออกจากกัน และยังไดของเสียที่เปนกรดออกมาซึ่งเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม สวนการใช
เอนไซม เราจะควบคุมปฏิกิริยาไดงายกวา ใหขนาดของสายไดหลายขนาดและมีผลิตภัณฑมี
ขนาดจําเพาะ ซึ่งสามารถนํามาใชผลิตผลิตภัณฑที่มีขนาดสั้น ๆ (1-10 หนวย) ไดดี (20) 
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ตารางที่ 1.2 การนําไคตินและอนุพนัธไปประยุกตใชในรปูแบบตาง ๆ
Medical;  
• Bandages, Sponges  
• Artificial Blood Vessels  
• Blood Cholesterol Control  
• Tumor Inhibition  
• Membranes  
• Dental/Plaque Inhibition  
• Skin Burns/Artificial Skin  
• Eye Humor Fluid  
• Contact Lens  
• Controlled Release of Drugs  
• Bone Disease Treatment  
Pulp and Paper;  
• Surface Treatment  
• Photographic Paper  
• Carbonless Copy Paper 
Membranes;  
• Reverse Osmosis  
• Permeability Control  
• Solvent Separation 
Water Treatment;  
• Removal of Metal Ions, dyes, 

Pesticides and phenols 
• Flocculant/Coagulant:  
• Proteins, amino Acids  
• Filtration 

Food indutries; 
• Removal of Dyes, Solids, Acids  
• Preservatives  
• Color Stabilization  
• Animal Feed Additive 
• Emulsifying agent 
• Dietary fibre 
Agriculture;  
• Seed Coating  
• Leaf Coating  
• Hydroponics/Fertilizer  
• Controlled Agrochemical Release 
Cosmetics and Toiletries; 
• Make-up Powder  
• Nail Polish  
• Moisturizers  
• Bath Lotion  
• Face, Hand and Body Creams 
• Toothpaste 
• Foam Enhancing 
Biotechnology;  
• Enzyme Immobilization  
• Protein Separation  
• Chromatography  
• Cell Recovery  
• Cell Immobilization  
• Ultrafiltration membranes 
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ไคติเนส (EC 3.2.1.14) เปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิล ไฮโดรเลส ที่เรงปฏิกิริยาการยอย

สลายไคติน สามารถพบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดไมวาจะเปนแบคทีเรีย, พืช, รา และสัตวตาง ๆ 
บทบาทของไคติเนสในสิ่งมีชีวิตพวกนี้มีหลากหลาย (21) โดยในสัตวไมมีกระดูกสนัหลังตองการ 
ไคติเนสในการสลายเปลือกนอกเพื่อการเจริญเติบโต ในราผลิตไคติเนสเพื่อเปลี่ยนแปลงไคติน ซึ่ง
ใชเปนสวนประกอบสําคัญในผนังเซลล ในแบคทีเรียผลิตไคติเนสยอยไคตินเพื่อใชเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน สวนในพืชชั้นสูงจะผลิตไคติเนสเพื่อใชในการตานเชื้อรา (22) 

ไคติเนสสามารถแบงไดเปนสองกลุมใน glycosyl hydrolase families ตามกลไกการ
เกิดปฏิกิริยา และลําดับกรดอะมิโนบริเวณ catalytic domain คือ family 18 และ family 19 (23) 
family 18 ประกอบดวยไคติเนสจากแบคทีเรีย, รา, ไวรัส และสัตว และไคติเนสจาก class III และ 
V จากพืชช้ันสูง โครงสรางของไคติเนสใน family นี้จะมีโครงสรางเปน (α/β)8 barrel ซึ่งเปน
ลักษณะเฉพาะของเอนไซมใน family 18 ยกตัวอยางเชน chitinase B จาก Serratia marcescens 
(24), hevamine จาก Heveabrasiliensis (25), endo-β-N-acetyl-glucosaminidase F1 จาก 
Flavobacterium meningosepticum (26) และ endo-β-N-acetyl-glucosaminidase H จาก 
Streptomyces plicatus (27) เปนตน สวนไคติเนสใน family 19 มีลักษณะโครงสรางสวนใหญ
เปน α-helices โดยไคติเนสกลุมนี้ไมไดมีเพียงไคติเนสจากพืชเทานั้นแตยังพบในแบคทีเรียดวย
เชน chitinase C จาก Streptomyces griseus HUT 6037 (28) 
 นักวิทยาศาสตรไดนํา Chitinase A (ChiA) จาก Serratia maecescens ที่ทราบ
โครงสราง 3 มิติแลว (29) มาเปนแบบจําลองในการศึกษากลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม พบวา
กรดอะมิโนสําคัญที่อยูในบริเวณเรง (active site) และจําเปนตอการทํางานของ ChiA คือ     
กลูตามิก315 (Glu315) มีรายงานวาเมื่อเปลี่ยนกรดอะมิโนตําแหนงนี้ของ ChiA1 จาก Bacillus 
circulans WL-12 เปลี่ยนจากกลูตามิกเปนกลูตามีน สงผลให ChiA1 สูญเสียความสามารถใน
การทํางานไป (30) ในป ค.ศ. 2001 Papanikolau และคณะ (31) ไดเสนอกลไกการทํางานของ   
ไคติเนสเอาไววา นอกจาก Glu315 แลว Asp313 และ Tyr390 กย็ังมีสวนรวมในการเรงปฏิกิริยา 
โดยในสถาพที่ไมมีสับสเตรต Glu315 จะอยูในสภาพถูก protonate จาก Asp313 ที่อยูใกล ๆ กัน 
เมื่อมีสับสเตรตเขามาจับกับเอนไซม เอนไซมจะบังคับใหสับสเตรตเขาสูสภาพเปลี่ยน (transition 
state) โดยในบริเวณเรง เอนไซมจะมีโครงสรางที่บิดใหน้ําตาลตําแหนง -1 เปลี่ยน conformation 
จาก chair form ไปเปน boat form ซึ่งเปน conformation ที่ไมเสถียร ใน conformation แบบนี้ 
โมเลกุลน้ําที่เกาะอยูกับ Tyr390 จะสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ NH ของน้ําตาลตําแหนง -1 ได 
(รูปที่ 1.4ก) จากนั้น Glu315 ที่ถูก protonate อยู จะเปนตัวใหโปรตรอนไปยังอะตอม O-4 ของ
น้ําตาลตําแหนง +1 ซึ่งเปนการตัดสายของน้ําตาลโดยทําลายพันธะ glycosidic ระหวางอะตอม 
C-1 ของน้ําตาลตําแหนง -1 กับ อะตอม O-4 ของน้ําตาลตําแหนง +1 สงผลใหอะตอม C-1 ของ
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น้ําตาลตําแหนง -1 มีประจุเปนบวก อยูในสภาพคารโบเนียมไอออนซึ่งเปนสารที่สภาพเปลี่ยน 
(transition state intermediate) ในตอนนี้หมู acetamido ของน้ําตาลตําแหนง -1 กับโมเลกุลน้ํา
จะมีการสลับตําแหนงกันเพื่อใหตําแหนงโมเลกุลของน้ําเขามาอยูใกลกับกรดอะมิโน Glu315 (รูปที ่
1.4ข) โมเลกุลน้ําจะเปนตัวใหไฮดรอกซีไอออนแกคารโบเนียมไอออน และเปนตัวใหไฮโดรเจน
ไอออนแก Glu315 จากนั้นโมเลกุลของสับสเตรตก็จะหลุดออกจากเอนไซม (รูปที่ 1.4ค) แตใน
กรณีของสับสเตรตที่เปนสายยาว เราพบวาหลังจากเกิดไฮโดรไลซิสแลว น้ําตาลตําแหนง -1, -2, -3 
ก็ยังจับอยูบนเอนไซม และจะเลื่อนเขาไปยังบริเวณเรงตอไปจนกวาจะยอยจนสุดสาย 

ไคติเนสจากแบคทีเรีย สวนใหญจะเปนไคติเนสที่อยูใน family 18 นอกจาก catalytic 
domain (CatD) ที่ทําหนาที่เรงการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis แลว เรายังสามารถพบโดเมนอื่น ๆ ใน
โมเลกุลเอนไซมไดอีก เชน chitin-binding domain (ChBD), Fibronectin type III-like domain 
(FnIIID) (32), Pro/Thr rich linker (33) และ cadherin-like domain (34) เปนตน โดเมนเหลานี้
เรายังไมทราบกลไกและหนาที่การทํางานที่ชัดเจน 

ไคติเนสแตละชนิดจะมีการจัดเรียงลําดับของโดเมนตาง ๆ แตกตางกันไป เชน Chitinase 
A1 (ChiA1) จาก Bacillus circulan WL-12 มีปลายดานอะมิโนเปน CatD ปลายดานคารบอกซี
เปน ChBD และ FnIIID 2 โดเมน (32) Chitinase D จาก Bacillus circulan WL-12 มีปลาย
ดานอะมิโนเปน ChBD และ FnIIID ปลายดานคารบอกซีเปน CatD (40) Exochitinase Chi36 
จาก Bacillus cereus  มีเฉพาะ CatD เพียงโดเมนเดียว (41) ChiA จาก Vibrio cholerae มีปลาย
ดานอะมิโนเปน ChBD และ FnIIID 2 โดเมน ตอกัน 2 ชุด สวนปลายดานคารบอกซีเปน CatD 
(42) ChiA จาก Serratia marcescens มีปลายดานอะมิโนเปนโดเมนที่เรียกวา N-terminal ปลาย
ดานคารบอกซีเปน CatD (43) ChiB จาก Serratia marcescens มีปลายดานอะมิโนเปน CatD 
และปลายดานคารบอกซีเปน ChBD (44)เปนตน (รูปที่ 1.5) ถึงแมวาโดเมนตาง ๆ ที่ไมใช CatD ที่
ปรากฏอยูบนโมเลกุลของไคติเนสจะไมไดทําหนาที่ยอยสลายสายของไคติน แตมีรายงานวาโดเมน
เหลานี้จะไปชวยเพิ่มประสิทธิภาพของเอนไซมใหมีความสามารถในการทํางานมากขึ้น (35) โดย
คาดวาโดเมนที่เพิ่มความสามารถในการจับกับสับสเตรต เชน ChBD และ FnIIID นาจะมีสวน
สําคัญตอขนาดผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสายไคตินดวยไคติเนส 
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     (ก)                                            (ข)                                             (ค) 
 
 
 
 

รูปที่ 1.3 โครงสราง 3 มิติของไคติเนส (แบบการตูน) 
(ก) Chitinase A จาก Serratia marcescens (family 18)   
(ข) Chitinase จาก hevamine (family 18) 
(ค) Chitinase จาก barley (family 19) 
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รูปที่ 1.4 กลไกการเรงปฏิกริิยาของ Chitinase A จาก Serratia marcescens  
 ที่เสนอไวโดย Papanikolau และคณะ (31) 

 

ก 

ข 

ค 
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รูปที่ 1.5 แบบจําลองการจัดเรียงลําดับของโดเมนในไคติเนตจากแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 
    แทน Catalytic domain 
    แทน FnIIID 
    แทน ChBD 
    แทน N-terminal ของ ChiA จาก Serratia marcescens 
 

Bci  ChiA1 
 
Bci ChiD 
 
Bce Chi36 
 
Vch ChiA 
 
Sma ChiA 
 
Sma ChiB 
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ในปจจุบัน chitin-binding domain เปนโดเมนที่มีการศึกษาวิจัยไปมากที่สุดรองจาก 

catalytic domain โดยมีรายงานวาใน Chitinase A1 (ChiA1) จาก Bacillus circulans WL-12 
เมื่อไมมี chitin-binding domain จะทําใหเอนไซมยอยสับสเตรตที่ไมละลายน้ําไดไมดี แตถาไมมี
ทั้ง chitin-binding domain และ fibronectin type III-like domain จะสงผลถึงความสามารถใน
การทํางานของเอนไซม โดยจะทําใหเอนไซมมี activity นองลงทั้งในสับสเตรตที่ละลายน้ําและไม
ละลาย จึงพอจะสรุปไดวา chitin-binding domain ใน ChiA1 ทําหนาที่ในการจับกับพวก 
insoluble substrate เมื่อจับแลวจะทําให ChiA1 สามารถยอยพวก insoluble substrate ไดอยาง
มีประสิทธิภาพ ในขณะที่ fibronectin type III-like domain ไมไดมีหนาที่หลักที่เกี่ยวของกับการ
จับกับสับสเตรตโดยตรง แตนาจะมีบทบาทตอการเกิด hydrolysis เมื่อเอนไซมจับกับสับสเตรต 
ประเภทที่ไมละลายน้ํา (32, 35, 36) โดย chitin-binding domain จะใชกรดอะมิโนที่เปน 
hydrophobic ring residue เปนตัวจับกับสับสเตรต (37, 38) สวน fibronectin type III-like 
domain ถึงแมจะหาโครงสราง 3 มิติไดแลว แตหนาที่การทํางานยังไมทราบแนชัด (39) 
 นอกจากนี้ยังพบวา กรดอะมิโนที่เปน aromatic ring residue ไดแก phenylalanine, 
tyrosine และ tryptophan จะทําหนาที่สําคัญในการจับกับสับสเตรต ซึ่งเราสามารถพบกรดอะมโิน
ที่เปน aromatic ring residue ไดทั้งใน catalytic domain, chitin-binding domain และ 
fibronectin type III-like domain โดยมีงานวิจัยรางงานออกมาวา ใน CatD ของ ChiA1 มีกรด  
อะมิโนที่เปน aromatic residue ทําหนาที่เสมือนเปนรางที่จับกับสับสเตรต และพาสับสเตรตเขา
ไปใน active site และเมื่อทําการเปลี่ยน residue เหลานี้เปน alanine พบวา ทําให ChiA1 มีแอ
คติวิตีกับสับสเตรตชนิดที่ไมละลายน้ําลดลงอยางมาก (รูปที่ 1.7) (36, 45) นอกจากนี้เรายังพบ
กรดอะมิโนที่เปน aromatic residue บน chitin-binding domain ของ ChiA1 ดวยเชนเดียวกัน 
และพบวา การกลายพันธุ conserve aromatic residue บางตัวบน ChBD ของ ChiA1 จะทําให 
ChBD สูญเสียความสามารถในการจับกับสับเสตรตไป (39, 37) อีกทั้งยังมี model ในการจับกับ 
crystalline substrate ของ ChiA จาก Serratia marcescens ที่ Uchiyama และคณะ (43) ได
เสนอเอาไววา aromatic residue บน N-terminal domain และ catalytic domain ที่ expose 
ออกมาอยูที่ผิวของเอนไซม จะทําหนาที่ในการจับกับสายของสับสเตรตและทําหนาที่เสมือนรางที่
จะนําสับสเตรตเขาไปตัดใน active site ของเอนไซม (รูปที่ 1.8) 
 นอกจากนั้น  เมื่อพิจารณาถึงผลิตภัณฑที่ ไดจากการยอยดวยไคติเนส เราพบวา             
ไคติเนสแตละชนิด สามารถยอยสับสเตรตแลวใหผลิตภัณฑออกมาไมเหมือนกัน ยกตัวอยางเชน 
ChiA จาก Serratia marcencens จะใหผลิตภัณฑเปน dimer ([GlcNac]2), ChiB จาก Serratia 
marcescens จะใหผลิตภัณฑเปน trimer ([GlcNac]3) สวน ChiA1 จาก Barcillus circulan WL-
12 จะใหผลิตภัณฑเปน monomer (GlcNac) ผสมกับ dimer ([GlcNac]2) การที่ไคติเนสแตละ
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ชนิดเมื่อยอยสับสเตรตแลวใหผลิตภัณฑออกมาแตกตางกันนั้น อาจเกี่ยวของกับการจัดเรียงลําดับ
ของโดเมนที่แตกตางกันบนไคติเนสแตละชนิดก็เปนได 

ปจจุบัน ไดมีการนําไคติเนสมาประยุกตใชหลายทางดวยกัน เชน ใชในการเตรียม 
protoplast จากรา (46) ใชเปนสารปองกัน plant-pathogenic fungi (47) และ ผลิต chito-
oligosaccharides เพื่อใชเปนสารทางชีวภาพ (biologically active substance) (48) 

เนื่องจากไคติเนสมีคุณสมบัติในการยอยผนังเซลลของเชื้อราไดหลายชนิด จึงนิยม
นํามาใชในการเตรียม protoplast จากรา (49) เชน ไคติเนสจาก Streptomyoes นิยมนํามาใช
เตรียม protoplast จาก Asperigillus oryzae และ Fusarium solani (50) ในดานเกษตรกรรม ได
มีการนําแบคทีเรียที่ผลิตไคติเนสไดมาใชในกระบวนการตอตานศัตรูพืช เชน Aeromonas caviae 
สามารถใชควบคุมไมใหตนฝาย (cotton) เปนโรคจากการติดเชื้อ Rhizoctonia solani และ 
Fusarium oxysporum ไคติเนสจาก Serratia marcescens สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
Sclerotium rolfsii และตัวออนในระยะ larvae ของ Galleria mellonela (51) เปนตน 

ในทางธุรกิจไคติเนสเปนเอนไซมที่คอนขางมีราคา ยกตัวอยางเชน ในสหรัฐอเมริกา       
ไคติเนสที่ขายโดยบริษัท Sigma Chemical Co. (USA) มีราคาประมาณ 105$ ตอไคติเนส 10 
units (400-1200 units/g solid) ดังนั้นการที่เราจะสามารถผลิตเอนไซมไดเอง จึงเปนสิ่งที่นาสนใจ 

ตลอดหลายปมานี้ นักวิทยาศาสตรหลายทานสามารถคัดเลือกจุลชีพในธรรมชาติที่ผลิต
ไคติเนสไดหลายชนิด เชน Bacillus circulans WL-12 (52) Serratia maecescens (53) 
Aeromonas sp. 10S-24 (54) Bacillus circulans No.4.1 (55) ฯลฯ เปนตน ซึ่งพบวาไคติเนสที่
ผลิตโดยจุลชีพเหลานี้จะมีขนาดโมเลกุล (molecular weight) อยูในชวง 30-120 กิโลดาลตัน 
(kDa) สามารถทํางานไดในชวง pH 4-10 และในชวงอุณหภูมิตั้งแต 37-80 °C นอกจากนี้
นักวิทยาศาสตรยังสามารถโคลนยีนที่เก็บรหัสพันธุกรรมสําหรับสรางเปนไคติเนสไดหลายชนิด 
เชน Chitinase A1 และ C จาก Bacillus circulans WL-12 (52) Chitinase C จาก Serratia 
marcescens (56) เปนตน 
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                                    (ก)                                                                    (ข) 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.6 โครงสราง Chitin-binding domain (ก) และ Fibronectin type III-like domain (ข) ของ 
Bacillus circulans WL-12 
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รูปที่ 1.7 แสดง aromatic residue บน CatD ของ ChiA1 ที่ทําหนาที่จับกับสายของสับสเตรต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.8 model ในการจับกับสับสเตรต β-chitin โดยใช aromatic residue ของ ChiA จาก 
Serratia marcescens 
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ในปจจุบัน วิทยาการทางชีวภาพมีการพัฒนาอยางรวดเร็ว เอนไซมเขามามีบทบาทสําคัญ

ในกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมตาง ๆ มากขึ้น รวมถึงอุตสาหกรรมแปรรูปไคตินและไคโตซาน
ดวย โดยสวนใหญจะสนใจไคติเนสที่ไดจากแบคทีเรีย เนื่องจากเลี้ยงงาย เจริญเติบโตไดรวดเร็ว 
สามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมากและทําใหบริสุทธิ์ไดงาย และเนื่องจากในอุตสาหกรรม
มักจะเกิดปญหาเกี่ยวกับอุณหภูมิซึ่งมีผลตอการทํางานของเอนไซม สวนใหญจะเกิดจากความ
รอนทําใหเอนไซมเสียสภาพ ดังนั้นจึงสนใจศึกษาไคติเนสที่ทนรอนได ซึ่งมีนักวิทยาศาสตรหลาย
ทานใหความสนใจทําการศึกษาไคติเนสทนรอน เชน Takigichi and Shimahara (57) ไดทําการ
คัดเลือกแบคทีเรียจากน้ําพุรอนที่ผลิต N, N’-Diacetylchitobiose จากไคติน โดยเมื่อนําไปจําแนก
สายพันธุ แลวพบวาเปน Bacillus licheniformis X-7u   ซึ่งเมื่อ Takayanagi และคณะ (58) ไดทํา
การทดลองนําอาหารเลี้ยงเชื้อไปแยกใหบริสุทธิ์ พบโปรตีน 4 ชนิด เรียก chitinase I (89 kDa), II 
(76 kDa), III (66 kDa) และ IV (59 kDa) โดย chitinase II, III และ IV สามารถทาํงานไดที่
อุณหภูมิสูง ๆ (70-80 °C) และเสถียรที่อุณหภูมิสูง การศึกษาไคติเนสที่ไดจาก Streptomyces 
thermoviolaceus OPC-520 พบวามีโปรตีน 3 ชนิดที่มีแอคติวิตีของไคติเนส ซึ่งมีขนาด 25 
(Chi25), 30 (Chi30) และ 40 (Chi40) กิโลดาลตัน เมื่อทํา Chi30 และ Chi40 ใหบริสุทธิ์ แลว
นําไปศึกษาสมบัติ พบวา Chi30 ทํางานไดดีที่คาความเปนกรด- ดาง เทากับ 4 ที่อุณหภูมิ 60 °C 
และเสถียรที่ชวงความเปนกรด-ดาง เทากับ 6-8 ที่อุณหภูมิ 60 °C (59) และ Chi40 ทํางานไดดีที่
คาความเปนกรด-ดางในชวง 8-10 ที่ชวงอุณหภูมิ 70-80 °C และเสถียรที่ความรอนสูง (60) เมื่อ
ทําการโคลน Chi30 พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายกับ ChiA จาก S. lividans และ ChiA จาก S. 
coelicolor (59) และเมื่อเร็ว ๆ นี้ Gomes และคณะ (61) ไดทําการศึกษา thermostable 
endochitinase จาก Streptomyces RC1071 ที่แยกไดจากดิน โดยเมื่อทําใหเอนโดไคติเนส 
บริสุทธิ์ พบวาเอนไซมตัวนี้มีขนาดโมเลกุล 70 กิโลดาลตัน โดยมี pI เทากับ 6.1 สามารถทํางานได
ดีที่ คาความเปนกรด- ดางเทากับ 8.0 ที่ 40 °C และมีเสถียรภาพที่ชวงความเปนกรด – ดาง 
เทากับ 4-9 และอุณหภูมิ 30-70 °C ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราที่กอใหเกิดโรคใน
พชื (phytopathogenic fungi) ได เปนตน 

กอนหนานี้คณะวิจัยสามารถโคลนยีนและศึกษาสมบัติบางประการของไคติเนสจาก
แบคทีเรียที่อยูในดินตามธรรมชาติไดหลายชนิด เชน Chi65 จาก Bacillus licheniformis PR-1 
(62), Chi66 จาก Bacillus licheniformis SK-1 (63) และ Chi60 จาก Burkholderia cepacia 
TU09 (64) เมื่อทําการศึกษาสมบัติบางประการของไคติเนสเหลานี้ พบวา Chi65 ประกอบดวย
กรดอะมิโนจํานวน 596 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 65,100 ดาลตัน สภาวะที่ Chi65 ทํางานมีแอคติวิตี
มากที่สุดอยูที่คาความเปนกรดเปนดาง 5.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สับสเตรตที่ Chi65 
ยอยไดดีที่สุด คือ คอลลอยดัลไคติน (colloidal chitin) ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยคอลลอยดัล  
ไคตนิดวย Chi65 คือ ไคโตไบโอส (N,N’-diacetyl chitobiose) และ N-acetylglucosamine ผสม
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กัน สวน Chi66 เมื่อทําการศึกษาสมบัติบางประการ พบวาประกอบดวยกรดอะมิโน 598 ตัว มี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตัน สภาวะที่ Chi66 สามารถทํางานแลวมีแอคติวิตีสูงสุดอยู
ที่คาความเปนกรดเปนดาง 5.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สับสเตรตที่ Chi66 ยอยไดดีท่ีสุด 
คือ คอลลอยดัลไคติน และผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยคอลลอยดัลไคตินจะได N,N’-diacetyl 
chitobiose เปนสวนใหญ และเมื่อทําการศึกษาสมบัติบางประการของ Chi60 พบวา Chi60 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 564 ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล 60,942 ดาลตัน มีลํากับกรดอะมิโนคลายคลึง
กับ chitinase A (ChiA) ของ Serratia marcescens (32) ถึง 99% สภาวะที่ Chi60 สามารถ
ทํางานแลวมีแอคติวิตีสูงสุดอยูที่คาความเปนกรดเปนดาง 5.0-6.0 และอุณหภูมิ 50-60 องศา
เซลเซียส สับสเตรตที่ Chi60 ยอยไดดีที่สุดคือคอลลอยดัลไคติน และเมื่อนํา Chi60 ไปยอย
คอลลอยดัลไคตินพบวา ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยจะได N,N’-diacetyl chitobiose เปนสวน
ใหญ เมื่อพิจารณาโครงสรางของไคติเนสเหลานี้พบวา Chi65 และ Chi66 จะพบ CatD อยูที่ปลาย
ดานอะมิโน ตามดวยสวนของ FnIIID และ ChBD แต Chi60 จะพบสวนของ ChiN อยูทางดวน
ปลายดานอะมิโน ตามดวย CatD เชนเดียวกับ ChiA จาก Serratia maecescens และพบวา
ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวย Chitinase A จาก Serratia maecescens ก็ไดเปน 
N,N’-diacetyl chitobiose (43) เชนเดียวกับ Chi60 จึงคาดวาการมีอยูและการเรียงลําดับที่
ตางกันของโดเมนเหลานี้อาจจะมีสวนในการกําหนดขนาดของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น  

โครงงานวิจัยนี้คณะผูวิจัยไดทําการคัดเลือกจุลินทรียจําพวกแบคทีเรียที่สามารถผลิต
เอนไซมไคติเนสออกมานอกเซลลได คือ Bacillus licheniformis RN01 จากแหลงน้ําพุรอนจังหวัด
ระนอง โดยสมบัติทั่วไปของ Bacillus licheniformis เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางของเซลลเปน
แทง (rod-shaped) ซึ่งสามารถสรางสปอรและเอนไซมแคตทาลิสได โดยผลงานวิจัยเบื้องตน
พบวา เอนไซมอยางหยาบ (crude enzyme) ของแบคทีเรียนี้สามารถทํางานไดดทีี่อุณหภูมิสูง 50-
60°C และชวงความเปนกรดเปนดางที่กวาง  ซึ่งทําใหสามารถนําไปประยุกตใชไดดีใน
อุตสาหกรรม ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงตองทําการโคลนยีนไคติเนสจากแบคทีเรียนี้มาศึกษาถึงโครงสราง
ของยีนและโปรตีน และศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซมนี้ เพื่อที่จะเขาใจการทํางานของเอนไซมนี้
มากขึ้น และยิ่งไปกวานั้นเม่ือเราไดโคลนของเอนไซมแลวก็จะสามารถนํามาทําการกลายพันธุ 
(mutagenesis) นําไปศึกษาเปรียบเทียบกับโครงสรางไคติเนสชนิดอื่น เพื่อพัฒนาหรือปรับปรุงการ
ทํางานของเอนไซม และศึกษาถึงโครงสรางที่นาจะมีสวนในการกําหนดขนาดของผลิตภัณฑ 
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บทที่ 2 
 

อุปกรณ สารเคมี และวธิกีารทดลอง 
 

เครื่องมือและอุปกรณ 
Autoclave: Model H-88LL, Kokusan Ensinki Co., Ltd., Japan  
Autopipette: Pipetman, Gilson, France 
Centrifuge, refrigerated centrifuge: Model J-21C, Beckman Instrument Inc., U.S.A. 
Centrifuge, microcentrifuge high speed: Model MC-15A, TOMY SEIKO CO.LTD., 
TOKYO, Japan 
Electrophoresis Unit: 2050 MIDGET, LKB, Sweden and Mini-protein, Bio-Rad, U.S.A.; 
Submarine Agarose Gel Electrophoresis unit  
GeneAmp PCR System 2400, PERKIN-ELMER, U.S.A. 
Gene PulserTM: Bio-Rad, U.S.A.  
HPLC Model waterTM 600 system 
Incubator: Model 1H-100, Gallenkamp, England 
Incubator shaker controlled environment: Psyco-threm, New Brunswick Scientific Co., 
U.S.A. 
Incubator shaker: Model G76, New Brunswick Scientific Co., Inc. Edison, U.S.A. 
Incubator, water bath: Model M20S, Lauda, Germany 
Magnetic stirrer: Model Fisherbrand, Fisher Scientific, U.S.A.  
Magnetic stirrer and heater: Model IKAMA®GRH, JANKE&KUNKEL GMBH&CO.KG, 
Japan 
Microcentrifuge tube 1.5 mL, Bioactive, Thailand 
pH meter: Model PHM95, Radiometer Copenhegen, Denmark 
Power supply: Model POWER PAC 300, Bio-Rad, U.S.A.  
Sonicator: Model W375, Heat systems-ultrasonics, U.S.A. 
Spectrophotometer: Spectronic 2000, Bausch&Lomp, U.S.A. 
Spectrophotometer UV-240, Shimadzu, Japan, and DU Series 650, Beckman, U.S.A. 
Spectrophotometer UV-240, Shimadzu, Japan, and Du series 1050, Beckman, U.S.A.  
Thin-wall microcentrifuge tubes 0.2 mL, Axygen Hayward, U.S.A. 
UV transluminator: Model 2011 Macrovue, SanGabriel California, U.S.A. 
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Vortex: Model K-550-GE, Scientific Industries, U.S.A. 
Water bath: Charles Hearson Co., Ltd., England 
Water bath, shaking: Heto lab Equipment, Denmark 
 
สารเคม ี
Acetonitrile: (Methyl cyanide) Sigma, U.S.A. 
Acrylamide: Merck, U.S.A. 
Agrarose: SEAKEM LE Agarose, FMC Bioproducts, U.S.A. 
Aqua sorb: Fluka, Switzerland 
Ammonium persulphate: Sigma, U.S.A. 
Ammonium sulphate: Sigma, U.S.A. 
Ampicillin:  Sigma, U.S.A. 
Bacto-Agar: DIFCO, U.S.A. 
BlueRanger® Prestained Protein Molecular Weight Marker Mix: PIERCE, U.S.A. 
β-mercaptoethanol: Fluka, Switerland 
5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-D-galactopyranoside (X-gal): Sigma, U.S.A. 
Bovine serum albumin (BSA): Sigma, U.S.A. 
Bromphenol blue: Merck, Germany 
Chloroform: BDH, England 
Coomassie brilliant blue R-250: Sigma, U.S.A.  
Dialysis tubing: Sigma, U.S.A.  
di-Potassium hydrogen phosphate anhydrous: Carlo Erba Reagenti, Italy 
di-Sodium ethylenediaminetetra acetate: M&B, England 
DNA marker: Lamda(λ)DNA digest with Hind III: GIBCOBRL, U.S.A. 
Ethidium bromide: Sigma, U.S.A. 
Ethyl alcohol absolute: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Ficoll type 400: Sigma, U.S.A. 
Flake chitin: Sigma, U.S.A. 
Fluorescent Brightener 28: Sigma, U.S.A. 
Glacial acetic acid: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Glycine: Sigma, U.S.A.  
Glycol chitin: Seikaguku Corporation, Japan 
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Glucose: BDH, England 
Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG): Sigma, U.S.A. 
Low molecular weight calibration kit for SDS electrophoresis: Amersham, U.S.A. 
100 bp ladder: GIBCOBRL, U.S.A. 
Megnesium sulphate 7 hydrate: BDH, England 
Megnesium chloride: BDH, England 
Methanol: Merck, Germany 
N, N’-dimethyl-formamide: Fluka, Switzerland 
N, N’-methylene-bis-acrylamide: Sigma, U.S.A.  
NNN’N’-tetramethyl-1,2-diaminoethane (TEMED): Carlo Erbo Reagenti, Italy 
Phenol: BDH, England 
Phosphoric acid: Mallinckrodt, U.S.A. 
Potassium ferricyanide: BDH, England 
Potassium phosphate monobasic: Carlo Erba Reagenti, Italy 
QIAquick Gel Extraction Kit: QIAGEN, Germany 
QIAquick Plasmid Extraction Kit: QIAGEN, Germany 
Sodium carbonate anhydrous: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium citrate: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium chloride: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium dodecyl sulfate (SDS): Boehringer Mannheim Gmbtt, Germany 
Sodium hydroxide: Merck, Germany  
Sucrose: Sigma, U.S.A. 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane: Carlo Erba Reagenti, Italy 
TritonX-100: Merck, Germany  
Tryptone: DIFCO, U.S.A. 
Xylene cyanole FF: Sigma, U.S.A. 
Yeast extract: DIFCO, U.S.A. 
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เอนไซม 
DNA polymerase I (Klenow): New England Biolabs, Inc., U.S.A. 
Lysozyme: Sigma, U.S.A. 
Pfu DNA Polymerase: Promega, U.S.A. 
Proteinase K: Sigma, U.S.A. 
Restriction enzymes: GIBCOBRL, U.S.A. and New England Biolabs, Inc., U.S.A. 
RNase: Sigma, U.S.A. 
Taq DNA polymerase: Pacific science, France 
T4 DNA ligase: New England Biolabs, Inc., U.S.A. 
Vent DNA polymerase: New England BioLabs, Inc., U.S.A 
 
ไพรเมอร (Primer) 
BP-19F : GTTTTCCCTTGTTGTCTTC (Tm = 54°C) 
BP-20R : CTCTTTATCGTTTTCTATCC (Tm = 54°C) 
สําหรับโคลนยนีไคติเนสจาก Bacillus lichenifirmis 
 
RN-Seq-I : TTGCTGGGAGGGAAGGC (Tm = 56°C) 
RN-Seq-II : CGGTTTTCAAATGACACG (Tm = 52°C) 
RN-Seq-III : CAGAAGCAAAAGACGGC (Tm = 52°C) 
RN-Seq-IV : CGTAGAACGGTGTTCC (Tm = 50°C) 
RN-Seq-V : AGCAAACGGATTAAGCGG (Tm = 54°C) 
สําหรับหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไคติเนส 
 
pA : AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Tm = 60°C) 
pH′ : AAGGAGGTGATGCAGCCGCA (Tm = 64°C) 
สําหรับโคลนยนี 16s rRNA 
 
pD : CAGCAGCCGCGGTAATAC (Tm = 58°C) 
pE : AAACTCAAAGGAATTGACGG (Tm = 56°C) 
สําหรับหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA 
BEN1 : GCTCCGATCCAATCTACAACCG (Tm = 68°C) 
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 นําสารละลาย DNA ที่สกัดไดมาเปนตนแบบในการทํา polymerase chain reaction 
(PCR) เพื่อโคลนยีนไคติเนส โดยใชคูไพรเมอร BP-19F และ BP-20R ที่สามารถเพิ่มจํานวนชิ้นยีน
ไคติเนสไดครบทั้งยีน (62) และใช Vent DNA polymerase เปนเอนไซมในการเพิ่มจํานวนชิ้นยีน
ไคติเนส โดยจะใสสารตาง ๆ ในการทํา PCR ดังนี้ Vent DNA polymerase 1 Unit, MgSO4 2 
mM, BP-19F และ BP-20R อยางละ 0.4 µM, dNTP 200 µM, genomic DNA 200 ng ใน
สารละลายปริมาตรสุทธิ 50 µl และตั้งโปรแกรมทํา PCR ดังนี้ ข้ัน pre-denature 94°C 4:00 นาที
, ขั้น denature 94°C 1:00 นาที, ข้ัน annealling 52°C 1:00 นาที, ขั้น extension 72°C 2:10 
นาที โดยจะทํา PCR 25 รอบ แลวทําขั้น post-extension ที่ 72°C อีก 5:00 นาที 
 นํา PCR product ที่ไดมาสกัด phenol chloroform (65) และตกตะกอน DNA ดวย 
absolute ethanol ระเหย ethanol ออก แลวนําไปทํา A-tailing โดยนําตะกอน DNA มาละลายใน
สารละลายที่มี MgSO4 1.5 mM, dATP 10 mM ThermoPol buffer เขมขน 1X และ Taq DNA 
polymerase 1 U ปริมาตรรวม 20 µl โดยนําไปบมที่ 72°C เปนเวลา 20 นาที จากนั้นนํา
สารละลายมา run 0.7% agarose gel electrophoresis แลวตัดเจลตรงชิ้น PCR product ที่คาด
วาเปนชิ้นยีนไคติเนส นํา DNA มา elute ออกจากเจลโดยใช  QIAquick Gel Extraction Kit 
จากนั้นทําการเชื่อมยีนไคติเนสเขากับเวกเตอร pGEM®-T Easy แลวถึงนํายีนไคติเนสที่เชื่อมกับ
เวกเตอรแลวมาถายเขาสูเซลล (transformation) E. coli Top10 โดยใชกระแสไฟฟา 
(electroporation) นําเชื้อที่ทํา electroporation แลวมากระจายเซลลลงบน plate อาหารเลี้ยงเชื้อ 
LB-CC ที่มีแอมพิซิลิน (ampicillin) 100 µg/ml, IPTG 1.4 mg และ X-GAL 0.8 mg นําไปเลี้ยงที่ 
37°C 1-3 คืน จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่มยีีนไคติเนสโดยสังเกตจากวงใสรอบโคนี (clear zone) 
และวิธี blue/white colony screening 

เลือกโคโลนีสีขาวที่เกิด clear zone นํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (LB broth) ที่
มี ampicillin 100 µg/ml นํามาสกัดพลาสมิด (66) แลวนําพลาสมิดที่ไดมาทําแผนที่ยีน และนําไป
หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไคติเนส 
 
การโคลนยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis RN01 
 นํา genomic DNA ที่สกัดไดจาก Bacillus licheniformis RN01 มาเพิ่มจํานวนชิ้นยีน 
16s rRNA โดยใชคูไพรเมอร pA และ pH′ (67) และใช Vent DNA polymerase เปนเอนไซมใน
การเพิ่มจํานวนชิ้นยีน 16s rRNA โดยจะใสสารตาง ๆ ในการทํา PCR ดังนี้ Vent DNA 
polymerase 1 Unit, MgSO4 2 mM, pA และ pH′ อยางละ 0.4 µM, dNTP 200 µM, genomic 
DNA 200 ng ในสารละลายปริมาตรสุทธิ 50 µl ตั้งโปรแกรมทํา PCR ดังนี้ ข้ัน pre-denature 
94°C 4:00 นาที, ขั้น denature 94°C 1:00 นาที, ขั้น annealling 60°C 1:00 นาที, ขั้น 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
การระบชุนิดองแบคทีเรียโดยเปรียบเทียบ 16s rRNA 

ในโครงการนี้ไดทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตไคทิเนสได โดยเชื้อแบคทีเรียที่
คัดเลือกมาเมื่อนําไปศึกษาลักษณะสมบัติทางทางชีวเคมีแลวพบวาเปนเชื้อแบคทีเรียที่จัดอยูใน
จีนัสและสปชีส Bacillus licheniformis ดังนั้นเราจะทําการระบุชนิดของเชื้อ Bacillus 
licheniformis RN01 (รูปที่ 3.1) เพิ่มเติมโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s 
rRNA ซึ่งจะทําการทดลองโดยทํา polymerase chain reaction (PCR) เพิ่มจํานวนชิ้นยีน 16s 
rRNA โดยใชไพรเมอร pA (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ pH′ (5’-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) โดยใชสภาวะในการทํา PCR ดังนี้ 

 ปริมาณที่ใช ปริมาตรที่ใช 
2 U/µL Vent DNA Polymerase 1 U 0.5 µL 
10X ThermoPol Buffer 1X 5 µL 
100mM MgSO4 2 mM 1 µL 
10 pmole/µL pA 0.4 µM 2 µL 
10 pmole/µL pH′ 0.4 µM 2 µL 
10 mM dNTP 200 µM 1 µL 
Genomic DNA template 200 ng 0.5 µL 
Ultrapure water  38 µL 
                                                                       Total volume 50 µL 

 
แลวตั้งโปรแกรมดังนี้ 
1. pre-denature ที่อุณหภูมิ 94ºc  เปนเวลา 4:00 นาที 
2. denature  ที่อุณหภูมิ 94ºc  เปนเวลา 1:00 นาที 
3. annealling  ที่อุณหภูมิ 60ºc  เปนเวลา 1:00 นาที 
4. extension  ที่อุณหภูมิ 72ºc  เปนเวลา 2:00 นาที 
ทํา PCR โดยตั้งโปรแกรมใหเครื่อง ThermoCyclier ทํางานในขั้นตอน 2-4 จํานวน 25 รอบ และใน
รอบสุดทายจะตั้งโปรแกรมใหเครื่อง ThermoCyclier ทํางานที่ 72ºc ตอไปอีก 2 นาที จากนั้นนํา 
PCR product มา run 0.7% agarose gel electrophoresis ไดผลดังรูปที่ 3.2 
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รูปที่ 3.1 รูป Bacillus lichenifirmis RN01 ที่มี clear zone รอบโคโลนี บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CCMM  
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รูปที่ 3.2 แสดงยีน 16s rRNA จาก Bacillus licheniformic RN01 ที่เพิ่มจํานวนโดยการทํา PCR 
โดยใช primer pA และ pH′ กําหนดให lane 1 และ 2 คือ PCR product 
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 นําชิ้นยีนที่เพิ่มจํานวนไดมาเชื่อมกับเวกเตอร pGEM®-T Easy แลวนํา plasmid 
transform เขาสู E. coli JM109 จากนั้นสกัดพลาสมิดที่มีชิ้นยีนที่เพิ่มจํานวนไดนําไปหาลําดับ    
นิวคลีโอไทด พบวาลําดับนิวคลีโอไทดเปนดังรูปที่ 3.3 
 โดยลําดับคลีโอไทดที่เพิ่มจํานวนไดมีจํานวน 1565 bp เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดนี้มาเขา
โปรแกรม BLAST จะพบวาลําดับนิวคลีโอไทดที่เพิ่มจํานวนจาก genomic DNA ของ Bacillus 
licheniformis RN01 มีความคลายคลึงกับยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis M1-1 
(AB039328) ที่มีความยาว 1,549 bp อยู 99% (รูปที่ 3.4) 
 
 
การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของไคติเนสอยางหยาบ (crude chitinase) ที่ผลิต
จาก Bacillus licheniformis RN01  

การศึกษาลักษณะการเจริญและลักษณะการผลิตเอนไซมของ Bacillus licheniformis 
RN01 จะเลี้ยงเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CCMM แลวดูดน้ําเลี้ยงมา
วัดอัตราการเจริญและวัดแอคติวิตีของเอนไซมทุกวันเปนเวลา  7 วัน พบวาเชื้อ Bacillus 
licheniformis RN01 เจริญเขาสู stationary phase เมื่อเลื้ยงเชื้อไปแลวเปนเวลา 6 ชั่วโมง และมี
การผลิตไคติเนสออกมามากที่สุดเมื่อเลี้ยงเชื้อไปแลว 2 วัน (รูปที่ 3.5) 
 เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดมาหาอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
พบวา ไคติเนสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50-60°C (รูป
ที่ 3.6) สวนคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม เราพบวา เอนไซมสามารถทํางานได
ในชวง pH กวางตั้งแต pH 6 - 11 (รูปที่ 3.7) 
 เมื่อนาํเอนไซมไปยอยสับสเตรตชนิดตาง ๆ ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง, ไคตินจากเปลือกปู
, ไคตินจากแกนปลาหมึก, ไคตินจากแกนปลาหมึกปน, powder chitin, colloidal chitin, PNAC 
(partial-N-acetylated chitin), 70% DD chitosan และ 90% DD chitosan พบวา ไคติเนสที่ผลิต
จากเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 สามารถยอย PNAC ไดดีที่สุด รองลงมาคือ colloidal 
chitin และ ไคตินจากแกนปลาหมึกปน สวนสับสเตรตที่เอนไซมยอยไมไดคือ ไคตินจากเปลือกปู 
(รูปที่ 3.8) 
 หลังจากนําเอนไซมไปยอยสับสเตรตแลวนํามาหาขนาดของผลิตภัณฑโดยนํามาฉีด 
HPLC พบวาผลิตภัณฑที่ไดเปน GlcNAc และ dimer ของ N-acetylglucosamine (chitobiose) 
ผสมกัน โดยมีผลิตภัณฑหลักเปน chitobiose (รูปที่ 3.9) 
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCGATG
GGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGG
CTTTCAGCTACCACTTGCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGA
CGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTC
AACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGG
GGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GGCAGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGC
AGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC
CTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGG
AAGGTGCGGCTGCATCACCTCCTTA 
 
รูปที่ 3.3 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA ทีเพิ่มจํานวนจาก genomic DNA ของ Bacillus 
licheniformis RN01 ดวยไพรเมอร pA และ pH′ โดย DNA ที่เพิ่มจํานวนไดมีจํานวน 1565 bp  
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การทํา pairwise sequence alignment ดวยโปรแกรม CLUSTAL W (1.82) 
 
 
M1-1            ATTGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGT 60 
RN01            -----AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGT 55 
                     ******************************************************* 
 
M1-1            CGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 120 
RN01            CGAGCGGACCGATGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG 115 
                ************ *********************************************** 
 
M1-1            GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG 180 
RN01            GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTG 175 
                ************************************************************ 
 
M1-1            ATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTACAGATGGACCC 240 
RN01            ATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTCAGCTACCACTTGCAGATGGACCC 235 
                ************************************ *********** *********** 
 
M1-1            GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC 300 
RN01            GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC 295 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC 360 
RN01            TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC 355 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA 420 
RN01            AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA 415 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG 480 
RN01            GGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG 475 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 540 
RN01            TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 535 
                ************************************************************ 
 
M1-1            ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTT 600 
RN01            ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTT 595 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG 660 
RN01            AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG 655 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG 720 
RN01            AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG 715 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG 780 
RN01            AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG 775 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT 840 
RN01            GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT 835 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC 900 
RN01            AGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC 895 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG 960 
RN01            GGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG 955 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAG 1020 
RN01            GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAG 1015 
                ************************************************************ 
 
M1-1            AGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT 1080 
RN01            AGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT 1075 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCA 1140 
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RN01            GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCA 1135 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT 1200 
RN01            TTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT 1195 
                ************************************************************ 
 
M1-1            CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGG 1260 
RN01            CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGG 1255 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTC 1320 
RN01            GCAGCGAAGCCGCGAGGCTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTC 1315 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA 1380 
RN01            TGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA 1375 
                ************************************************************ 
 
M1-1            ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAA 1440 
RN01            ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAA 1435 
                ************************************************************ 
 
M1-1            GTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAG 1500 
RN01            GTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAG 1495 
                ************************************************************ 
 
M1-1            TCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTAA 1549 
RN01            TCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGCATCACCTCCTTA- 1543 
                *********************************** ************  

 
รูปที่ 3.4 เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis 
RN01 กับ Bacillus licheniformis M1-1 โดยการทํา pairwise sequence alignment ดวย
โปรแกรม CLUSTAL W (1.82) โดยตําแหนงที่ระบายสีเอาไวจะเปนตําแหนงที่ลําดับนิวคลีโอไทด
ตางกัน 
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ลักษณะการเจรญิและการผลิตไคติเนสของ Bacillus licheniformis RN01
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รูปที่ 3.5 ลักษณะการเจริญและลักษณะการผลิตไคติเนสของ Bacillus licheniformis RN01 
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รูปที่ 3.6 แอคติวิตีของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่อุณหภูมิตาง ๆ 
โดยนําเอนไซม 25 mU มาบมกับ colloidal chitin ใน citrate buffer pH 6 ที่อุณหภูมิ 30, 37, 50, 
60, 70, 80 และ 90°C เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.7 แอคติวิตีของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ pH ตาง ๆ โดยนํา
เอนไซม 25 mU มาบมกับ colloidal chitin ที่อุณหภูมิ 50°C ใน buffer pH ตาง ๆ เปนเวลา 20 
นาที 
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รูปที่ 3.8 ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของไคติเนสอยางหยาบจาก Bacillus 
licheniformis RN01 โดยนําเอนไซม 25 mU มาบมกับสับสเตรตชนิดตาง ๆ ใน citrate buffer   
pH 6 ที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.9 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลังจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซมอยางหยาบที่ผลิตจาก 
Bacillus licheniformis RN01 โดยรูป ก เปน chitooligosaccharide มาตรฐาน : 1 เปน 
monomer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc), 2 เปน dimer ของ N-acetylglucosamine 
(GlcNAc)2, 3 เปน trimer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)3,4 เปน tetramer ของ N-
acetylglucosamine (GlcNAc)4 และ 5 เปน pentamer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)5 
รูป ข เปนชุดควบคุม คือสับสเตรตที่ไมไดผานการยอยดวยเอนไซม สวนรูป ค เปนสับสเตรตที่ยอย
ดวยเอนไซมอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ซึ่งใหผลิตภัณฑหลักเปน 
chitibiose  

ข 

ค 

ก 

1 2 

3 
4 5 
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การโคลนยีนไคติเนสจาก genomic DNA ของ Bacillus licheniformis RN01 

การโคลนยีนที่ผลิตไคติเนสในงานวิจัยนี้ไดทําโดยการทํา PCR โดยใชไพรเมอร BP-19F 
และ BP-20R ที่ออกแบบโดยการใชลําดับนิวคลีโอไทดจากยีนไคทิเนส Chi65 ที่โคลนไดจาก 
Bacillus licheniformis PR-1 (60) เปนตนแบบ ซึ่งบริเวณที่ไพรเมอรคูนี้จับกับ DNA ตนแบบนั้น 
จะจับครอมอยูระหวางตําแหนงบริเวณกอน promoter (อยูเหนือ start codon ประมาณ 120 
base pair) และอีกตําแหนงจะอยูที่สวนทายของยีน โดยอยูหลังจาก stop codon ประมาณ 30 
base pair โดยคุณประการตไดทําการทดสอบแลววา ไพรเมอรคูนี้มีความจําเพาะตอยีนไคติเนส 
family 18 ของ Bacillus spp. ซึ่งสามารถใชเพิ่มจํานวนยีนไคติเนสของ Bacillus spp. ไดครบทั้ง
ยีน สภาวะที่ใชในการทํา PCR เปนดังนี้ 

 ปริมาณที่ใช ปริมาตรที่ใช 
2 U/µL Vent DNA Polymerase 1 U 0.5 µL 
10X ThermoPol Buffer 1X 5 µL 
100mM MgSO4 2 mM 1 µL 
10 pmole/µL primer BP-19F 0.4 µM 2 µL 
10 pmole/µL primer BP-20R 0.4 µM 2 µL 
10 mM dNTP 200 µM 1 µL 
Genomic DNA template 200 ng 0.5 µL 
Ultrapure water  38 µL 
                                                                       Total volume 50 µL 

 
แลวตั้งโปรแกรมดังนี ้
1. pre-denature ที่อุณหภูม ิ 94ºc เปนเวลา 4:00 นาท ี
2. denature  ที่อุณหภูม ิ 94ºc เปนเวลา 1:00 นาท ี
3. annealling  ที่อุณหภูม ิ 52ºc เปนเวลา 1:00 นาท ี
4. extension  ที่อุณหภูม ิ 72ºc เปนเวลา 2:10 นาท ี

ทํา PCR โดยตั้งโปรแกรมใหเครื่อง ThermoCycler ทํางานในขั้นตอน 2-4 จํานวน 25 รอบ 
และในรอบสุดทายจะตั้งโปรแกรมใหเครื่อง ThermoCycler ทํางานที่ 72ºC ตอไปอีก 5 นาที นํา 
PCR product มา run 0.7% agarose gel electrophoresis แสดงผลดังรูปที่ 3.10 

39



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.10 แสดงยีนไคทเินส จาก Bacillus licheniformic RN01 ที่ไดจากวธิี PCR cloning โดยใช 
primer BP-19F และ BP-20R กําหนดให lane M คือ λ DNA/Hind III marker , lane 2 - 4 คือ 
PCR product 
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จากรูปที่ 3.10 จะเห็นวา PCR product ที่ไดมีขนาดประมาณ 2 kb ซึ่งมีขนาดตามที่คาด

ไว แต PCR product ที่ไดจะมีปลายเปน blunt end ในการทดลองนี้เราไดนํา PCR product ที่
ไดมาทําใหปลายของ PCR product มี overhang A เพื่อทําใหโคลนชิ้นยีนที่ตองการไดงายขึ้น 
โดยนํามาทํา A-tailing ดวย Taq Polymerease แลวจึงนํา PCR product ที่เติม overhang A แลว 
มาทําใหบริสุทธิโดยนํามาแยกโดย 0.7% agarose gel electrophoresis จากนั้น elute แถบขนาด
ประมาณ 2 kb ออกมาโดยใช QIAquick gel extraction kit จากนั้นนําไปเชื่อมตอเขากับ vector 
pGEM-T Easy แลวจึง transform เขาเซลล E.coli Top10 

ทําการคัดเลือกหาโคโลนีที่ไดรับ plasmid ที่มีชิ้นยีนแทรกอยูดวยวิธี blue-white 
screening และดูจากวงใส (clear zone) รอบโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มี 0.01% 
ampicillin, IPTG 1.4 mg และ X-GAL 0.8 mg เลือกโคโลนีสีขาวที่มีวงใสมาทําการสกัดพลาสมิด 
นําพลาสมิดที่สกัดไดมาตัดตรวจสอบดวย Not I แลวนําไป run 0.7% agarose gel พบวาไดแถบ
ขนาดประมาณ 3 kb ของ pGEM-T easy และ แถบขนาดประมาณ 2 kb ซึ่งเปนยีนไคติเนสที่
โคลนได ผลแสดงดังรูปที่ 3.11 โดยพลาสมิดที่มีขนาดถูกตองเราใหชื่อวา pW1, pW2 และ pW3 
 เมื่อนําพลาสมิด pW1 และ pW2 ที่เราโคลนยีนไคติเนส (ใหชื่อวา chiRN1 gene) เขาไป
ได มาหาลําดับนิวคลีโอไทด ดวยไพรเมอร RN-Seq-I, RN-Seq-II, RN-Seq-III, RN-Seq-IV, RN-
Seq-V, M13 forward และ M13 reverse พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน chiRN1 ที่โคลนไดเปน
ดังรูปที่ 3.12 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเขาโปรแกรม BLAST พบวาลําดับนิวคลีโอไทดมีความ
คลายคลึงกับยีนไคติเนสจาก Bacillus licheniformis ATCC 14580 (CP000002) อยู 99% นํา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาแปลเปนกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม ORF finder พบวา ยีน chiRN1 
สามารถแปลรหัสออกมาเปนกรดอะมิโนได 598 กรดอะมิโน โดยมีลําดับของกรดอะมิโนดังรูปที่ 
3.13 เมื่อนํามาคํานวณน้ําหนักโมเลกุลโดยใชโปรแกรม ProtCalc พบวา เอนไซม ChiRN1 มี
น้ําหนักโมเลกุล 66134.52 ดาลตัน (Da) และมี theoretical pI เทากับ 5.17  
 จากนั้นนําลําดับกรดอะมิโนมาการทํานายโครงสราง 3 มิติ โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล
ในอินตอรเนต (http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/) ใหขอมูลออกมาวาโครงสราง
ของเอนไซม ChiRN1 มีอยู 3 โดเมนดวยกัน ไดแก Catalytic domain (CatD), fibronectin type 
III-like domain (FnIIID) และ chitin binding domain (ChBD) โดยฐานขอมูลสามารถทํานาย
และสรางโครงสราง 3 มิติ ของ CatD และ FnIIID ออกมาไดดังรูปที่ 3.14 แตโครงสราง 3 มิติของ 
ChBD ฐานขอมูลไมสามารถทํานายโครงสรางออกมาได 

41



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.11 แสดงยีนไคติเนสที่โคลนไดดวยวิธี PCR cloning โดยใช primer BP-19F และ BP-20R 
เขาสู pGEM-T Easy แลวนํามาตัดตรวจสอบโดยตัดดวย restriction enzyme Not I โดย lane 
pW1, pW2 และ pW3 คือ plasmid ที่กสัดมาไดที่ยังไมไดตัดดวย restriction enzyme สวน lane 
pW1/Not I, pW2/Not I และ pW3/Not I คือ plasmid pW1, pW2 และ pW3 ที่ตัดดวย restriction 
enzyme Not I 
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TGTTTTCCCTTGTTGTCTTCAATGTATCTGCTGCTATTAGATGACAAGGAAAAATATAAAACCAGCAAA
AAAGGCGGTGAGGAAAAAGAGAGTTCTAGTTTCATAGCTTGCCAAAAAATTGCTTGTAAAGGAGATGAA
AATCGTGTTGATCAACAAAAGCAAAAAGTTTTTCGTTTTTTCTTTCATTTTTGTTATGATGCTGAGCCT
CTCATTTGTGAATGGGGAAGTTGCAAAAGCCGATTCCGGAAAAAACTATAAAATCATCGGCTACTATCC
ATCATGGGGTGCTTATGGAAGGGATTTTCAAGTTTGGGATATGGACGTTTCGAAAGTCAGCCACATTAA
TTATGCCTTTGCTGATATTTGCTGGGAGGGAAGGCATGGGAACCCTGATCCGACAGGCCCCAATCCTCA
AACGTGGTCATGCCAGGATGAAAACGGAGTGATCGACGCGCCAAATGGAACAATCGTGATGGGCGATCC
CTGGATTGACGCACAAAAGGCAAATCCCGGGGATGTCTGGGATGAACCGATCCGCGGCAACTTTAAACA
ATTGTTGAAGCTGAAAAAGAGCCACCCTCATTTGAAAACGTTCATATCGGTCGGGGGGTGGACTTGGTC
TAACCGCTTTTCAGATGTCGCGGCAGATCCTGCGGCAAGGGAGAATTTCGCCGCTTCGGCCGTTGAGTT
TTTAAGGAAATACGGGTTTGACGGGGTCGATCTTGACTGGGAATATCCGGTCAGCGGAGGATTGCCGGG
GAACAGCACACGTCCGGAAGATAAAAGAAACTACACGCTGCTCCTGCAAGAGGTGCGCAAAAAACTTGA
CGCTGCAGAAGCAAAAGACGGCAAGGAATACTTGCTGACGATCGCATCCGGCGCAAGTCCCGATTATGT
AAGCAACACTGAGCTCGATAAAATCGCTCAAACCGTGGATTGGATTAACATTATGACCTATGACTTTAA
TGGCGGATGGCAAAGCATAAGCGCCCATAATGCACCGCTGTTCTATGATCCAAAAGCGAAAGAAGCAGG
CGTTCCAAACGCTGAGACCTACAATATTGAAAACACTGTGAAACGCTACAAGGAAGCCGGTGTCAAGGG
TGACAAATTAGTGCTTGGAACACCGTTCTACGGAAGGGGCTGGAGCGGTTGTGAACCAGGGGGGCACGG
AGAATATCAGAAATGCGGACCGGCTAAAGAAGGGACATGGGAAAAGGGCGTATTCGATTTTTCAGATCT
TGAAAGGAACTATGTGAATCAAAACGGCTATAAAAGGTATTGGAACGATCAAGCAAAAGTGCCGTTTTT
GTATAATGCGGAAAATGGCAATTTCATCACTTATGATGATGAACAATCATTCGGCCACAAAACGGATTT
TATTAAAGCAAACGGATTAAGCGGAGCAATGTTCTGGGATTTCAGCGGCGATTCCAATCGGACGCTTCT
CAATAAATTGGCAGCCGATTTAGATTTTGCACCGGACGGAGGCAATCCGGAGCCGCCTTCATCGGCACC
TGTGAATGTGCGTGTAACCGGAAAAACTGCTACAAGTGTCAGCCTGGCGTGGGATGCGCCGAGCAGCGG
AGCAAACATTGCGGAATATGTCGTGTCATTTGAAAACCGGTCGATATCTGTAAAAGAAACATCAGCGGA
AATAGGCGGCTTGAAGCCGGGTACGGCCTACTCATTTACTGTTTCAGCAAAGGATGCGGATGGAAAGCT
CCATGCCGGACCAACGGTAGAGGTCACGACGAATTCTGACCAAGCCTGTTCATATGACGAATGGAAAGA
GACGAGCGCATACACAGGCGGAGAGCGGGTTGCATTTAACGGAAAAGTGTATGAAGCGAAATGGTGGAC
GAAAGGCGACCGGCCTGATCAATCCGGTGAATGGGGCGTATGGCGGCTGATCGGAGGCTGCGAATAAGA
GAAAGTCAAATGGATAGAAAACGATAAAGAGA 
 
รูปที่ 3.12 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน chiRN1 มีจํานวนนวิคลีโอไทดทัง้หมด 1964 นวิคลีโอไทด 
โดย GTTTTCCCTTGTTGTCTTC คือลําดับนิวคลีโอไทดของ BP-19F 
 GGATAGAAAACGATAAAGAG คือลําดับนวิคลีโอไทดที่ complementary กับ BP-20R 
 TTGCTGGGAGGGAAGGC คือลําดับนิวคลีโอไทดของ RN-Seq-I 
 CGTGTCATTTGAAAACCG คือลําดับนิวคลโีอไทดที่ complementary กับ RN-Seq-II 
 CAGAAGCAAAAGACGGC คือลําดับนิวคลีโอไทดของ RN-Seq-III 
 GGAACACCGTTCTACG คือลําดับนิวคลีโอไทดที่ complementary กับ RN-Seq-VI 
 AGCAAACGGATTAAGCGG คือลําดับนิวคลโีอไทดของ RN-Seq-V 
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     1 - TGTTTTCCCTTGTTGTCTTCAATGTATCTGCTGCTATTAGATGACAAGGAAAAATATAAA - 60  
       -  V  F  P  C  C  L  Q  C  I  C  C  Y  *  M  T  R  K  N  I  K    
 
    61 - ACCAGCAAAAAAGGCGGTGAGGAAAAAGAGAGTTCTAGTTTCATAGCTTGCCAAAAAATT - 120  
       -  P  A  K  K  A  V  R  K  K  R  V  L  V  S  *  L  A  K  K  L    
 
   121 - GCTTGTAAAGGAGATGAAAATCGTGTTGATCAACAAAAGCAAAAAGTTTTTCGTTTTTTC - 180  
       -  L  V  K  E  M  K  I  V  L  I  N  K  S  K  K  F  F  V  F  S    
 
   181 - TTTCATTTTTGTTATGATGCTGAGCCTCTCATTTGTGAATGGGGAAGTTGCAAAAGCCGA - 240  
       -  F  I  F  V  M  M  L  S  L  S  F  V  N  G  E  V  A  K  A  D    
 
   241 - TTCCGGAAAAAACTATAAAATCATCGGCTACTATCCATCATGGGGTGCTTATGGAAGGGA - 300  
       -  S  G  K  N  Y  K  I  I  G  Y  Y  P  S  W  G  A  Y  G  R  D    
 
   301 - TTTTCAAGTTTGGGATATGGACGTTTCGAAAGTCAGCCACATTAATTATGCCTTTGCTGA - 360  
       -  F  Q  V  W  D  M  D  V  S  K  V  S  H  I  N  Y  A  F  A  D    
 
   361 - TATTTGCTGGGAGGGAAGGCATGGGAACCCTGATCCGACAGGCCCCAATCCTCAAACGTG - 420  
       -  I  C  W  E  G  R  H  G  N  P  D  P  T  G  P  N  P  Q  T  W    
 
   421 - GTCATGCCAGGATGAAAACGGAGTGATCGACGCGCCAAATGGAACAATCGTGATGGGCGA - 480  
       -  S  C  Q  D  E  N  G  V  I  D  A  P  N  G  T  I  V  M  G  D    
 
   481 - TCCCTGGATTGACGCACAAAAGGCAAATCCCGGGGATGTCTGGGATGAACCGATCCGCGG - 540  
       -  P  W  I  D  A  Q  K  A  N  P  G  D  V  W  D  E  P  I  R  G    
 
   541 - CAACTTTAAACAATTGTTGAAGCTGAAAAAGAGCCACCCTCATTTGAAAACGTTCATATC - 600  
       -  N  F  K  Q  L  L  K  L  K  K  S  H  P  H  L  K  T  F  I  S    
 
   601 - GGTCGGGGGGTGGACTTGGTCTAACCGCTTTTCAGATGTCGCGGCAGATCCTGCGGCAAG - 660  
       -  V  G  G  W  T  W  S  N  R  F  S  D  V  A  A  D  P  A  A  R    
 
   661 - GGAGAATTTCGCCGCTTCGGCCGTTGAGTTTTTAAGGAAATACGGGTTTGACGGGGTCGA - 720  
       -  E  N  F  A  A  S  A  V  E  F  L  R  K  Y  G  F  D  G  V  D    
 
   721 - TCTTGACTGGGAATATCCGGTCAGCGGAGGATTGCCGGGGAACAGCACACGTCCGGAAGA - 780  
       -  L  D  W  E  Y  P  V  S  G  G  L  P  G  N  S  T  R  P  E  D    
 
   781 - TAAAAGAAACTACACGCTGCTCCTGCAAGAGGTGCGCAAAAAACTTGACGCTGCAGAAGC - 840  
       -  K  R  N  Y  T  L  L  L  Q  E  V  R  K  K  L  D  A  A  E  A    
 
   841 - AAAAGACGGCAAGGAATACTTGCTGACGATCGCATCCGGCGCAAGTCCCGATTATGTAAG - 900  
       -  K  D  G  K  E  Y  L  L  T  I  A  S  G  A  S  P  D  Y  V  S    
 
   901 - CAACACTGAGCTCGATAAAATCGCTCAAACCGTGGATTGGATTAACATTATGACCTATGA - 960  
       -  N  T  E  L  D  K  I  A  Q  T  V  D  W  I  N  I  M  T  Y  D    
 
   961 - CTTTAATGGCGGATGGCAAAGCATAAGCGCCCATAATGCACCGCTGTTCTATGATCCAAA - 1020  
       -  F  N  G  G  W  Q  S  I  S  A  H  N  A  P  L  F  Y  D  P  K    
 
  1021 - AGCGAAAGAAGCAGGCGTTCCAAACGCTGAGACCTACAATATTGAAAACACTGTGAAACG - 1080  
       -  A  K  E  A  G  V  P  N  A  E  T  Y  N  I  E  N  T  V  K  R    
 
  1081 - CTACAAGGAAGCCGGTGTCAAGGGTGACAAATTAGTGCTTGGAACACCGTTCTACGGAAG - 1140  
       -  Y  K  E  A  G  V  K  G  D  K  L  V  L  G  T  P  F  Y  G  R    
 
  1141 - GGGCTGGAGCGGTTGTGAACCAGGGGGGCACGGAGAATATCAGAAATGCGGACCGGCTAA - 1200  
       -  G  W  S  G  C  E  P  G  G  H  G  E  Y  Q  K  C  G  P  A  K    
 
  1201 - AGAAGGGACATGGGAAAAGGGCGTATTCGATTTTTCAGATCTTGAAAGGAACTATGTGAA - 1260  
       -  E  G  T  W  E  K  G  V  F  D  F  S  D  L  E  R  N  Y  V  N    
 
  1261 - TCAAAACGGCTATAAAAGGTATTGGAACGATCAAGCAAAAGTGCCGTTTTTGTATAATGC - 1320  
       -  Q  N  G  Y  K  R  Y  W  N  D  Q  A  K  V  P  F  L  Y  N  A    
 
  1321 - GGAAAATGGCAATTTCATCACTTATGATGATGAACAATCATTCGGCCACAAAACGGATTT - 1380  
       -  E  N  G  N  F  I  T  Y  D  D  E  Q  S  F  G  H  K  T  D  F    
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  1381 - TATTAAAGCAAACGGATTAAGCGGAGCAATGTTCTGGGATTTCAGCGGCGATTCCAATCG - 1440  
       -  I  K  A  N  G  L  S  G  A  M  F  W  D  F  S  G  D  S  N  R    
 
  1441 - GACGCTTCTCAATAAATTGGCAGCCGATTTAGATTTTGCACCGGACGGAGGCAATCCGGA - 1500  
       -  T  L  L  N  K  L  A  A  D  L  D  F  A  P  D  G  G  N  P  E    
 
  1501 - GCCGCCTTCATCGGCACCTGTGAATGTGCGTGTAACCGGAAAAACTGCTACAAGTGTCAG - 1560  
       -  P  P  S  S  A  P  V  N  V  R  V  T  G  K  T  A  T  S  V  S    
 
  1561 - CCTGGCGTGGGATGCGCCGAGCAGCGGAGCAAACATTGCGGAATATGTCGTGTCATTTGA - 1620  
       -  L  A  W  D  A  P  S  S  G  A  N  I  A  E  Y  V  V  S  F  E    
 
  1621 - AAACCGGTCGATATCTGTAAAAGAAACATCAGCGGAAATAGGCGGCTTGAAGCCGGGTAC - 1680  
       -  N  R  S  I  S  V  K  E  T  S  A  E  I  G  G  L  K  P  G  T    
 
  1681 - GGCCTACTCATTTACTGTTTCAGCAAAGGATGCGGATGGAAAGCTCCATGCCGGACCAAC - 1740  
       -  A  Y  S  F  T  V  S  A  K  D  A  D  G  K  L  H  A  G  P  T    
 
  1741 - GGTAGAGGTCACGACGAATTCTGACCAAGCCTGTTCATATGACGAATGGAAAGAGACGAG - 1800  
       -  V  E  V  T  T  N  S  D  Q  A  C  S  Y  D  E  W  K  E  T  S    
 
  1801 - CGCATACACAGGCGGAGAGCGGGTTGCATTTAACGGAAAAGTGTATGAAGCGAAATGGTG - 1860  
       -  A  Y  T  G  G  E  R  V  A  F  N  G  K  V  Y  E  A  K  W  W    
 
  1861 - GACGAAAGGCGACCGGCCTGATCAATCCGGTGAATGGGGCGTATGGCGGCTGATCGGAGG - 1920  
       -  T  K  G  D  R  P  D  Q  S  G  E  W  G  V  W  R  L  I  G  G    
 
  1921 - CTGCGAATAAGAGAAAGTCAAATGGATAGAAAACGATAAAGAGA - 1964  
       -  C  E  *  E  K  V  K  W  I  E  N  D  K  E  X 
 

 
รูปที่ 3.13 ลําดับกรดอะมิโนของเอนไซม ChiRN1 ที่แปลรหัสจากยีน chiRN1 โดยใชโปรแกรม 
ORF finder ซึ่งพบวา เอนไซม ChiRN1 มีกรดอะมิโนจาํนวน 598 ตัว 
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รูปที่ 3.14 รูปโครงสราง 3 มิติของ catalytic domain (ก) และ fibronectin type III-like domain 
(ข) ของเอนไซม ChiRN1 ที่ทํานายจากฐานขอมูล PredictProtein (http://www.embl-
heidelberg.de/predictprotein) 
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การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของไคติเนส ChiRN1  

การศึกษาลักษณะการผลิตไคติเนสที่โคลนไดจาก Bacillus licheniformis RN01 จะเลี้ยง
เชื้อ E.coli Top10 ที่มีพลาสมิดที่มียีนไคติเนส pW2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มีแอมพิซิลิน 
100 µg/ml แลวดูดน้ําเลี้ยงวัดแอคติวิตีของเอนไซมทุกวันเปนเวลา 7 วัน พบวาเชื้อ E.coli Top10 
ที่มีพลาสมิด pW2 มีการผลิตไคติเนส ChiRN1 ออกมาปริมาณมากเมื่อเลี้ยงเชื้อไปแลว 4 วัน (รูป
ที่ 3.15) 
 เมื่อนํา ChiRN1 มาหาอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม พบวา 
ChiRN1 ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 60°C (รูปที่ 3.16) สวนการหาคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางาน
ของ ChiRN1 เราพบวา ChiRN1 สามารถทํางานไดในชวงกวาง ตั้งแต pH 6 – 11 (รูปที่ 3.17) 
 เมื่อนํา ChiRN1 ไปยอยสับสเตรตชนิดตางๆ ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง, ไคตินจากเปลือก
ปู, ไคตินจากแกนปลาหมึก, powder chitin, colloidal chitin, PNAC (partial-N-acetylated 
chitin) พบวา ChiRN1 สามารถยอย PNAC ไดดีที่สุด รองลงมาคือ colloidal chitin และ ไคติน
จากแกนปลาหมึก ตามลําดับ สวนสับสเตรตที่ ChiRN1 ยอยไดไมดีคือ ไคตินจากเปลือกกุงและไค
ตินจากเปลือกปู (รูปที่ 3.18) 

หลังจากนํา ChiRN1 ไปยอยสับสเตรตแลวนํามาหาขนาดของผลิตภัณฑโดยนํามาฉีด 
HPLC พบวาผลิตภัณฑที่ไดเปน GlcNAc และ chitobiose ผสมกัน โดยมีผลิตภัณฑหลักเปน 
chitobiose (รูปที่ 3.19) 

นํา crude enzyme ของไคติเนสจาก Bacillus licheniformis RN01 และChiRN1มาทํา 
SDS-PAGE เพื่อดูขนาดไคติเนสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 เปรียบเทียบกับ   
ไคติเนส ChiRN1 ที่โคลนได เมื่อดูจากเจล SDS-PAGE ที่นํามายอมแอคติวิตี พบวา มีแถบแอคติวิ
ตีอยู 3 ขนาด ไดแก ขนาดประมาณ 70, 66 และ 58 kDa (รูปที่ 3.20) 

เมื่อนําไคติเนสที่โคลนได นําไป absorb บน colloidal chitin แลวนําสวน unbound ที่ไม 
absorb มา run SDS-PAGE พบวา ใน lane ของ unbound เมื่อดูจากแถบแอคติวิตี จะเห็นวา
แถบขนาดประมาณ 70 kDa มีความเขมจางที่สุด ตามมาดวยแถบขนาด 66kDa และแถบขนาด 
58 kDa จะเขมที่สุด (รูปที่ 3.21) 
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รูปที่ 3.15 ลักษณะการผลิตไคติเนส ChiRN1 จากเชื้อ E. coli Top10 โดยนําน้ําเลี้ยงเชื้อ  มาวัด
แอคติวิตีโดยบมกับ colloidal chitin ใน citrate buffer pH 6 ที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จะติดตามการผลิตเอนไซมเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 3.16 แอคติวิตีของไคติเนส ChiRN1 ที่อุณหภูมิตาง ๆ โดยนําเอนไซม 20 mU มาบมกับ 
colloidal chitin ใน citrate buffer pH 6 ที่อุณหภูมิ 37, 50, 60, 70 และ 80 °C เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.17 แอคติวิตีของไคติเนส ChiRN1 ที่ pH ตาง ๆ โดยนําเอนไซม 20 mU มาบมกับ colloidal 
chitin ที่อุณหภูมิ 50°C ใน buffer pH ตาง ๆ เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.18 ความจําเพาะตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ ของไคติเนส ChiRN1 โดยนําเอนไซม 20 mU มา
บมกับสับสเตรตชนิดตาง ๆ ใน citrate buffer pH 6 ที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.19 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลังจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซม ChiRN1 ซึ่งใหผลิตภัณฑ
หลักออกมาเปน chitobiose รูป ก เปน chitooligosaccharide มาตรฐาน : 1 เปน monomer ของ 
N-acetylglucosamine (GlcNAc), 2 เปน dimer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)2, 3 เปน 
trimer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)3,4 เปน tetramer ของ N-acetylglucosamine 
(GlcNAc)4 และ 5 เปน pentamer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)5 รูป ข เปนชุดควบคุม 
คือสับสเตรตที่ไมไดผานการยอยดวยเอนไซม สวนรูป ค เปนสับสเตรตที่ยอยดวยเอนไซม ChiRN1 
ซึ่งใหผลิตภัณฑหลักเปน chitibiose 
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50



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.20 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จาก Bacillus 
licheniformis RN01 และ ChiRN1  
โดย lane 1 คือ ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 2 คือ ไคติเนสอยางหยาบ ChiRN1 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 3 คือ ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ยอมแอคติวิต ี
 lane 4 คือ ไคติเนสอยางหยาบ ChiRN1 ที่ยอมแอคติวิตี 
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รูปที่ 3.21 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จากการนําเอนไซมไป 
absorb บน colloidal chitin 
โดย lane 1 คือ ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 2 คือ ไคติเนสอยางหยาบ ChiRN1 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 3 คือ สวนที่ไมจับกับ colloidal chitin ของไคติเนส ChiRN1 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 4 คือ ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 ที่ยอมแอคติวิตี 
 lane 5 คือ ไคติเนสอยางหยาบ ChiRN1 ที่ยอมแอคติวิตี 
 lane 6 คือ สวนที่ไมจับกับ colloidal chitin ของไคติเนส ChiRN1 ที่ยอมแอคติวิตี 
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รูปที่ 3.22 แสดงวงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ที่มี plasmid pW2 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-
CC 
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การศึกษาเปรียบเทียบกับไคติเนสชนิดอ่ืน 
 จากขอมูลที่มีอยู เราทราบวา ไคติเนสแตละชนิดมีการจัดเรียงลําดับของโดเมนที่แตกตาง
กัน และสามารถยอยสับสเตรตแลวไดผลิตภัณฑแตกตางกันดวย ยกตัวอยางเชน ChiA จาก 
Serratia marcescens มีปลายดานอะมิโนเปน N-terminal domain สวนปลายดานคารบอกซีเปน 
CatD เมื่อนํา ChiA ไปยอยสับสเตรต จะไดผลิตภัณฑเปน dimer ([GlcNAc]2) เชนเดียวกับ Chi60 
จาก Serratia liquefaciens ที่ทางหองปฏิบัติการสามารถโคลนได ก็มีลําดับกรดอะมิโนที่
เหมือนกับ ChiA ถึง 99% และใหผลิตภัณฑเปน dimer สวน ChiB จาก Serratia marcescens มี
ปลายดานอะมิโนเปน CatD และปลายดานคารบอกซีเปน ChBD ผลิตภัณฑที่ ChiB ยอยไดจะ
เปน trimer ([GlcNAc]3) สวน Chi65, Chi66 และ ChiRN1 ที่สามารถโคลนไดจาก Bacillus 
licheniformis PR-1, SK-1 และ RN01 ตามลําดับ จะมีปลายดานอะมิโนเปน CatD ตามดวย 
FnIID และ ChBD ที่อยูปลายดานคารบอกซี สามารถยอยสับสเตรตแลวไดผลิตภัณฑเปน 
monomer ผสม dimer ในขณะที่ ChiA1 จาก Bacillus circulan WL-12 มีปลายดานอะมิโนเปน 
CatD ถัดมาจะเปน FnIIID ตอกัน 2 โดเมน และปลายดานคารบอกซีจะเปน ChBD จะเห็นวา 
ChiA1 มีการเรียงลําดับของโดเมนคลายๆกับ Chi65, Chi66 และ ChiRN1 ดังนั้นเราจึงลอง
ทําการศึกษาเปรียบเทียบไคติเนสทั้ง 6 ชนิดนี้ ไดแก ChiA1, Chi65, Chi66, ChiRN1, Chi60 และ 
ChiB โดยนําลําดับกรดอะมิโนมาทํา multiple sequence alignment โดยเราจะทํา multiple 
alignment ลําดับกรดอะมิโนของไคติเนสที่ผลิตจากกลุม Bacillus spp. เปรียบเทียบกันกอน (รูป
ที่ 3.23) จะเห็นวา Chi65, Chi66 และ ChiRN1 มีลําดับกรดอะมิโนที่คอนขางจะเหมือนกับลําดับ
กรดอะมิโนของ ChiA1 ที่ทราบโครงสรางและตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญอยูแลว จะเห็นวามี
ลําดับกรดอะมิโนชวงหนึ่งของ ChiA1 (ตําแหนง 553 – 652) ที่ไมพบในลําดับกรดอะมิโนของ 
Chi65, Chi66 และ ChiRN1 ซึ่งลําดับกรดอะมิโนในตําแหนง 553 – 652 ของ ChiA1 ชวงนั้นจะ
เปนชวงของ FnIIID โดเมนที่ 2 ของ ChiA1 แต Chi65, Chi66 และ ChiRN1 จะมี FnIIID เพียง
โดเมนเดียว เมื่อเราพิจารณาโครงสราง 3 มิติ โดยเปรียบเทียบตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญใน 
CatD ระหวาง ChiA1 กบั ChiRN1 เราพบวา ตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญของ ChiA1 (ไดแก 
W134, W122, Y56, W53, W433, W164, W284, Y279 และ E204) และ ChiRN1 (ไดแก W130, 
W118, Y53, W50, W428, W160, W281, Y275 และ E200) อยูในตําแหนงเดียวกัน (รูปที่ 3.24) 
 จากนั้นเราจะทํา multiple alignment ลําดับกรดอะมิโนของไคติเนสที่ผลิตจาก Bacillus 
spp. เปรียบเทียบกับ ChiB และ Chi60 (รูปที่ 3.25) จะเห็นวา จะมีลําดับของกรดอะมโินมีความ
เหมือนกันเพียงบางตําแหนงเทานั้น โดยตําแหนงของกรดอะมิโนที่เหมือนกันนั้นเราพบวา จะเปน
กรดอะมิโนที่ทําหนาที่สําคัญในการจับกับสับสเตรต และสําคัญตอการเรงปฏิกิริยา hydrolysis ที่
อยูบริเวณ active site ยกตัวอยางเชน กรดอะมิโนที่ตําแหนง 196 – 206 ของ ChiA1, ตําแหนง 
192 – 204 ของ Chi65, Chi66 และ ChiRN1, ตําแหนง 307 – 317 ของ Chi60 และ ตําแหนง 136 
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– 146 ของ ChiB ที่มีลําดับกรดอะมิโนเปน FDGVD-DWE-P ซึ่งเปน motif ที่คอนขาง conserve 
และสําคัญบริเวณ acive site ซึ่งเราจะสามารถพบ motif รูปแบบนี้ไดในทุก ๆ ไคติเนส นอกจากนี้
ลําดับกรดอะมิโนของ Chi60 ที่ตําแหนง 1 – 131 เราพบวา เปนตําแหนงที่ไมเหมือนกับลําดับ
กรดอะมิโนของไคติเนสตัวอ่ืนที่นํามาเปรียบเทียบกัน เนื่องจากวาที่ตําแหนง 1 – 151 ของ Chi60 
อยูในสวนของ N-terminal domain และเมื่อนําโครงสราง 3 มิติ ของ Chi60 และ ChiRN1 มา
เปรียบเทียบตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญ ตําแหนงกรดอะมิโนสําคัญของ Chi60 และ ChiRN1 
อยูในตําแหนงเดียวกัน (รูปที่ 3.26) 
 เมื่อพิจารณาลําดับกรดอะมโินของ ChiB เราพบวา กรดอะมิโนตําแหนงที่ 1 – 454 อยูใน
สวนของ CatD สวนกรดอะมิโนที่ตําแหนง 456 – 499 จะเปนสวนของ ChBD และเมื่อนํา
โครงสราง 3 มิติ ของ ChiB, Chi60 และ Cat ของ ChiRN1 มาเปรียบเทียบโครงสรางและตําแหนง
ของกรดอะมิโนที่สําคัญ เราพบวา ตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญของ ChiB, Chi60 และ CatD 
ของ ChiRN1 อยูในตําแหนงที่ใกลเคียงกัน (รูปที่ 3.27)  
 จากการเปรียบเทียบทั้งลําดับของกรดอะมิโน และตําแหนงของกรดอะมิโนสําคัญใน
โครงสราง 3 มิติ ของทั้ง Chi60, ChiB และ ChiRN1 เราจะเห็นไดวา เอนไซมทั้ง 3 ชนิดนั้น ถึงมีจะ
มี accessory domain จัดเรียงตัวอยูคนละตําแหนงกัน แตทวา โดเมนสําคัญสําหรับเรงปฏิกิริยา 
hydrolysis ของเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้ก็ยังมีโครงสราง 3 มิติ และมีตําแหนงของกรดอะมิโนที่สําคัญ
อยูในตําแหนงเดียวกัน แตวาผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวย เอนไซม 3 ชนิดนี้มีความ
แตกตางกัน ซึ่งอาจเกิดขึ้นเนื่องจากการจัดเรียงตําแหนงของ accessory domain ที่แตกตางกัน 

ดังนั้นเราไดตั้งสมมตฐานไววา accessory domain ตาง ๆ เหลานี้ที่จัดเรียงตัวอยูบน
โมเลกุลของเอนไซมที่ตําแหนงตางกัน อาจจะมีผลตอการกําหนดขนาดของผลิตภัณฑ ดังนั้น เรา
จึงไดลองสรางไคติเนสลกูผสม โดยนําเอาสวนของ FnIIID และ ChBD จาก ChiRN1 มาตอเขากับ
เอนไซม Chi60 โดยเมื่อพิจารณาจาก model การเกิด hydrolysis ของ ChiA (รูปที่ 1.8) ที่มีลําดับ
กรดอะมิโนและโครงสราง 3 มิติเหมือนกับ Chi60 ถึง 99% จะเห็นไดวาเมื่อจะเกิดการยอยนั้น 
โมเลกุลของ ChiA จะเขาไปจับกับสายของไคติน โดยใช aromatic residue ที่อยูบน N-terminal 
และ CatD จับสายไคตินและพาสายไคตินเขาไปยอยใน active site โดยทิศทางในการยอยสายไค
ติน จะยอยจากปลายดาน reducing end และจะใหผลิตภัณฑออกมาเปน dimer แตทวา 
ChiRN1 ที่ไมมี N-terminal domain อยูทางดานหนา แตจะมี FnIIID และ ChBD ยื่นออกมา
ทางดานหลังโมเลกุลของเอนไซมแทน ถึงแมวาทิศทางการยอยสายไคติน จะยอยจากปลายดาน 
reducing end เชนเดียวกับ ChiA แตวาผลิตภัณฑที่ไดกลับไดเปน monomer ผสม dimer จึงอาจ
เปนไปไดวา การที่มี FnIIID และ ChBD ที่ยื่นออกไปทางดานหลังโมเลกุลของเอนไซม อาจจะเปน
ตัวหนวงการเคลื่อนที่ของเอนไซมไปบนสับสเตรต ทําใหเอนไซมเคลื่อนที่ไดชาลง จึงทําให ChiA1 
ยอยสับสเตรตแลวใหผลิตภัณฑออกมาเปน monomer ผสม dimer  
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
Chi66SK1        ----MKIVLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIGYYPSWGAYGRD 56 
ChiRN1          ----MKIVLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIGYYPSWGAYGRD 56 
Chi65PR1        ----MKIVLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIGYYPSWGAYGRD 56 
ChiA1           MINLNKHTAFKKTAKFFLGLSLLLSVIVPSFAL-QPATAEAADSYKIVGYYPSWAAYGRN 59 
                     * . ::*: ***:   ::: ::  **.  : *.*::...***:******.****: 
 
Chi66SK1        FQVWDMDVSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMG 115 
ChiRN1          FQVWDMDVSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMG 115 
Chi65PR1        FQVWDMDVSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMG 115 
ChiA1           YNVADIDPTKVTHINYAFADICWNGIHGNPDPSGPNPVTWTCQNEKSQTINVPNGTIVLG 119 
                ::* *:* :**:***********:* ******:**** **:**:*:. .*:.******:* 
 
Chi66SK1        DPWIDAQKSNPGDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSNRFSDVAADPAA 175 
ChiRN1          DPWIDAQKANPGDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSNRFSDVAADPAA 175 
Chi65PR1        DPWIDAQKANPGDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSNRFSDVAADPAA 175 
ChiA1           DPWIDTGKTFAGDTWDQPIAGNINQLNKLKQTNPNLKTIISVGGWTWSNRFSDVAATAAT 179 
                *****: *: .**.**:** **::** ***:::*:***:***************** .*: 
 
Chi66SK1        RENFAASAVEFLRKYGFDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDAAE 235 
ChiRN1          RENFAASAVEFLRKYGFDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDAAE 235 
Chi65PR1        RENSAASPVEFLRKYGFDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDAAE 235 
ChiA1           REVFANSAVDFLRKYNFDGVDLDWEYPVSGGLDGNSKRPEDKQNYTLLLSKIREKLDAAG 239 
                **  * *.*:*****.**************** ***.*****:******.::*:*****  
 
Chi66SK1        AKDGKEYLLTIASGASPDYVSNTELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHNAPLFYDP 295 
ChiRN1          AKDGKEYLLTIASGASPDYVSNTELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHNAPLFYDP 295 
Chi65PR1        AKDGKEYLLTIASGASPDYVSNTELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHNAPLFYDP 295 
ChiA1           AVDGKKYLLTIASGASATYAANTELAKIAAIVDWINIMTYDFNGAWQKISAHNAPLNYDP 299 
                * ***:**********. *.:**** ***  *************.**.******** *** 
 
Chi66SK1        KAKEAGVPNAETYNIENTVKRYKEAGVKGDKLVLGTPFYGRGWSGCEPGGHGEYQKCG-P 354 
ChiRN1          KAKEAGVPNAETYNIENTVKRYKEAGVKGDKLVLGTPFYGRGWSGCEPGGHGEYQKCG-P 354 
Chi65PR1        KAKEAGVPNAETYNIENTVKRYKEAGVKGDKLVLGTPFYGRAGAVVNPGGTENIRNAD-R 354 
ChiA1           AASAAGVPDANTFNVAAGAQGHLDAGVPAAKLVLGVPFYGRGWDGCAQAGNGQYQTCTGG 359 
                 *. ****:*:*:*:   .: : :*** . *****.*****.      .*  : :..    
  
Chi66SK1        AKEGTWEKGVFDFSDLERNYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKT 414 
ChiRN1          AKEGTWEKGVFDFSDLERNYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKT 414 
Chi65PR1        LKKGHGKRAYSIFQILKGTYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKT 414 
ChiA1           SSVGTWEAGSFDFYDLEANYINKNGYTRYWNDTAKVPYLYNASNKRFISYDDAESVGYKT 419 
                 . *  : .   *  *: .*:*:***.***** ****:****.* .**:*** :*.*:** 
 
Chi66SK1        DFIKANGLSGAMFWDFSGDSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTAT 473 
ChiRN1          DFIKANGLSGAMFWDFSGDSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTAT 473 
Chi65PR1        DFIKANGLSGAMFWDFSGDSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTAT 473 
ChiA1           AYIKSKGLGGAMFWELSGDRNKTLQNKLKADLPTGGTVPPVDTTAPSVPGNARSTGVTAN 479 
                 :**::**.*****::*** *:** *** ***  .      :..: *.* *.* ** **. 
 
Chi66SK1        SVSLAWDAPSSGANIAEY-VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLH 532 
ChiRN1          SVSLAWDAPSSGANIAEY-VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLH 532 
Chi65PR1        SVSLAWDAPSSGANIAEY-VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLH 532 
ChiA1           SVTLAWNASTDNVGVTGYNVYNGANLATSVTGTTATISGLTAGTSYTFTIKAKDAAGNLS 539 
                **:***:*.:....:: * * .  * : **. *:* *.**..**:*:**:.**** *:*  
 
Chi66SK1        AGP-TVEVTTNSD----------------------------------------------- 544 
ChiRN1          AGP-TVEVTTNSD----------------------------------------------- 544 
Chi65PR1        AGP-TVEVTTNSD----------------------------------------------- 544 
ChiA1           AASNAVTVSTTAQPGGDTQAPTAPTNLASTAQTTSSITLSWTASTDNVGVTGYDVYNGTA 599 
                *.. :* *:*.::                                                
 
Chi66SK1        ----------------------------------QACS---------------YDEWKET 555 
ChiRN1          ----------------------------------QACS---------------YDEWKET 555 
Chi65PR1        ----------------------------------QACS---------------YDEWKET 555 
ChiA1           LATTVTGTTATISGLAADTSYTFTVKAKDAAGNVSAASNAVSVKTAAETTNPGVSAWQVN 659 
                                                  .*.*                . *: . 
 
Chi66SK1        SAYTGGERVAFNGKVYEAKWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 598 
ChiRN1          SAYTGGERVAFNGKVYEAKWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 598 
Chi65PR1        SAYTGGERVAFNGKVYEAKWWTKGDRLINP----VNGAYGG-- 592 
ChiA1           TAYTAGQLVTYNGKTYKCLQPHTSLAGWEPSNVPALWQLQ--- 699 
                :***.*: *::***.*:.    ..    :.    .         

 
รูปที่ 3.23 ผลการทาํ multiple sequence alignment ของลําดับกรดอะมิโน ChiA1, Chi65, 
Chi66 และ ChiRN1 
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รูปที่ 3.24 โครงสราง 3 มิติแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสําคัญ ของ ChiA1 จาก Bacillus 
circulan WL-12 (ก) เปรียบเทียบกบั ChiRN1 ที่โคลนไดจาก Bacillus licheniformis RN01 (ข)  
 

 

 

ก 

ข 
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
 
ChiRN1          ------------------------------------------------------------ 
Chi66SK1        ------------------------------------------------------------ 
Chi65PR1        ------------------------------------------------------------ 
ChiA1           ------------------------------------------------------------ 
ChiB            ------------------------------------------------------------ 
Chi60           MRKFNKPLLALLIGSTLCSAAQAAAPGKPTIAWGNTKFAIVEVDQAATAYNSLVKVKDAA 60 
                                                                             
 
ChiRN1          --------------------------------------------------------MKIV 4 
Chi66SK1        --------------------------------------------------------MKIV 4 
Chi65PR1        --------------------------------------------------------MKIV 4 
ChiA1           ----------------------------------------------------MINLNKHT 8 
ChiB            ------------------------------------------------------------ 
Chi60           DVSVSWNLWNGDTGTTAKVLLNGKEAWSGPSTGSSGTANFKVNKGGRYQMQVALCNADGC 120 
                                                                             
 
ChiRN1          LINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIG-YYPSWGAYGRDFQVWDMD 63 
Chi66SK1        LINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIG-YYPSWGAYGRDFQVWDMD 63 
Chi65PR1        LINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKADSGKNYKIIG-YYPSWGAYGRDFQVWDMD 63 
ChiA1           AFKKTAKFFLGLSLLLSVIVPSFAL-QPATAEAADSYKIVG-YYPSWAAYGRNYNVADID 66 
ChiB            -----------MSTRKAVIGYYFIPTNQINNYTETDTSVVP-FPVSN--------ITPAK 40 
Chi60           SASDATEIVVADTDGSHLAPLKEPLLEKNKPYKQNSGKVVGSYFVEWGVYGRNFTVDKIP 180 
                                 :        :  .     . .::  :  .         :     
 
ChiRN1          VSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMGDPWIDAQ 122 
Chi66SK1        VSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMGDPWIDAQ 122 
Chi65PR1        VSKVSHINYAFADICWEGRHGNPDPTGPNPQTWSCQDENG-VIDAPNGTIVMGDPWIDAQ 122 
ChiA1           PTKVTHINYAFADICWNGIHGNPDPSGPNPVTWTCQNEKSQTINVPNGTIVLGDPWIDTG 126 
ChiB            AKQLTHINFSFLDINSN-----------LECAWDPATN---------------------- 67 
Chi60           AQNLTHLLYGFIPICGGNGINDSLKEIEGSFQALQRSCQG----REDFKVSIHDPFAALQ 236 
                  :::*: :.*  *                                               
 
ChiRN1          KANP-GDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSN-------RFSDVAADPA 174 
Chi66SK1        KSNP-GDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSN-------RFSDVAADPA 174 
Chi65PR1        KANP-GDVWDEPIRGNFKQLLKLKKSHPHLKTFISVGGWTWSN-------RFSDVAADPA 174 
ChiA1           KTFA-GDTWDQPIAGNINQLNKLKQTNPNLKTIISVGGWTWSN-------RFSDVAATAA 178 
ChiB            ---------DAKARDVVNRLTALKAHNPSLRIMFSIGGWYYSNDLGVSHANYVNAVKTPA 118 
Chi60           KAQKGVTAWDDPYKGNFGQLMALKQAHPDLKILPSIGGWTLSDP--------FFFMGDKV 288 
                         *    . . :*  **  :* *: : *:***  *:                . 
 
ChiRN1          ARENFAASAVEFLRKYG-FDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDA 233 
Chi66SK1        ARENFAASAVEFLRKYG-FDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDA 233 
Chi65PR1        ARENSAASPVEFLRKYG-FDGVDLDWEYPVSGGLPGNSTRPEDKRNYTLLLQEVRKKLDA 233 
ChiA1           TREVFANSAVDFLRKYN-FDGVDLDWEYPVSGGLDGNSKRPEDKQNYTLLLSKIREKLDA 237 
ChiB            ARTKFAQSCVRIMKDYG-FDGVDIDWEYPQAAEVDG----------FIAALQEIRTLLNQ 167 
Chi60           KRDRFVGSVKEFLQTWKFFDGVDIDWEFPGGKGANPNLGSPQDGETYVLLMKELRAMLDQ 348 
                 *   . *   ::: :  *****:***:* .               :   :.::*  *:  
 
ChiRN1          AEAKDGK---EYLLTIASGASPDYVSN--TELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHN 288 
Chi66SK1        AEAKDGK---EYLLTIASGASPDYVSN--TELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHN 288 
Chi65PR1        AEAKDGK---EYLLTIASGASPDYVSN--TELDKIAQTVDWINIMTYDFNGGWQSISAHN 288 
ChiA1           AGAVDGK---KYLLTIASGASATYAAN--TELAKIAAIVDWINIMTYDFNGAWQKISAHN 292 
ChiB            QTIADGRQALPYQLTIAGAGGAFFLSRYYSKLAQIVAPLDYINLMTYDLAGPWEKITNHQ 227 
Chi60           LSAETGR---KYELTSAISAGKDKIDK--VAYNVAQNSMDHIFLMSYDFYGAFDLKNLGH 403 
                     *:    * ** * ...     .           :* * :*:**: * ::  .  : 
 
ChiRN1          APLFYDPKAKEAG------------------VPNAETYNIENTVKRYKEAG-VKGDKLVL 329 
Chi66SK1        APLFYDPKAKEAG------------------VPNAETYNIENTVKRYKEAG-VKGDKLVL 329 
Chi65PR1        APLFYDPKAKEAG------------------VPNAETYNIENTVKRYKEAG-VKGDKLVL 329 
ChiA1           APLNYDPAASAAG------------------VPDANTFNVAAGAQGHLDAG-VPAAKLVL 333 
ChiB            AALFGDAAGPTFYNALREANLGWSWEELTRAFPSPFSLTVDAAVQQHLMMEGVPSAKIVM 287 
Chi60           QTALNAPAWKPDT-----------------------AYTTVNGVNALLAQG-VKPGKIVV 439 
                 .    .                             : .    .:       *   *:*: 
 
ChiRN1          GTPFYGRGWSGCEPGGHGEYQKCG-----------------PAKEGTWEKGVFDFSDLER 372 
Chi66SK1        GTPFYGRGWSGCEPGGHGEYQKCG-----------------PAKEGTWEKGVFDFSDLER 372 
Chi65PR1        GTPFYGRAGAVVNPGGTENIRNAD-----------------RLKKGHGKRAYSIFQILKG 372 
ChiA1           GVPFYGRGWDGCAQAGNGQYQTCTG----------------GSSVGTWEAGSFDFYDLEA 377 
ChiB            GVPFYGRAFKGVSGGNGGQYSSHSTPGEDPYPNADYWLVGCDECVRDKDPRIASYRQLEQ 347 
Chi60           GTAMYGRGWTGVNGYQNNIPFTGTAT---------------GPVKGTWENGIVDYRQIAG 484 
                *..:***.             .                          .     :  :   
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ChiRN1          NYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKTDFIKANGLSGAMFWDFSG 432 
Chi66SK1        NYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKTDFIKANGLSGAMFWDFSG 432 
Chi65PR1        TYVNQNGYKRYWNDQAKVPFLYNAENGNFITYDDEQSFGHKTDFIKANGLSGAMFWDFSG 432 
ChiA1           NYINKNGYTRYWNDTAKVPYLYNASNKRFISYDDAESVGYKTAYIKSKGLGGAMFWELSG 437 
ChiB            MLQGNYGYQRLWNDKTKTPYLYHAQNGLFVTYDDAESFKYKAKYIKQQQLGGVMFWHLGQ 407 
Chi60           QFMSG-EWQYTYDATAEAPYVFKPSTGDLITFDDARSVQAKGKYVLDKQLGGLFSWEIDA 543 
                   .   :   ::  ::.*::::...  ::::** .*.  *  ::  : *.* : *.:.  
 
ChiRN1          DSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTATSVSLAWDAPSSGANIAEY 491 
Chi66SK1        DSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTATSVSLAWDAPSSGANIAEY 491 
Chi65PR1        DSNRTLLNKLAADLDFAPDGGNPEPPS-SAPVNVRVTGKTATSVSLAWDAPSSGANIAEY 491 
ChiA1           DRNKTLQNKLKADLPTGGTVPPVDTTAPSVPGNARSTGVTANSVTLAWNASTDNVGVTGY 497 
ChiB            DNR---NGDLLAALDRYFNAADYDDSQLDMGTGLRYTGVGPGNLPIMTAP---------- 454 
Chi60           DNG-DILNSMNASLGNSAGVQ--------------------------------------- 563 
                *      ..: * *                                               
 
ChiRN1          -VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLHAGP-TVEVTTNSD----- 544 
Chi66SK1        -VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLHAGP-TVEVTTNSD----- 544 
Chi65PR1        -VVSFENRSISVKETSAEIGGLKPGTAYSFTVSAKDADGKLHAGP-TVEVTTNSD----- 544 
ChiA1           NVYNGANLATSVTGTTATISGLTAGTSYTFTIKAKDAAGNLSAASNAVTVSTTAQPGGDT 557 
ChiB            ------------------------------------------------------------ 
Chi60           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
ChiRN1          ------------------------------------------------------------ 
Chi66SK1        ------------------------------------------------------------ 
Chi65PR1        ------------------------------------------------------------ 
ChiA1           QAPTAPTNLASTAQTTSSITLSWTASTDNVGVTGYDVYNGTALATTVTGTTATISGLAAD 617 
ChiB            ------------------------------------------------------------ 
Chi60           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
ChiRN1          ----------------QACS---------------YDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEA 573 
Chi66SK1        ----------------QACS---------------YDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEA 573 
Chi65PR1        ----------------QACS---------------YDEWKETSAYTGGERVAFNGKVYEA 573 
ChiA1           TSYTFTVKAKDAAGNVSAASNAVSVKTAAETTNPGVSAWQVNTAYTAGQLVTYNGKTYKC 677 
ChiB            -------------------------------------AYVPGTTYAQGALVSYQGYVWQT 477 
Chi60           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
ChiRN1          KWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 598 
Chi66SK1        KWWTKGDRPDQSGEWGVWRLIGGCE 598 
Chi65PR1        KWWTKGDRLINP----VNGAYGG-- 592 
ChiA1           LQPHTSLAGWEPSNVPALWQLQ--- 699 
ChiB            KWGYITSAPGSDSAWLKVGRLA--- 499 
Chi60           ------------------------- 

 
รูปที่ 3.25 ผลการทํา multiple sequence alignment ของลําดับกรดอะมิโน ChiB, Chi60, 
ChiA1, Chi65, Chi66 และ ChiRN1 
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รูปที่ 3.26 โครงสราง 3 มิติแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสําคัญที่ทาํหนาที่จับกับสายของไคติน 
ของ Chi60 จาก Serratia liquefaciens (ก) เปรียบเทียบกับ ChiRN1 ที่โคลนไดจาก Bacillus 
licheniformis RN01 (ข)  
 

 

 

ก 

ข 
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รูปที่ 3.27 โครงสราง 3 มิติแสดงตําแหนงของกรดอะมิโนสําคัญของ ChiB จาก Serratia 
marcescens (ก) เปรียบเทียบกับ Chi60 จาก Serratia liquefaciens (ข) และ ChiRN1 จาก 
Bacillus licheniformis RN01 (ค) 
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 การกลายพันธุไคติเนสโดยทําไคติเนสลูกผสม 
 เราจะสรางไคติเนสลูกผสมโดยนําเอาชิ้นสวนของยีนจาก pW2 ที่เปนสวนสําหรับสราง 
FnIIID และ ChBD มาตอเขากับยีนที่สรางเปน Chi60 จาก pKKchi60 โดยจะทําการเพิ่มจํานวน
ชิ้นยีนจาก pKKchi60 ดวยการทํา PCR โดยใชคูไพรเมอร BEN1 และ BEN5 สวนการเพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนของยีนจาก pW2 จะทําโดยใชคูไพรเมอร BEN4 และ BEN6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.28 แผนการออกแบบไพรเมอรสําหรับทํา PCR เพื่อสรางไคติเนสลูกผสม 
 

BEN

chi60 gene 

chiRN1 gene 

pKKchi60 
BEN

BEN

BEN BamH 1 

BamH 1 

pW2 
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 โดยไคติเนสลูกผสมที่ได จะมีการเรียงลําดับโดเมนจากปลายดานอะมิโนถึงปลายดานคาร
บอกซี เปนดังรูปที่ 3.29 
 
 
 
 
รูปที่ 3.29 การเรียงลําดับโดเมนของไคติเนสลูกผสมที่ทาํโดยการนําสวน FnIIID และ ChBD จาก  
เอนไซม ChiRN1 มาตอเขากับเอนไซม Chi60 
โดยกําหนดให    แทน N-terminal ของ Chi60 
     แทน Catalytic domain ของ Chi60 
     แทน FnIIID ของ ChiRN1 
     แทน ChBD ของ ChiRN1 
 
 
 
 เมื่อทํา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้น DNA แลว PCR product ที่เพิ่มจํานวนจาก pKKchi60 
จะมีขนาดประมาณ 5.2 kb และ PCR product ที่เพิ่มจํานวนจาก pW2 มีขนาดประมาณ 0.5 kb
โดยจะไดผลดังรูปที่ 3.30 
 ทําการตัดแถบ DNA ขนาด 5.2 kb และ 0.5 kb ออกมาจากเจล แลวนํามาเชื่อมกันโดยใช 
T4 DNA ligase จากนั้นนําไป transform เขาสูเชื้อ E.coli Top10 นํามา spread ลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มีแอมพิซิลิน 100 µg/ml นํามาคัดเลือกโคโลนีที่มีพลาสมิดที่ตองการ โดยเลือก
โคโลนีที่เจริญและมีวงใสรอบโคโลนีมาสกัดพลาสมิด จากนั้นตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดมาโดยการ
ตัดดวย restriction enzyme BamH I และ Pst I โดยพลาสมิดที่คาดวาถูกตองนั้น เมื่อตัดดวย 
BamH I จะตัดได 1 ครั้ง และเมื่อตัดดวย Pst I จะตัดได 4 ครั้งและจะไดแถบ DNA ขนาด
ประมาณ 1.4 kb ออกมาดวย (รูปที่ 3.31) 
 หลังจากตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดโดยการตัดไดดวย  BamH I  และ  Pst I  แลว  เราให
ชื่อพลาสมิดที่มีรูปแบบการตัดที่ถูกตองวา pKKchi60b13 จากนั้นนําพลาสมิด pKKchi60b13 มา
หาลําดับนิวคลีโอไทด พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ pKKchi60b13 เปนดังรูปที่ 3.32 โดยยีนของ
ไคติเนสลูกผสมสามารถแปลรหัสพันธุกรรมออกมาแลวไดเปนลําดับกรออะมิโนที่ in-frame กัน
พอดี 
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รูปที่ 3.30 แสดงชิ้น DNA ที่เพิ่มจํานวนดวยวิธี PCR เพิ่อสรางไคติเนสลูกผสม กําหนดให lane 1 
คือ PCR product ที่เพิ่มจํานวนจาก pKKchi60 ดวยไพรเมอร BEN1 และ BEN5 สวน lane 2 คือ 
PCR product ที่เพิ่มจํานวนจาก pW2 ดวยไพรเมอร BEN4 และ BEN6 
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รูปที่ 3.31 แสดงพลาสมิดทีม่ียีนสาํหรับสรางไคติเนสลกูผสม โดย lane 1 คือ DNA marker 
λ/Hind III, lane 2 คือ pKKchi60b13 ที่ไมไดตัดดวย restriction enzyme, lane 3 คือ 
pKKchi60b13 ที่ตัดดวย BamH I และ lane 4 คือ pKKchi60b13 ที่ตัดดวย Pst I 

 

65



  
     1 - GCAGAGTGTGGTGCAATCCTGATAAATATTTATCTTTCCTTAATAAAAAAATTCACTATC - 60  
       - A  E  C  G  A  I  L  I  N  I  Y  L  S  L  I  K  K  F  T  I    
 
    61 - CATATTTGTCGTGCTTTCTTTTATTTATATTAAAATAAATTCACGCTTGCTGAATAAAAC - 120  
       - H  I  C  R  A  F  F  Y  L  Y  *  N  K  F  T  L  A  E  *  N    
 
   121 - CCAGTTGATAGCGCTCTTGTTTTCACGCCTTTTTTATTTATAGTCTGAATGTACGCGGTG - 180  
       - P  V  D  S  A  L  V  F  T  P  F  L  F  I  V  *  M  Y  A  V    
 
   181 - GGAATGATTATTTCGCCACGTGGAAAGACACTGTTGCTATTTATTGATTTTAATCTTCGA - 240  
       - G  M  I  I  S  P  R  G  K  T  L  L  L  F  I  D  F  N  L  R    
 
   241 - GGATTATTGCGGAATTTTTTCGCTTCGGCAATGCATCGCGACGATTAACTCTTTTATGTT - 300  
       - G  L  L  R  N  F  F  A  S  A  M  H  R  D  D  *  L  F  Y  V    
 
   301 - TATCCTCTCGGAATAAAGGAATCAGTTATGCGCAAATTTAATAAACCGCTGTTGGCGCTG - 360  
       - Y  P  L  G  I  K  E  S  V  M  R  K  F  N  K  P  L  L  A  L    
 
   361 - TTGATCGGCAGCACGCTGTGTTCCGCGGCGCAGGCCGCGGCGCCGGGCAAGCCGACCATC - 420  
       - L  I  G  S  T  L  C  S  A  A  Q  A  A  A  P  G  K  P  T  I    
 
   421 - GCCTGGGGCAATACCAAGTTCGCCATCGTTGAAGTTGACCAGGCGGCTACCGCTTATAAT - 480  
       - A  W  G  N  T  K  F  A  I  V  E  V  D  Q  A  A  T  A  Y  N    
 
   481 - AGTTTGGTGAAGGTAAAAGATGCCGCCGATGTTTCGGTCTCCTGGAATTTATGGAATGGC - 540  
       - S  L  V  K  V  K  D  A  A  D  V  S  V  S  W  N  L  W  N  G    
 
   541 - GACACCGGTACGACGGCAAAAGTTTTATTAAATGGCAAAGAGGCGTGGAGCGGCCCGTCA - 600  
       - D  T  G  T  T  A  K  V  L  L  N  G  K  E  A  W  S  G  P  S    
 
   601 - ACCGGTTCTTCCGGTACGGCGAATTTTAAAGTCAATAAAGGCGGCCGTTATCAAATGCAG - 660  
       - T  G  S  S  G  T  A  N  F  K  V  N  K  G  G  R  Y  Q  M  Q    
 
   661 - GTGGCATTGTGCAATGCCGACGGCTGCAGCGCCAGCGACGCCACCGAAATTGTGGTGGCC - 720  
       - V  A  L  C  N  A  D  G  C  S  A  S  D  A  T  E  I  V  V  A    
 
   721 - GACACCGACGGCAGCCATTTGGCGCCGTTGAAAGAGCCGCTGCTGGAAAAGAATAAACCG - 780  
       - D  T  D  G  S  H  L  A  P  L  K  E  P  L  L  E  K  N  K  P    
 
   781 - TATAAACAGAACTCCGGCAAAGTCGTCGGTTCTTATTTCGTCGAGTGGGGCGTTTACGGG - 840  
       - Y  K  Q  N  S  G  K  V  V  G  S  Y  F  V  E  W  G  V  Y  G    
 
   841 - CGCAATTTCACCGTCGACAAGATCCCGGCGCAGAACCTGACCCACCTGCTGTACGGCTTT - 900  
       - R  N  F  T  V  D  K  I  P  A  Q  N  L  T  H  L  L  Y  G  F    
 
   901 - ATCCCGATCTGCGGCGGCAACGGCATCAACGACAGCCTGAAAGAGATCGAAGGCAGCTTC - 960  
       - I  P  I  C  G  G  N  G  I  N  D  S  L  K  E  I  E  G  S  F    
 
   961 - CAGGCGCTGCAGCGCTCCTGCCAGGGCCGCGAGGACTTCAAAGTCTCGATCCACGATCCG - 1020  
       - Q  A  L  Q  R  S  C  Q  G  R  E  D  F  K  V  S  I  H  D  P    
 
  1021 - TTCGCCGCGCTGCAAAAAGCGCAGAAGGGCGTTACCGCCTGGGATGACCCCTACAAGGGC - 1080  
       - F  A  A  L  Q  K  A  Q  K  G  V  T  A  W  D  D  P  Y  K  G    
 
  1081 - AACTTCGGCCAGCTGATGGCGCTGAAACAGGCGCATCCTGACCTGAAAATTCTGCCGTCG - 1140  
       - N  F  G  Q  L  M  A  L  K  Q  A  H  P  D  L  K  I  L  P  S    
 
  1141 - ATCGGCGGCTGGACGCTGTCCGACCCGTTCTTCTTCATGGGCGATAAGGTGAAGCGCGAT - 1200  
       - I  G  G  W  T  L  S  D  P  F  F  F  M  G  D  K  V  K  R  D    
 
  1201 - CGCTTCGTCGGTTCGGTGAAAGAGTTCCTGCAGACCTGGAAGTTCTTCGATGGCGTGGAT - 1260  
       - R  F  V  G  S  V  K  E  F  L  Q  T  W  K  F  F  D  G  V  D    
 
  1261 - ATCGACTGGGAGTTCCCGGGCGGCAAAGGCGCCAACCCGAACCTGGGCAGCCCGCAGGAC - 1320  
       - I  D  W  E  F  P  G  G  K  G  A  N  P  N  L  G  S  P  Q  D    
 
  1321 - GGGGAAACCTATGTGCTGCTGATGAAGGAGCTGCGGGCGATGCTGGATCAGCTGTCGGCG - 1380  
       - G  E  T  Y  V  L  L  M  K  E  L  R  A  M  L  D  Q  L  S  A    
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  1381 - GAAACCGGCCGCAAATATGAACTGACCTCCGCCATCAGCGCCGGCAAGGACAAGATCGAT - 1440  
       - E  T  G  R  K  Y  E  L  T  S  A  I  S  A  G  K  D  K  I  D    
 
  1441 - AAGGTGGCTTACAACGTTGCGCAGAACTCGATGGATCACATCTTCCTGATGAGCTACGAC - 1500  
       - K  V  A  Y  N  V  A  Q  N  S  M  D  H  I  F  L  M  S  Y  D    
 
  1501 - TTCTATGGCGCCTTCGATCTGAAGAACCTGGGGCATCAGACCGCGCTGAATGCGCCGGCC - 1560  
       - F  Y  G  A  F  D  L  K  N  L  G  H  Q  T  A  L  N  A  P  A    
 
  1561 - TGGAAGCCGGACACCGCTTACACCACGGTGAACGGCGTCAATGCGCTGCTGGCGCAGGGC - 1620  
       - W  K  P  D  T  A  Y  T  T  V  N  G  V  N  A  L  L  A  Q  G    
 
  1621 - GTCAAGCCGGGCAAGATCGTGGTCGGCACCGCCATGTATGGCCGCGGCTGGACCGGGGTG - 1680  
       - V  K  P  G  K  I  V  V  G  T  A  M  Y  G  R  G  W  T  G  V    
 
  1681 - AACGGCTACCAGAACAACATTCCGTTCACCGGTACCGCCACTGGGCCGGTCAAAGGCACC - 1740  
       - N  G  Y  Q  N  N  I  P  F  T  G  T  A  T  G  P  V  K  G  T    
 
  1741 - TGGGAGAACGGCATCGTGGACTACCGCCAAATCGCCGGCCAGTTCATGAGCGGCGAGTGG - 1800  
       - W  E  N  G  I  V  D  Y  R  Q  I  A  G  Q  F  M  S  G  E  W    
 
  1801 - CAGTATACCTACGACGCCACGGCGGAAGCGCCTTACGTGTTCAAACCTTCCACCGGCGAT - 1860  
       - Q  Y  T  Y  D  A  T  A  E  A  P  Y  V  F  K  P  S  T  G  D    
 
  1861 - CTGATCACCTTCGACGATGCCCGCTCGGTGCAGGCCAAAGGCAAGTACGTGCTGGATAAG - 1920  
       - L  I  T  F  D  D  A  R  S  V  Q  A  K  G  K  Y  V  L  D  K    
 
  1921 - CAGCTGGGCGGCCTGTTCTCCTGGGAGATCGACGCGGACAACGGCGATATTCTCAACAGC - 1980  
       - Q  L  G  G  L  F  S  W  E  I  D  A  D  N  G  D  I  L  N  S    
 
  1981 - ATGAACGCCAGCCTACTAGATTTTGCACCGGACGGAGGCAATCCGGAGCCGCCTTCATCG - 2040  
       - M  N  A  S  L  L  D  F  A  P  D  G  G  N  P  E  P  P  S  S    
 
  2041 - GCACCTGTGAATGTGCGTGTAACCGGAAAAACTGCTACAAGTGTCAGCCTGGCGTGGGAT - 2100  
       - A  P  V  N  V  R  V  T  G  K  T  A  T  S  V  S  L  A  W  D    
 
  2101 - GCGCCGAGCAGCGGAGCAAACATTGCGGAATATGTCGTGTCATTTGAAAACCGGTCGATA - 2160  
       - A  P  S  S  G  A  N  I  A  E  Y  V  V  S  F  E  N  R  S  I    
 
  2161 - TCTGTAAAAGAAACATCAGCGGAAATAGGCGGCTTGAAGCCGGGTACGGCCTACTCATTT - 2220  
       - S  V  K  E  T  S  A  E  I  G  G  L  K  P  G  T  A  Y  S  F    
 
  2221 - ACTGTTTCAGCAAAGGATGCGGATGGAAAGCTCCATGCCGGACCAACGGTAGAGGTCACG - 2280  
       - T  V  S  A  K  D  A  D  G  K  L  H  A  G  P  T  V  E  V  T    
 
  2281 - ACGAATTCTGACCAAGCCTGTTCATATGACGAATGGAAAGAGACGAGCGCATACACAGGC - 2340  
       - T  N  S  D  Q  A  C  S  Y  D  E  W  K  E  T  S  A  Y  T  G    
 
  2341 - GGAGAGCGGGTTGCATTTAACGGAAAAGTGTATGAAGCGAAATGGTGGACGAAAGGCGAC - 2400  
       - G  E  R  V  A  F  N  G  K  V  Y  E  A  K  W  W  T  K  G  D    
 
  2401 - CGGCCTGATCAATCCGGTGAATGGGGCGTATGGCGGCTGATCGGAGGCTGCGAATAAGAG - 2460  
       - R  P  D  Q  S  G  E  W  G  V  W  R  L  I  G  G  C  E  *  E    
 
  2461 - AAAGTCAAACGGATCCAATCTACAACCGGCTGGTCGAATTCAAGACCGGCACCACCGAGC - 2520  
       - K  V  K  R  I  Q  S  T  T  G  W  S  N  S  R  P  A  P  P  S    
 
  2521 - TGCAG - 2525  
       - C  X          

รูปที่ 3.32 ลําดับนิวคลีโอไทดของ pKKchi60b13 ที่มียีนลูกผสม สําหรับสรางเปนไคติเนสลูกผสม 
โดยบริเวณที่ไมขีดเสนจะเปนสวนยีนจาก pKKchi60 ที่สรางเปน N-ter และ CatD ของ Chi60 
บริเวณที่ขีดเสนใตแบบทึบจะเปนสวนรอยตอระหวาง 2 ยีน และบริเวณที่ขีดเสนใตแบบจุดจะเปน
สวนยีนที่สรางเปน FnIIID และ ChBD ของ ChiRN1 
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รูปที่ 3.33 แสดงวงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ที่มี plasmid pChi60b13 บนอาหารเลี้ยง
เชื้อ LB-CC 
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 จากการทดลองเลี้ยงเชื้อ E. coli Top10 ที่มีพลาสมิด pKKchi60 pW2 และ 
pKKchi60b13 บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มี Ampicillin 100 mg/ml เปนเวลา 3 วัน เพื่อดู
วงใสรบโคโลนีเปรียบเทียบกัน พบวา เชื้อที่มีพลาสมิด pKKchi60 มีการสรางวงใสไดกวางที่สุด 
ตามดวย เชื้อที่มีพลาสมิด pW2 และ เชื้อที่มีพลาสมิด pKKchi60b13 ตามลําดบั (รูปที่ 3.34) 
 นําเชื้อ E.coli Top10 ที่มี pKKchi60b13 นํามาเลี้ยงใหผลิตไคติเนสลูกผสมแลวนํามาหา
ขนาดของโปรตีนโดยทํา SDS-PAGE แลวยอมแอคติวิตี (รูปที่ 3.35) ผลปรากฏวาเราไมพบแถบไค
ติเนสลูกผสมที่นาจะมีขนาดประมาณ 80 kDa เนื่องจาก Chi60 และไคติเนสลูกผสมไมยอม 
refold 
 เมื่อนําไคติเนสลูกผสมมายอยสับสเตรตแลวนําไปหาขนาดผลิตภัณฑโดยนําไปฉีด HPLC 
พบวา ผลิตภัณฑจากการยอยสับสเตรตดวยไคติเนสลูกผสมได chitobiose เพียงอยางเดียว (รูปที่ 
3.36) ซึ่งเหมือนกับ Chi60 ตัวเดิม  
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รูปที่ 3.34 วงใสรอบโคโลนีของเชื้อ E.coli Top10 ที่มี plasmid pKKchi60, pW2 และpChi60b13 
เปรียบเทียบกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC หลังจากเลี้ยงเชื้อไปแลว 3 วัน 
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รูปที่ 3.35 SDS-PAGE แสดงแถบของโปรตีนและแถบแอคติวิตีของไคติเนส จาก Chi60,            
ไคติเนสลูกผสม และ ChiRN1 
โดย lane 1 คือ ไคติเนส Chi60 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 2 คือ ไคติเนสลูกผสม ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 3 คือ ไคติเนส ChiRN1 ที่ยอมสีโปรตีน 
 lane 4 คือ ไคติเนส Chi60 ที่ยอมแอคติวิตี 
 lane 5 คือ ไคติเนสลูกผสม ที่ยอมแอคติวิตี 
 lane 6 คือ ไคติเนส ChiRN1 ที่ยอมแอคติวิตี 
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รูปที่ 3.36 แสดงผลิตภัณฑที่ไดหลังจากการยอยสับเสตรตดวยเอนไซมลูกผสม ซึ่งใหผลิตภัณฑ
ออกมาเปน chitobiose เพียงอยางเดียว รูป ก เปน chitooligosaccharide มาตรฐาน : 1 เปน 
monomer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc), 2 เปน dimer ของ N-acetylglucosamine 
(GlcNAc)2, 3 เปน trimer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)3,4 เปน tetramer ของ N-
acetylglucosamine (GlcNAc)4 และ 5 เปน pentamer ของ N-acetylglucosamine (GlcNAc)5 
รูป ข เปนชุดควบคุม คือสับสเตรตที่ไมไดผานการยอยดวยเอนไซม สวนรูป ค เปนสับสเตรตที่ยอย
ดวยเอนไซมลูกผสม ซึ่งใหผลิตภัณฑเปน chitibiose เพียงอยางเดียว 
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บทที่ 4 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
 ในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA (65) ของเชื้อ Bacillus licheniformis 
RN01 เราพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16s rRNA ที่ได เมื่อนํามาเขาโปรแกรม BLAST แลว มี
ลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกับกับยีน 16s rRNA ของ Bacillus licheniformis M1-1 ถึง 99% ซึ่ง
เปนการยืนยันไดวาแบคทีเรียที่คัดเลือกมาเปนแบคทีเรียในจีนัสและสปชสี Bacillus licheniformis  
 ในการศึกษาสมบัติบางประการของไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตโดยเชื้อ  Bacillus 
licheniformis RN01 จากการติดตามลักษณะการผลิตเอนไซมเปนเวลา 7 วัน พบวาเราสามารถ
วัดแอคติวิตีของไคติเนสไดเกือบสูงสุดเมื่อเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CCMM ไปแลวเปนเวลา 2 วัน ดังนั้นในการเลี้ยงเชื้อใหผลิตเอนไซมเพื่อนํามาใชประโยชน เรา
สามารถเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CCMM เปนเวลา 2-4 วันก็เพียงพอ 
 เมื่อนําเอนไซมอยางหยาบมาหาอุณหภูมิและคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซม เราพบวา ไคติเนสอยางหยาบสามารถทํางานไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 50 - 60°C เนื่องจาก 
เชื้อ Bacillus licheniformis RN01 ไดคัดเลือกมาจากแหลงน้ําพุรอน ดังนั้น เอนไซมที่เชื้อชนิดนี้
ผลิตไดจึงสามารถทํางานในชวงอุณหภูมิสูงได สวนคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
นั้น เราพบวาเอนไซมสามารถทํางานไดในชวง pH ตั้งแต pH 6 – 11 โดยในการหาคา pH ที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมนั้น ในตอนแรกเราไดใชบัฟเฟอรที่แตกตางกัน 3 ชนิด ควบคุม 
pH ในชวง  pH 3 – 10 โดยใช citrate buffer ควบคุม pH ในชวง pH 3 – 6 ใช phosphate buffer 
ควบคุม pH ในชวง pH 6 – 8 และ ใช Tris-HCl buffer ควบคุม pH ในชวง pH 8 – 10 จากผลการ
ทดลอง (รูปที่ 3.7) พบวา ใน citrate buffer และ phosphate buffer ที่ pH 6 และใน phosphate 
buffer และ Tris-HCl buffer ที่ pH 8 แอคติวิตีที่วัดไดมีความแตกตางกันมาก สาเหตุที่ทําใหแอคติ
วิตีที่ pH เดียวกันแตอยูในบัฟเฟอรตางชนิดกันมีความแตกตางกัน อาจเนื่องมาจากผลของ ionic 
strength ที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม ซึ่งเราพบวา ionic strength ที่แตกตางกัน มีผลตอการ
ทํางานของ Chi60 (รายงานที่ยังไมไดตีพิมพของ นางสางกมลทิพย ขัตติยะวงศ) เนื่องจาก
บัฟเฟอรทั้ง 3 ชนิด มีคา ionic strength ไมเทากัน ดังนั้นเราจึงไดทําการทดลองเพิ่มเติม โดย
เปลี่ยนมาใช universal buffer ที่มีคา ionic strength ใกลเคียงกันในทุก pH มาเปนระบบในการ
หาคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ซึ่งจะทําใหผลของความแตกตางของ ionic 
strength ในบัฟเฟอรลดลง ซึ่งผลจากการใช universal buffer มาเปนบัฟเฟอรที่ใชหาคา pH ที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม เราพบวา ไคติเนส อยางหยาบ สามารถทํางานไดดีในชวง pH 
ตั้งแต pH 6 – 11 และจากกราฟ จะดูเหมือนวาเอนไซมจะสามารถทํางานไดดีที่สุดใน pH 6 และ 
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pH 10 ซึ่งเราพบ peak การทํางานสูงสุดที่สอง pH นี้ สาเหตุที่เราพบ peak ในสอง pH 
เนื่องจากวา เอนไซมที่เรานํามาวัดแอคติวิตีนั้นเปน crude enzyme ซึ่งเชื้อ Bacillus licheniformis 
RN01 อาจจะผลิตไคติเนสไดมากกวา 1 ชนิด ที่ทํางานไดดีที่ pH ตางกัน เราจึงเห็น peak ออกมา
เปน 2 peak หรือ อาจเปนไปไดวาเช้ือ Bacillus licheniformis RN01 ผลิตไคติเนสมาเพียงชนิด
เดียว แตวาไคติเนสที่เชื้อผลิตขึ้นมาสามารถทํางานไดดีในทั้งสอง pH และจะเห็นไดอีกวา เอนไซม
จะมีแอคติวิตีสูงในชวง pH ที่เปนดาง มากกวาในชวง pH ที่เปนกรด อาจเปนเพราะวา ผลของ pH 
ไมไดเพียงสงตอสถานะทางกายภาพของเอนไซมเพียงอยางเดียว ยังสงผลตอสถานะทางกายภาพ
ของสับสเตรตอีกดวย อาจเปนไปไดวาในสภาวะที่เปนดาง สับสเตรตจะอยูในสภาพที่สามารถถูก
ยอยไดงายกวา เราจึงพบแอคติวิตีในชวง pH ที่เปนดางมากกวา 
 ในการหาความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรตชนิดตาง ๆ เราจะใชสับสเตรตที่แตกตาง
กัน 3 กลุมใหญ ๆ คือ กลุมของ crystalline substrate ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง ไคตินจากเปลือก
ป ูไคตินจากแกนปลาหมึก และ powder chitin กลุมของ amorphous substrate ไดแก colloidal 
chitin และกลุมของ soluble substrate ไดแก PNAC, 70% DD chitosan และ 90% DD 
chitosan โดยในกลุมของ crystalline substrate ยังสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภทไดอีก คือ 
สับสเตรตที่มีการจัดเรียงตัวของสายไคตินแบบอัลฟา (α-chitin) ไดแก ไคตินจากเปลือกกุง ไคติน
จากเปลือกปู และ powder chitin และสับสเตรตท่ีมีการจัดเรียงตัวของสายไคตินแบบบีตา (β-
chitin) ไดแก ไคตินจากแกนปลาหมึก ซึ่งสับสเตรตชนิด α-chitin จะมีความแข็งแรงมากกวาชนิด 
β-chitin เนื่องสับสเตรตชนิด α-chitin จะมีการเรียงตัวที่เปนระเบียบและสามารถเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนระหวางสายได สวนสับสเตรตในกลุม amorphous substrate ถึงแมจะเปนสับสเตรต 
ชนิดที่ไมละลายน้ําเชนเดียวกับ crystalline substrate แตวาสายของไคตินจะจัดเรียงตัวอยางไม
เปนระเบียบ จึงมีความแข็งแรงนอยกวา crystalline substrate และมีพื้นที่ผิวที่จะใหเอนไซมไปจับ
ไดมากกวา ดังนั้น เอนไซมจะสามารถยอยสับสเตรตชนิดนี้ไดดีกวา crystalline substrate สวน
สับสเตรตในกลุม soluble substrate ซึ่งสามารถละลายน้ําได เอนไซมจะสามารถเขาถึงสับสเตร
ตไดอยางรวดเร็ว ดังนั้นเอนไซมจะยอยสับสเตรตในกลุมนี้ไดอยางดีมาก โดยจากผลการทดลอง 
(รูปที่ 3.8) จะเห็นไดวาเอนไซมสามารถยอย PNAC ที่เปน soluble substrate ไดดีมากทีสุด 
รองลงมาเปน colloidal chitin ที่เปน amorphous substrate และถัดมาจะเปนไคตินจากแกน
ปลาหมึก ที่เปน crystalline β-chitin  
 เมื่อพิจารณาในกลุมของ crystalline substrate ที่เปน α-chitin จะเห็นวาเอนไซม
สามารถยอย powder chitin ที่เตรียมมาจากไคตินจากเปลือกปูไดดีใกลเคียงกับไคตินจากแกน
ปลาหมึกที่เปน β-chitin ทั้งนี้เนื่องจากวา powder chitin ถึงแมวาจะเปนไคตินชนิด α-chitin แต
ก็ผานกระบวนการบดจนมีขนาดเล็กเพยีง 3 ไมครอน ทําให powder chitin มีพื้นที่ผิวที่เอนไซมจะ
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เขาไปจับและยอยไดมากกวาไคตินจากเปลือกกุงและเปลือกปูที่มีขนาดใหญกวามาก เราจึงวัดแอ
คติวิตีเมื่อนําเอนไซมไปยอย powder chitin ไดมากกวา สวนใน 70% และ 90% DD chitosan 
ถึงแมวาจะเปน soluble substrate แตวาเราวัดแอคติวิตีในสับสเตรตทั้ง 2 ชนิดนี้ไดนอย 
เน่ืองจากวาเชื้อของเราไมสามารถผลิตไคโตซาเนสไดนั่นเอง 
 เมื่อเรานําเอนไซมมาบมกับสับสเตรต แลวผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวย
เอนไซมมาหาขนาด โดยนําไปฉีด HPLC เราพบวาขนาดของผลิตภัณฑที่ไดมีอยู 2 ขนาดคือ 
monomer ของ N-acetylglucosamine หรือ (GlcNAc) และ dimer ของ N-acetylglucosamine 
([GlcNAc]2)หรือ chitobiose นั่นเอง โดยผลิตภัณฑหลักที่ไดจะเปน chitobiose  
 เมื่อเรานําเอนไซมที่ผลิตไดมาหาขนาดโมเลกุลโดยนํามาทํา SDS-PAGE และยอม       
แอคติวิตีเพื่อดูแอคติวิตีของไคติเนสบนเจลพอลิอะคริลาไมด เราพบแถบแอคติวิตีอยู 3 แถบซึ่งมี
ขนาดโมเลกุลประมาณ 70, 66 และ 58 kDa โดยสาเหตุที่เราพบแถบแอคติวิตีของไคติเนสมากก
วา 1 แถบ อาจเปนเพราะวาเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 สามารถผลิตไคติเนสออกมาได
มากกวา 1 ชนิด หรือ อาจเกิดจาก degradation ของเอนไซม โดยแถบขนาด 66 kDa และ 58 
kDa อาจจะเปน proteolytic product ที่เกิดขึ้นจากการ degrade ของโมเลกุลขนาด 70 kDa 
 การโคลนยีนไคติเนสจาก Bacillus licheniformis RN01 ในการทดลองนี้จะทําโดยวิธี 
PCR cloning โดยใชคูไพรเมอร BP-19F และ BP-20R ที่สามารถใชโคลนยีนไคติเนสจาก
แบคทีเรียสายพันธุ Bacillus spp. ไดครบทั้งยีน (60) เมื่อเราทํา PCR เพิ่มจํานวนชิ้นยีน            
ไคติเนสขึ้นมาไดแลวดวยเอนไซม Vent DNA Polymerase เราจะตองนําชิ้นยีนที่เราเพิ่มจํานวน
ข้ึนมาได มาเติม overhang A ที่ปลายดาน 3′ ดวย Taq Polymerease ดวย เพราะวาจะไดโคลน
เขาเวกเตอร pGEM-T easy ที่มีปลายเปน overhang T อยูแลวได  
 ในการคดัเลือกโคโลนีที่มีพลาสมิดที่เราเชื่อมยีนไคติเนสเขาไปแลว หลังจากที่นําพลาสมิด
เขาเซลล E. coli แลว จะคัดเลือกโดยการนําเชื้อมา spread ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มี 
0.01% ampicillin, IPTG 1.4 mg และ X-GAL 0.8 mg โดยเชื้อที่ไดรับพลาสมิดเขาไปในเซลลจะ
สามารถเจริญบน อาหารเลี้ยงเชื้อ LB-CC ที่มีแอมพิซิลลินได โคโลนีที่ไดรับพลาสมิดที่มีชิ้น insert 
จะเจริญแลวไดโคโลนีสีขาว และโคโลนีที่ไดรับ plasmid ที่มีชิ้น insert เปนยีนไคติเนส จะเจริญได
เปนโคโลนีสีขาวและจะสามารถสรางวงใสรอบโคโลนีได เราจะคัดเลือกโคโลนีสีขาวที่มีวงใสรอบ 
โคโลนีมาเลี้ยงเพื่อสกัดพลาสมิดออกมาตรวจสอบโดยการตัดดวย restriction enzyme Not I 
เนื่องจากพลาสมดิที่ถูกตอง เมื่อตัดดวย restriction enzyme Not I แลวจะถูกตัดไดแถบ DNA 
ขนาดประมาณ 3 kb ของเวกเตอร pGEM-T easy และ 2 kb ของยีนไคติเนสที่เราโคลนเขาไปหลุด
ออกมา 
 เมื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมือนกับยีน       
ไคติเนส จาก Bacillus licheniformis ATCC 14580 ถึง 99% เม่ือลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาแปล
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เปนกรดอะมิโนโดยหา open reading frame ดวยโปรแกรม ORF finder พบวายีน chiRN1 ที่
โคลนไดสามารถแปลรหัสพันธุกรรมออกมาเปนกรดอะมิโนได 598 กรดอะมิโน และเมื่อคํานวณ
โดยใชโปรแกรม ProtCalc พบวาเอนไซม ChiRN1 มีน้ําหนักโมเลกุล 66,134.52 ดาลตัน (Da) 
และมี theoretical pI เทากับ 5.17 
 เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนมาการทํา domain mapping โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน
อินตอรเนต ซึ่งใหขอมูลออกมาวาโครงสรางของเอนไซม ChiRN1 มีอยู 3 โดเมนดวยกัน ไดแก 
catalytic domain (CatD), fibronectin type III-like domain (FnIIID) และ chitin binding 
domain (ChBD) และจากการทํานายโครงสราง 3 มิติ เราพบวาโครงสราง 3 มิติของ CatD และ 
FnIIID มีความคลางคลึงกับ CatD และ FnIIID ของ ChiA1 จาก Bacillus circulan WL-12 แตวา
สวนของ ChBD นั้น ไมสามารถทํานายโครงสราง 3 มิติออกมาได เนื่องจากวา ลําดับกรดอะมิโน
ในสวน ChBD ของ ChiRN1 มีความคลายคลึงกับลําดับกรดอะมิโนที่ทราบโครงสรางอยูแลวใน
ฐานขอมูลไมถึง 70% 
 จากการติดตามลักษณะการผลิตเอนไซม ChiRN1 เปนเวลา 7 วัน พบวาเราสามารถวัด
แอคติวิตีของไคติเนสไดสูงสุดเมื่อเชื้อ E. coli ที่มีพลาสมิด pW2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มี 
ampicillin 0.01% เปนเวลา 4 วัน ตอจากนั้นจะคอนขางคงที่ การที่เราสามารถวัดแอคติวิตีของไค
ติเนสพบหลังจากที่ตองเลี้ยงเชื้อไปแลวถึง 4 วันนั้น อาจเปนเพราะไคติเนสที่ E. coli ผลิตไมไดถูก
สงออกมานอกเซลล ดังน้ัน เราจึงไมพบแอคติวิตีในวันแรก ๆ และการที่เราพบแอคติวิตีของไค
ติเนสในวันหลัง ๆ นั้น อาจเปนเพราะเซลล E. coli ที่เจริญในวันแรก ๆ ตายลงและเอนไซมถูก
ปลดปลอยออกมาจากซากเซลลที่ตายนั้น เราจึงวัดแอคติวิตีพบได 
 เมื่อนําเอนไซม ChiRN1 มาหาอุณหภูมิและคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
เราพบวา ChiRN1 สามารถทํางานไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 60 - 70°C และที่ pH ตั้งแต pH 6 – 11 
โดยเห็นวาเอนไซมมีแอคติวิตีสูงสุดในชวง pH ที่เปนดาง ซึ่งเหมือนกับที่หาไดในไคติเนสอยาง
หยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 
 ในการหาความจําเพาะของเอนไซม ChiRN1 ตอสับสเตรตชนิดตางๆ เราพบวา ChiRN1 
มีแอคติวิตีบน PNAC ที่เปน soluble substrate มากที่สุด รองลงมาคือ colloidal chitin ที่เปน 
amorphous substrate และ ไคตินจากแกนปลาหมึก ที่เปน crystalline β-chitin ตามลําดับ 
แสดงใหเห็นวาเอนไซม ChiRN1 สามารถยอยสับสเตรตประเภท soluble substrate ไดดีที่สุด 
รองลงมาคือสับสเตรตประเภท amorphous substrate และ crystalline substrate ตามลําดับ 
เชนเดียวกับไคตเินสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01  
 ในการหาขนาดผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวยเอนไซม ChiRN1 โดยการยอย
สับเสตรตแลวนําผลิตภัณฑที่ไดไปฉีด HPLC เราพบวา ขนาดของผลิตภัณฑที่ไดมีอยู 2 ขนาดคือ 
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monomer ของ N-acetylglucosamine หรือ (GlcNAc) และ dimer ของ N-acetylglucosamine 
(GlcNAc)2 หรือ chitobiose โดยผลิตภัณฑหลักที่ไดจะเปน chitobiose เชนเดียวกับไคติเนสอยาง
หยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 
 เมื่อเรานําเอนไซมที่ผลิตไดมาหาขนาดโมเลกุลโดยนํามาทํา SDS-PAGE และยอมแอคติวิ
ตีเพื่อดูแอคติวิตีของไคติเนสบนเจลพอลิอะคริลาไมด เราพบแถบแอคติวิตีอยู 3 แถบซึ่งมีขนาด
โมเลกุลประมาณ 70, 66 และ 58 kDa เชนเดียวกับที่พบในไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก 
Bacillus licheniformis RN01 ซึ่งเราคิดวา ChiRN1 เปนเอนไซมที่ไดจากการโคลน ดังนั้นจึงควร
จะไดแถบแอคติวิตีเพียงแถบเดียว แตวาเราก็ยังพบแถบแอคติวิตีถึง 3 แถบเชนเดียวกับที่พบใน  
ไคติเนสอยางหยาบที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 อีก จึงคาดวาเอนไซม ChiRN1 ที่
โคลนได สามารถ degrade ตัวเองได และแถบขนาด 66 kDa และ 58 kDa นาจะเปน proteolytic 
product ของแถบขนาด 70 kDa  
 เพื่อยืนยันสมมติฐานนี้นําไคติเนส ChiRN1 มา absorb กับ colloidal chitin ที่อุณหภูมิ 
4°C เพื่อไมใหเกิดปฏิกิริยา hydrolysis แลวนําสวน unbound ที่ไมจับกับ colloidal chitin มา run 
SDS-PAGE (รูปที่ 3.18) จะเห็นวาแถบแอคติวิตีใน lane ที่เราใสสวน unbound ลงไป จะเห็นแถบ
ขนาดประมาณ 70 kDa มีความเขมจางที่สุด สวนแถบขนาด 66kDa จะเขมมากขึ้น และแถบ
ขนาด 58 kDa จะเขมที่สุด เนื่องจากวาแถบขนาด 58 kDa ที่คาดวาเปน form ที่ถูก proteolytic 
แลวเหลือเพียง CatD เพียงโดเมนเดียว ทําใหไมมีโดเมนที่ที่ทําหนาที่ในการจับกับ colloidal chitin 
ดังนั้น จึงพบแถบขนาด 58 kDa ออกมาในสวน unbound มากที่สุด จึงเหน็แอคติวิตีของแถบนีเ้ขม
ที่สุด สวนแถบขนาด 66 kDa ที่คาดวาเปน form ที่เหลือ CatD และ FnIIID แตสวน ChBD ถูก 
degrade ไปนั้น จะยังคงจับอยูบน colloidal chitin ไดบาง แตวาก็ยังจับไดดีสูในสวนของแถบ
ขนาด 70 kDa ที่ไมถูก degrade เลยไมได ดังนั้นเราจึงพบขนาด 66 kDa มีความเขมรองลงมา 
สวนแถบขนาด 70 kDa มีความเขมนอยสุด เนื่องจากวาเอนไซมขนาด 70 kDa สวนใหญจับอยูบน 
colloidal chitin และเพื่อเปนการยืนยันอีกขั้นวา แถบแอคติวิตีที่เราเห็นนั้นเกิดจากการยอยของ 
ChiRN1 เพียงชนิดเดียว เราอาจจะทําการ purify โปรตีนทั้ง 3 ขนาด แลวนําไปทํา N-terminal 
sequencing ซึ่งถาผลการทํา N-terminal sequencing ของโปรตีนทั้ง 3 ขนาด มีลําดับกรดอะมิโน
เหมือนกัน ก็จะเปนการยืนยันไดวาแถบแอคติวิตีทั้ง 3 แถบนั้น เกิดจากแอคติวิตีของ ChiRN1 
เพียงตัวเดียว แตวาแถบที่มีขนาดเล็กกวา คือ แถบของ ChiRN1 ที่ถูก degrade 
 จากการศึกษาเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนและโครงสราง 3 มิติของเอนไซม ChiA1 จาก 
Bacillus circulans WL-12, เอนไซม Chi 60 จาก Serratia liquefaciens, เอนไซม ChiB จาก 
Serratia marcescens และเอนไซม ChiRN1 จาก Bacillus licheniformis RN01 พบวา สวนของ 
CatD ที่เปนโดเมนสําคัญสําหรับเรงปฏิกิริยา hydrolysis ของเอนไซมในไคติเนสทั้ง 4 ชนดิ มคีวาม
เหมือนกัน ทั้งในดานโครงสราง 3 มิติ และตําแหนงของกรดอะมิโนอนุรักษที่สําคัญบนโมเลกุลของ
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เอนไซม แตวาเอนไซมแตละชนิดเมื่อยอยสับสเตรตแลวใหผลิตภัณฑที่มีขนาดแตกตางกัน โดย 
ChiA1 และ ChiRN1 ใหผลิตภัณฑเปน monomer ผสม dimer สวน Chi60 ใหผลิตภัณฑเปน 
dimer เพียงอยางเดียว และ ChiB ใหผลิตภัณฑเปน trimer ทั้ง ๆ ที่มีโดเมนหลัก คือ CatD ที่
เหมือนกัน แตเมื่อพิจารณาถึง accessory domain ตาง ๆ เชน ChBD  และ FnIIID เราพบวา 
accessory domain เหลานี้ มีลําดับการจัดเรียงตัวอยูบนโมเลกุลของไคติเนสที่แตกตางกัน เชน 
ChiB มี ChBD อยูปลายดานคารบอกซี Chi60 มี N-terminal domain อยูที่ปลายดานอะมิโน 
ChiA1 มี FnIIID 2 โดเมน และ ChBD อยูที่ปลายดานคารบอกซี และ ChiRN1 มี FnIIID และ 
ChBD อยูทีปลายดานคารบอกซี ดังนั้นจึงคาดวา accessory domain เหลานี้ อาจจะมีผลตอการ
กําหนดขนาดผลิตภัณฑของเอนไซม 
 และเมื่อพิจารณาโครงสรางของ  Chi60 ที่ใหผลิตภัณฑเปน dimer อยางเดียว กับ
โครงสรางของ ChiRN1 ที่ใหผลิตภัณฑเปน monomer ผสม dimer จะเห็นวา Chi60 มี N-
terminal domain อยูทางดานหนา และ CatD อยูทางดานหลัง ซึ่งในการเกิด hydrolysis สับสเตร
ตจะวิ่งเขามาใน active site ของ CatD โดยจะวิ่งเขามาทาง N-terminal domain กอน แลวจึงเขา
มาที่ CatD เมื่อเกิด hydrolysis แลว เอนไซมก็จะปลอยผลิตภณัฑออกไป (รูปที่ 1.8) แตวาในกรณี
ของ ChiRN1 ที่มี CatD อยูทางดานหนา สวน FnIIID และ ChBD อยูทางดานทาย เมื่อเกิด 
hydrolysis คาดวาสับสเตรตก็จะเคลื่อนที่เขาไปใน CatD ในทิศทางลักษณะเดียวกับที่เคลื่อนทีเ่ขา
ไปยัง CatD ของ Chi60 เชนเดียวกัน เนื่องจากมีโครงสรางและตําแหนงของกรดอะมิโนที่ใชจับกับ
สับสเตรตอยูในตําแหนงเดียวกัน แตทวา การที่มี FnIIID และ ChBD มาอยูทางดานทาย จงึคาดวา 
2 โดเมนนี้อาจจะไปหนวงการเคลื่อนที่ของเอนไซม ทําใหเอนไซมเคลื่อนที่ไปบนสับสเตรตไดชาลง 
จึงทําใหไดผลิตภัณฑเปน monomer ผสม dimer ดังนั้น เพื่อทดสอบสมมติฐานนี้ จึงได
ออกแบบสรางไคตเินสลูกผสมขึ้น โดยนําสวน FnIIID และ ChBD ของ ChiRN1 มาตอเขาทางดาน
ทายโมเลกุลของ Chi60 โดยคาดวา ไคติเนสลูกผสมที่สรางได จะยอยสับสเตรตแลวทําให
อัตราสวนระหวา monomer และ dimer เปลี่ยนแปลงจาก Chi60 เดิม 
 ในการสรางไคติเนสลูกผสม เราทําโดยนําสวนของ FnIIID และ ChBD ของเอนไซม 
ChiRN1 มาตอเขากับเอนไซม Chi60 ที่มีสวนของ N-terminal domain และ CatD อยูแลว ดังนั้น
ลําดับเอนไซมลูกผสมที่เราสรางจะมีลําดับโดเมนที่เรียงจากปลายดานอะมิโนดังนี้ คือ N-terminal 
domain, CatD, FnIIID และ ChBD ตามลําดับ โดยเราคาดวาการที่มี FnIIID และ ChBD มาตอ
เพิ่มบนโมเลกุลของ Chi60 นาจะทําใหผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยมีอัตราสวนระหวาง monomer 
กับ dimer เปล่ียนไปจากเดิม แตเมื่อเราทําการสรางไคติเนสลูกผสมและทดลองเลี้ยงบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ LB-CC ที่มี ampicillin 100 mg/ml แลว เปรียบเทียบกับ Chi60 และ ChiRN1 บนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกัน (รูปที่ 3.34) พบวาเอนไซมลูกผสมสรางวงใสรอบโคโลนีชาและนอยกวา 
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Chi60 และ ChiRN1 มาก นาจะเปนเพราะวาโดเมนที่เราเพิ่มเขาไปบน Chi60 อาจทําใหการมวน
พับของเอนไซมเปลี่ยนไป และสงผมตอการทํางานของเอนไซม 
 เมื่อนําเอนไซม Chi60, ChiRN1 และไคติเนสลูกผสม มาทํา SDS-PAGE และยอมแอคติวิ
ตีเพื่อดูขนาดของโปรตีน เราไมสามารถพบแถบแอคติวิตีของ Chi60 และไคติเนสลูกผสม บนเจล 
SDS-PAGE ได อาจจะเปนเพราะวาเอนไซม Chi60 และไคติเนสลูกผสมไมสามารถ refold บน 
SDS-PAGE ได แตวาเอนไซม ChiRN1 สามารถ refold กลับมาไดเปนปรกติ จึงยังคงพบแถบแอ
คติวิตีบนเจล SDS-PAGE อยู ซึ่งก็ยังคงใหแถบแอคติวิตี 3 แถบเชนเดิม 
 เมื่อนําเอนไซมลูกผสมมายอยสับสเตรตแลวนําไปหาขนาดของผลิตภัณฑโดยนําไปฉีด 
HPLC เราพบวาขนาดของผลิตภัณฑที่ไดยังคงเหมือนกับขนาดผลิตภัณฑจากการยอยดวย Chi60 
(ภาคผนวก ง) เชนเดิม คือไดเปน chitobiose เพียงอยางเดียว ดังนั้นโดเมน FnIIID และ ChBD ที่
เราเพิ่มเขาไปบน Chi60 ไมสามารถทําใหอัตราสวนระหวาง monomer กับ dimer เปลี่ยนแปลงไป
จากเดิม 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 เชื้อ Bacillus licheniformis RN01 สามารถผลิตไคติเนสที่ทํางานไดดีในชวง pH กวาง
ตั้งแต pH 6 -10 โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวง pH ที่เปนเบส และมีแอคติวิตีสูงในชวงอุณหภูมิ 50 - 
60°C สับสเตรตที่ไคติเนสที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus licheniformis RN01 สามารถยอยไดดีที่สุดจะ
เปนพวก soluble substrate รองลงมาเปน amorphous substrate และ crystalline substrate 
ตามลําดับ เมื่อนํามาหาขนาดโมเลกุลโดยยอมแอคติวิตีบนเจล SDS-PAGE จะพบแถบแอคติวิตี
ของไคติเนส มีขนาดโมเลกุล 70, 66 และ 58 kDa โดยขนาดที่เล็กกวาคาดวาเปน proteolytic 
produt ของขนาด 70 kDa ผลิตภัณฑที่ไคติเนสจาก Bacillus licheniformis RN01 ยอยได พบวา
ไดผลิตภัณฑเปน monomer และ dimer ผสมกัน โดยจะไดผลิตภัณฑที่มีขนาด dimer เปน
ผลิตภัณฑหลัก  
 จากการโคลนไคติเนส (ChiRN1) จาก Bacillus licheniformis RN01 พบวายีนที่โคลนได
มีจํานวนนิวคลีโอไทดทั้งหมด 1964 นิวคลีโอไทด สามารถแปลรหัสพันธุกรรมออกมาเปนกรดอะมิ
โนได 598 กรดอะมิโน ซึ่งมีขนาดประมาณ 66,134 ดาลตัน (Da) คํานวณคา isoelectric point 
เทากับ 5.17  เมื่อนําไคติเนส ChiRN1 มาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการทํางาน พบวา ChiRN1 
ทํางานไดดีในชวง pH ตั้งแต pH 6 – 10 และในชวงอุณหภูมิ 60 – 70°C โดย ChiRN1 สามารถ
ยอยสับสเตรตประเภท soluble substrate ไดดีที่สุด รองลงมาคือ amorphous substrate และ 
crystalline substrate ตามลําดับ ขนาดโมเลกุลของ ChiRN1 ที่โคลนไดควรจะมีขนาดประมาณ 
66 kDa แตเมื่อดูจากทํา SDS-PAGE แลวยอมแอคติวิตี เราพบแถบแอคติวิตี ที่มีขนาด 70, 66 
และ 58 kDa โดยแถบที่มีขนาดเล็กกวาคาดวาเปน proteolytic produt ของขนาด 70 kDa และ
เมื่อนําผลิตภัณฑจากการยอยสับสเตรตดวยเอนไซม ChiRN1 มาฉีด HPLC พบวาไดผลิตภัณฑ
เปน monomer และ dimer ผสมกัน โดยมีผลิตภัณฑหลักมีขนาดเปน dimer เชนเดียวกับไคติเนส
ที่ผลิตจาก Bacillus licheniformis RN01 
 จากการเปรียบเทียบโครงสราง 3 มิติ และลําดับของกรดอะมิโนของไคติเนสชนิดตาง ๆ 
พบวา ไคติเนสจะมี catalytic omain เปนโดเมนหลักสําหรับเรงปฏิกิริยา hydrolysis และอาจจะมี 
accessory domain อ่ืน ๆ เชน chitin-binding domain และ fibronectintype III-like domain 
เสริมขึ้นมาเพื่อชวยเสริมประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม ซึ่ง accessory domain เหลานี้ 
พบวา มีการจัดเรียงตัวอยูบนเอนไซมในตําแหนงตาง ๆ กัน โดยคาดวา accessory domain 
เหลานี้อาจจะมีสวนในการกําหนดขนาดผิตภัณฑของเอนไซม 
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 ในการสรางไคติเนสลูกผสมโดยมีโครงสรางหลักเปนไคติเนสจาก Chi60 แลวนําเอาโดเมน 
FnIIID และ ChBD ของ ChiRN1 มาตอเพิ่มเขาไป พบวาไคติเนสลูกผสมมีแอคติวิตีลดลงอยาง
มากเมื่อเปรียบเทียบกับ Chi60 ตัวเดิม โดยคาดวา FnIIID และ ChBD ที่เพิ่มเขาไปนั้นอาจจะไป
รบกวนประสิทธิภาพการทํางานและการพับตัวของเอนไซม อีกทั้งยังไมทําใหอัตราสวนระหวาง 
monomer และ dimer ของผลิตภัณฑเปลี่ยนแปลงไป 
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ภาคผนวก ก 

การวัดแอคติวติีของไคติเนสดวยวิธีของ Schale 
 
 การวัดแอคติวิตีของไคติเนสจะทําโดยการบมเอนไซมกับสับสเตรตในหลอดทดลอง 
(ปรกติจะใช colloidal chitin เปนสับสเตรต) ดวยบัฟเฟอร pH และอุณหภูมิที่เหมาะสม ใน
ปริมาตรทั้งหมด 1.5 ml โดยเลือกใชปริมาณเอนไซมและเวลาในการบมที่พอเหมาะ (20 - 60 นาท)ี 
ในการทําการทดลองจะแบงปฏิกิริยาออกเปน 2 ชุด ชุดแรกจะเปนชุดควบคุม เราจะนําเอนไซมไป
ตมฆาเอนไซมกอนที่จะนํามาบมกับสับสเตรต ชุดที่ 2 เราจะนําเอนไซมที่มีแอคติวิตีอยูมาบมกับ
สับสเตรตเลย จากนั้นจะนําทั้ง 2 ชุดมาหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย potassium ferric 
cyanide ลงไป 2 ml นําไปตมในน้ําเดือด 15 นาที เพื่อเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน จากนั้น
นํามาแชในน้ําเย็น แลวนําไป centrifuge ตกตะกอน colloidal chitin จากนั้นนําสวนใสดานบนมา
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 nm (A420) นําคา A420 ที่วัดไดจากชุดควบคุมมาลบกับ
ชุดที่มีแอคติวิตี จากนั้นนําผลตางที่ไดมาเทียบหาปริมาณ NAG ที่เกิดขึ้นจากกราฟมาตรฐาน 
NAG แลวจึงนํามาคํานวณ หาแอคติวิตีของไคติเนส โดยกําหนดใหหนวย unit ของเอนไซม เทากับ 
ปริมาณ µmole ของNAG ที่เกิดขึ้นเมื่อใชเอนไซม 1 ml ใหทํางานเปนเวลา 1 นาที 
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กราฟมาตรฐาน NAG 
 
 
 

y = 1.0346x
R2 = 0.9968
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มีคา slope = 1.0346 
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ภาคผนวก ค 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน chi60 
 

CTGCAGAGTGTGGTGCAATCCTGATAAATATTTATCTTTCCTTAATAAAAAAATTCACTATCCATATTTG 
TCGTGCTTTCTTTTATTTATATTAAAATAAATTCACGCTTGCTGAATAAAACCCAGTTGATAGCGCTCTT 
GTTTTCACGCCTTTTTTATTTATAGTCTGAATGTACGCGGTGGGAATGATTATTTCGCCACGTGGAAAGA 
CACTGTTGCTATTTATTGATTTTAATCTTCGAGGATTATTGCGGAATTTTTTCGCTTCGGCAATGCATCG 
CGACGATTAACTCTTTTATGTTTATCCTCTCGGAATAAAGGAATCAGTTATGCGCAAATTTAATAAACCG 
CTGTTGGCGCTGTTGATCGGCAGCACGCTGTGTTCCGCGGCGCAGGCCGCGGCGCCGGGCAAGCCGACCA 
TCGCCTGGGGCAATACCAAGTTCGCCATCGTTGAAGTTGACCAGGCGGCTACCGCTTATAATAGTTTGGT 
GAAGGTAAAAGATGCCGCCGATGTTTCGGTCTCCTGGAATTTATGGAATGGCGACACCGGTACGACGGCA 
AAAGTTTTATTAAATGGCAAAGAGGCGTGGAGCGGCCCGTCAACCGGTTCTTCCGGTACGGCGAATTTTA 
AAGTCAATAAAGGCGGCCGTTATCAAATGCAGGTGGCATTGTGCAATGCCGACGGCTGCAGCGCCAGCGA 
CGCCACCGAAATTGTGGTGGCCGACACCGACGGCAGCCATTTGGCGCCGTTGAAAGAGCCGCTGCTGGAA 
AAGAATAAACCGTATAAACAGAACTCCGGCAAAGTCGTCGGTTCTTATTTCGTCGAGTGGGGCGTTTACG 
GGCGCAATTTCACCGTCGACAAGATCCCGGCGCAGAACCTGACCCACCTGCTGTACGGCTTTATCCCGAT 
CTGCGGCGGCAACGGCATCAACGACAGCCTGAAAGAGATCGAAGGCAGCTTCCAGGCGCTGCAGCGCTCC 
TGCCAGGGCCGCGAGGACTTCAAAGTCTCGATCCACGATCCGTTCGCCGCGCTGCAAAAAGCGCAGAAGG 
GCGTTACCGCCTGGGATGACCCCTACAAGGGCAACTTCGGCCAGCTGATGGCGCTGAAACAGGCGCATCC 
TGACCTGAAAATTCTGCCGTCGATCGGCGGCTGGACGCTGTCCGACCCGTTCTTCTTCATGGGCGATAAG 
GTGAAGCGCGATCGCTTCGTCGGTTCGGTGAAAGAGTTCCTGCAGACCTGGAAGTTCTTCGATGGCGTGG 
ATATCGACTGGGAGTTCCCGGGCGGCAAAGGCGCCAACCCGAACCTGGGCAGCCCGCAGGACGGGGAAAC 
CTATGTGCTGCTGATGAAGGAGCTGCGGGCGATGCTGGATCAGCTGTCGGCGGAAACCGGCCGCAAATAT 
GAACTGACCTCCGCCATCAGCGCCGGCAAGGACAAGATCGATAAGGTGGCTTACAACGTTGCGCAGAACT 
CGATGGATCACATCTTCCTGATGAGCTACGACTTCTATGGCGCCTTCGATCTGAAGAACCTGGGGCATCA 
GACCGCGCTGAATGCGCCGGCCTGGAAGCCGGACACCGCTTACACCACGGTGAACGGCGTCAATGCGCTG 
CTGGCGCAGGGCGTCAAGCCGGGCAAGATCGTGGTCGGCACCGCCATGTATGGCCGCGGCTGGACCGGGG 
TGAACGGCTACCAGAACAACATTCCGTTCACCGGTACCGCCACTGGGCCGGTCAAAGGCACCTGGGAGAA 
CGGCATCGTGGACTACCGCCAAATCGCCGGCCAGTTCATGAGCGGCGAGTGGCAGTATACCTACGACGCC 
ACGGCGGAAGCGCCTTACGTGTTCAAACCTTCCACCGGCGATCTGATCACCTTCGACGATGCCCGCTCGG 
TGCAGGCCAAAGGCAAGTACGTGCTGGATAAGCAGCTGGGCGGCCTGTTCTCCTGGGAGATCGACGCGGA 
CAACGGCGATATTCTCAACAGCATGAACGCCAGCCTGGGCAACAGCGCCGGCGTTCAATAATCGGTTGCA 
GTGCGTTGCCGGGGGATATCCTTTCGCCCCCGGCTTTTTCGCCGCCGAAAGTTTTTTTACGCCGCACAGA 
TTGTGGCTCTGCCCCGAGCAAAACGCGCTCATCGGACTCACCCTTTTGGGTAATCCTTCAGCATTTCCTC 
CTGTCTTTAACGGCGATCACAAAAATAACCGTTCAGATATTCATCATTCAGCAACAAAGTTTTGGCGTTT 
TTTAACGGAGTTAAAAACCAGTAAGTTTGTGAGGTTCAGACCAATGCGCTAAAAATGGCCGCTTAGCATA 
AATTTTCATGCTGGAACTGTTAACAAAAGGTTTTTTTTATGTTTGTTTGCTGTTTCTCACAGTCTGCGTA 
AATCCCCACTGGTTATATTGACGACACCCCAAACAGTTGGCAACTTGATAGCCTCAGGGGTAAGAGCGAG 
AGTTGTTTGAGTGAATTCCACGCGCTCAGACGTCCCCGCCGCGATGCGTTCCATCCGGCATTCTCTTCTC 
GTACGCCTTCTGCCTTCGGGCGCCGATCGCACAGGCCACGCAATAAAAAATACAGGTCTGGCGGCAATTA 
CACACATCACATCACACAATGGAGCACTAACGATGACACGTTCCTTGGGTAAATCGGGGATTCTGAAATT 
CGGTATTGGGCTGATCGCGCTGACCGTGGCGGCCAGCGTACAGGCCAAGACGTTGGTTTACTGTTCTGAA 
GGTTCCCCGGAAGGGTTCAACCCGCAGCTGTTTACCTCCGGCACCACCTATGACGCCAGCTCGGTACCAA 
TCTACAACCGGCTGGTCGAATTCAAGACCGGCACCACCGAGCTGCAG 
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ภาคผนวก ง 

ขนาดผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม Chi60 ที่หาโดยการฉดี HPLC 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
ก คือ chromatogram ของ chito-oligosaccharide มาตรฐาน โดย C1 คือ GlcNAc, C2 คือ 
(GlcNAc)2, C3 คือ (GlcNAc)3, และ C4 คือ (GlcNAc)4.  
 
ข คือ ขนาดผลิตภัณฑที่ไดจากการยอย colloidal chitin ดวยเอนไซม Chi60 
 

 C2          C3                 C4   

  C1 
ก 

ข 

93



  
 ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 

 
 นายสุรเกต์ิ เนาสราญวงศ เกิดเมื่อวันที่ 24 พฤศจิกายน พ.ศ. 2522 สําเร็จการศึกษา
ระดับชั้นมัธยมศึกษาจากโรงเรียนกรุงเทพคริสเตียนวิทยาลัย สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยา
ศาสตรบัณฑิต (ชีวเคมี) จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2544 
และไดเขาศึกษาตอระดับบัณฑิตศึกษา ในสาขาวิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2545 
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