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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สุภาภรณ์ วะน้ าค้าง : การโคลนการแสดงออกการท าให้บริสุทธิ์และลักษณะสมบัติของอินูลิเนสจาก 
Streptomyces sp. CP01 ใน Escherichia coli (CLONING, EXPRESSION, PURIFICATION AND 
CHARACTERIZATION OF Streptomyces sp. CP01 INULINASE IN Escherichia coli) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร. วันชัย อัศวลาภสกุล{, 112 หน้า. 

เนื่องจากความหลากหลายในการประยุกต์การใช้งานจากฟรุกโทสและฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์ เป็นสาร
ที่มีประโยชน์และเป็นที่ต้องการในทางอุตสาหกรรมอาหาร และทางการแพทย์ จึงมีความต้องการในการผลิตสาร
ดังกล่าวเป็นปริมาณมาก ในกระบวนการผลิตฟรุกโทสจะใช้โพลิแซคคาไรด์จ าพวกแป้งเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการ
ผลิตและฟรุกโทสที่ได้มีความบริสุทธ์ิที่ต่ า ปัจจุบันกระบวนการผลิตฟรุกโทสและฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์ให้ได้พร้อม
กัน โดยใช้เอนโดอินูลิเนส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบได้ในจุลินทรีย์บางชนิด อาทิเช่น Arthrobacter sp., Aspergillus sp. 
และ Penicillium sp. เป็นต้น ดังนั้นในงานวิจัยนี้ได้ท าการโคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 เพื่อท่ีจะผลิตอินูลิเนสให้ได้จ านวนมาก และด้วยเหตุว่าล าดับเบสของอินูลิเนสยังไม่ถูกค้นพบ จึงได้ออกแบบ 
degenerated primers จากแบคทีเรียที่ผลิตเอนโดอินูลิเนสได้แล้วท าการเพิ่มจ านวนยีนโดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรส เพื่อให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนประมวลรหัสอินูลิเนสของ Streptomyces sp. CP01 หลังจากนั้น
จึงน าล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนไปท าการเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ผ่านทางคอมพิวเตอร์ (BLAST, ฐานข้อมูล 
NCBI) พบว่ามีความคล้ายคลึงกับเอนโดอินูลิเนสของ Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 จากนั้นจึงได้
ท าการออกแบบไพร์เมอร์จ าเพาะเพื่อโคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนสของ Streptomyces sp.CP01 พบว่ายีน
ประมวลรหัสอินูลิเนสมีความยาว 2,892 นิวคลีโอไทด์ แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 963 กรดอะมิโน จากนั้นจึงน ายีน
ดังกล่าวเช่ือมกับเวกเตอร์ pET28a (+) และถ่ายโอนเข้าสู่ Escherichia coli สายพันธุ์ Rosetta-gami (DE3)pLys 
S และ BL21(DE3) เพื่อเหนี่ยวน าการแสดงออกด้วย 0.1mM IPTG ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจสอบ
การแสดงออกด้วย SDS-PAGE และ Western blotting analysis พบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 107 กิโลดาลตัน 
ละลายอยู่ในส่วนน้ าใสบางส่วน และมีกิจกรรมเอนไซม์อินูลิเนส พบว่าอินูลิเนสที่ได้จากรีคอมบิแนนท์โคลน 
Rosetta-pET28a-SA34 มีกิจกรรมเอนไซม์อินูลิเนสสูงที่สุด จึงน าโปรตีนรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสจากโคลนดังกล่าว
มาท าให้บริสุทธิ์ด้วย Affinity Column Chromatography และน ามาทดสอบสมบัติของเอนไซม์ พบว่าสภาวะ
เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส คือสภาวะอุณหภูมิที่ 40 o C pH 7 และความเข้มข้นอินูลินท่ี
เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา คือ 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เมื่อศึกษาค่าทางจลนพลศาสตร์ของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 
พบว่าค่าคงที่ของ Michaelis-Menten (Km) เท่ากับ 11 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และความเร็วสูงสุดของเอนไซม์ (Vmax) 
เท่ากับ 0.088 มิลลิกรัม/นาที/มิลลิลิตร และเมื่อน ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสมาทดสอบการย่อยเพื่อหาผลิตภัณฑ์ที่
เอนไซม์ย่อยได้ด้วยวิธี Thin Layer Chromatography พบว่ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสสามารถย่อยอินูลินได้เป็น
ซูโครสและฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์บางส่วน 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5672122723 : MAJOR MICROBIOLOGY AND MICROBIAL TECHNOLOGY 
KEYWORDS: INULINASE / STREPTOMYCES SP.CP01 / RECOMBINANT / EXPRESSION 

SUPAPORN WANAMKANG: CLONING, EXPRESSION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 
Streptomyces sp. CP01 INULINASE IN Escherichia coli. ADVISOR: ASSOC. PROF. WANCHAI 
ASSAVALAPSAKUL, Ph.D.{, 112 pp. 

Due to the versatile applications of fructose and fructooligosaccharide (FOS) in food industry 
and medical areas, high demand in massive production of these compunds is called-for. In fructose 
manufacturing process, polysaccharides such as starch generally serve as the precursor for fructose 
production but yielding the product with low quality via chemical processes. Recently, inulinase; an 
enzyme responsible for hydrolysis of inulin found in several microorganisms, e.g., Arthrobacter 
sp., Aspergillus sp. and Penicillium sp., etc. has been used to simultaneously produce 
fructooligosaccharides and fructose. Therefore, this project is focused on overproducing inulinase 
in Streptomyces sp. CP01 using molecular cloning as the tool. Because the sequence of the inulinase has 
not been established, degenerated primers were designed based on the conserved sequence of the 
protein followed by PCR amplification. After the contig sequencing and in silico alignment (BLAST, NCBI 
database), the PCR product showed high sequence similarity to the inulinase in Streptomyces 
ambofaciens ATCC 23877, suggesting the putative gene is endo-inulinase. Subsequently, specific primers 
were thus constructed to clone the gene encoded for inulinase in Streptomyces sp.CP01. The 
sequencing data indicated that the cloned gene consisted of 2,892 nucleotides encoding for 963 amino 
acids. Then, the target gene was ligated into pET28a(+) vector and transformed into Escherichia 
coli Rosetta-gami (DE3)pLys S and BL21(DE3) to overexpress the protein by 0.1mM IPTG induction at 30°C. 
Characterized by SDS-PAGE and Western blot, the cloned protein has the molecular weight of 107 kDa 
with hydrolytic activity towards inuline but showed partial solubility in aqueous phase. The inulinase 
derived from Rosetta-pET28a-SA34 exhibited the highest activity to inulin and thus was deliberately 
selected for testing enzymatic property after purification through affinity column chromatography. After 
optimizing the condition for inulin digestion, the reaction condition facilitating the work of recombinant 
enzyme is 40 °C at pH 7 with the optimal concentration of 20 mg/ml. In addition, the kinetics of the 
enzyme were studied and obtained as Michaelis-Menten parameters including the Michaelis-Menten 
constant (Km) and maximum rate of the reaction (Vmax) with the value of 11 mg/mL and 0.088 
mg/min/ml, respectively. The result also suggested that the recombinant protein can partially hydrolyze 
inulin to sucrose and fructose as confirmed by Thin Layer Chromatography. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ฟรุกโทสเป็นน้้าตาลที่ใช้กันอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะอย่างยิ่งในอุตสาหกรรมอาหาร ไม่ว่า
จะเป็นผลิตน้้าตาลฟรุกโทสโดยเฉพาะ, ลูกกวาด และน้้าอัดลม แต่โดยทั่วไปกระบวนการผลิตฟรุกโทส
นั้นจะเริ่มต้นจากการใช้พอลิแซ็กคาไรด์จ้าพวกแป้งเป็นสารตั้งต้นจึงต้องใช้เอนไซม์เพ่ือย่อยให้       
พอลิแซ็กคาไรด์ได้เป็นกลูโคส จากนั้นท้าให้กลูโคสบริสุทธิ์แล้วจึงเปลี่ยนกลูโคสไปเป็นฟรุกโทสด้วย   
ไอโซเมอไรเซซัน การทีจ่ะได้ฟรุกโทสออกมานั้นต้องใช้เอนไซม์หลายชนิด และผ่านหลายขั้นตอนจะได้
ฟรุกโทสที่บริสุทธิ์และบางครั้งอาจมีสิ่งอ่ืนเจือปนอยู่ด้วยจ้านวนมาก  

อินูลินประกอบด้วยฟรุกโทสต่อกันเป็นสายยาวด้วยพันธะเบต้า 2,1 และมีกลูโคสอยู่ทางด้าน
ปลาย การใช้อินูลินเป็นสารตั้งต้น โดยใช้อินูลิเนสมาย่อยอินูลินนั้นเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ช่วยลดขั้นตอน  
การผลิตและลดค่าใช้จ่ายในการผลิตฟรุกโทส ซึ่งฟรุกโทสที่ได้มีความบริสุทธิ์ 98% มากกว่าวิธีการ
ข้างต้นที่ได้จากการย่อยพอลิแซ็กคาไรด์จ้าพวกแป้ง  

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยอินูลินนอกจากฟรุกโทสแล้วยังได้ฟรุกโตโอลิโกแซกคาไรด์  
(Fructooligosaccharide, FOS) ซึ่งปัจจุบัน FOS เป็นสิ่งที่น่าความสนใจอย่างยิ่ง เนื่องจาก FOS มี
องค์ประกอบเป็นโมเลกุลของฟรุกโทสต่อกันเป็นสายสั้นๆ มีกลูโคสด้านปลาย มีการค้นพบว่า FOS 
นั้นมีประโยชน์มากมาย อาทิเช่น ช่วยป้องกันโรคมะเร็งล้าไส้ เนื่องจากเป็นพรีไบโอติก ช่วยให้
จุลินทรีย์ในล้าไส้แข็งแรงและท้างานได้ดี หรือเป็นสารให้ความหวานที่ เหมาะส้าหรับผู้ป่วย
โรคเบาหวาน เนื่องจากไม่ส่งผลต่อระดับน้้าตาลในเลือด และ FOS ไม่สามารถย่อยและดูดซึมไม่ได้ใน
ร่างกาย ซึ่งจะดีกว่าการรับประทานน้้าตาลชนิดอ่ืน ในประเทศไทยมีคนจ้านวนไม่น้อยที่ป่วยเป็น
โรคมะเร็งและเบาหวาน ปัจจุบันคนไทยจึงหันมาดูแลสุขภาพมากขึ้น ไม่ว่าจะเป็นการออกก้าลังกาย
และดูแลเรื่องอาหาร หรือจนกระทั่งหาอาหารเสริมมารับประทาน ดังนั้น FOS จึงเป็นผลิตภัณฑ์
ทางเลือกหนึ่งของผู้ป่วย รวมถึงบุคคลที่ร่างกายแข็งแรงสามารถบริโภคเพ่ือสุขภาพที่ดีได้ 

ปัจจุบันมีการค้นพบว่าจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตอินูลิเนสได้ ไม่ว่าจะเป็นแบคทีเรีย รา 
และยีสต์ แต่จุลินทรีย์บางชนิดใช้เวลาในการเจริญเติบโตนาน มีการย่อยอินูลินในระยะเวลาที่นาน 
ดังนั้นการใช้เทคนิคพันธุวิศวกรรม ในการตัดต่อยีนประมวลรหัสอินูลิเนสมาท้าสร้างรีคอมบิแนนท์ 
เพ่ือให้ผลิตรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสลาอันสั้นเพ่ือในระยะมาย่อยอินูลิน และสามารถน้าไปประยุกต์หรือ
พัฒนากิจกรรมการย่อยอินูลินให้มีประสิทธิภาพที่ดีข้ึน  
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1.2 วัตถุประสงค์  

เ พ่ือโคลน แสดงออก ท้า ให้บริสุทธิ์ และศึกษาสมบัติ ของเอนไซม์ อินูลิ เนส จาก 
Streptomyces sp. CP01 ใน Escherichia coli 

 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัยนี้ 

โคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 สามารถแสดงออกใน 
Escherichia coli ท้าให้บริสุทธิ์ และทราบลักษณะสมบัติของอินูลิเนส  
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บทที่ 2  
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 อินูลิน 

อินูลินเป็นสารอินทรีย์ประเภทพอลิแซ็กคาไรด์ มีลักษณะเป็นเส้นใยที่ละลายน้้าได้   
(Tohamy, 2006) สามารถพบได้ในส่วนต่างๆ ของพืช โดยพบมากในส่วนหัวหรือราก เช่น หัวหอม 
กระเทียม และแก่นตะวัน (Chi และคณะ, 2011) โครงสร้างของอินูลินประกอบด้วยเส้นตรงสายยาว
ของ D-fructofuranose เชื่อมกันด้วยพันธะเบต้า 2,1 ที่มีกลูโคสอยู่ด้านต้น/ปลายสุดของสาย (Chen 
และคณะ, 2013) เป็นสารให้ความหวาน แคลอรีต่้า (12 กิโลจูลต่อกรัม) และมีสมบัติเป็นพรีไบโอติก 
(Gao และคณะ, 2009); (Singh และ Gill, 2006) อินูลินถูกน้ามาใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรม
การผลิตอาหารและยา และยังใช้เป็นแหล่งส้าหรับผลิตฟรุกโทส (Tinrat และคณะ, 2012) 

 

2.2 อินูลิเนส 

 อินูลิเนสเป็นเอนไซม์ที่สามารถย่อยอินูลินได้ สามารถแบ่งตามกิจกรรมของเอนไซม์ได้ 2 
ชนิด คือ เอ็กโซอินูลิเนส (exo-inulinase) และเอนโดอินูลิเนส (endo-inulinase) (รูปที่ 2-1) โดย                   
เอ็กโซอินูลิเนส หรือ fructan beta-fructosidase; EC 3.2.1.80 จะย่อยส่วนปลายสายของอินูลินที่
ไม่เกิดการรีดิวซ์ได้เป็นฟรุกโทส นอกจากนี้เอ็กโซอินูลิเนสสามารถย่อย ซูโครส (กลูโคสเชื่อมกับ
ฟรุกโทส), ราฟฟิโนส (กาแลกโทสเชื่อมกับซูโครส) และเลแวน (ฟรุกโทสต่อกันเป็นสายยาวเชื่อมกับ
ซูโครส)ได้ ส่วนเอนโดอินูลิเนส หรือ fructanohydrolase; EC 3.2.1.7 จะย่อยภายในพันธะเบต้า 2,1
ของอินูลินได้เป็น ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์, โอลิโกฟรุกโทส และฟรุกโทส (Li และคณะ, 2012) ซึ่ง 
เอนโดอินูลิเนสไม่สามารถย่อยราฟฟิโนส และ เลแวนได้ เนื่องจากมีความจ้าเพาะกับพันธะเบต้า 2,1 
ระหว่างฟรุกโทสเชื่อมกับฟรุกโทสสูงมาก เมื่อใช้เอ็กโซอินูลิเนสร่วมกับเอนโดอินูลิเนส เอนโดอินูลิเนส
จะตัดพันธะภายในโมเลกุลของอินูลิน ท้าให้เกิดปลายที่ไม่เกิดการรีดิวซ์มากขึ้น ซึ่งเป็นการเพ่ิม      
ซับสเตรทให้แก่เอ็กโซอินูลิเนส ท้าให้การย่อยอินูลินได้เป็นฟรุกโทสมากขึ้น (ปรักกะมะกุล, 2555) 

เอนไซม์อินูลิเนสสามารถพบได้ในจุลินทรีย์หลายชนิด  ในแบคทีเรีย เช่น Arthrobacter sp. 
และ Staphylococcus sp. เป็นต้น ในรา เช่น Aspergillus sp. และ Penicillium sp. เป็นต้น ใน
ยีสต์ เช่น Kluyveromyces sp. และ Pichia sp. เป็นต้น (Pouyez และคณะ, 2012)  
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รูปที่ 2-1 แสดงกระบวนการย่อยอินูลินของอินูลิเนส (Fernandes, 2014) 
 

 

ลักษณะทางโปรตีนของอินูลิเนสส่วนใหญ่  (รูปที่  2-2) ประกอบด้วย 2 ส่วน คือ 
GH32_B_Fructosidase โดยเป็นบริเวณ active site ซึ่งส่วนนี้จะท้าการย่อยภายในพันธะเบต้า-2,1
ของสายฟรุกโทส ได้เป็นฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ และฟรุกโทส อีกส่วนหนึ่งคือ Glyco-hydrolase 
จะเป็นส่วนที่ย่อยด้านปลายสายที่มีกลูโคสอยู่ของอินูลินได้เป็นกลูโคส 

 

 

 
รูปที่ 2-2 แสดงลักษณะทางโปรตีนของอินูลิเนส (Li และคณะ, 2012) 
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2.3 ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (fructooligosaccharide, FOS) 

ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยโมเลกุลของฟรุกโตสต่อกันด้วย
พันธะเบต้า 2,1 เป็นสายยาวจ้านวน 2-60 โมเลกุลและมีโมเลกุลของกลูโคสอยู่ด้านปลายสาย จัดเป็น
สารให้ความหวานที่ให้พลังงานต่้า โดยให้พลังงานน้อยกว่าพลังงานจากซูโครส กล่าวคือ  ฟรุกโตโอลิ
โกแซคคาไรด์ 1 กรัมให้พลังงานประมาณ 2 กิโลแคลอรี เนื่องจากฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ไม่สามารถ
ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ในระบบย่อยอาหารของมนุษย์ได้ จึงเหมาะกับผู้ที่ต้องการควบคุมน้้าหนัก (เคย
อาษา, 2554) เมื่อเปรียบเทียบกับซูโครสแล้วฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์มีความเหนียวมากกว่าในความ
เข้มข้นที่เท่ากันเนื่องจากฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์มีมวลโมเลกุลที่มากกว่า นอกจากนี้ยังทนอุณหภูมิสูง
ได้ดีกว่าและทนกว่าในอาหารที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 4-7 โดยทั่วไปฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ แบ่ง
ออกเป็น  

1) อินูลินเป็นฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่จับกันเป็นโครงสร้างที่มีฟรุกโทสต่อกันประมาณ 2-
60 ตัว  

2) โอลิโกฟรุกโตส เกิดจากการย่อยอินูลินได้เป็นส่วนย่อยๆ ของโอลิโกแซคคาไรด์ซึ่งมี      
ฟรุกโตสต่อกันประมาณต่้ากว่า 40 ตัว  

3) ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์สายสั้นๆ เป็นการรวมกันของสายฟรุกโทสกับกลูโคสด้านปลาย 
ซึ่งพบมากที่สุดเพียง 5 ตัว ซึ่งได้จากน้้าตาลที่ผ่านกระบวนการหมักแบบธรรมชาติ เช่น 1-kestose 
(GF2), nistose (GF 3) และ 1-fructosyl-nistose (GF 4) (Sabater-Molina และคณะ, 2009) 

 
2.4 ประโยชน์ของฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

2.4.1 พรีไบโอติก (prebiotic) 
 เมื่อรับประทานฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ติดต่อกันเป็นเวลานานจะช่วยเพ่ิมปริมาณ              
บิฟิโดแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในล้าไส้ใหญ่และแลกโตบาซิลลัสในล้าไส้เล็กซึ่งจะส่งผลให้ช่วยป้องกัน     
การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคอีกด้วย เนื่องจากแบคทีเรียสามารถผลิต เอนไซม์ไกลโคลิติกมาย่อย 
FOS ได้เป็น โมโน หรือ ไดแซคคาไรด์ โดยแบคทีเรียสามารถน้าไปใช้ได้ (Grizard และ Barthomeuf, 
1999) 
 2.4.2 ประโยชน์ต่อผู้ป่วยเบาหวาน 

 เนื่องจากฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ไม่สามารถย่อยสลายด้วยเอนไซม์ในระบบย่อยอาหารได้ 
ดังนั้นไม่ส่งผลต่อระดับตาลในกระแสเลือด เพราะร่างกายไม่สามารถดูดซึมได้ จึงเหมาะใช้บริโภค
ส้าหรับผู้ป่วยเบาหวาน (Roberfroid และคณะ, 1993) 
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 2.4.3 ช่วยในการดูดซึมแคลเซียม 

 กระบวนการหมักฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยแบคทีเรียจ้าพวกแลกโตบาซิลลัส และ   
สเตรปโตคอกคัสในร่างกายเพ่ือผลิตได้เป็นกรดไขมันสายสั้นๆ ซึ่งส่งผลให้ค่าความเป็นกรดด่างลดลง 
ท้าให้แคลเซียมซึง่อยู่ในรูปที่ไม่ละลายน้้าสามารถละลายน้้าได้ ช่วยให้ร่างกายสามารถดูดซึมแคลเซียม
ได้ดีขึ้น (Gibson และ Roberfroid, 1995) 

 2.4.4 ลดการเสี่ยงของมะเร็งล าไส้ 

 อาหารส่วนใหญ่จะประกอบด้วยไขมันสัตว์สูงและความเข้มข้นโปรตีนที่สูงและมีเส้นใยน้อยซึ่ง
จะเสี่ยงต่อโรคมะเร็งล้าไส้ แต่ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จะช่วยเพ่ิมแบคทีเรียที่มีประโยชน์และหมัก 
ฟรุกโต   โอลิโกแซคคาไรด์ในล้าไส้ได้ โดยในงานวิจัยของ Sabater-Molina และคณะ (2009) พบว่า               
การรับประทานฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์จ้านวน 4-15 กรัมต่อวัน จะช่วยลดอาการท้องผูกได้ซึ่งเป็น
สาเหตุหนึ่งของมะเร็งล้าไส้ (Sabater-Molina และคณะ, 2009) 

 

2.5 ฟรุกโทส 

ฟรุกโทสเป็นน้้าตาลที่มีความหวานมากที่สุดมากกว่าซูโครส 1.73 เท่า (Hanover และ 
White, 1993) และให้พลังงานน้อยกว่า จึงมีประโยชน์ในทางด้านการแพทย์ เนื่องจากสามารถใช้
ฟรุกโทสเป็นอาหารเสริมส้าหรับผู้ป่วยเบาหวาน ดังนั้นเมื่อผู้ป่วยได้รับฟรุกโทสเข้าสู่กระแสเลือดเพียง
เล็กน้อยจะสามารถช่วยให้ผู้ป่วยรู้สึกหายอ่อนเพลียได้ ไม่ส่งผลให้ปริมาณระดับน้้าตาลในกระแสเลือด
สูงมากข้ึน โดยฟรุกโทสสามารถพบได้มากท่ีสุดในน้้าผึ้ง และยังพบในผลไม้ต่างๆ นอกจากนี้ฟรุกโทสมี
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหาร เป็นส่วนประกอบในการผลิตขนมปัง แยม น้้าผลไม้ และน้้าอัดลม 
โดยทั่วไปฟรุกโทสผลิตจากกระบวนการย่อยพอลิแซ็กคาไรด์ และเปลี่ยนไปเป็นฟรุกโทสซึ่งต้อง ใช้
เอนไซม์หลายชนิดและหลายขั้นตอน (รูปที่ 2-3) เช่น อะไมเลส  และกลูโคอะไมเลส (Eskin, 1990) 

ซึ่งปัจจุบันมีการใช้อินูลิเนสเพ่ือท้าการผลิตฟรุกโทสจากอินูลินที่มีความบริสุทธิ์โดยตรง
มากกว่าการผลิตจากกระบวนการที่ผ่านหลายขั้นตอน โดยอินูลิเนสที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ มีปริมาณ
น้อยและมีเอนไซม์อ่ืนๆ จากจุลินทรีย์ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ รวมถึงมีการปนเปื้อนของอนุพันธุ์อ่ืนๆ 
อาทิเช่น bioethanol (Lim และคณะ, 2011), butanediol และ lactic acid (Chi และคณะ, 
2009) เป็นต้น ดังนั้นในปัจจุบันมีการน้าความรู้ทางด้านพันธุวิศวกรรมมาประยุกต์ใช้ในการผลิต      
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนส เพ่ือน้าไปใช้ในการผลิตอินูลิเนสมาใช้ในการผลิตฟรุกโทส หรือสารต่างๆที่
ต้องการ 
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รูปที่ 2-3 แสดงกระบวนการผลิตฟรุกโทส (Granaroog, 1999)  
 

2.6 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ปัจจุบันนี้มีงานวิจัยที่ได้มีการน้าเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมและชีววิทยาโมเลกุลมาประยุกต์ใช้
ในการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนเพ่ือให้ได้ปริมาณและความบริสุทธิ์สูงขึ้น โดยการโคลนยีนประมวล
รหัสเพ่ือท้าการศึกษาการแสดงออกในเซลล์เจ้าบ้านต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Escherichia coli โดย
มีงานวิจัยที่ได้ท้าการศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสจากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ดังเช่น ใน
งานวิจัยของ Zhang และคณะ (2003) ใน E. coli  JM 109  มาใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน
ประมวลรหัสอินูลิเนส (inu A1) จาก Aspergillus niger AF10 โดยใช้เวกเตอร์ pUC118 เมื่อใช้
โปรตีนที่ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนโปรตีนที่อ่ิมตัวด้วยด้วย 80% (NH4)2SO4 และใช้ 
anion exchange column ในการแยกโปรตีนในขั้นตอนสุดท้าย และวัดกิจกรรมเอนไซม์ด้วยวิธี 
neocuproin พบว่าเอนไซม์ดังกล่าวแสดงออกได้และมีกิจกรรมเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับเอนไซม์บริสุทธิ์
ที่ผลิตได้จาก A. niger AF10 ในสภาวะที่อุณหภูมิ 55 o C pH 5.5 (Zhang และคณะ, 2003) ใน
งานวิจัยของ Lim และคณะ (2010) ได้โคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนส (INU1) จาก Kluyveromyces 
marxianus NCYC 2887 เพ่ือแสดงออกใน Saccharomyces cerevisiae โดยใช้เวกเตอร์ pYEG 
alpha พบว่าเอนไซม์ดังกล่าวแสดงออกและมีกิจกรรมเอนไซม์มากขึ้นโดยใช้ crude protein ใน      
การวัดกิจกรรมเอนไซม์ด้วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNSA) ในสภาวะที่อุณหภูมิ 50 o C pH 5.2 
เมื่อเปรียบเทียบกับ crude protein จาก K. marxianus NCYC 2887 (Lim และคณะ, 2010) 

พอลิแซ็กคาไรด์ 

กลูโคส 

อะไมเลส/ กลูโคอะไมเลส 

ท้าบริสุทธิ์ 

ฟรุกโทส 

ไอโซเมอไรเซชัน  

อินูลิน 

ฟรุกโทส 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
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รวมถึงงานวิจัยของ Li และคณะ (2012) ได้น้ายีนประมวลรหัสอินูลิเนส (EnIA) จาก Arthrobacter 
sp. S37 เพ่ือแสดงออกใน Yarrowia lipolytica โดยใช้เวกเตอร์ pINA 317 พบว่าเอนไซม์ดังกล่าว
แสดงออก และเมื่อผ่านการท้าบริสุทธิ์ได้ด้วยการใช้ DEAE Sepharose Fast Flow anion 
exchange column, Sephadex TM G-75 column และผ่าน AmiconYM3 membrane ก่อนมา
วัดกิจกรรมเอนไซม์ด้วยวิธี Nelson-Somogyl พบว่ากิจกรรมเอนไซม์สูงขึ้นภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิ 
50 o C pH 4 เมื่อเปรียบเทียบกับ crude protein จาก Arthrobacter sp. S37 (Li และคณะ, 
2012) และงานวิจัยของ Zhang และคณะ (2012) ได้โคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนส (KmINU) จาก 
K. marxianus CBS 6556 เพ่ือแสดงออกใน Pichia pastoris พบว่ามีการแสดงออกและเมื่อทดสอบ
กิจกรรมเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 60 o C pH 4 โดยใช้ crude protein พบว่ามีค่าที่สูงมากกว่าเอนไซม์   
อินูลิเนสที่ได้จากการสกัด crude protein ออกมาจาก K. marxianus CBS 6556 โดยตรงโดยวัด
ด้วยวิธี DNSA (Zhang และคณะ, 2012) นอกจากนี้ยังมี He และคณะ (2013) ได้น้ายีนประมวล
รหัสอินูลิเนส (Enlnu) จาก Aspergillus niger CICIM F0620 มาเชื่อมกับเวกเตอร์ pPIC9K เพ่ือ
แสดงออกใน Pichia patoris พบว่ามีกิจกรรมเอนไซม์มากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ crude protein 
เมื่อใช้โปรตีนที่ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนโปรตีนที่อ่ิมตัวด้วยด้วย 70% (NH4)2SO4 
จากนั้นใช้ DEAE-cellulose column และ MonoQ chromatography ก่อนวัดกิจกรรมเอนไซม์
ด้วยวิธี DNSA ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมที่อุณหภูมิ 60 o C pH 6 (He และคณะ, 2014) นอกจากนี้
งานวิจัยของ Chen และคณะ (2013) ได้ท้าการศึกษาการแสดงออกโดยน้ายีนประมวลรหัส         
อินูลิเนสจาก Aspergillus ficuum มาเชื่อมกับเวกเตอร์ pET28a และท้าการถ่ายโอนเข้าสู่ E. coli 
Rosetta เมื่อน้าโปรตีนท้าให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column และวัดกิจกรรมด้วยวิธี DNSA พบว่ามี
กิจกรรมเอนไซม์มากขึ้นภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิ 60  o C pH 4 เมื่อเปรียบเทียบกับรีคอมบิแนนท์   
อินูลิเนสที่สภาวะอ่ืนๆ (Chen และคณะ, 2013) และในปี 2014 Gao และคณะ (2014) ได้ท้าการ
โคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนส จาก Paenibacillus polymtxa ZJ-9 เชื่อมกับ pET28a และท้าการ
ถ่ายโอนเข้าสู่ E. coli BL21 เมื่อท้าการแสดงออกและท้าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี Ni-NTA column 
ก่อนวัดกิจกรรมเอนไซม์ด้วยวิธี DNSA พบว่ามีกิจกรรมเอนไซม์มากขึ้นเช่นกัน โดยวัดกิจกรรม
เอนไซม์ที่อุณหภูมิ 25 o C pH 6 เมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซม์บริสุทธิ์จาก P. polymtxa ZJ-9 (Gao 
และคณะ, 2014) 

 

 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
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ในงานวิจัยได้ท้าการศึกษาการโคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนสที่ผลิตจาก Streptomyces sp. 
CP01 น้ามาแสดงออกใน E. coli ซึ่งได้มีงานวิจัยที่ได้ท้าการศึกษาการโคลนยีนประมวลรหัสจาก 
Streptomyces sp. ในเซลล์เจ้าบ้านต่างๆ และพบว่าสามารถช่วยให้กิจกรรมของเอนไซม์นั้นสูงขึ้น 
ดังในงานวิจัยของ ตาลาวนิช (2536) ได้โคลนยีนประมวลรหัสกลูโคไอโซเมอเรส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เร่ง
ปฏิกิรยิาการเปลี่ยนกลูโคสเป็นไอโซเมอร์ เช่น ฟรุกโทส จาก Streptomyces sp. strain 190-1 และ
น้ามาแสดงออกใน Streptomyces lividans TK21 โดยใช้เวกเตอร์ pTJ4090 พบว่าเอนไซม์ดังกล่าว
แสดงออก และมีกิจกรรมเอนไซม์ที่ได้จาก crude protein มากขึ้นประมาณ 25% เมื่อเทียบกับ 
crude protein ที่สกัดจาก Streptomyces sp. strain 190-1 (ตาลาวนิช, 2536) ส้าหรับงานวิจัย
ของ ธนะ (2541) ได้โคลนยีนประมวลรหัสบีตา-ไซโลสิเดส ซึ่งเป็นเอนไซม์ย่อยสายหลักของไซแลน 
โดยจะย่อยไซโลโอลิโกแซกคาไรด์ได้เป็นไซโลส จาก Streptomyces sp. CH7 เพ่ือแสดงออกใน E. 
coli DH5alpha โดยใช้เวกเตอร์ pUC18 พบว่าเอนไซม์ดังกล่าวแสดงออกและมีกิจกรรมเอนไซม์ที่ได้
จาก crude protein สูง 30 เท่า เมื่อเทียบกับ crude protein ที่ได้จาก E. coli DH5alpha pUC18 
(ธนะ, 2541)และในงานวิจัยของ Sugimori และคณะ (2014) ได้น้า E. coli HST08 premium มา
เป็นเซลล์เจ้าบ้านในการศึกษาการแสดงออกของยีนประมวลรหัส glycerophosphocholine 
cholineshodiesterase ที่จัดเป็นเอนไซม์ที่ย่อย glycerol-3-phosphocholine ได้เป็นกลีเซอรอล 
และฟอสโฟโคลีน จาก Streptomyces sanglieri โดยใช้เวกเตอร์ pUC702 พบว่าเอนไซม์ดังกล่าว
แสดงออกและมีกิจกรรมเพ่ิมสูงขึ้น และเมื่อน้าเอนไซม์ที่ได้ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้วเมื่อเทียบ
กิจกรรมเอนไซม์ที่ผลิตได้จาก S. sanglieri โดยตรงที่ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์ (Sugimori และคณะ, 
2014) จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้น แสดงให้เห็นว่ายีนจาก Streptomyces sp. สามารถถูกน้ามาให้
แสดงออกในระบบการแสดงออกของ E. coli ได้  

งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์ทั้งโคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนสของ Streptomyces sp. CP01 
ที่แยกได้จากดิน (Laowklom และคณะ, 2012) และน้ามาแสดงออกใน E. coli เพ่ือที่จะผลิตเอนไซม์     
อินูลิเนสที่มีความบริสุทธิ์ได้เพ่ือโคลน แสดงออก ท้าให้บริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซม์อินูลิเนส 
จาก Streptomyces sp. CP01 และน้าไปประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรมในอนาคตได้ 

 

 

 

 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
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บทที่ 3  
วัสดุและสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

3.1 แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดลอง 

 3.1.1 Streptomyces sp. CP01  

ได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร. ไพเราะ ปิ่นพานิชการ (Laowklom และคณะ, 2012) 

 3.1.2 Escherichia coli DH5 alhpa                     

จีโนไทป์ : F- 
Φ80lacZ∆M15 ∆ (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 

(rK
–, mK

+) phoA supE44 λ–
 thi-1 gyrA96 relA1 

 3.1.3 E. coli Rosetta-gami (DE3)pLys S 

จีโนไทป์ : ∆(ara–leu)7697 ∆lacX74 ∆phoA PvuII phoR araD139 ahpC galE galK 
rpsL (DE3) F'[lac+ lacI q pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 (CamR , KanR , StrR , TetR ) 4 

3.1.4 E. coli BL21 (DE3) 

จีโนไทป์ : F– ompT hsdSB(rB – mB – ) gal dcm (DE3) 
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3.2 พลาสมิด 

 3.2.1 pJET1.2/blunt cloning (Thermo scientific)  

 เป็น vector ปลายทู่ ที่มี 5´-phosphoryl group สามารถท้าการเชื่อมต่อกับชิ้นยีนโดยไม่
จ้าเป็นต้องมีปลายของชิ้นยีนเป็น sticky end ที่เป็นจ้าเพาะบริเวณเดียวกับของ vector และมี T7 
promoter ส้าหรับถอดรหัสยีนที่เชื่อมเข้าไป มียีน bla ส้าหรับในการการคัดเลือกด้วยยาปฏิชีวนะ    
แอมพิซิลลิน 

 

รูปที่ 3-1 แสดง pJET1.2/blunt Cloning vector (https://www.thermofisher.com) 
 
rep (pMB1)       1762-1148 
Replication start      1162±1 
bla (ApR)       2782-1922 
eco 47IR       753-16 
PlacUV5        892-769 
T7 promoter       305-324 
Multiple cloning site (MCS)     422-328 
Insertion site       371-372 
 
 
 

https://www.thermofisher.com/
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3.2.2 pGEM-T Easy (Promega)  

เป็น vector ที่มี T overhang สามารถเชื่อมต่อกับชิ้นยีนที่มี A overhang ซึ่งเป็นชิ้นยีนที่ได้
จากการท้า PCR ด้วย Taq DNA polymerase ได้โดยตรง หรือการเติมนิวคลีโอไทด์ A´ ลงไปใน
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ โดยอาศัย Taq DNA polymerase นอกจากนี้ประกอบด้วย Lac promoter และ
ยีน LacZ ส้าหรับการคัดเลือกด้วย blue-white colony screening  

  

รูปที่ 3-2 แสดง pGEM-T Easy (https://www.promega.com) 
 

T7 RNA polymerase transcription initiation site   1 
Multiple cloning sites region      10-113 
SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3)    124-143 
SP6 RNA polymerase transcription initiation site   126 
lac operon sequences          151-380, 2821-2981 
pUC/M13 reverse sequencing primer binding site   161-177 
lacZ start codon       165 
lac operator        185-201 
Beta-lactamase coding region      1322-2182 
phage f1 region       2365-2820 
pUC/M13 forward sequencing primer binding site   2941-2957 

 
 

https://www.promega.com/
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3.2.3 pET28a (+) (Novagen)  

ใช้ส้าหรับศึกษาการแสดงออกโปรตีน ซึ่งมี T7 promoter ส้าหรับถอดรหัสยีนประมวลรหัส
ยีนที่เชื่อมเข้าไป โดยอาศัย T7 RNA polymerase นอกจากนี้มยีีน Kan ส้าหรับในการคัดเลือกด้วย
กานาไมซิน 

 

รูปที่ 3-3 แสดง pET28a(+) (http://www.helmholtz-muenchen.de) 
 

T7 promoter        370-386 
T7 transcription start       369 
His Tag coding sequence      270-287 
T7 Tag coding sequence      207-239 
Multiple cloning sites (BamH I-Xho I)     158-203 
T7 terminator        26-72 
lacI coding sequence       773-1852 
pBR322 origin        3286 
Kan coding sequence       3995-4807

 f1 origin         4903-5358
  

 

http://www.helmholtz-muenchen.de/


 

 

14 

3.3 เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 

เอนไซม์ตัด
จ้าเพาะ 

บริเวณตัดจ้าเพาะ
5´      3´ 

buffer 
อุณหภูมิที่ใช้ 

(o C) 
เวลาที่ใช้ 
(ชั่วโมง) 

Nde I CAVTATG 1x Fast Digest 37 5 

Xba I TVCTAGA 2x Tango 37 16 

Xho I CVTCGAG 
1x R หรือ      
2x Tango 

37 16 
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บทที ่4 
วิธีการด าเนินการทดลอง 

4.1 โคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 

 4.1.1 สกัดจีโนมิกส์ 

 น้าเชื้อ Streptomyces sp. CP01 เลี้ยงในอาหารเหลว Basal medium (0.7% (w/v) 
tryptone, 0.1% (w/v) K2HPO4, 0.05% (w/v) KCl, 0.25% (w/v) MgSO4.7H2O, 0.001% (w/v) 
FeSO4.7H2O) ที่มี 1% (w/v) อินูลิน บ่มที่อุณหภูมิ 30 o C เป็นเวลา 2 วัน เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที จากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือน้าส่วนเซลล์ที่ได้มาสกัดจีโนมิกส์ด้วยชุด NucleoSpin 
Tissue (Macherey-nagel) จากนั้นน้ามาตรวจสอบด้วย agarose gel electrophoresis โดยเทียบ
ขนาดกับ DNA มาตรฐาน และท้าการเก็บจีโนมิกส์ที่อุณหภูมิ 4 o C 

 4.1.2 เพิ่มจ านวนชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 การเพ่ิมจ้านวนชิ้นยีนประมวลรหัสที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส โดยใช้ Taq DNA 
Polymerase ท้าโดยน้าจีโนมิกส์ที่สกัดได้มาท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ส้าหรับค้นหายีนประมวล
รหัสอินูลิเนสที่ไม่ทราบล้าดับท้าโดยเปรียบเทียบจากล้าดับของกรดอะมิโนของยีนประมวลรหัส        
อินูลิเนส บริเวณที่มีความเหมือนกันมากที่สุดของยีนประมวลรหัสอินูลิเนสจากแบคทีเรีย ได้แก่ 
Arthrobacter sp. S37 (AJ131562), Geobacillus licheniformis (BAC45010) และ Bacillus 
sp. Snu7 (AF234992) ดังในรูปที่ 4-1 และน้าส่วนที่มีความเหมือนกันของยีนมาออกแบบ 
Degenerated primer (INU_A_F´ และ INU_G_R´, ตารางที่ 4-1) โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส ดังนี้ น้้ากลั่นปลอดเชื้อ ปริมาตร 7.6 ไมโครลิตร, 10x PCR buffer ปริมาตร 1.5  
ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 ปริมาตร 2.4  ไมโครลิตร, 10 µM  INU_A_F´ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 
10 µM INU_G_R´ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร,  จีโนมิกส์  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ 5U/µl Taq DNA Polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มีปริมาตร
ทั้งหมด 15 ไมโครลิตร โดยใช้สภาวะดังนี้ pre-denaturation  94 o C เป็นเวลา 3 นาที, 
denaturation ที ่94 o C เป็นเวลา 45 วินาที, annealing ที ่48 o C เป็นเวลา 30 วินาที, extension 
ที่ 72 o C เป็นเวลา 1 นาที จ้านวน 35 รอบ และ final extension 72 o C เป็นเวลา 10 นาที และ
ตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ซึ่งคาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส ด้วยวิธี agarose gel 
electrophoresis โดยเทียบขนาดกับ DNA มาตรฐาน 

http://en.wikipedia.org/wiki/Pcr
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 ส่วนไพรเมอร์ strep-amboF′ คู่กับ strep-amboR′ (ตารางที่ 4-1) ใช้ส้าหรับเพ่ิมจ้านวนชิ้น
ยีนประมวลรหัสอินูลิเนส ซึ่งไพรเมอร์ได้ท้าการออกแบบมาจาก putative endo-inulinase จาก 
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังนี้ 
น้้ากลั่นปลอดเชื้อ ปริมาตร 7.6 ไมโครลิตร, 10x PCR buffer ปริมาตร 1.5  ไมโครลิตร, 25 mM 
MgCl2 ปริมาตร 2.4  ไมโครลิตร, 10 µM  strep-amboF´ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 10 µM strep-
amboR′ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร,  จีโนมิกส์  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร และ 5U/µl Taq DNA Polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มีปริมาตรทั้งหมด 15 
ไมโครลิตร โดยใช้สภาวะดังนี้ pre-denaturation  94 o C เป็นเวลา 3 นาที, denaturation ที่ 94 o 

C เป็นเวลา 45 วินาทีannealing ที่ 60 o C เป็นเวลา 30 วินาที, extension ที่ 72 o C เป็นเวลา 1 
นาที จ้านวน 35 รอบ และ final extension 72 o C เป็นเวลา 10 นาที และตรวจสอบขนาดของ
ผลิตภัณฑ์ซึ่งคาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยเทียบ
ขนาดกับ DNA มาตรฐาน 

ตารางท่ี 4-1 แสดงล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ 
 

ไพรเมอร์ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 5′              3′ 
จ้านวน           

นิวคลีโอไทด์ 
INU_A_F′ TGG AYG AAC GAN CCS MAY G 19 
INU_G_R′ GAA TTC AAW ACY TCW ACW GA 20 

strep-amboF′ ATG CGA ACC CGT GCA CCA TC 20 
strep-amboR′ TCA GTC GGT CAT GTT GCC CA 20 

full 
inulinaseF′ 

GGG GCA TAT GCG AAC CCG TGC ACC ATC G 
              Nde I 

28 

full 
inulinaseR′ 

GGG GCT CGA GTT AGT CGG TCA TGT TGC CCA T 
            Xho I 

31 
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                      *       260         *       280         *       300         *       320       
Arthrobact : VGKASKDVTTGVFLINALNAAYDDTRIYDIARGAAALTGEYTSGIAGASPAHDVALQVTGLRFADDILRPRYHAMPPANW : 320 
Thermotoga : ------------------------------------------------------------------MFKPNYHFFPITGW :  14 
Geobacillu : -----------------------------------------------------------MKTHNSEKYRPTFHFSPKKNW :  21 
Bacillus   : --------------MSSLIAGLIEDPEDDFGYGKLT-----------------RLGTAASLAAAITVGRPILHYTAKNTW :  49 
                                                                                 4P  H  p   W       
                                                                                                    
                      *       340         *       360         *       380         *       400       
Arthrobact : TNEPHGLVRHDCSYHMFYQRTPNGPFKWQMNWGHMTSTDLVHWTNMPDALRPELNDREARLGAVAGSGLSGQGSKGIWSG : 400 
Thermotoga : MNDPNGLIFWKGKYHMFYQYNPRKPEWGNICWGHAVSDDLVHWRHLPVALYPDDET------------------HGVFSG :  76 
Geobacillu : MNDPNGLVYFKGEYHLFFQHNPNDSIWGPMHWGHAVSKDMIEWEELDIALYPDEN-------------------GTIFSG :  82 
Bacillus   : LNDPNGLVWHQGVYHLFYQNNPFDNVWGNMSWGHATSTDLLHWTEHPVAIACNEE-------------------EDVFSG : 110 
              NdPnGL6   g YH6F5Q nP    wg 6 WGHa S D66hW   p A6 p                        65SG       
                                                                                                    
                      *       420         *       440         *       460         *       480       
Arthrobact : DVVSVDGTAHAFFTTV-----------NFGGPFDPGITRA--SSTDPDLLTWTKASTG-VIDKNAPAHVADFRDPYLWQ- : 465 
Thermotoga : SAVEKD-----------GKMFLVYT-YYRDPTHNKGEKETQCVAMSENGLDFVKYDGNPVISKPPEEGTHAFRDPKVNRS : 144 
Geobacillu : SVVIDWNNTSGFFP-KEPGMVAIFTQNLHDADHTTPIQTQSLAFSHDRGRTWTKYEKNPVLKHPT---KVDFRDPKVFWH : 158 
Bacillus   : SIVVDHGNTSGFGTAEDPALVAIYTSAFKEGSVHQGTQAQSLAFSTDAGMTWSKYAGNPVLG-PG---SAHFRDPKVFRY : 186 
             s V        f            t          g            g t5 Ky  npV6  p       FRDPk6          
                                                                                                    
                      *       500         *       520         *       540         *       560       
Arthrobact : ---EGGTWHMIIGAATDAG-GALEHYTTQDIQGQWTRASRPFSTVSFASMDIGSAIWEMPVFEKIGTHAGRD-KYVLVVS : 540 
Thermotoga : N----GEWRMVLGSGKDEKIGRVLLYTSDDLF-HWKY-----EGVIFED--ETTKEIECPDLVRIGEKD------ILIYS : 206 
Geobacillu : Y--ESEKWIMVLAT--G---QTVSIYSSPNLI-DWQF-----ESEFGENIGCHDGVWECPDLFELPVENSEEKKWVMFVS : 225 
Bacillus   : EGPAGSRWIMVAVEAQH---QQVVLYRSADLK-DWEY-----LSTFGPA-NASDGEWECPLPVDG---DPDNVKWVLVVN : 253 
                    W M6           6  Y 3 16   W                     wEcP             k 66 vs       
                                                                                                    
                      *       580         *       600         *       620         *       640       
Arthrobact : PIGRSVSKLSEPYTRSVYWTGTWNGSQFTPDYARPKS------------LDLIHGHL-----SPTVAHGPDGKLVAIGIV : 603 
Thermotoga : -ITST--------NSVLFSMGEL----------------KEGKLNVEKRGLLDHGTDFYAAQTFFGT----DRVVVIGWL : 257 
Geobacillu : -IGDN--RQFDSGSRTQYFIGSFDGSNFKVDEN------------NNEVLWLDFGKDNYAGVTFSDIPKEDGRRIYIGWM : 290 
Bacillus   : -INPG---AVAGGSGGQYFVGDFDGVQFPADPDSLVPTDADGNVDLRHCLWLDWGRDYYAAVSFSNAPE--NRRIMIGWM : 327 
              I               5  G   g  f  d                  l Ld G d ya  3f        4 6 IGw6       
                                                                                                    
                      *       660         *       680         *       700         *       720       
Arthrobact : DERSSSKM--QLDLGWAHTFSAPREWRLLEDG--QTLGQRPIAQLMTLRAGSAQTATNVAVTGEHN-LAAAGNQVEILAK : 678 
Thermotoga : QSWLRTGLYPTKREGWNGVMSLPRELYVENNELKV----KPVDELLALRKRKV---FETAKSGT-FLLDVKENSYEIVC- : 328 
Geobacillu : SNWRYANEVPT--VGWRGQMTLPRVLSLRKIGDKLRVIQNPVKELDNYFTKQIVIHDEIISSGIQKKIDINQPSVEIVLN : 368 
Bacillus   : NNWDYANSLPT--SPWRSSMSLAREIELATVDGFPRLVQRPVLPLDSGEPARTIQNMELTTPCCNCPT-RRPPGSAQLIE : 404 
               w      pt   gW   m3lpRe  6          q P6  L            e    g            ei6         
                                                                                                    
                      *       740         *       760         *       780         *       800       
Arthrobact : V--DPASTG-ARYGLCIGASPDGSEITRIYYD--GNDIVIDKTRSSRNFENEEAVLLRGAYDEAVFGKPHTFHVFVDHSV : 753 
Thermotoga : -----EFSGEIELR-------MGNESEEVVITKSRDELIVDTTRSGVSGGEV-------RKSTVEDEATNRIRAFLDSCS : 389 
Geobacillu : V----NNLGAKQFGL--VLHHTENQSTTITIDLLTNLLSLDRTNSGEVSFSE--NFLNNQVMKIHDTTKLNLRIIVDSSS : 440 
Bacillus   : AEILPGTARHIAFRL--LGAPDGSAATVLSFDALTSRLTLDRRNSGNTAFTISSRRLNPQPVKASTGGALRLKVIIDQCS : 482 
                     g     l       g   t 6  d     6 6D t Sg          l                  6D  s       
                                                                                        
                      *       820         *       840         *       860               
Arthrobact : IDVFINDAAA-FSNRIYPTSRGADGAAASTGLRLYSEGGQTRFTQTDVWQLQSAWPTPAF-------- : 812 
Thermotoga : VEFFFNDSIA-FSFRIHPENVYNI-------LSVKSNQVKL-----EVFELENIWL------------ : 432 
Geobacillu : VEIFVNEGAHALTSLIYPDKACEK-------ISIFSLGGD--------IQLSNSYISFPNSIRRNFGY : 493 
Bacillus   : VEVFAQTAGLC--------------------------------------------------------- : 493 
             6e F n         i p                 s              l                        

                                                                         
 

รูปที่ 4-1 แสดงการเปรียบเทียบล้าดับของกรดอะมิโนบางส่วนของยีนประมวลรหัสอินูลิเนสจาก
แบคทีเรีย Arthrobacter sp. S37 (AJ131562), Thermotoga maritima (AJ001073), 
Geobacillus licheniformis (BAC45010) และ Bacillus sp. Snu7 (AF234992) 
 

หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณส้าหรับออกแบบไพรเมอร์ INU_A_F´ และ  

            ………. แสดงบริเวณส้าหรับออกแบบไพรเมอร์ INU_ G _R´   

 
 

A 

G 



 

 

18 

 เมื่อทราบยีนประมวลรหัสอินูลิเนสทั้งหมดจึงท้าการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิมจ้านวนชิ้นยีน
ประมวลรหัสอินูลิเนสที่เพ่ิมนิวคลีโอไทด์บริเวณส่วนของเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ (full inulinaseF´ และ 
full inulinaseR´) เพ่ือสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ใช้ในการแสดงออกท้าโดยน้ารีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดที่มียีนประมวลรหัสอินูลิเนสมาท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังนี้ น้้ากลั่นปลอดเชื้อ ปริมาตร 12.78 ไมโครลิตร, 10x Thermo Pol Reaction 
buffer ปริมาตร 2  ไมโครลิตร, 100 mM MgSO4 ปริมาตร 0.8  ไมโครลิตร, 10 µM  full 
inulinaseF´ ปริมาตร 0.88 ไมโครลิตร, 10 µM full inulinaseR′ ปริมาตร 0.88 ไมโครลิตร, รีคอม
บิแนนท์พลาสมิด ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP ปริมาตร 0.66 ไมโครลิตร และ 2,000 
U/µl Vent DNA Polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร โดยใช้
สภาวะดังนี้ pre-denaturation  94    o C เป็นเวลา 3 นาที, denaturation ที่ 94 o C เป็นเวลา 45 
วินาที, annealing ที่ 60 o C เป็นเวลา 30 วินาที, extension ที ่72 o C เป็นเวลา 3 นาที จ้านวน 35 
รอบ และ final extension 72 o C เป็นเวลา 10 นาที และตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ของยีน
ประมวลรหัส full length inulinase ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยเทียบขนาดกับ 
DNA มาตรฐาน 

 4.1.3 ท าบริสุทธิ์ชิ้นดีเอ็นเอ 

 ท้าการตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอที่ต้องการ ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis จึงได้
ท้าการตัดเจลบริเวณที่ต้องการ จากนั้นน้ามาท้าบริสุทธิ์ด้วยชุด QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN) โดยน้าเจลที่ตัดมาเติม Buffer QG 3 เท่าของปริมาตรเจล (100 มิลลิกรัม~100 
ไมโครลิตร) จากนั้นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 o C vortex ทุกๆ 2-3 นาที จนเจลละลายหมด เติม 
isopropanol ปริมาตร 1 เท่าของเจล ผสมให้เข้ากัน น้าทั้งหมดใส่ลงใน QIAquick spin column 
น้าไปปั่นที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนที่ผ่านคอลัมน์ ชะคอลัมน์ด้วย Buffer QG 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น้าไปปั่นที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนที่ผ่านคอลัมน์ 
ล้างคอลัมน์ด้วย Buffer PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 2-5 นาที น้าไปปั่นที่ 13,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที จ้านวน 2 ครั้ง ทิ้งส่วนที่ผ่านคอลัมน์ ย้ายคอลัมน์มาใส่ในหลอดเก็บตัวอย่าง
ใหม่ ชะดีเอ็นเอด้วยน้้ากลั่นปลอดเชื้อ 30 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที เมื่อครบเวลาน้าไปปั่นที่ 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บดีเอ็นเอที่ถูกชะออก มาไว้ที่อุณหภูมิ 4 o C และท้า      
การตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยเทียบขนาดกับ DNA 
มาตรฐาน 
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 4.1.4 โคลนยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 

โคลนชิ้นยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสที่ได้มาจากการเพ่ิมจ้านวนชิ้นยีน AG ด้วย      
ไพรเมอร์ INU_A_F´ และ INU_A_R´ (ตารางที่ 4-1) เข้าสู่เวคเตอร์ pJET1.2/blunt cloning 
(Thermo scientific) ด้วยอัตราส่วน 3:1 โดยใช้ยีนประมวลรหัสอินูลิเนส AG ขนาด 1 kb จ้านวน 
50 นาโนกรัม หรือขนาด 1.5 kb จ้านวน 75 นาโนกรัม กับเวคเตอร์ pJET1.2/blunt cloning 50 
นาโนกรัม เริ่มจากการผสม 2xReaction Buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, DNA Blunting Enzyme 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, ยีนประมวลรหัสอินูลิเนสAG และปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้้าเป็น 18 
ไมโครลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 70  o C เป็นเวลา 30 นาที ตามด้วยท้าให้เย็นบนน้้าแข็ง จากนั้นท้า
การเติม 50 ng/µl pJET1.2/blunt Cloning vector ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 5 U/µl T4 DNA 
Ligase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 20 ไมโครลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 22         
o C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน้าสารละลายดังกล่าวบ่มกับเซลล์คอมพิเทนต์ของ E. coli DH5 alpha 
บนน้้าแข็งเป็นเวลา 15 นาที และน้าไปบ่มที่ 42 o C เป็นเวลา 90 วินาที จากนั้นน้าไปวางบนน้้าแข็ง
ทันทีเป็นเวลา 5 นาที เติม LB broth (1% (w/v) tryptone, 1% (w/v) NaCl และ 0.5% (w/v) 
yeast extract) 850 ไมโครลิตร แล้วน้าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 o C เขย่าที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าเลี้ยง บน LB Agar (1% (w/v) tryptone, 1% (w/v) NaCl, 
0.5% (w/v) yeast extract และ 1.5% (w/v) Agar) ที่มี 100 µg/ml แอมพิซิลลิน เป็นเวลาข้ามคืน 
และท้าการคัดเลือก E. coli ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมาเลี้ยงบน LB Agar ที่มี 100 µg/ml 
แอมพิซิลลิน เพ่ือท้าเป็น master plate ก่อนจะน้ามาคัดเลือกโคลนเบื้องต้นด้วยวิธี Rapid size 
screening ตามข้อ 4.1.5 

ส่วนการโคลนชิ้นยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส SA ที่ได้มาจากการเพ่ิมจ้านวนชิ้น
ยีนด้วยไพรเมอร์ strep-amboF′ และ strep-amboR′ (ตารางท่ี 4-1) อ้างอิงจาก putative endo-
inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 เข้าสู่เวคเตอร์ pGEM-T Easy 
(Promega) โดยผสมยีนประมวลรหัสอินูลิเนสกับ pGEM-T Easy vector ด้วยอัตราส่วน 3:1 ซ่ึงใช้
ยีนประมวลรหัสอินูลิเนส SA 145 นาโนกรัม กับเวคเตอร์ pGEM-T Easy 50 นาโนกรัม จากนั้นท้า
การเติม 2x Rapid Ligation Buffer 10 ไมโครลิตร, 100U T4 DNA Ligase 2 ไมโครลิตร และปรับ
ปริมาตรสุดท้ายด้วยน้้าเป็น 20 ไมโครลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 o C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นน้า               
รีคอมบิแนนท์พลาสมิดถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์คอมพิเทนต์ของ E. coli DH5 alpha ด้วยวิธ ีheat shock 
และคัดเลือก E. coli ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมาท้า master plate บน LB Agar ที่มี 100 
µg/ml แอมพิซิลลิน ก่อนจะน้ามาคัดเลือกโคลนเบื้องต้นด้วยวิธี Rapid size screening ตามข้อ 
4.1.5 
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 ส าหรับการแสดงออกโปรตีนใน E. coli โดยสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีนประมวล full 
length inulinase ที่ได้จากข้อ 4.1.2 เข้าในเวกเตอร์ pET28a ด้วยอัตราส่วน 3:1 ซึ่งจะใช้ยีน
ประมวลรหัสอินูลิเนส 145 นาโนกรัม กับเวคเตอร์ pET28a 50 นาโนกรัม เริ่มจากท าการตัดชิ้นยีน
ประมวลรหัสอินูลิเนสและเวคเตอร์ pET28a ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Nde I เมื่อต้องการตัดยีน
ประมวลรหัสอินูลิเนส โดยผสม 10x FastDigest buffer 2 ไมโครลิตร กับยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 
0.2 ไมโครกรัมต่อ FastDigest Nde I 1 ไมโครลิตร ในปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ด้วยน้ า
กลั่นปลอดเชื้อ แต่ถ้าต้องการตัดเวคเตอร์ pET28a ใช้จ านวน 1 ไมโครกรัมต่อ FastDigest Nde I 1 
ไมโครลิตร ในปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 20 ไมโครลิตร ด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ บ่มทั้ง 2 ส่วนที่อุณหภูมิ 
37 o C เป็นเวลา 5 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าทั้งหมดไปตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ด้วยวิธี agarose 
gel electrophoresis โดยเทียบขนาดกับ DNA มาตรฐาน เพ่ือตัดส่วนที่ตัดด้วย Nde I เรียบร้อยไป
ท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด QIAquick Gel Extraction Kit ตามข้อ 4.1.3 และน าไปตัดต่อด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะ Xho I โดยผสม 10x R buffer 2 ไมโครลิตร กับยีนประมวลรหัสอินูลิเนสหรือ เวคเตอร์ 
pET28a 0.5 ไมโครกรัมต่อ 10 U/µl XhoI 0.5 ไมโครลิตรบ่มที่อุณหภูมิ 37 o C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
จากนั้นท าให้บริสุทธิ์ และน ามาตรวจสอบความถูกต้องของขนาดและความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ด้วยวิธี 
agarose gel electrophoresis โดยเทียบขนาดกับ DNA มาตรฐาน จากนั้นน าชิ้นยีนประมวล
รหัสอินูลิเนสมาเชื่อมกับเวคเตอร์ pET28a ด้วย 10x T4 DNA ligase buffer 1 ไมโครลิตร ผสมกับ
เวคเตอร์ pET28a 50 นาโนกรัม ยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 145 นาโนกรัม และ 400U/µl T4 DNA 
ligase 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 o C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายโอนเข้าสู่เซลล์คอมพิเทนต์ 
E. coli DH5 alpha และคัดเลือก E. coli ที่ได้รับ รีคอมบิแนนท์พลาสมิดมาท าmaster plate บน 
LB Agar ที่มี 50 mg/ml กานาไมซิน ก่อนจะตรวจสอบความถูกต้องเบื้องต้นด้วยวิธี Rapid size 
screening ก่อนท าการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่เซลล์คอมพิเทนต์ E. coli Rosetta-gami (DE3) 
pLys S หรือ BL21 (DE3) ด้วยวิธี heat shock จะได้เป็นรีคอมบิแนนท์โคลนส าหรับศึกษา        
การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 

 
4.1.5 คัดเลือกโคลนด้วยวิธี Rapid size screening  

โดยท้าการน้าโคโลนีของโคลนที่สนใจมาท้าให้เซลล์แตกด้วย lysis buffer (10% (w/v) 
sucrose, 100 mM NaOH, 60 mM KCl, 0.25% (w/v) SDS, 5mM EDTA, 0.05% (w/v) 
bromophenol blue) 30 ไมโครลิตร โดยบ่มที่ 37 o C 5 นาที เมื่อครบเวลาน้าไปวางบนน้้าแข็ง 5 
นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ต่อมาน้าส่วน
สารละลายมาตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยเทียบกับขนาดเวคเตอร์ที่ไม่มีชิ้น
ยีนเชื่อมอยู่ 
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4.1.6 สกัดพลาสมิดด้วยวิธี Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) 

น้าโคโลนีเดี่ยวที่คัดเลือกไว้มาเลี้ยงใน LB broth ที่มี 100 mg/ml แอมพิซิลลิน หรือ 50 
mg/ml กานาไมซิน ปริมาณ 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา16 ชั่วโมง เพ่ือน้ามาสกัดพลาสมิดด้วย CTAB โดย
ปั่นเหวี่ยงโคลนที่เลี้ยงไว้ด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที น้าส่งเซลล์ที่ได้มาเติม STET buffer 
(8% (w/v) sucrose, 50 mM Tris-HCl pH8, 50 mM EDTA pH8 และ 0.1% (v/v) Triton-x-
100) 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติม 10 mg/ml lysozyme 25 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 10 
นาที เมื่อครบเวลาน้าไปต้มในน้้าเดือดเป็นเวลา 45 วินาที แล้วปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที น้าตะกอนเซลล์ออก แล้วเติม 2 mg/ml RNase A 5 ไมโครลิตร บ่ม
ที่ 37 o C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นตกตะกอนด้วย 5% (w/v) CTAB 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 5 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือ
น้าส่วนตะกอนมาละลายด้วย 1.2 M NaCl 300 ไมโครลิตร จากนั้นผสม chloroform 300 
ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที น้าส่วนละลายชั้น
บนมาผสมกับ isopropanol ในปริมาณที่เท่ากัน ตกตะกอนที่ -20 o C เป็นเวลา 30 นาที แล้วปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 o C เป็นเวลา 15 นาที น้าส่วนตะกอนล้าง
ด้วย 70% ethanol 500 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
5 นาที จากนั้นทิ้งส่วนใส และท้าให้ตะกอนแห้ง แล้วละลายตะกอนด้วยน้้ากลั่นปลอดเชื้อ  น้ามา
ตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel electrophoresis จากนั้นน้าพลาสมิดที่ได้มาท้าการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ้าเพาะ เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด                                 

ถ้าใช้เวคเตอร์ pJET1.2/blunt cloning ตัดด้วย Xba I และ Xho I โดยผสม 10x Buffer 
Tango 4 ไมโครลิตร กับ รีคอมบิแนนท์ พลาสมิด 0.5 ไมโครกรัมและ 10U/µl Xba I และ 10U/µl    
Xho I 0.5 ไมโครลิตรปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 20 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 16 
ชั่วโมง ถ้าเวคเตอร์ pGEM-T Easy ตัดด้วย Nde I เช่นเดียวกับข้อ 4.1.4  

แต่ถ้าใช้เวคเตอร์ pET28a จะตัดด้วย Nde I และ Xho I ท้าเช่นเดียวกับข้อ 4.1.4  หรือ
อย่างใดอย่างหนึ่ง จากนั้นตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel electrophoresis  

4.1.7 ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

เมื่อพบว่าพลาสมิดที่ได้มีชิ้นยีนที่ต้องการอยู่ จึงน้ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดนั้นไปวิเคราะห์
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1st BASE DNA Sequencing Services, Malaysia 
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4.2 ศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส  

 4.2.1 แสดงออกและตรวจสอบโปรตีน 

          เลี้ยงรีคอมบิแนนท์ E. coli ที่ได้จากข้อ 4.1.5 ใน LB broth ที่มี 50 µg/ml กานาไมซิน และ 
34 µg/ml คลอแรมเฟนิคิล บ่มที่อุณหภูมิ 30 o C เขย่าที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา
ข้ามคืน จากนั้นน้าไปวัดค่าดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เพ่ือท้าการลง
เชื้อในอัตราส่วน เชื้อ 1 OD600 ต่ออาหาร 50 มิลลิลิตร จากนั้นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 o C เขย่าที่
ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที จนกระทั่งมีค่า OD600 เท่ากับ 0.4 จากนั้นชักน้าให้มีการแสดงออก
ของยีนด้วย IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1 mM และบ่มต่อเป็นเวลา 3 ชั่วโมง น้าไปวัดค่า
ดูดกลืนคลื่นแสงและเก็บตะกอนเซลล์จ้านวน 1 OD600 โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือน้าตะกอนเซลล์มาวิเคราะห์การแสดงออกด้วย SDS-PAGE และ Western 
blotting analysis  โดยน้าตะกอนเซลล์มาละลาย 1x PBS 32.5 ไมโครลิตร,  4x sample buffer 
12.5 ไมโครลิตร และ beta-mercaptoethanol 5 ไมโครลิตร ปริมาตรทั้งหมด 50 ไมโครลิตร น้าไป
ต้มในน้้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที น้าไปวางบนน้้าแข็งเป็นเวลา 5 นาที และน้าไปปั่นเหวี่ยง 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาทีและน้ามาโหลดลงใน SDS-PAGE ซึ่งเตรียมดังตารางที่ 4-2 จ้านวน 2 
เจล และท้าการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า 100 Volt เป็นเวลา 110 นาที  

ตารางท่ี 4-2 องค์ประกอบการเตรียม SDS-PAGE  
 

10% Resolving /Separating gel 5% Stacking gel 

สารเคมี ปริมาตร (ml) สารเคมี ปริมาตร (ml) 

น้ ากลั่น 7.9 น้ ากลั่น 5.5 

30% Acrylamide mix 6.7 30% Acrylamide mix 1.3 
1.5 MTris-HCl (pH8.8) 5 1.0M Tris-HCl (pH6.8) 1 

10% (w/v) SDS 0.2 10% (w/v) SDS 0.08 

10% (w/v) APS 0.2 10% (w/v) APS 0.08 
TEMED 0.008 TEMED 0.008 

ปริมาตรทั้งหมด 20 ปริมาตรทั้งหมด 8 
 

 
 
 



 

 

23 

 น้าเจล SDS-PAGE 1 เจลที่ได้มาย้อมด้วย Staining solution (0.2% (w/v) Commassia 
blue R-255, 45% (v/v) Methanol, 25% (v/v) Glacial acetic acid) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ท้าการ
ล้างด้วย Destain solution (50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Glacial acetic acid ) เป็นเวลา 
30 นาที จากนั้น fix ด้วย Fixing solution (10% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Glacial acetic 
acid, 5% (v/v) กลีเซอรอล) 

 ส่วนอีก 1 เจลน้ามาท้าการตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสด้วยวิธี 
Western blotting analysis เตรียม Immun-Blot PVDF Membrane (Bio-rad) ขนาดพอดีกับ
เจลมาแช่ใน absolute methanol ล้างด้วยน้้ากลั่นจ้านวน 2 ครั้ง จากนั้นน้าเจล, Membrane และ 
thick blot paper มาแช่ transfer blotting buffer (80 % (v/v) 1x Transfer buffer และ 20% 
(v/v) Methanol) น้าทั้งหมดมาวางบนเครื่อง semi-dry transfer blot (Bio-rad) โดยวาง thick 
blot paper, Membrane, เจล และ thick blot paper จากล่างสุดไปบนสุดตามล้าดับ ใช้
กระแสไฟฟ้า 100 mA เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าเมมเบรนมาเติม 5% (w/v) skim milk ใน 
PBST (0.8% (w/v) NaCl, 0.02% (w/v) KCl, 0.02% (w/v) KH2PO4, 0.29% (w/v) Na2HPO4 
และ 0.05% (v/v) Tween-20) pH7.4 (5% SK-PBST) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร เป็นเวลา 5 นาที 
ท้าซ้้า 2 ครั้ง ต่อมาใช้แอนติบอดีปฐมภูมิเป็น Anti-His monoclonal antibody (R&D systems, 
USA) 1: 4000 ใน 5% SK-PBST เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย PBST เป็นเวลา 15 นาที ท้าซ้้า 
3 ครั้ง และบ่มต่อด้วยแอนติบอดีทุติยภูมิเป็น Anti-mouse IgG HRP (Invitrogen) 1: 4000 ใน 5% 
SK-PBST เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นล้างด้วย PBST เป็นเวลา 15 นาที ท้าซ้้า 3 ครั้ง ตรวจสอบ
ความจ้าเพาะของโปรตีนโดยใช้ 100 mM Tris-HCl pH8.5 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กับ 90mM 
coumaric acid ปริมาตร 11 ไมโครลิตร 250 mM luminal ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และ 30% 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร ตามล้าดับเพ่ือน้าไปบ่มกับเมมเบรน จากนั้นน้าไป
ประกอบกับฟิล์มในที่มืดจนเกิดแถบสัญญาณ  
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  4.2.2 ตรวจสอบว่าโปรตีนอยู่ในรูป soluble form หรือ insoluble form 

น้าตะกอนเซลล์ 1 OD ที่ได้จากข้อ 4.2.1 มาเติม 0.1 M phosphate buffer pH7 (5.78% 
(v/v) 1M Na2HPO4 และ 4.24% (v/v) 1M NaH2PO4) 500 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน 
จากนั้นน้ามาท้าให้เซลล์แตกด้วยวิธี sonicate เป็นเวลา 3 นาที โดยตั้งค่า pulse on 10 วินาที 
pulse off 9 วินาที และวางตัวอย่างบนน้้าแข็งตลอดเวลา แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 o C เพ่ือแยกโปรตีนส่วนละลายได้กับไม่ได้ออกจากกัน โดยน้าส่วนใส
ย้ายมาหลอดใหม่เพ่ือวัดกิจรรมเอนไซม์ตามข้อ 4.4 หรือตกตะกอนโปรตีนด้วย trichloroacetic acid 
(TCA) ซึ่งให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ TCA เป็น 10% (v/v) เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน้าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 o C ทิ้งส่วนใสแล้วล้างตะกอนโปรตีน
ด้วย acetone 200 ไมโครลิตร แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง ทิ้งส่วนใสแล้วตั้งทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้น
ละลายตะกอนโปรตีนด้วย 0.4N NaOH 32.5 ไมโครลิตร จนตะกอนละลายหมดจึงเติม  4x sample 
buffer 12.5 ไมโครลิตร และ beta-mercaptoethanol 5 ไมโครลิตร ในปริมาตรทั้งหมด 50 
ไมโครลิตร ส่วนตะกอนเซลล์เป็นส่วนโปรตีนที่ไม่ละลาย น้าไปเติม 1x PBS 32.5 ไมโครลิตร,  4x 
sample buffer 12.5 ไมโครลิตร และ beta-mercaptoethanol 5 ไมโครลิตร ปริมาตรทั้งหมด 50 
ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นน้าไปต้มในน้้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที แล้วน้ามาโหลดลง
ใน SDS-PAGE ท้าการตรวจสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสด้วยวิธี Western blotting 
analysis โดยใช้ Anti-His monoclonal antibody เช่นเดียวกับข้อ 4.2.1 
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4.3 ท าบริสุทธิ์รีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 

4.3.1 เตรียมโปรตีนอินูลิเนส 

น้ารีคอมบิแนนท์ Rosetta-pET28a-SA34 ที่เจริญเติบโตที่ 30 o C ชักการน้าผลิตโปรตีน
ด้วย 0.1 mM IPTG เดียวกับข้อ 4.2.1 จากนั้นน้าตะกอนเซลล์ที่เก็บได้มาผสมกับ 0.1 M 
phosphate buffer 5 มิลลิลิตร ต่อ 50 OD ละลายจนเป็นเนื้อเดียวกัน ท้าให้เซลล์แตกด้วยวิธี 
sonicate เป็นเวลา 3 นาที ตั้งค่าเป็น pulse on 10 วินาที pulse off 9 วินาที แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 o C เพ่ือแยกโปรตีนที่อยู่ส่วนที่ละลายได้มา
หลอดใหม่ แล้วน้าไปกรองผ่าน filter 0.45 ไมโครเมตร   

4.3.2 เตรียมคอลัมน์ Ni-NTA affinity chromatography ส าหรับท าบริสุทธิ์โปรตีน 

น้าคอลัมน์ Ni-NTA affinity chromatography ขนาด 5 มิลลิลิตร มาผ่านด้วยน้้าปลอด
ประจุ 50 มิลลิลิตร ตามด้วยน้ามาเติม 0.1M NiSO4 2.5 มิลลิลิตร และด้วยน้้าปลอดประจุ 20 
มิลลิลิตร ตามล้าดับ จากนั้นท้าให้คอลัมน์อ่ิมตัวด้วย 0.1 M phosphate buffer pH 7 ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร 

4.3.3 ท าโปรตีนอินูลิเนสให้บริสุทธิ์ 

น้าโปรตีนอินูลิเนสที่ได้จากข้อ 4.3.1 มาผ่านคอลัมน์ Ni-NTA affinity chromatography ที่
ผ่านการเตรียมตามข้อ 4.3.2 เรียบร้อยแล้ว จ้านวน 5 รอบ เก็บส่วนที่ผ่านคอลัมน์ไว้ (FT) จากนั้น
ล้างด้วย 0.1 M phosphate buffer pH 7ปริมาตร 10 มิลลิลิตรจ้านวน 2 ครั้ง (W) เริ่มชะโปรตีนใน
คอลัมน์ด้วย 0.1 M phosphate buffer pH 7 ที่มี 20 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM และ 100 
mM imidazole อย่างละ 5 มิลลิลิตร (E20, E40, E60, E80, E100) ตามด้วย 0.1 M phosphate 
buffer pH7 ที่มี 500 mM imidazole ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จ้านวน 2 ครั้ง (E500) สุดท้ายชะด้วย 
strip buffer (0.1 M phosphate buffer pH7 ที่มี 50 mM EDTA) (Strip) เก็บทุกส่วนที่ผ่าน
คอลัมน์มาท้าการตกตะกอนโปรตีนด้วย TCA แล้วตรวจสอบโปรตีนโดยท้า SDS-PAGE และวิธี 
Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His monoclonal antibody เช่นเดียวกับข้อ 4.2.1                                          

เมื่อได้โปรตีนอินูลิเนสที่บริสุทธิ์แล้วน้ามาท้าให้เข้มข้นด้วย Amicon Ultra-4 Centrifugal 
Filter unites 50KDa (Merck) โดยน้าโปรตีนที่ได้ใน E500 มาผ่านคอลัมน์ จากนั้นล้างด้วย 0.1 M 
phosphate buffer pH7 จ้านวน 3 ครั้ง สุดท้ายเติม 0.1 M phosphate buffer pH 7 ให้โปรตีน
ละลายอยู่ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นท้าการตกตะกอนโปรตีนแล้วตรวจสอบโปรตีนโดยท้า SDS-
PAGE และวิธี Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His monoclonal antibody เช่นเดียวกับ
ข้อ 4.2.1 
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4.4 วัดปริมาณโปรตีน 

น้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่ท้าให้บริสุทธิ์มาวัดปริมาณโปรตีนด้วย Bradford protein assay 
โดยใช้ bovine serum albumin (BSA) ที่ความเข้มข้น 0, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร เป็นโปรตีนมาตรฐาน น้าโปรตีนที่ต้องการวัด ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับ Protein 
Assay Dye reagent (Bio-rad) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรน้าไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 595    
นาโนเมตร  

 

4.5 วัดกิจกรรมรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 

ท้าโดยน้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 100 ไมโครลิตร ผสมกับ 0.1 M sodium phosphate 
buffer pH 7 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ท้าปฏิกิริยากับ 1% อินูลิน ใน 0.1 M sodium phosphate 
buffer pH 7 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และโดยมี 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.0, 
crude protein ที่ผลิตจาก Streptomyces sp.CP01 เป็นตัวเปรียบเทียบ น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 55 o 

C เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน้าไปวางบนน้้าแข็ง จากนั้นเติม 3,5-Dinitrosalicylic acid assay ใน
อัตราส่วน 1:1 น้าไปวัดที่ค่าดูดกลืนคลื่นแสงที่ 540 นาโนเมตร และใช้ฟรุกโทสเป็นน้้าตาลมาตรฐาน
ที่ความเข้มข้น 0, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (Laowklom และคณะ, 
2012) โดยหนึ่งหน่วยของอินูลิเนส คือ กิจกรรมของเอนไซม์ที่สามารถปลดปล่อยน้้าตาลรีดิวซ์ได้ 1    
ไมโครโมลต่อนาที ภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิ 55 o C pH 7 

 

4.6 ศึกษาสมบัติของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 

4.6.1 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างานของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 

น้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่ท้าให้บริสุทธิ์มาวัดกิจกรรมอินูลิเนสตามข้อ 4.5 โดยแปรผัน
อุณหภูมิที่ใช้ในการท้าปฏิกิริยาตั้งแต่ 30, 40, 55, 70, 80 o C 

4.6.2 ศึกษาความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท างานของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 

  น้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่ท้าให้บริสุทธิ์มาวัดกิจกรรมอินูลิเนส โดยบ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมจากข้อ 4.6.1 และแปรความเป็นกรดด่างของบัฟเฟอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยาให้อยู่ในช่วง 4, 5, 6, 
7, 8, 9 

http://en.wikipedia.org/wiki/3,5-Dinitrosalicylic_acid
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 4.6.3 ศึกษาความเข้มข้นของอินูลินที่เหมาะสมต่อการท างานของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 

 น้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่ท้าให้บริสุทธิ์มาวัดกิจกรรมอินูลิเนส โดยบ่มปฏิกิริยาตามสภาวะ
ที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 4.6.1 - 4.6.2 และแปรความเข้มข้นของอินูลินที่ใช้เป็นสารตั้งต้นในช่วง 0, 5, 
10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25 mg/ml 

 4.6.4 ศึกษาตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ 

 ท้าการศึกษา Michaelis-Menten kinetic parameters ได้แก่ หาค่าคงที่ของ Michaelis-
Menten (Km) และความเร็วสูงสุดของเอนไซม์ (Vmax) โดยศึกษาจาก Lineweaver-Burk plots โดย
ใช้  อินูลินความเข้มข้น 0, 5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20 mg/ml เป็นสารตั้งต้นในการท้าปฏิกิริยาเพ่ือ
วัดกิจกรรมรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสเช่นเดียวกับข้อ 4.5 ภายใต้สภาวะที่ได้จากข้อ 4.6.1-4.6.3 เพ่ือน้า
ค่ากิจกรรมรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่ได้มาวาดกราฟความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของอินูลิน เพ่ือ
ค้านวณหาค่า Km และ Vmax 
 

4.7 การศึกษาผลของอิออนของโลหะ ที่ส่งผลต่อการท างานของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 

 น้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่ท้าให้บริสุทธิ์มาวัดกิจกรรมรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสในท้าการย่อย 
อินูลินเช่นเดียวกับข้อ 4.5 โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 4.6.1-4.6.3 และท้าการแปรผัน      
อิออนของโลหะ ด้วย 1mM CaCl2, 1mM CoCl2·6H2O, 1mM CuCl2, 1mM FeSO4·7H2O, 1mM 
HgCl2, 1mM MgSO4·7H2O, 1mM MnSO4·4H2O และ 1mM ZnSO4·7H2O และใช้รีคอมบิแนนท์
อินูลิเนสที่ท้าให้บริสุทธิ์ย่อยอินูลินโดยไม่เติมอิออนของโลหะเป็นตัวควบคุม 

 

4.8 การตรวจสอบการย่อยอินูลินโดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 

 น้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสมาท้าการย่อยอินูลินเช่นเดียวกับข้อ 4.5 จากนั้นน้ารีคอมบิแนนท์     
อินูลิเนส อินูลิน และน้้าตาลมาตรฐานมาหยดลงบน silica gel 60 F254 (Merck) ซึ่งใช้กลูโคส 
ฟรุกโทส ซูโครส เป็นน้้าตาลมาตรฐาน และใช้อินูลินเป็นตัวควบคุมลบ แล้วน้าไปจุ่มในเฟสเคลื่อนที่ 
(50% (v/v) n-butanol, 25% (v/v) Acetic acid และ 25% (v/v) น้้ากลั่น) จนกระทั่งเคลื่อนที่ใกล้
สุดแผ่น silica gel ท้าให้แห้งก่อนสเปรย์ด้วยสารผสมระหว่าง 1.7% (w/v) Alpha-diphenylanine, 
1.7% (v/v) Aniline, 85.47% (v/v) Acetone และ 12.82% (v/v) Phosphoric acid จนทั่วแผ่น 
น้าไปอบที่อุณหภูมิ 100 o C จนปรากฏผลเกิดขึ้น 
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บทที่ 5 
ผลการทดลอง 

5.1 โคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 

 5.1.1 สกัดจีโนมิกส์ของ Streptomyces sp. CP01 

 เชื้อ Streptomyces sp. CP01 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Mannitol soy agar (ถ่ัวเขียว 2% 
(w/v), D-Manitol 2% (w/v), agar 1.8% (w/v)) พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 4 วันจะเกิดโคโลนีของ 
Streptomyces sp. เกิดข้ึน ซึ่งมีลักษณะกลม นูน ผิวด้าน อยู่ติดกับผิวหน้าอาหารสร้างสปอร์สีเทา
ขาว เปลี่ยนสีอาหารเป็นสีน้้าตาล (รูปที่5-1) เช่นเดียวกับเมื่อน้าไปเลี้ยงใน Basal medium ที่มี 1% 
อินูลิน เชื้อจะเปลี่ยนสีอาหารเป็นสีน้้าตาล และมีลักษณะเป็นเซลล์กลมๆเล็กสีขาวขุ่น 

 

 

                                             A                              B 

 

รูปที่ 5-1 แสดงโคโลนีของ Streptomyces sp. CP01 ที่เจริญบน Basal medium ที่มี 1% อินูลิน  
            (A) และ Mannitol soy agar (B) 
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10 

 เมื่อท้าการเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 2 วัน เพ่ือน้ามาปั่นเหวี่ยงแล้วท้าการเก็บส่วนเซลล์ที่ได้มาสกัด 
จีโนมิกส์ด้วยชุด NucleoSpin Tissue kits ได้จีโนมิกส์ ดังรูปที่5-2 เพ่ือน้าจีโนมิกส์ใช้ในการท้า
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในการเพิ่มจ้านวนชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 

 

 

 

 

รูปที่ 5-2 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบจีโนมิกส์ 
เลน M      1 kb DNA Ladder (200 ng/เลน) (Fermentas)  
เลน 1-2    จีโนมิกส์จาก Streptomyces sp. CP01 
เลน M2    lamda DNA/Hin dIII marker, 2 (200 ng/เลน) (Fermentas) 
 

 

 

 

 

M   1    2    M2   

23,130 

bp bp 

10,000 
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kb 

5.1.2 เพิ่มจ านวนชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสโดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 น้าจีโนมิกส์ที่สกัดได้มาท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ Degenerated Primers ที่ได้ท้า
การออกแบบจากล้าดับของกรดอะมิโนของยีนประมวลรหัสอินูลิเนสบริเวณที่มีความเหมือนกันของ
ยีนประมวลรหัสอินูลิเนสจากแบคทีเรียด้วยไพรเมอร์ INU_A_F´ กับ INU_G_R´ (ตารางที่ 4-1) เพ่ือ
เพ่ิมชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสส่วนAG และตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ซึ่งคาดว่าเป็นยีนประมวล
รหัสอินูลิเนส ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยเทียบขนาดกับ DNA มาตรฐาน พบว่า 
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ AG ที่ได้มีขนาด 1 และ 1.5 kb (รูปที่ 5-5) ขั้นตอนนี้สามารถเพ่ิมชิ้นยีนซึ่งคาดว่า
เป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสได้ แต่ในการท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสครั้งนี้ใช้ Degenerated 
Primers โดยล้าดับนิวคลีโอไทด์จากไพรเมอร์บางตัวมีโอกาสจับกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้มากกว่า 1 
ตัวเช่น M แทน A หรือ C ซึ่งสามารถจับกับ T หรือ G ได้ ตามล้าดับ จึงส่งผลให้มีโอกาสไม่ได้
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ต้องการเพียงขนาดเดียว ซึ่งน้าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ AG ขนาด 1 และ 1.5 kb โคลน
เข้า pJET 1.2/blunt Cloning vector ต่อไป  

 

 

 

รูปที่ 5- 3 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือแยกผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ 
เลน M      1 kb DNA Ladder (200 ng/เลน) 
เลน 1       ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์เมื่อใช้ไพรเมอร์คู่ INU_A_F´ กับ INU_G_R´ 
เลน 2       negative control (น้้ากลั่นปลอดเชื้อ) 
 

M   1   2      

ผลิตภณัฑ์พีซีอารเ์ป้าหมาย 1,000 
1,500 

bp 

< ~1.5 kb 
< ~1 kb 

http://en.wikipedia.org/wiki/Pcr
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 5.1.3 โคลนยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 

 โคลนชิ้นยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส pJETAG ถ่ายโอนเข้าสู่คอมพิเทนต์เซลล์
ของ E. coli DH5 alpha ด้วยวิธี heat shock และคัดเลือกรีคอมบิแนนท์ โคลนเบื้องต้นด้วย Rapid 
size screening ตรวจสอบด้วยวิธี agarose gel electrophoresis ดังรูปที่ 5-4 จึงได้ท้าการคัดเลือก 
E. coli ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pJETAG1 โคลนที่ 5, 15, 16 และ 17 ส่วน pJETAG1.5 ได้
เลือกโคลนที่ 4, 18, 26 และ 35 เพ่ือน้าไปท้าการสกัดพลาสมิดด้วย CTAB  

 

                         

รูปที่ 5-4 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือคัดเลือก E. coli ที่ได้รับ 
            รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pJETAG1 (1kb) (A) หรือ pJETAG1.5 (1.5kb) (B) ด้วย 
            Rapid size screening 
เลน N           pJET plamid (ตัวควบคุมลบ) 
เลน 1-36       E. coli ที่ได้รับพลาสมิดลูกผสม pJETAG1 (A) หรือ pJETAG1.5 (B) 
    

N   19 20 21 22 23 2425 26 27 28  29 30 31 32 33 34 35 36 N 

N  19  20  21 22 23 24 25  26 27 28  29 30 31 32 33 34  35  36  N 

N   1   2   3   4   5  6   7   8   9 10 11 12 13 14 15 16 17 18  N 

N   1    2   3   4   5    6   7   8   9  10  11 12 13 14 15  16 17 18  N 

A 

B 
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 หลังจากได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pJETAG1 คือโคลนที่ 5, 15, 16 และ 17 ที่ผ่าน           
การคัดเลือกเบื้องต้นด้วย Rapid size screening จึงน้ามาท้าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Xho I 
และ Xba I พบ  ดีเอนเอ 2 ชิ้นส่วนคือ pJET vector ~3,000 bp และยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 
AG1 ขนาดประมาณ 1,000 bp (รูปที่ 5-5) แสดงว่าโคลนนั้นมีผลิตภัณฑ์พีซีอาร์อยู่ จากนั้นเลือก
โคลน 5, 15 และ 16 ส่งไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์  

 

 

 

 

รูปที่ 5-5 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบพลาสมิด 
            pJETAG1 (1kb) ด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Xho I และ Xba I   
เลน M           1 kb DNA Ladder (200 ng/เลน) 
เลน pJET           พลาสมิด pJET  
เลน 5, 15, 16, 17  พลาสมิด pJETAG1 โคลน 5, 15, 16, 17       
เลน U       พลาสมิดที่ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  
เลน C       พลาสมิดที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  
 
 

 
 
 

M   U   C   U   C   U   C   U   C   U   C    

3,000 

1,000 

bp 

pJET      5       15      16       17  

< ~1,000 bp AG1 

< ~3,000 bp pJET vector 
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 ส่วน pJETAG1.5 ได้เลือกโคลนที่ 4, 16, 26 และ 35 ที่ผ่านการคัดเลือกเบื้องต้นด้วย Rapid 
size screening เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Xho I และ Xba I (รูปที่ 5-6) แล้วได้ 3 ชิ้นส่วนนั้น
คือ vector pJET ~3,000 bp และส่วนของยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 2 ส่วน คือ ขนาด ~1,000 bp 
และ ~500 bp เนื่องจาก AG1.5 อาจจะมีบริเวณตัดจ้าเพาะ Xho I หรือ Xba I ดังนั้นเมื่อท้าการตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Xho I หรือ Xba I จึงได้ส่วนของยีนประมวลรหัสอินูลิเนส 2 ส่วน จากนั้นจึง
น้าโคลนที่ได้เลือกไว้ส่งไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ โดยพลาดมิด pJETAG1.5 ซึ่งท้าการส่งโคลน 4 
และ 35 ไปวิเคราะห์ แต่เนื่องจากโคลนที่ 16 และ 26 สกัดพลาสมิดได้ปริมาณน้อยไม่เพียงพอกับ  
การวิเคราะหจ์ึงส่งเพียง 2 โคลน คือ โคลนที่ 4 และ 35 

 

                                                  

 

รูปที่ 5-6 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบพลาสมิด 
            pJETAG1.5 (1.5kb) ด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Xho I และ Xba I   
เลน M        1 kb DNA Ladder (200 ng/เลน) 
เลน pJET           พลาดมิด pJET  
เลน 4, 16, 26, 35  พลาดมิด pJETAG1 โคลน 4, 16, 26, 35 
เลน U       พลาสมิดที่ไม่ถูกตัดเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  
เลน C       พลาสมิดที่ถูกตัดเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  

 

 
 
 

1,000 
500 

3,000 

bp 

pJET       4        16       26       35  
M   U    C    U   C    U    C   U    C   U    C    

< ~3,000 bp pJET vector 

< ~1,000 bp 
< ~ 500  bp ~1,500 bp AG1.5 
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จากผลวิเคราะห์โคลน pJETAG1 ทั้งโคลน 5, 15 และ 16 มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนใหญ่
เหมือนกัน (รูปที่ 5-7) เมื่อเปรียบเทียบโดยใช้ Clustal Omega น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาแปลเป็น
ล้าดับกรดอะมิโนด้วย Expasy Bioinformatics Resource Portal เมื่อน้ากรดอะมิโนทั้ง 3 โคลนมา
เปรียบเทียบกันพบว่าทั้ง 3 โคลนไม่เหมือนกันบางล้าดับกรดอะมิโน (รูปที่ 5-8) น้าล้าดับกรดอะมิโน
ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลด้วย The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) พบว่าตรง
กับ putative endo-inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 โดยล้าดับ
กรดอะมิโนที่ได้นั้นจะอยู่บริเวณ GH32_B_Fructosidase  

 
                      *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
AG1-5      : --------------------------------------------------------------TGGATGAACGAACCCCAT :   18 
AG1-16     : --------------------------------------------------------------TGGATGAACGACCCCCAT :   18 
AG1-15     : --------------------------------------------------------------TGGATGAACGATCCCCAT :   18 
Streptomyc : ACCGCTCCCGGTACGACGGTGACCGCTACCGTCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAGCCCCAC : 1440 
                                                                           TGGATGAACGA CCCCAt        
                                                                                                     
                      *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
AG1-5      : GCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCTG :   98 
AG1-16     : GCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCTG :   98 
AG1-15     : GCCCCAACCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCTG :   98 
Streptomyc : GCCCCCATCCAGTACAAGGGCAAATACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCGCCTG : 1520 
             GCCCCaAtCCAGTACAAGGGCAAgTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCagCTG        
                                                                                                     
                      *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
AG1-5      : GGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCCC :  178 
AG1-16     : GGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCCC :  178 
AG1-15     : GGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCCC :  178 
Streptomyc : GGGGCACGCGGTGAGCGAGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCCCTCGCGCCCACCGAGGACACCGTGGCCC : 1600 
             GGGaCACGCGGTGAGtGcGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCaCTCGCGCCCACCGAGGACAgCGTGGCCC        
                                                                                                     
                      *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        
AG1-5      : CCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTCC :  258 
AG1-16     : CCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTCC :  258 
AG1-15     : CCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTCC :  258 
Streptomyc : CCGACGGGGTCTGGTCCGGCGATGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCCGGCAATGACTCC : 1680 
             CCGACGGGGTCTGGTCCGGtGAcGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCtGGCAAcGACTCC        
                                                                                                     
                      *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        
AG1-5      : CAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACCC :  338 
AG1-16     : CAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCTTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACCC :  338 
AG1-15     : CAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACCC :  338 
Streptomyc : CAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACCC : 1760 
             CAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCcTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACCC                                                                                                  

                      *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        
AG1-5      : CACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCCT :  418 
AG1-16     : CACCCTGGTCGCCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCCT :  418 
AG1-15     : CACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCCT :  418 
Streptomyc : CACCCTCGTCACCAGCCAGACCGCCGACCTGAACGTCGGTGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGCGACTTCCGCGACCCCT : 1840 
             CACCCTgGTCaCCAGCCAGAgCGCCGACCTGAACGTCGGcGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGtGACTTCCGCGACCCCT        
                                                                                                     
                      *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        
AG1-5      : TCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGGT :  498 
AG1-16     : TCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGGT :  498 
AG1-15     : TCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGGT :  498 
Streptomyc : TCGTCTGGAAGGAGGGCGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCCGGCGTCCAGACCACCGACGGCAAGGACATCGGCGGC : 1920 
             TCGTCTGGAAGGAGGGaGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCgGGCGTCCAGAgCACttcCGGCAccGACATCGGCGGt        
                                                                                                     
                      *      1940         *      1960         *      1980         *      2000        
AG1-5      : ACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCCA :  578 
AG1-16     : ACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCCA :  578 
AG1-15     : ACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCC-TGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCCA :  577 
Streptomyc : ACCGCGCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACCTACTCGGGCCCTCTGATGACCGGTGACGTGGCGGCCCA : 2000 
             ACCGCcCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACgTACTCGGGCCCccTGATGgtCGGTGACGTGGCaGCCCA        
                                                                                                     

 
รูปที่ 5-7 แสดงล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสAG1 ที่เชื่อมกับ pJET 

หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ INU_A_F´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ INU_G_R´ 
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                      *      2020         *      2040         *      2060         *      2080        
AG1-5      : CCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCCC :  658 
AG1-16     : CCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCCC :  658 
AG1-15     : CCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCCC :  657 
Streptomyc : CCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTTCCCATCGGAAAGGACGCCCAGGGCCGCGAGCGCCGGGCCC : 2080 
             CCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTgCCCATCGGcAAGGACGCCCAaGGCCGCGAaCGCCGGGCCC        
                                                                                                     
                      *      2100         *      2120         *      2140         *      2160        
AG1-5      : TGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGAC :  738 
AG1-16     : TGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGAC :  738 
AG1-15     : TGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGAC :  737 
Streptomyc : TGCTCATCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAGTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGAC : 2160 
             TGCTCgTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAaTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGAC        
                                                                                                     
                      *      2180         *      2200         *      2220         *      2240        
AG1-5      : GCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCGG :  818 
AG1-16     : GCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCGG :  818 
AG1-15     : GCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCGG :  817 
Streptomyc : GCCCAGGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAGCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCGG : 2240 
             GCCCAaGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAaCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCGG        
                                                                                                     
                      *      2260         *      2280         *      2300         *      2320        
AG1-5      : AACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCCG :  898 
AG1-16     : AACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCCG :  898 
AG1-15     : AACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCCG :  897 
Streptomyc : AACAGTGGACGACAAGGGCCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGTCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCCG : 2320 
             AACgGTGGACGACAAGGGaCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGgCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCCG        
                                                                                                     
                      *      2340         *      2360         *      2380         *      2400        
AG1-5      : GCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCTCGTTCATCCA------------------------ :  950 
AG1-16     : GCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATTCGGTTCGTTCATCCA------------------------ :  950 
AG1-15     : GCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATTCGGATCGTTCATCCA------------------------ :  949 
Streptomyc : GCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGTGACCTCGGATTCCGCCCCGTGGAGGAG : 2400 
             GCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCAT CGG tCGttcaTcca                                    
                                                                                                     

                                                                                                     

รูปที่ 5-7 (ต่อเนื่อง) 
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เมื่อแปลรหัสล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสเป็นกรดอะมิโนและ
เทียบกับ putative endo-inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 ดังรูปที่ 
5-8 

                      *        20         *        40         *        60         *        80       
AG1-5      : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
AG1-16     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
Sam23877   : MRTRAPSRAATGHGLVRLLLALAICLGLTSPLMTQTADAAGTSLSNPDFESGDLSGWTTTGTAFTGAVTDDPGWGWGCCF :  80 
AG1-15     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                                                                                                    
                      *       100         *       120         *       140         *       160       
AG1-5      : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
AG1-16     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
Sam23877   : NQQGSYHLWGFAAGGDAATGTLTSEPFTLTGTGMVSALVSGGRNENDLYAALTTLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDARE : 160 
AG1-15     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                                                                                                    
                      *       180         *       200         *       220         *       240       
AG1-5      : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
AG1-16     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
Sam23877   : HLGKQLRVTVVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSQRGLAAHWDFTEGKGTTTREKVSQAADPVSYVFTDAQYKPDSD : 240 
AG1-15     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                                                                                                    
                      *       260         *       280         *       300         *       320       
AG1-5      : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
AG1-16     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
Sam23877   : PLWRPKNEADGVLSGALLFDGYSTWVTRAAAQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEWGDDGKPSAVVNQQDKAAKRGLSLGVGR : 320 
AG1-15     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                                                                                                    
                      *       340         *       360         *       380         *       400       
AG1-5      : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
AG1-16     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
Sam23877   : HGRWQFGIGTGDAWHEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQVAEAAVPTGARLAKADVPLIIGRHNQPA : 400 
AG1-15     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                    
                                                                                                    
                      *       420         *       440         *       460         *       480       
AG1-5      : --------------------------------------------------------------------------WMNEPH :   6 
AG1-16     : --------------------------------------------------------------------------WMNDPH :   6 
Sam23877   : IINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALAPAAVTAGHQKDVQTFAGGTTPKARMEMDRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPH : 480 
AG1-15     : --------------------------------------------------------------------------WMNDPH :   6 
                                                                                       WMN PH       
                                                                                                    
                      *       500         *       520         *       540         *       560       
AG1-5      : APIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDS :  86 
AG1-16     : APIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDS :  86 
Sam23877   : APIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNIAWGHAVSEDLVHWRDLPVALAPTEDTVAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDS : 560 
AG1-15     : APTQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDS :  86 
             APiQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNIsWGHAVSaDLVHWRDLPVALAPTED3VAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDS       
                                                                                                    
                      *       580         *       600         *       620         *       640       
AG1-5      : QRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRKVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGG : 166 
AG1-16     : QRPNQATGFARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVASQSADLNVGAGRKVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGG : 166 
Sam23877   : QRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQTADLNVGAGRKVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQTTDGKDIGG : 640 
AG1-15     : QRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRKVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGG : 166 
             QRPNQATGlARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVtSQ3ADLNVGAGRKVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQ3TsGtDIGG       
                                                                                                    
                      *       660         *       680         *       700         *       720       
AG1-5      : TALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRALLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWD : 246 
AG1-16     : TALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRALLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWD : 246 
Sam23877   : TALLYTSKNLTDWTYSGPLMTGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRALLINPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWD : 720 
AG1-15     : TALLYTSKNLTDWTYSGPWSV-TWQPTPRPARSGSCPPSCPSARTPKAAN--AGPCSSTRPSPPAPANTAASTSTTGSAP : 243 
             TALLYTSKNLTDWTYSGPlmvgdvaahP4tgqvwelPtflPig4daqgrerrAll npafPagPgeys3kyvyywvG3wd       
                                                                                                    
                      *       740         *       760         *       780         *       800       
AG1-5      : AQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRR--TERAHYDAGWAHNAGLPIELSMRLVHP------ : 314 
AG1-16     : AQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRR--TERAHYDAGWAHNAGLPIELSIRFVHP------ : 314 
Sam23877   : AQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRR--TERAHYDAGWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPV : 798 
AG1-15     : GTPKPAAGPPTPPNPGSWTTATTSPAPAERWTTRDAPSSSASPRTGAPNAPTTTPAGPTTRACPSNCPFGSFI------- : 313 
             aqa4rwtpdtTePrlmd5gdhfTgPsgtvddkgRslvfSiAqdRr  terahydagwahnaglPielsmr vhp  

 
รูปที่ 5- 8 แสดงล้าดับกรดอะมิโนซึ่งแปลรหัสจากยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสAG1ที ่
             เชื่อมกับ pJET         
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร ์INU_A_F´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ INU_G_R´         
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                      *       820         *       840         *       860         *       880       
AG1-5      : -------------------------------------------------------------------------------- : 318 
AG1-16     : -------------------------------------------------------------------------------- : 318 
Sam23877   : EEVSRLHTGEPLLDISTPTTLADANTRLAGIKGDMLHIKLTLERGSADTFGLDVLRSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRT : 878 
AG1-15     : -------------------------------------------------------------------------------- : 316                                                                                                                                                                             
 

                      *       900         *       920         *       940         *       960       
AG1-5      : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
AG1-16     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
Sam23877   : RSGNNSSAEPGFGIHKGPLALSHGTLTLDVFLDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFRQDSLGLRLFGDGSTVKSMTVWKMGN : 958 
AG1-15     : -------------------------------------------------------------------------------- :   - 
                                                                                                   
                                         
AG1-5      : --- :   - 
AG1-16     : --- :   - 
Sam23877        : MTD : 961 
AG1-15     : --- :   - 

 

รูปที่ 5-8 (ต่อเนื่อง)           
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จากผลวิเคราะห์โคลน pJETAG1.5 ทั้งโคลน 4 แล 35 มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันจ้านวน
มากบริเวณด้านท้ายของดีเอนเอ (รูปที่ 5-9) และพบว่ามีล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณต้าแหน่ง 979-984 
มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ้าเพาะต่อ Xho I จึงท้าให้ตัดได้ 2 ชิ้นส่วนยีนประมวลรหัสอินูลิเนส คือขนาด 
1,000 bp และ 500 bp (รูปที่ 5-6) เมื่อเปรียบเทียบโดยใช้ Clustal Omega น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ได้มาแปลเป็นล้าดับกรดอะมิโนด้วย Expasy Bioinformatics Resource Portal และน้ากรดอะมิโน
ทั้ง 2 โคลนมาเปรียบเทียบกันพบว่าทั้ง 2 โคลนมีล้าดับกรดอะมิโนที่ต่างกัน (รูปที่5-10)  น้าล้าดับ
กรดอะมิโนไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลด้วย The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
พบว่าตรงกับ 6-phosphogluconate phosphatase จาก Streptomyces sp. ซึ่งทั้ง 2 โคลนไม่ที่
เกี่ยวข้องกับยีนประมวลรหัสอินูลิเนส  

                                                                      
                   *        20         *        40         *        60         *        80        
AG15-4  : TGGATGAACGAACCCCATGATCCGCGCCACGCACTCCGCGAGCAGCACAACTCCCCACACGACCGAGAAGACCCGCTCGG :   80 
AG15-35 : TGGATGAACGAACCGCAT------------------------------------------GACCGAGAAGACCCGCTCGG :   38 
          TGGATGAACGAACC CAT                                          GACCGAGAAGACCCGCTCGG        
                                                                                                  
                   *       100         *       120         *       140         *       160        
AG15-4  : CCCGCCGGAAGTCCACCGAGGCCTCCCCGGCCGCGGTACCGCCCAGCAGCCGGTCCCACGCAGCCTGCTTGGCCGCGTCC :  160 
AG15-35 : CCCGCCGGAAGTCCACCGAGGCCTCCCCGGCCGCGGTACCGCCCAGCAGCCGGTCCCACGCAGCCTGCTTGGCCGCATCC :  118 
          CCCGCCGGAAGTCCACCGAGGCCTCCCCGGCCGCGGTACCGCCCAGCAGCCGGTCCCACGCAGCCTGCTTGGCCGC TCC        
                                                                                                  
                   *       180         *       200         *       220         *       240        
AG15-4  : CCCTTGACGAGGAAGGGCTTGAGAGCGGCCGTCATCATCGGCCGCCCCAGCACCACCGACACCAGGATCCCGATCCCGAT :  240 
AG15-35 : CCCTTGACGAGGAAGGGCTTGAGAGCGGCCGTCATCATCGGCCGCCCCAGCACCACCGACACCAGGATCCCGATCCCGAT :  198 
          CCCTTGACGAGGAAGGGCTTGAGAGCGGCCGTCATCATCGGCCGCCCCAGCACCACCGACACCAGGATCCCGATCCCGAT        
                                                                                                  
                   *       260         *       280         *       300         *       320        
AG15-4  : CGTGCTGCTGACCACGCTGTCCTTGGCGAGCACCAGCCGCGGATCCCCGGAGACAAAGCTGAGCAGCAGCGACACGACGT :  320 
AG15-35 : CGTGCTGCTGACCACGCTGTCCTTGGCGAGCATCAGCCGCGGATCCCCGGAGACAAAGCTGAGCAGCAGCGACACGACGT :  278 
          CGTGCTGCTGACCACGCTGTCCTTGGCGAGCA CAGCCGCGGATCCCCGGAGACAAAGCTGAGCAGCAGCGACACGACGT        
                                                                                                  
                   *       340         *       360         *       380         *       400        
AG15-4  : TCACGACCAGGATGAGCCCGGCGAGCCCGTTGGCCTTCCGCTCCCTGACTACCGCCCACACGGTCCGCGCAGCCGGCACC :  400 
AG15-35 : TCACGACCAGGATGAGCCCGGCGAGCCCGTTGGCCTTCCGCTCCCTGACTACCGCCCACACGGTCCGCGCAGCCGGCACC :  358 
          TCACGACCAGGATGAGCCCGGCGAGCCCGTTGGCCTTCCGCTCCCTGACTACCGCCCACACGGTCCGCGCAGCCGGCACC        
                                                                                                  
                   *       420         *       440         *       460         *       480        
AG15-4  : ACGCTGCTCCAGGCGAGCGCCGCGAAGGTGCTCATCCCGAAGGCGTCCCGGAAGAGGTAGTACGACCCGACAGGCACCGC :  480 
AG15-35 : ACGCTGCTCCAGGCGAGCGCCGCGAAGGTGCTCATCCCGAAGGCGTCCCGGAAGAGGTAGTACGACCCGACAGGCACCGC :  438 
          ACGCTGCTCCAGGCGAGCGCCGCGAAGGTGCTCATCCCGAAGGCGTCCCGGAAGAGGTAGTACGACCCGACAGGCACCGC        
                                                                                                  
                   *       500         *       520         *       540         *       560        
AG15-4  : CACGTCCAGGACCAGGGGGCGGAAGGGGTTCTGCGGCTTGTTCGCACTCGTCGTCGTCATGCCCTCAGCTTCCCGCCCAC :  560 
AG15-35 : CACGTCCAGTACCTGGGGGCGGAAGGGGTTCTGCGGCTTGTTCGCACTCGTCGTCGTCATGCCCTCAGCTTCCCGCCCAC :  518 
          CACGTCCAG ACC GGGGGCGGAAGGGGTTCTGCGGCTTGTTCGCACTCGTCGTCGTCATGCCCTCAGCTTCCCGCCCAC        
                                                                                                  
                   *       580         *       600         *       620         *       640        
AG15-4  : CGGGGGTCCCCCAGTAGAAACGATCGTCCGGAGCTCGCCATGACAAATGTCAGCTACGAGGTCACAGCAGCAGCCCCACC :  640 
AG15-35 : CGGGGGTCCCCCAGTAGAAACGATCGTCCGGAGCTCGCCATGACAAATGTCAGCTACGAGGTCACAGCAGCAGCCCCACC :  598 
          CGGGGGTCCCCCAGTAGAAACGATCGTCCGGAGCTCGCCATGACAAATGTCAGCTACGAGGTCACAGCAGCAGCCCCACC        

 
รูปที่ 5-9 แสดงล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสAG1.5 ที่เชื่อมกับ 
            pJET 
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ INU_A_F´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ INU_G_R´ 
 CTCGAG แสดงบริเวณตัดจ้าเพาะ Xho I           
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                   *       660         *       680         *       700         *       720        
AG15-4  : AAGTCCCCCATGTCGGAGAAGAGTTGAGTGGCGTCGGCGAGCTTGTCGGCGGGCGTCATGGCGGTGAACCCGTACACGTC :  720 
AG15-35 : AAGTCCCCCATGTCGGAGAAGAGTTGAGTGGCGTCGGCGAGCTTGTCGGCGGGCGTCATGGCGGTGAACCCGTACACGTC :  678 
          AAGTCCCCCATGTCGGAGAAGAGTTGAGTGGCGTCGGCGAGCTTGTCGGCGGGCGTCATGGCGGTGAACCCGTACACGTC        
                                                                                                 
                   *       740         *       760         *       780         *       800        
AG15-4  : CATCCCGGCCGCCACAGCCGCCCGGACCCCCAGCGGACTGTCCTCGACGACGACACACCGCTCCGGCGTCACCCCCATCC :  800 
AG15-35 : CATCCCGGCCGCCACAGCCGCCCGGACCCCCAGCGGACTGTCCTCGACGACGACACACCGCTCCGGCGTCACCCCCATCC :  758 
          CATCCCGGCCGCCACAGCCGCCCGGACCCCCAGCGGACTGTCCTCGACGACGACACACCGCTCCGGCGTCACCCCCATCC        

                                                                                                  

                   *       820         *       840         *       860         *       880        
AG15-4  : GCTCGGCCGCGTACAGGAACAGATCCGGCGCCGGCTTCCCCCGCCCCACATCCTGCGAGCTGAAGATCCGCGACGCCTCG :  880 
AG15-35 : GCTCGGCCGCGTACAGGAACAGATCCGGCGCCGGCTTCCCCCGCCCCACATCCTGCGAGCTGAAGATCCGCGACGCCTCG :  838 
          GCTCGGCCGCGTACAGGAACAGATCCGGCGCCGGCTTCCCCCGCCCCACATCCTGCGAGCTGAAGATCCGCGACGCCTCG        
                                                                                                  
                   *       900         *       920         *       940         *       960        
AG15-4  : AACCACCGGTCCAGCCCCGTCGTCCGATGCCCCACCCGAATCCGCTCATGACTCCCGGACGAGGCCACGCAGTACGGCAC :  960 
AG15-35 : AACCACCGGTCCAGCCCCGTCGTCCGATGCCCCACCCGAATCCGCTCATGACTCCCGGACGAGGCCACGCAGTACGGCAC :  918 
          AACCACCGGTCCAGCCCCGTCGTCCGATGCCCCACCCGAATCCGCTCATGACTCCCGGACGAGGCCACGCAGTACGGCAC        

                   *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
AG15-4  : TCCCGCCCCGGCCAGCTTCTCGAGCACATCCACCGCGCCGCCCACAGGCTTCAGCTCCCGCTCGAACGCGTCAAACACCC : 1040 
AG15-35 : TCCCGCCCCGGCCAGCTTCTCGAGCACATCCACCGCGCCGCCCACAGGCTTCAGCTCCCGCTCGAACGCGTCAAACACCC :  998 
          TCCCGCCCCGGCCAGCTTCTCGAGCACATCCACCGCGCCGCCCACAGGCTTCAGCTCCCGCTCGAACGCGTCAAACACCC        
                                                                                                  
                   *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
AG15-4  : GCCCGTGAAAGACGTCGTCGAACTCCGCGGGCAACCGCTCCCCCGTACGCTCCAGCACCAGATCATGGATCCGATGCATC : 1120 
AG15-35 : GCCCGTGAAAGACGTCGTCGAACTCCGCGGGCAACCGCTCCCCCGTACGCTCCAGCACCAGATCATGGATCCGATGCATC : 1078 
          GCCCGTGAAAGACGTCGTCGAACTCCGCGGGCAACCGCTCCCCCGTACGCTCCAGCACCAGATCATGGATCCGATGCATC        
                                                                                                  
                   *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
AG15-4  : GCGGACCCCACGTAGTCCCGGATGAAGTCCTCGTACGAAGCCGGATGCCCGAGTTCCGTCAGATAGGCGGCCAGCAATCG : 1200 
AG15-35 : GCGGACCCCATGTAGTCCCGGATGGAGTCCTCGTACGAGGTCGGATGCCCGAGTTCCGTCAGATAGGCGGCCAGCAATCG : 1158 
          GCGGACCCCA GTAGTCCCGGATG AGTCCTCGTACGA G CGGATGCCCGAGTTCCGTCAGATAGGCGGCCAGCAATCG        

                                     *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
AG15-4  : ATTGGAGATCGGGTCACTGTCCACAAGGAACCCGTCATTGGCGAAAATACCCAAGTCTTACCCGATAACCTTGAGCCTAA : 1280 
AG15-35 : ATTGGAGATCGGCTCACTGTCCACGAGGACACCGTCATTGTCGAAGATCACCAGGTCATAGCGCATAACCTTGAGCCTAA : 1238 
          ATTGGAGATCGG TCACTGTCCAC AGGA  CCGTCATTG CGAA AT  CCA GTC TA C  ATAACCTTGAGCCTAA                                                                                                                  

           *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
AG15-4  : ACCGAAAAAACCCGGCCCGGAACCGGTGCGGGGGTTTTTCAAATTTTTGTCGGNGGTTC--TATT-CCCCAAAGGGTCC- : 1356 
AG15-35 : ACGCAGAAAACCCCGCACCGAACCGGTGCGGGGTTTTCTCAAATTTTGTTCGGCGGCGTCCTACTCTCCCACAGGGTCCC : 1318 
          AC  A AAAACCC GC C GAACCGGTGCGGGG TTT TCAAATTTT  TCGG GG     TA T  CCCA AGGGTCC         
                                                                                                  
                   *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
AG15-4  : -CCTGGATCACGCTCGGCGCTTGAAAGGTTAATCTCCCGGGTCGAAAATTGACCGGGCGGTTCCTCA--GCTATTGACAC : 1433 
AG15-35 : CCCTGCAGTACCATCGGCGCTGTAAGGCTTAGCTTCCGGGTTCGGAATGTAACCGGGCGTTTCCCTCACGCTATGACCAC : 1398 
           CCTG A  AC  TCGGCGCT  AA G TTA   TCC GG TCG AA  T ACCGGGCG TTCC     GCTAT   CAC        
             

                   *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
AG15-4  : CGAAACAATTTGGATCTC--GAACATCGCGCGG-ATAACGGGACCGTGGTGAAGGGTTGTCTCTACTTCTAGAAACCAAA : 1510 
AG15-35 : CGAAACACTATGAAACTGTCAAACATGCCGCACCATACCGTGACCATGGCATGCGGATCGTTCATCCA------------ : 1466 
          CGAAACA T TG A CT    AACAT  CGC    TA CG GACC TGG     GG T   TC  C                      
                                                    
                   *      1540         *            
AG15-4  : TATCCGCCGGAGAAAGGTCTTTTATCACAATCGT : 1544 
AG15-35 : ---------------------------------- :    - 
                                                    

รูปที่ 5-9 (ต่อเนื่อง) 
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                   *        20         *        40         *        60         *        80       
AG15-4  : WMNEPHDPRHALREQHNSPHDREDPLGPPEVHRGLPGRGTAQQPVPRSLLGRVPLDEEGLESGRHHRPPQHHRHQDPDPD :  80 
AG15-35 : WMNE--------------PHDREDPLGPPEVHRGLPGRGTAQQPVPRSLLGRIPLDEEGLESGRHHRPPQHHRHQDPDPD :  66 
          WMNE              PHDREDPLGPPEVHRGLPGRGTAQQPVPRSLLGR6PLDEEGLESGRHHRPPQHHRHQDPDPD       
                                                                                                 
                   *       100         *       120         *       140         *       160       
AG15-4  : RAADHAVLGEHQPRIPGDKAEQQRHDVHDQDEPGEPVGLPLPDYRPHGPRSRHHAAPGERREGAHPEGVPEEVVRPDRHR : 160 
AG15-35 : RAADHAVLGEHQPRIPGDKAEQQRHDVHDQDEPGEPVGLPLPDYRPHGPRSRHHAAPGERREGAHPEGVPEEVVRPDRHR : 146 
          RAADHAVLGEHQPRIPGDKAEQQRHDVHDQDEPGEPVGLPLPDYRPHGPRSRHHAAPGERREGAHPEGVPEEVVRPDRHR       
                                                                                                 
                   *       180         *       200         *       220         *       240       
AG15-4  : HVQDQGAEGVLRLVRTRRRHALSFPPTGGPPVETIVRSSP-QMSATRSQQQPHQVPHVGEELSGVGELVGGRHGGEPVHV : 239 
AG15-35 : HVQYLGAEGVLRLVRTRRRHALSFPPTGGPPVETIVRSSP-QMSATRSQQQPHQVPHVGEELSGVGELVGGRHGGEPVHV : 225 
          HVQ  GAEGVLRLVRTRRRHALSFPPTGGPPVETIVRSSP QMSATRSQQQPHQVPHVGEELSGVGELVGGRHGGEPVHV       
                                                                                                 
                   *       260         *       280         *       300         *       320       
AG15-4  : HPGRHSRPDPQRTVLDDDTPLRRHPHPLGRVQEQIRRRLPPPHILRAEDPRRLEPPVQPRRPMPHPNPLMTPGRGHAVRH : 319 
AG15-35 : HPGRHSRPDPQRTVLDDDTPLRRHPHPLGRVQEQIRRRLPPPHILRAEDPRRLEPPVQPRRPMPHPNPLMTPGRGHAVRH : 305 
          HPGRHSRPDPQRTVLDDDTPLRRHPHPLGRVQEQIRRRLPPPHILRAEDPRRLEPPVQPRRPMPHPNPLMTPGRGHAVRH       
                                                                                                 
                   *       340         *       360         *       380         *       400       
AG15-4  : SRPGQLLEHIHRAAHRLQLPLERVKHPPVKDVVELRGQPLPRTLQHQIMDPMHRGPHVVPDEVLVRSRMPEFRQIGGQQS : 399 
AG15-35 : SRPGQLLEHIHRAAHRLQLPLERVKHPPVKDVVELRGQPLPRTLQHQIMDPMHRGPHVVPDGVLVRGRMPEFRQIGGQQS : 385 
          SRPGQLLEHIHRAAHRLQLPLERVKHPPVKDVVELRGQPLPRTLQHQIMDPMHRGPHVVPD VLVR RMPEFRQIGGQQS       
                                                                                                 
                   *       420         *       440         *       460         *       480       
AG15-4  : IGDRVTVHKEPVIGENTQVLPDNLEPKPKKPGPEPVRGFFKFLSAVLFPK-GSPGSRSALERLISRVEN-PGGSSAI--- : 474 
AG15-35 : IGDRLTVHEDTVIVEDHQVIAHNLEPKRRKPRTEPVRGFLKFCSAASYSPTGSPLQYH---RR--CKA-LPGSECNRAFP : 459 
          IGDR6TVH   VI E1 QV6  NLEPK 4KP  EPVRGF KF S   5   GSP       R        PG               
                                                           
                   *       500         *       520         
AG15-4  : ----DTETIWISNIARTGPW-RVVSTSRNQISAGERSFITI : 511 
AG15-35 : SRYDHRNTMKLSNMPH------------HTVTMACGSFI-- : 486 
                 T6 6SN6                63    SFI         
 

รูปที่ 5-10 แสดงล้าดับกรดอะมิโนซึ่งแปลรหัสจากยีนที่คาดว่าเป็นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสAG1.5 
              ที่เชื่อมกับ pJET         
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ INU_A_F´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ INU_G_R´ 

 

ดังนั้นจึงให้ความสนใจกับโคลน pJETAG1 เนื่องจากมีล้าดับนิวเคลีโอไทด์และกรดอะมิโน
ใกล้เคียงกับ putative endo-inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 ใน
การศึกษาต่อไปจึงได้ท้าการออกแบบไพรเมอร์โดยใช้ Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 
เป็นต้นแบบ (GenBank Accession number AM238663) เพ่ือให้ได้ยีนประมวลรหัสอินูลิเนส
ทั้งหมด  

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AM238663
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 เมื่อได้ไพรเมอร์ที่ออกแบบใหม่จากผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ก่อนหน้านี้ จึงน้ามาท้าการเพ่ิมชิ้น
ยีนประมวลรหัสอินนูลิเนส เช่นเดียวกับขั้นตอนที่ 4.1.2 เพียงแต่ใช้ไพรเมอร์ strep-amboF´ คู่กับ 
strep-amboR´ (ตารางที่ 4-1) และตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ซึ่งคาดว่าเป็นยีนประมวลรหัส    
อินูลิเนส ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis โดยเทียบขนาดกับ DNA มาตรฐานได้แสดงดังรูปที่ 
5-11 พบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ SA ขนาดประมาณ 2,900 bp ซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของ putative endo-
inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 ส่วนขนาด 900 bp เป็นผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์ที่เกิดจากการเกิดปฏิกิริยาฉพาะ strep-amboR´ เท่านั้น ดังนั้นจึงไม่ใช่ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่
ต้องการ จึงท้าการตัดเจล บริเวณขนาด 2,900 bp เพ่ือน้าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์เฉพาะขนาด 2,900 bp 
มาท้าการเชื่อมกับ pGEM-T Easy และท้าการตรวจสอบเบื้องต้นด้วย Rapid size screening ต่อไป 

 

 

 

รูปที่ 5-11 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือแยกผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ SA 
เลน M 1 kb DNA Ladder (200 ng/เลน) 
เลน 1 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ จาก strep-amboF´  
เลน 2 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ จาก strep-amboF´ คู่กับ strep-amboR´ 
เลน 3 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ จาก strep-amboR´ 
เลน 4 negative control (น้้ากลั่น) 
 

 
 

M  1    2    3    4          
bp 

3,000 < ~ 2.9 kb ผลิตภัณฑ์พีซีอาร ์SA 
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เมื่อน้าชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสมาเชื่อมกับ pGEM-T Easy และถ่ายโอนเข้าสู่ E. coli 
DH5α จากนั้นท้าการคัดเลือก E. coli ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEMSA (รูปที่ 5-12) คือ
โคลนที่ 2, 22 และ 34 เพ่ือน้าไปท้าการสกัดพลาสมิดด้วย CTAB จากนั้นตรวจสอบรีคอมบิแนนท์      
พลาสมิดด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I ต่อไป 

 

 

 

 

รูปที่ 5-12 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือคัดเลือก E. coli  
              ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEMSA ด้วย Rapid size screening 
เลน N         pGEM-T plasmid 
เลน 1-36       E. coli ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEMSA 
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หลังจากได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEMSA คือโคลนที่ 2, 22 และ 34 ที่ผ่านการคัดเลือก
เบื้องต้นเบื้องต้นด้วย Rapid size screening เรียบร้อย จึงน้ามาท้าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ 
Nde I (รูปที่ 5-13) พบว่าได้เวคเตอร์ pGEM-T ขนาดประมาณ 3,000 bp เชื่อมต่อกับ SA ที่มีขนาด
ประมาณ 2,900 bp ดังนั้นจึงมีขนาดรวมประมาณ 5,900 bp แสดงว่าโคลนนั้นมียีนที่ต้องการอยู่ จึง
น้า pGEMSA โคลน 2, 22, 34 ส่งไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ต่อไป 

 

 

 

 

รูปที่ 5-13 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบ 
              พลาสมิด pGEMSAด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I 
เลน M          1 kb DNA Ladder (200 ng/เลน) 
เลน pGEM          พลาสมิด pGEM-T  
เลน 2, 22, 34       พลาสมิด pGEMSA โคลน 2, 22, 34       
เลน U       พลาสมิดที่ไม่ถูกตัดจ้าเพาะ  
เลน C       พลาสมิดที่ถูกตัดจ้าเพาะ  
 

 

 
 
 

pGEM      2          22       34    

pb 

3,000 
6,000 

M    U    C    U    C    U    C   U    C    

< ~5,900 bp pGEMSA  
< ~3,000 bp pGEM-T vector  
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จากการส่งรีคอมบิแนนท์โคลน PGEMSA ไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบโดยใช้ 
Clustal Omega (รูปที่ 5-14) พบว่า โคลน pGEMSA 2 , 22 และ 34 เมื่อสังเกตในบริเวณที่ล้าดับ                
นิวคลีโอไทด์เปลี่ยนไป จะพบว่า SA2 ส่วนใหญ่มีการเปลี่ยนบริเวณต้าแหน่ง C ไปเป็น T จ้านวน 6 
ต้าแหน่ง คือบริเวณที่ 879, 1,554, 1,806, 1,933, 2,612 และ 2,692 เปลี่ยนจาก C ไปเป็น G 
จ้านวน 2 ต้าแหน่ง คือบริเวณท่ี 1,923 และ 2,019 และเปลี่ยนจาก C ไปเป็น  A จ้านวน 1 ต้าแหน่ง 
คือบริเวณที่ 385 ส่วน SA22 มีการเปลี่ยนบริเวณต้าแหน่ง G ไปเป็น A บริเวณที่ 556 เปลี่ยนจาก A 
ไปเป็น G บริเวณที่ 623 จาก C ไปเป็น T บริเวณที่ 723 และ T ไปเป็น C บริเวณที่ 2,743 ส่วน 
SA34 พบบริเวณท่ีเปลี่ยนไปคือ A ไปเป็น G มากถึง 3 ต้าแหน่ง คือบริเวณที่ 1322, 1751, 1817 พบ 
T  ไปเป็น C ที่บริเวณ 1,259 และพบ C เปลี่ยนไปเป็น T ทีบริเวณ 672 
 
                      *        20         *        40         *        60         *        80        
SA22       : ATGCGAACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATG :   80 
SA34       : ATGCGAACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATG :   80 
SA2        : ATGCGAACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATG :   80 
Sam23877   : ATGCGAACCCGTGCACCATCGAGAGCCGCGACCG-GAC-----ACGGTCTGGTGCGTCTGCTGCTCGCACTCGCGATATG :   74 
             ATGCGAACCCGTGCACCATCGAGAtCCGCGACCGcGACcaggagCGGTCTGcTGCGcCTGCTGCTCGCgCTCGCGATATG        
                                                                                                     
                      *       100         *       120         *       140         *       160        
SA22       : CCTGGGTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCG :  160 
SA34       : CCTGGGTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCG :  160 
SA2        : CCTGGGTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCG :  160 
Sam23877   : CCTGGGCCTGACATCACCCCTGATGACGCAGACCGCCGACGCGGCCGGGACCAGCCTGTCCAACCCCGACTTCGAGTCCG :  154 
             CCTGGGtCTGACATCACCCCTGATGACGCAGcCCGCaGgCGCGaCCGGaACCAcaCTGaCgAACCCCGgCTTCGAGTCCG        
                                                                                                     
                      *       180         *       200         *       220         *       240        
SA22       : GCGACCTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGC :  240 
SA34       : GCGACCTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGC :  240 
SA2        : GCGACCTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGC :  240 
Sam23877   : GCGACCTCAGCGGCTGGACCACCACCGGAACCGCCTTCACCGGAGCGGTCACCGACGACCCGGGCTGGGGCTGGGGCTGC :  234 
             GCGACCTCAGCGGCTGGgCCACgACgGGAACCGCgTTCAaCGGAGCGGTCACCGACaAggCaGGgTGGGGCTGGGGCTGC        
                                                                                                     
                      *       260         *       280         *       300         *       320        
SA22       : TGCTTCAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGA :  320 
SA34       : TGCTTCAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGA :  320 
SA2        : TGCTTCAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGA :  320 
Sam23877   : TGCTTCAACCAGCAGGGCTCCTACCACCTGTGGGGATTCGCCGCGGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGCTGACGTCCGA :  314 
             TGCTTCAACCAGCAGGGCTCCTACCAtCTtTGGGGATTCGCCGCcGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGgTGACGTCCGA        
                                                                                                     
                      *       340         *       360         *       380         *       400        
SA22       : GCCGTTCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCC :  400 
SA34       : GCCGTTCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCC :  400 
SA2        : GCCGTTCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACAACCTCTACGTCGCCC :  400 
Sam23877   : GCCGTTCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGCCCTGGTCTCCGGCGGCCGCAACGAGAACGACCTCTACGCGGCCC :  394 
             GCCGTTCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGtCCTGacCTCCGGCGGCCGtAACGAcAACgACCTCTACGtcGCCC        
                                                                                                     
                      *       420         *       440         *       460         *       480        
SA22       : TCACCACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTC :  480 
SA34       : TCACCACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTC :  480 
SA2        : TCACCACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTC :  480 
Sam23877   : TGACGACCCTCGACGGAACCGTTCTGCACAAGGCCACCGGGACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGCC :  474 
             TcACcACCCTCGACGGAACCGTcCTGCACAAGGCCACCGGcACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGtC        
                                                                                                     
 

รูปที่ 5-14 แสดงล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนประมวลรหัสอินูลิเนสที่เชื่อมกับ pGEM-T 
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ strep-amboF´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ strep-amboR´ 
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                      *       500         *       520         *       540         *       560        
SA22       : CGCGAGCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCAACGA :  560 
SA34       : CGCGAGCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGA :  560 
SA2        : CGCGAGCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGA :  560 
Sam23877   : CGCGAACACCTCGGCAAGCAACTGCGCGTCACCGTCGTGGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGA :  554 
             CGCGAgCACCTCGGCgAGCAACTGCGCGTCACCGcCGTcGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCgACGA        
                                                                                                     
                      *       580         *       600         *       620         *       640        
SA22       : CGTCCGCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGGCTTCAGCGAGGGGCAGG :  640 
SA34       : CGTCCGCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCAGCGAGGGGCAGG :  640 
SA2        : CGTCCGCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCAGCGAGGGGCAGG :  640 
Sam23877   : CGTCCGCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCCAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCACCGAGGGGAAGG :  634 
             CGTCCGCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCgAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGaCTTCAgCGAGGGGcAGG        
                                                                                                     
                      *       660         *       680         *       700         *       720        
SA22       : GCACCACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGAC :  720 
SA34       : GCACCACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCTGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGAC :  720 
SA2        : GCACCACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGAC :  720 
Sam23877   : GCACCACGACCAGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGACCCCGTCAGCTACGTCTTCACCGACGCGCAGTACAAGCCCGAC :  714 
             GCACCACGACCcGGGAGAAGGTCAGCCAGGCcGCCGAtCCCaTCAGCTACGTCTTCAaCGACGCGCAGTACAAGCCCGAC        
                                                                                                     
                      *       740         *       760         *       780         *       800        
SA22       : AGTGACCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTG :  800 
SA34       : AGCGACCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTG :  800 
SA2        : AGCGACCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTG :  800 
Sam23877   : AGCGACCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAAGCCGACGGCGTACTCTCCGGCGCGCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTG :  794 
             AGcGACCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAgGCCGACGGtGTgCTCgCCGGCGCcCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTG        
                                                                                                     
                      *       820         *       840         *       860         *       880        
SA22       : GGTCACCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCG :  880 
SA34       : GGTCACCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCG :  880 
SA2        : GGTCACCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTTG :  880 
Sam23877   : GGTCACCCGCGCCGCGGCGCAGACACAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTCGAGGCATGGGTCGCACCGCGCGCGTTCG :  874 
             GGTCACCCGCGCCGCGtCaCAGACgCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTgGAGGCgTGGGTCGCgCCaCGCGCGTTcG                                                                                                                                

             *       900         *       920         *       940         *       960        
SA22       : AGTGGGGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTC :  960 
SA34       : AGTGGGGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTC :  960 
SA2        : AGTGGGGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTC :  960 
Sam23877   : AGTGGGGAGACGACGGCAAACCGTCGGCCGTCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGCGGCCTCTCCCTCGGGGTC :  954 
             AGTGGGGAGACGACGGCAAACCGTCcGCCGcCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGgGGCtTCTCCCTCGGtGTC                                                                                                    

                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
SA22       : GGCCGACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCT : 1040 
SA34       : GGCCGACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCT : 1040 
SA2        : GGCCGACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCT : 1040 
Sam23877   : GGCCGACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGCACCGGCGACGCGTGGCACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCGGCGGCCCT : 1034 
             GGCCGACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGaACCGGCGACGCGTGGtACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCcGCaGCCCT        
                                                                                                     
                      *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
SA22       : GGCCGCGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAAC : 1120 
SA34       : GGCCGCGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAAC : 1120 
SA2        : GGCCGCGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAAC : 1120 
Sam23877   : GGCCGCGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCCGCCGTGTTCGCTCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTGAACGGCGAGC : 1114 
             GGCCGCGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCaGCCGTGTTCGCcCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTcAACGGCGAaC        
                                                                                                     
                      *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
SA22       : AGGTCGCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGGCTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAG : 1200 
SA34       : AGGTCGCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGACTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAG : 1200 
SA2        : AGGTCGCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGGCTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAG : 1200 
Sam23877   : AGGTCGCCGAGGCCGCCGTCCCCACCGGCGCGCGGCTGGCCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAG : 1194 
             AGGTCGCCcAGaCCGCCaTCCCCACCacCGCGCGgCTGaCCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAG        
                                                                                                     
                      *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
SA22       : CCCGCCATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGTGCCCT : 1280 
SA34       : CCCGCCATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGCGAAGATCCACAACAGTGCCCT : 1280 
SA2        : CCCGCCATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGTGCCCT : 1280 
Sam23877   : CCCGCGATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGACTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGCGCCCT : 1274 
             CCCGCcATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGtCTCATCGACGAGGtGAAGATCCACAACAGtGCCCT        
                                                                                                     
                      *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
SA22       : CACCCCGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGG : 1360 
SA34       : CACCCCGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACGGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGG : 1360 
SA2        : CACCCCGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGG : 1360 
Sam23877   : CGCCCCCGCGGCGGTCACGGCCGGCCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCGGGCGGCACCACCCCCAAGGCCCGGATGG : 1354 
             CaCCCCgGCcGCGGTCACGGCCGGtCACCAGAAGGACGTACaGACCTTCGCaGGgGGCgCCACCCCCAAGGCCCGGATGG        
                                                                                                     

 
รูปที่ 5-14 (ต่อเนื่อง)    
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                      *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
SA22       : AGATGGACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAA : 1440 
SA34       : AGATGGACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAA : 1440 
SA2        : AGATGGACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAA : 1440 
Sam23877   : AGATGGACCGCTCCCGGTACGACGGTGACCGCTACCGTCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAG : 1434 
             AGATGGACCGtTCaCGcTACGACGGTGACCGCTACCGcCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAa         

                                                                         *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
SA22       : CCCCACGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACAT : 1520 
SA34       : CCCCACGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACAT : 1520 
SA2        : CCCCACGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACAT : 1520 
Sam23877   : CCCCACGCCCCCATCCAGTACAAGGGCAAATACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACAT : 1514 
             CCCCACGCCCCaATCCAGTACAAGGGCAAgTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACAT        
                                                                                                     
                      *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
SA22       : CAGCTGGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCG : 1600 
SA34       : CAGCTGGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCG : 1600 
SA2        : CAGCTGGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTTCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCG : 1600 
Sam23877   : CGCCTGGGGGCACGCGGTGAGCGAGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCCCTCGCGCCCACCGAGGACACCG : 1594 
             CagCTGGGGaCACGCGGTGAGtGcGGACCTGGTcCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCaCTCGCGCCCACCGAGGACAgCG        
                                                                                                     
                      *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        
SA22       : TGGCCCCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAAC : 1680 
SA34       : TGGCCCCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAAC : 1680 
SA2        : TGGCCCCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAAC : 1680 
Sam23877   : TGGCCCCCGACGGGGTCTGGTCCGGCGATGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCCGGCAAT : 1674 
             TGGCCCCCGACGGGGTCTGGTCCGGtGAcGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCtGGCAAc        
                                                                                                     
                      *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        
SA22       : GACTCCCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGAT : 1760 
SA34       : GACTCCCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGGGTGGAAGAT : 1760 
SA2        : GACTCCCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGAT : 1760 
Sam23877   : GACTCCCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGAT : 1754 
             GACTCCCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGaGTGGAAGAT        
                                                                                                     
                      *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        
SA22       : GCACCCCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCG : 1840 
SA34       : GCACCCCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAGGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCG : 1840 
SA2        : GCACCCCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGTGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCG : 1840 
Sam23877   : GCACCCCACCCTCGTCACCAGCCAGACCGCCGACCTGAACGTCGGTGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGCGACTTCCGCG : 1834 
             GCACCCCACCCTgGTCACCAGCCAGAgCGCCGACCTGAACGTCGG GCCGGACGCAaGGTCCGCTTCGGtGACTTCCGCG        

                      *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        
SA22       : ACCCCTTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATC : 1920 
SA34       : ACCCCTTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATC : 1920 
SA2        : ACCCCTTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATC : 1920 
Sam23877   : ACCCCTTCGTCTGGAAGGAGGGCGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCCGGCGTCCAGACCACCGACGGCAAGGACATC : 1914 
             ACCCCTTCGTCTGGAAGGAGGGaGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCgGGCGTCCAGAgCACttcCGGCAccGACATC                                                                                                       

                      *      1940         *      1960         *      1980         *      2000        
SA22       : GGCGGTACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGC : 2000 
SA34       : GGCGGTACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGC : 2000 
SA2        : GGGGGTACCGCCTTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGC : 2000 
Sam23877   : GGCGGCACCGCGCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACCTACTCGGGCCCTCTGATGACCGGTGACGTGGC : 1994 
             GGcGGtACCGCccTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACgTACTCGGGCCCcCTGATGgtCGGTGACGTGGC                                                                                                            

                      *      2020         *      2040         *      2060         *      2080        
SA22       : AGCCCACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCC : 2080 
SA34       : AGCCCACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCC : 2080 
SA2        : AGCCCACCCCAAGACCGGGCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCC : 2080 
Sam23877   : GGCCCACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTTCCCATCGGAAAGGACGCCCAGGGCCGCGAGCGCC : 2074 
             aGCCCACCCCAAGACCGGcCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTgCCCATCGGcAAGGACGCCCAaGGCCGCGAaCGCC                                                                                                                  

                          *      2100         *      2120         *      2140         *      2160        
SA22       : GGGCCCTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACC : 2160 
SA34       : GGGCCCTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACC : 2160 
SA2        : GGGCCCTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACC : 2160 
Sam23877        : GGGCCCTGCTCATCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAGTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACC : 2154 
             GGGCCCTGCTCgTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAaTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACC        
                                                                                                     
                      *      2180         *      2200         *      2220         *      2240        
SA22       : TGGGACGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCC : 2240 
SA34       : TGGGACGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCC : 2240 
SA2        : TGGGACGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCC : 2240 
Sam23877   : TGGGACGCCCAGGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAGCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCC : 2234 
             TGGGACGCCCAaGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAaCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCC        
                                                                                                     
                      *      2260         *      2280         *      2300         *      2320        
SA22       : CAGCGGAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACG : 2320 
SA34       : CAGCGGAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACG : 2320 
SA2        : CAGCGGAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACG : 2320 
Sam23877   : CAGCGGAACAGTGGACGACAAGGGCCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGTCGCACCGAACGCGCCCACTACG : 2314 
             CAGCGGAACgGTGGACGACAAGGGaCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGgCGCACCGAACGCGCCCACTACG        
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                      *      2340         *      2360         *      2380         *      2400        
SA22       : ACGCCGGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTC : 2400 
SA34       : ACGCCGGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTC : 2400 
SA2        : ACGCCGGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTC : 2400 
Sam23877   : ACGCCGGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGTGACCTCGGATTCCGCCCCGTG : 2394 
             ACGCCGGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGaGACCTCGGATTCCGCCCCGTc        
                                                                                                     
                      *      2420         *      2440         *      2460         *      2480        
SA22       : GAGGAGGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCG : 2480 
SA34       : GAGGAGGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCG : 2480 
SA2        : GAGGAGGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCG : 2480 
Sam23877   : GAGGAGGTCTCCCGCCTCCACACCGGCGAACCACTCCTGGACATCAGCACGCCGACCACTCTCGCCGACGCCAACACCCG : 2474 
             GAGGAGGTCTCCCGCCTtCACACCGGCGAACCgCTCCTGGACATCAGCgaaCCcACCtCcCTCaCCGACGCCAACACCCG        
                                                                                                     
                      *      2500         *      2520         *      2540         *      2560        
SA22       : CCTGGCCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACG : 2560 
SA34       : CCTGGCCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACG : 2560 
SA2        : CCTGGCCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACG : 2560 
Sam23877   : CCTGGCCGGCATCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTCACCCTGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGACTCGACG : 2554 
             CCTGGCCGGCgTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTgACgaTGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGgCTCGACG        
                                                                                                     
                      *      2580         *      2600         *      2620         *      2640        
SA22       : TACTCCGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACG : 2640 
SA34       : TACTCCGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACG : 2640 
SA2        : TACTCCGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCTCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACG : 2640 
Sam23877   : TGCTCCGCAGCCCCGGGGACGAAGAACGCACCCGCCTCTTCTACGACGCCCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACG : 2634 
             TaCTCCGCAGCCCgGGaGACGAAGAACGCACCCGCCTgTTCTACGACGCtCcCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACG        
                                                                                                     
                      *      2660         *      2680         *      2700         *      2720        
SA22       : CGATCCGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGAC : 2720 
SA34       : CGATCCGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGAC : 2720 
SA2        : CGATCCGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCTCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGAC : 2720 
Sam23877   : CGCTCCGGGAACAACTCCAGTGCCGAACCCGGCTTCGGTATCCACAAGGGCCCGCTGGCTCTCTCCCACGGCACCCTGAC : 2714 
             CGaTCCGGGAACAACTCCAGcGCCGAgCCgaaCTTCGGcATCCACAAaGGCcCGtTGaCgCTCTCCaACGGCACCCTGAC                      

                      *      2740         *      2760         *      2780         *      2800        
SA22       : ACTCGACGTGTTCGTCGACCGCCCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCT : 2800 
SA34       : ACTCGACGTGTTCGTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCT : 2800 
SA2        : ACTCGACGTGTTCGTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCT : 2800 
Sam23877   : CCTCGACGTGTTCCTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCT : 2794 
             aCTCGACGTGTTCgTCGACCGCtCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCT           

                      *      2820         *      2840         *      2860         *      2880        
SA22       : TCCGCCAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAAC : 2880 
SA34       : TCCGCCAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAAC : 2880 
SA2        : TCCGCCAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAAC : 2880 
Sam23877   : TCCGCCAGGACTCCCTTGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGCACCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAAC : 2874 
             TCCGCCAGGACTCCCTcGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGtgtCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAAC        
                                 
                      *          
SA22       : ATGACCGACTGA : 2892 
SA34       : ATGACCGACTGA : 2892 
SA2        : ATGACCGACTGA : 2892 
Sam23877   : ATGACCGACTGA : 2886 
             ATGACCGACTGA        
 

 

รูปที่ 5-14 (ต่อเนื่อง) 
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จากรูปที่ 5-14 จะพบว่ามีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนไปจ้านวนมาก เมื่อน้าล้าดับ              
นิวคลีโอไทด์ที่ได้มาแปลเป็นล้าดับกรดอะมิโนด้วย Expasy Bioinformatics Resource Portal และ
น้ากรดอะมิโนทั้ง 3 โคลนมาเปรียบเทียบกันพบว่าทั้ง 3 โคลนมีล้าดับกรดอะมิโนที่ต่างกัน (รูปที่5-15) 
SA2 มีกรดอะมิโนที่ เป็น active site โดยแสดงในกรอบ ----เปลี่ยนจาก Leucine ไปเป็น 
Phenylalanine ในต้าแหน่งที่ 645 ส่วนบริเวณ glycosyl hydrolase จะแสดงในกรอบ …… เปลี่ยน
จาก Proline เปลี่ยนเป็น Leucine ในต้าแหน่งที่ 871 และ Proline เปลี่ยนเป็น Serine ในต้าแหน่ง
ที่ 898 

 ใน SA22 มีกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไปคือบริเวณ active site ล้าดับกรดอะมิโนไม่เปลี่ยนไป พบ
ในบริเวณ glycosyl hydrolase 1 ต้าแหน่ง คือ Serine เปลี่ยนเป็น Proline ในต้าแหน่งที่ 915 
นอกจากนี้พบบริเวณอ่ืนๆ คือ Aspartic เปลี่ยนเป็น Glycine ต้าแหน่งที่ 208  

ใน SA34 ในบริเวณ active site เปลี่ยนจาก Glutamic acid ไปเป็น Glycine ที่ต้าแหน่ง 
585 นอกจากนั้นบริเวณอ่ืนๆ ในต้าแหน่งที่ Valine เปลี่ยนเป็น Alanin ที่บริเวณ 420 เปลี่ยนจาก 
Glutamine เป็น Arginine ที่ต้าแหน่ง 441 เมื่อน้าล้าดับกรดอะมิโนไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลด้วย 
The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)  พบว่า ใกล้เคียงกับputative endo-
inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 มากที่สุด  

ดังนั้นจึงเลือก SA22 และ SA34 มาท้าการทดลองต่อไปเพ่ือผลิตโปรตีนอินูลิเนส เนื่องจาก 
SA2 มีต้าแหน่งที่ต่างกับโคลนอ่ืนมากที่สุดในบริเวณ active site และ glycosyl hydrolase จึงไม่
น้ามาท้าการทดลองต่อ จึงได้เลือกโคลน SA22 และ SA34 มาท้าการทดลองต่อไป 
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                      *        20         *        40         *        60         *        80       
SA2        : MRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGDLSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGC :  80 
SA34       : MRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGDLSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGC :  80 
SA22       : MRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGDLSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGC :  80 
Sam23877   : MRTRAPSRAATG--HGLVRLLLALAICLGLTSPLMTQTADAAGTSLSNPDFESGDLSGWTTTGTAFTGAVTDDPGWGWGC :  78 
             MRTRAPSRsATatrsGL6RLLLALAICLGLTSPLMTQpAgAtGT3L3NPgFESGDLSGWaTTGTAFnGAVTDkaGWGWGC       
                                                                                                    
                      *       100         *       120         *       140         *       160       
SA2        : CFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNNLYVALTTLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDV : 160 
SA34       : CFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALTTLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDV : 160 
SA22       : CFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALTTLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDV : 160 
Sam23877   : CFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTLTSEPFTLTGTGMVSALVSGGRNENDLYAALTTLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDA : 158 
             CFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGT6TSEPFTLTGTGMVSvLtSGGRNdN1LYvALTTLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDv       
                                                                                                    
                      *       180         *       200         *       220         *       240       
SA2        : REHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWDFSEGQGTTTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPD : 240 
SA34       : REHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWDFSEGQGTTTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPD : 240 
SA22       : REHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLNDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWGFSEGQGTTTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPD : 240 
Sam23877   : REHLGKQLRVTVVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSQRGLAAHWDFTEGKGTTTREKVSQAADPVSYVFTDAQYKPD : 238 
             REHLGeQLRVTaVDKATGGWGHINL1DVRVGTDPAPDPS2RGLAAHWdF3EGqGTTTREKVSQAADP6SYVFnDAQYKPD       
                                                                                                    
                      *       260         *       280         *       300         *       320       
SA2        : SDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEWGDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGV : 320 
SA34       : SDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEWGDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGV : 320 
SA22       : SDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEWGDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGV : 320 
Sam23877   : SDPLWRPKNEADGVLSGALLFDGYSTWVTRAAAQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEWGDDGKPSAVVNQQDKAAKRGLSLGV : 318 
             SDPLWRPKNEADGVLaGALLFDGYSTWVTRAAsQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEWGDDGKPSAaVNQQDKAAKRGfSLGV       
                                                                                                    
                    *       340         *       360         *       380         *       400       
SA2        : GRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQVAQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQ : 400 
SA34       : GRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQVAQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQ : 400 
SA22       : GRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQVAQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQ : 400 
Sam23877   : GRHGRWQFGIGTGDAWHEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQVAEAAVPTGARLAKADVPLIIGRHNQ : 398 
             GRHGRWQFGIGTGDAWyEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQVA2tA6PTtARLtKADVPLIIGRHNQ              

              *       420         *       440         *       460         *       480       
SA2        : PAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALTPAAVTAGHQKDVQTFAGGATPKARMEMDRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNE : 480 
SA34       : PAIINGTFAVNMFNGLIDEAKIHNSALTPAAVTAGHQKDVRTFAGGATPKARMEMDRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNE : 480 
SA22       : PAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALTPAAVTAGHQKDVQTFAGGATPKARMEMDRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNE : 480 
Sam23877   : PAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALAPAAVTAGHQKDVQTFAGGTTPKARMEMDRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNE : 478 
             PAIINGTFAVNMFNGLIDEvKIHNSALtPAAVTAGHQKDVqTFAGGaTPKARMEMDRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNE       
                                                                                                    
                      *       500         *       520         *       540         *       560       
SA2        : PHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGN : 560 
SA34       : PHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGN : 560 
SA22       : PHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGN : 560 
Sam23877   : PHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNIAWGHAVSEDLVHWRDLPVALAPTEDTVAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGN : 558 
             PHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNIsWGHAVSaDLVHWRDLPVALAPTED3VAPDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGN       
                                                                                                    
                      *       580         *       600         *       620         *       640       
SA2        : DSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRKVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDI : 640 
SA34       : DSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVGWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRRVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDI : 640 
SA22       : DSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRKVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDI : 640 
Sam23877   : DSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQTADLNVGAGRKVRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQTTDGKDI : 638 
             DSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVeWKMHPTLVTSQ3ADLNVGAGR4VRFGDFRDPFVWKEGDTWFQLMGSGVQ3TsGtDI       

                      *       660         *       680         *       700         *       720       
SA2        : GGTAFLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRALLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGT : 720 
SA34       : GGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRALLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGT : 720 
SA22       : GGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRALLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGT : 720 
Sam23877   : GGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMTGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRALLINPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGT : 718 
             GGTAlLYTSKNLTDWTYSGPLMvGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRALL6NPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGT       
                                                                                                    
                      *       740         *       760         *       780         *       800       
SA2        : WDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDAGWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPV : 800 
SA34       : WDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDAGWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPV : 800 
SA22       : WDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDAGWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPV : 800 
Sam23877   : WDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDAGWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPV : 798 
             WDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDAGWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPV       

 
รูปที่ 5-15 แสดงล้าดับกรดอะมิโนซึ่งแปลรหัสจากยีนประมวลรหัสอินูลิเนสที่เชื่อมกับ pGEM-T 
หมายเหตุ            แสดงบริเวณไพรเมอร์ strep-amboF´ 
                       แสดงบริเวณไพรเมอร์ strep-amboR´ 
       -----  แสดงบริเวณ active site    
                ……… แสดงบริเวณ glycosly hydrolase 
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                      *       820         *       840         *       860         *       880       
SA2        : EEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVLRSPGDEERTRLFYDALAGQLGVDRT : 880 
SA34       : EEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVLRSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRT : 880 
SA22       : EEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVLRSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRT : 880 
Sam23877   : EEVSRLHTGEPLLDISTPTTLADANTRLAGIKGDMLHIKLTLERGSADTFGLDVLRSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRT : 878 
             EEVSRLHTGEPLLDISePT3LtDANTRLAG6KGDMLHIKLT6ERGSADTFGLDVLRSPGDEERTRLFYDApAGQLGVDRT       
                                                                                                  
                                       *       900         *       920         *       940         *       960       
SA2        : RSGNNSSAEPNFGIHKGSLTLSNGTLTLDVFVDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFRQDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGN : 960 
SA34       : RSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFRQDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGN : 960 
SA22       : RSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRPMVEAYANNHKSITTRAYPFRQDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGN : 960 
Sam23877   : RSGNNSSAEPGFGIHKGPLALSHGTLTLDVFLDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFRQDSLGLRLFGDGSTVKSMTVWKMGN : 958 
             RSGNNSSAEPnFGIHKGpLtLSnGTLTLDVF6DRsMVEAYANNHKSITTRAYPFRQDSLGLRLFGDGSvVKSMTVWKMGN                                   

           
SA2        : MTD : 963 
SA34       : MTD : 963 
SA22       : MTD : 963 
Sam23877   : MTD : 961 
             MTD      

รูปที่ 5-15 (ต่อเนื่อง) 
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 5.1.4 สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีนประมวลรหัสอินูลิเนสเข้าในเวคเตอร์ส าหรับ            
การแสดงออกใน E. coli 

จากผลวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของโคลน pGEMSA ทั้ง 3 โคลน มีความใกล้เคียงกับ 
putative endo-inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 มากที่สุดจึงได้ท้า     
การออกแบบไพรเมอร์ใหม่ คือ full inulinaseF´ และ full inulinaseR´ โดยเพ่ิมส่วนของเอนไซม์ตัด
จ้าเพาะ Nde I และ Xho I ไพรเมอร์ full inulinaseF´ และ full inulinaseR´ ตามล้าดับ (ตารางที่ 
4-1) ซึ่งผลการเพ่ิมจ้านวนยีนประมวลรหัส full length cDNA inulinase SA22 และSA34 มีขนาด
ประมาณ 2,900 bp (รูปที่ 5-16) จากนั้นน้าไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I และ Xho I เพ่ือ
น้าไปเชื่อมกับเวคเตอร์ที่ชักน้าให้เกิดการแสดงออกใน E. coli ต่อไป 

 

 

 

 

รูปที่ 5-16 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophore เพ่ือแยกผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ 
              full length inulinase 
เลน M  1 kb DNA Ladder (200 ng/เลน) 
เลน 1 ชิ้นยีนประมวลรหัส full length inulinase โดยใช้ SA22 เป็นต้นแบบ 
เลน 2 ชิ้นยีนประมวลรหัส full length inulinase โดยใช้ SA34 เป็นต้นแบบ 
เลน 3 negative control (น้้ากลั่น) 

  
 

M  1  2  3      

3,000 

bp 

< ~2,900 bp full length inulinase  
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เมื่อไดย้ีนประมวลรหัสอินูลิเนสทั้ง SA22, SA34 มีขนาดประมาณ 2,900 bp และ pET28a 
มีขนาดประมาณ 5,400 bp น้ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I และ Xho I เรียบร้อย (รูปที่ 5-
17) จากนั้นท้าการเชื่อมกันด้วย T4 DNA ligase และถ่ายโอนเข้าสู่ E. coli DH5 alpha ท้าการ
คัดเลือกโคลน pET28a-SA22 และ pET28a-SA34  

 

  

 

รูปที่ 5-17 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เมื่อตัดด้วย 
              เอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I และ Xho I 
เลน M           1 kb DNA Ladder (200ng/เลน) 
เลน 1  ชิ้นยีนประมวลรหัส SA22 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I และ Xho I 
เลน 2  ชิ้นยีนประมวลรหัส SA34 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I และ Xho I 
เลน 3  เวกเตอร์ pET28a ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I และ Xho I 
เลน M2         lamda DNA/Hin dIII marker, 2 (200ng/เลน) 
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จากการตรวจสอบการคัดเลือก E. coli ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีนประมวลรหัส 
อินูลิเนสเบื้องต้นด้วย Rapid size screening (รูปที่ 5-18) พบว่า pET28a-SA22 ได้ โคลนที่ 7 (A) 
ส่วน pET28a-SA34 ได้ โคลน 2 และ 9 (B) จึงได้น้าแต่ละโคลนมาสกัดพลาสมิดด้วย CTAB น้ามาตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ เพ่ือวิเคราะห์ว่ามียีนประมวลรหัสอินูลิเนสเชื่อมอยู่กับ pET28a ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5-18 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis เพ่ือคัดเลือก E. coli ที่ได้รับ 
             รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มียีนประมวลรหัสอินูลิเนส SA22 (A) หรือ SA34 (B) ด้วย 
             Rapid size screening 
เลน N  พลาสมิด pET28a 
เลน 1-10       E. coli ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดpET28a-SA22 (A) หรือ pET28a-SA34 (B) 
 

 
 

 N   1    2    3   4   5    6    7   8   9   10  N 

N    1    2     3     4    5    6    7     N 

A 

B 
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 เมื่อท้าการตัดพลาสมิด pET28a-SA22 โคลน 7 ด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I (รูปที่ 5-
19) พบว่ามีขนาดประมาณ 8,300 bp ซึ่งตรงกับขนาดพลาสมิด pET28a(+) ประมาณ 5,400 bp 
รวมกับ SA22 ขนาดประมาณ 2,900 bp แสดงว่าโคลนนั้นมียีนประมวลรหัสอินูลิเนสอยู่ จึงน้าโคลน
ที่ได้เลือกไว้ส่งไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ และท้าการเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ต่อไป 

 

 

 

รูปที่ 5-19 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis แสดงการแยกพลาสมิด 
             pET28a-SA22 ที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I  
เลน M  1 kb DNA Ladder (200 ng/เลน) 
เลน 7      pET28a-SA2 clone 7 
เลน P pET28a-SA34 clone 2 (positive control) 
เลน U พลาสมิดที่ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  
เลน C พลาสมิดที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  
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 เมื่อท้าการตัด pET28a-SA34 ทั้งโคลน 2 และ 9 ด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I และ Xho 
I (รูปที่ 5-20) แล้ว ได้ส่วนของเวกเตอร์ pET28a ขนาดประมาณ 5,400 bp มา เชื่อมต่อกับ SA34 
ขนาดประมาณ 2,900 bp ซึ่งเมื่อรวมขนาดทั้ง 2 มีประมาณ 8,300 bp ตรงกับโคลนของ pET28a-
SA22 แสดงว่าโคลนนั้นมียีนประมวลรหัสอินูลิเนสอยู่ จึงน้าโคลนที่ได้เลือกไว้ส่งไปวิเคราะห์ล้าดั บ    
นิวคลีโอไทด์ และท้าการเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์จากทั้งโคลน pGEMSA22 โคลน 7 และ 
pGEMSA34 โคลน 2 และ 9 ต่อไป 

 

 

 

 

รูปที่ 5-20 แสดงผลการรัน 0.8% agarose gel electrophoresis แสดงตรวจสอบพลาสมิด 
             pET28a-SA34 ด้วยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ Nde I และ Xho I 
เลน M        200 ng 1 kb DNA Ladder  
เลน pET28a         พลาสมิด pET28a 
เลน 2, 9       pET28a-SA34 โคลน 2, 9     
เลน U       พลาสมิดที่ไม่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  
เลน C       พลาสมิดที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ  
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จากการส่งรีคอมบิแนนท์โคลน pET28a-SA22 โคลนที่ 7 ไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 
เปรียบเทียบโดยใช้ Clustal Omega (รูปที่ 5-21) เห็นได้ว่า pET28a-SA22 โคลนที่ 7 มีล้าดับ            
นิวคลีโอไทด์เหมือนกับต้นแบบคือ SA22 

                      *        20         *        40         *        60         *        80        
Sam23877   : ---------------------------------------------------------------------------ATGCG :    5 
pET28SA22-7: ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCGAACCCGTGCAATGCG :   80 
SA22       : ---------------------------------------------------------------------------ATGCG :    5 
                                                                                        ATGCG        
                                                                                                     
                      *       100         *       120         *       140         *       160        
Sam23877   : AACCCGTGCACCAT------CGAGAGCCGCGACCGGACACGGTCTGGTGCGTCTGCTGCTCGCACTCGCGATATGCCTGG :   79 
pET28SA22-7: AACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATGCCTGG :  160 
SA22       : AACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATGCCTGG :   85 
             AACCCGTGCACCATcgagatCcgcgaCCGCGACCaGgagCGGTCTGcTGCGcCTGCTGCTCGCgCTCGCGATATGCCTGG        
                                                                                                     
                      *       180         *       200         *       220         *       240        
Sam23877   : GCCTGACATCACCCCTGATGACGCAGACCGCCGACGCGGCCGGGACCAGCCTGTCCAACCCCGACTTCGAGTCCGGCGAC :  159 
pET28SA22-7: GTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCGGCGAC :  240 
SA22       : GTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCGGCGAC :  165 
             GtCTGACATCACCCCTGATGACGCAGcCCGCaGgCGCGaCCGGaACCAcaCTGaCgAACCCCGgCTTCGAGTCCGGCGAC        
                                                                                                     
                      *       260         *       280         *       300         *       320        
Sam23877   : CTCAGCGGCTGGACCACCACCGGAACCGCCTTCACCGGAGCGGTCACCGACGACCCGGGCTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  239 
pET28SA22-7: CTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  320 
SA22       : CTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  245 
             CTCAGCGGCTGGgCCACgACgGGAACCGCgTTCAaCGGAGCGGTCACCGACaAggCaGGgTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT        
                                                                                                     
                      *       340         *       360         *       380         *       400        
Sam23877   : CAACCAGCAGGGCTCCTACCACCTGTGGGGATTCGCCGCGGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGCTGACGTCCGAGCCGT :  319 
pET28SA22-7: CAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGAGCCGT :  400 
SA22       : CAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGAGCCGT :  325 
             CAACCAGCAGGGCTCCTACCAtCTtTGGGGATTCGCCGCcGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGgTGACGTCCGAGCCGT        
                                                                                                     
                      *       420         *       440         *       460         *       480        
Sam23877   : TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGCCCTGGTCTCCGGCGGCCGCAACGAGAACGACCTCTACGCGGCCCTGACG :  399 
pET28SA22-7: TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCCTCACC :  480 
SA22       : TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCCTCACC :  405 
             TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGtCCTGacCTCCGGCGGCCGtAACGAcAACGACCTCTACGtcGCCCTcACc        
                                                                                                     
                      *       500         *       520         *       540         *       560        
Sam23877   : ACCCTCGACGGAACCGTTCTGCACAAGGCCACCGGGACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGCCCGCGA :  479 
pET28SA22-7: ACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTCCGCGA :  560 
SA22       : ACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTCCGCGA :  485 
             ACCCTCGACGGAACCGTcCTGCACAAGGCCACCGGcACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGtCCGCGA        
                                                                                                     
                      *       580         *       600         *       620         *       640        
Sam23877   : ACACCTCGGCAAGCAACTGCGCGTCACCGTCGTGGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGACGTCC :  559 
pET28SA22-7: GCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCAACGACGTCC :  640 
SA22       : GCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCAACGACGTCC :  565 
             gCACCTCGGCgAGCAACTGCGCGTCACCGcCGTcGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCaACGACGTCC        
                                                                                                     
                      *       660         *       680         *       700         *       720        
Sam23877   : GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCCAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCACCGAGGGGAAGGGCACC :  639 
pET28SA22-7: GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGGCTTCAGCGAGGGGCAGGGCACC :  720 
SA22       : GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGGCTTCAGCGAGGGGCAGGGCACC :  645 
             GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCgAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGgCTTCAgCGAGGGGcAGGGCACC        
                                                                                                     
                      *       740         *       760         *       780         *       800        
Sam23877   : ACGACCAGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGACCCCGTCAGCTACGTCTTCACCGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGCGA :  719 
pET28SA22-7: ACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGTGA :  800 
SA22       : ACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGTGA :  725 
             ACGACCcGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGAtCCCaTCAGCTACGTCTTCAaCGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGtGA        
                                                                                                     
                      *       820         *       840         *       860         *       880        
Sam23877   : CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAAGCCGACGGCGTACTCTCCGGCGCGCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  799 
pET28SA22-7: CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  880 
SA22       : CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  805 
             CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAgGCCGACGGtGTgCTCgCCGGCGCcCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA        
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                      *       900         *       920         *       940         *       960        
Sam23877   : CCCGCGCCGCGGCGCAGACACAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTCGAGGCATGGGTCGCACCGCGCGCGTTCGAGTGG :  879 
pET28SA22-7: CCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCGAGTGG :  960 
SA22       : CCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCGAGTGG :  885 
             CCCGCGCCGCGtCaCAGACgCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTgGAGGCgTGGGTCGCgCCaCGCGCGTTCGAGTGG        
                                                                                                    
                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
Sam23877   : GGAGACGACGGCAAACCGTCGGCCGTCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGCGGCCTCTCCCTCGGGGTCGGCCG :  959 
pET28SA22-7: GGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTCGGCCG : 1040 
SA22       : GGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTCGGCCG :  965 
             GGAGACGACGGCAAACCGTCcGCCGcCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGgGGCtTCTCCCTCGGtGTCGGCCG        
                                                                                                     
                      *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
Sam23877   : ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGCACCGGCGACGCGTGGCACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCGGCGGCCCTGGCCG : 1039 
pET28SA22-7: ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCTGGCCG : 1120 
SA22       : ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCTGGCCG : 1045 
             ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGaACCGGCGACGCGTGGtACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCcGCaGCCCTGGCCG                                                                                                                              

                                                                   *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
Streptomyc : CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCCGCCGTGTTCGCTCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTGAACGGCGAGCAGGTC : 1119 
pET28SA22-7: CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAACAGGTC : 1200 
SA22       : CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAACAGGTC : 1125 
             CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCaGCCGTGTTCGCcCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTcAACGGCGAaCAGGTC        
                                                                                                     
                      *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
Sam23877   : GCCGAGGCCGCCGTCCCCACCGGCGCGCGGCTGGCCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1199 
pET28SA22-7: GCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGGCTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1280 
SA22       : GCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGGCTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1205 
             GCCcAGaCCGCCaTCCCCACCacCGCGCGGCTGaCCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC        
                                                                                                     
                      *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
Sam23877   : GATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGACTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGCGCCCTCGCCC : 1279 
pET28SA22-7: CATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGTGCCCTCACCC : 1360 
SA22       : CATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGTGCCCTCACCC : 1285 
             cATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGtCTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGtGCCCTCaCCC        
                                                                                                     
                      *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
Sam23877   : CCGCGGCGGTCACGGCCGGCCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCGGGCGGCACCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1359 
pET28SA22-7: CGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1440 
SA22       : CGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1365 
             CgGCcGCGGTCACGGCCGGtCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCaGGgGGCgCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG        
                                                                                                     
                      *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
Sam23877   : GACCGCTCCCGGTACGACGGTGACCGCTACCGTCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAGCCCCA : 1439 
pET28SA22-7: GACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAACCCCA : 1520 
SA22       : GACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAACCCCA : 1445 
             GACCGtTCaCGcTACGACGGTGACCGCTACCGcCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAaCCCCA        
                                                                                                     
                      *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
Sam23877   : CGCCCCCATCCAGTACAAGGGCAAATACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCGCCT : 1519 
pET28SA22-7: CGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCT : 1600 
SA22       : CGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCT : 1525 
             CGCCCCaATCCAGTACAAGGGCAAgTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCagCT        
                                                                                                     
                      *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        
Sam23877   : GGGGGCACGCGGTGAGCGAGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCCCTCGCGCCCACCGAGGACACCGTGGCC : 1599 
pET28SA22-7: GGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCC : 1680 
SA22       : GGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCC : 1605 
             GGGGaCACGCGGTGAGtGcGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCaCTCGCGCCCACCGAGGACAgCGTGGCC        
                                                                                                     
                      *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        
Sam23877   : CCCGACGGGGTCTGGTCCGGCGATGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCCGGCAATGACTC : 1679 
pET28SA22-7: CCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTC : 1760 
SA22       : CCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTC : 1685 
             CCCGACGGGGTCTGGTCCGGtGAcGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCtGGCAAcGACTC        
                                                                                                     
                      *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        
Sam23877   : CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACC : 1759 
pET28SA22-7: CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACC : 1840 
SA22       : CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACC : 1765 
             CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACC        
                                                                                                     
                      *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        
Streptomyc : CCACCCTCGTCACCAGCCAGACCGCCGACCTGAACGTCGGTGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGCGACTTCCGCGACCCC : 1839 
pET28SA22-7: CCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCC : 1920 
SA22       : CCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCC : 1845 
             CCACCCTgGTCACCAGCCAGAgCGCCGACCTGAACGTCGGcGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGtGACTTCCGCGACCCC        
                                                                                                     
                      *      1940         *      1960         *      1980         *      2000        
Sam23877   : TTCGTCTGGAAGGAGGGCGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCCGGCGTCCAGACCACCGACGGCAAGGACATCGGCGG : 1919 
pET28SA22-7: TTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGG : 2000 
SA22       : TTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGG : 1925 
             TTCGTCTGGAAGGAGGGaGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCgGGCGTCCAGAgCACttcCGGCAccGACATCGGCGG        
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                      *      2020         *      2040         *      2060         *      2080        
Sam23877   : CACCGCGCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACCTACTCGGGCCCTCTGATGACCGGTGACGTGGCGGCCC : 1999 
pET28SA22-7: TACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCC : 2080 
SA22       : TACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCC : 2005 
             tACCGCcCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACgTACTCGGGCCCcCTGATGgtCGGTGACGTGGCaGCCC        

                      *      2100         *      2120         *      2140         *      2160        
Sam23877   : ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTTCCCATCGGAAAGGACGCCCAGGGCCGCGAGCGCCGGGCC : 2079 
pET28SA22-7: ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCC : 2160 
SA22       : ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCC : 2085 
             ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTgCCCATCGGcAAGGACGCCCAaGGCCGCGAaCGCCGGGCC        
                                                                               
                      *      2180         *      2200         *      2220         *      2240        
Sam23877   : CTGCTCATCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAGTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2159 
pET28SA22-7: CTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2240 
SA22       : CTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2165 
             CTGCTCgTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAaTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA                                                                                                           

                 *      2260         *      2280         *      2300         *      2320        
Sam23877   : CGCCCAGGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAGCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2239 
pET28SA22-7: CGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2320 
SA22       : CGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2245 
             CGCCCAaGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAaCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG        
                                                                                                     
                      *      2340         *      2360         *      2380         *      2400        
Sam23877   : GAACAGTGGACGACAAGGGCCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGTCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2319 
pET28SA22-7: GAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2400 
SA22       : GAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2325 
             GAACgGTGGACGACAAGGGaCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGgCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC        
                                                                                                     
                      *      2420         *      2440         *      2460         *      2480        
Sam23877   : GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGTGACCTCGGATTCCGCCCCGTGGAGGA : 2399 
pET28SA22-7: GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTCGAGGA : 2480 
SA22       : GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTCGAGGA : 2405 
             GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGaGACCTCGGATTCCGCCCCGTcGAGGA        
                                                                                                     
                      *      2500         *      2520         *      2540         *      2560        
Sam23877   : GGTCTCCCGCCTCCACACCGGCGAACCACTCCTGGACATCAGCACGCCGACCACTCTCGCCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2479 
pET28SA22-7: GGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2560 
SA22       : GGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2485 
             GGTCTCCCGCCTtCACACCGGCGAACCgCTCCTGGACATCAGCgaaCCcACCtCcCTCaCCGACGCCAACACCCGCCTGG        
                                                                                                     
                      *      2580         *      2600         *      2620         *      2640        
Streptomyc : CCGGCATCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTCACCCTGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGACTCGACGTGCTC : 2559 
pET28SA22-7: CCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACGTACTC : 2640 
SA22       : CCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACGTACTC : 2565 
             CCGGCgTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTgACgaTGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGgCTCGACGTaCTC        
                                                                                                     
                      *      2660         *      2680         *      2700         *      2720        
Sam23877   : CGCAGCCCCGGGGACGAAGAACGCACCCGCCTCTTCTACGACGCCCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGCTC : 2639 
pET28SA22-7: CGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGATC : 2720 
SA22       : CGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGATC : 2645 
             CGCAGCCCgGGaGACGAAGAACGCACCCGCCTgTTCTACGACGCtCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGaTC        
                                                                                                     
                      *      2740         *      2760         *      2780         *      2800        
Sam23877   : CGGGAACAACTCCAGTGCCGAACCCGGCTTCGGTATCCACAAGGGCCCGCTGGCTCTCTCCCACGGCACCCTGACCCTCG : 2719 
pET28SA22-7: CGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGACACTCG : 2800 
SA22       : CGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGACACTCG : 2725 
             CGGGAACAACTCCAGcGCCGAgCCgaaCTTCGGcATCCACAAaGGCCCGtTGaCgCTCTCCaACGGCACCCTGACaCTCG        
                                                                                                     
                      *      2820         *      2840         *      2860         *      2880        
Sam23877   : ACGTGTTCCTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2799 
pET28SA22-7: ACGTGTTCGTCGACCGCCCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2880 
SA22       : ACGTGTTCGTCGACCGCCCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2805 
             ACGTGTTCgTCGACCGCcCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC        
                                                                                                     
                      *      2900         *      2920         *      2940         *      2960        
Sam23877   : CAGGACTCCCTTGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGCACCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2879 
pET28SA22-7: CAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2960 
SA22       : CAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2885 
             CAGGACTCCCTcGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGtgtCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC        
                            
                            
Sam23877   : CGACTGA : 2886 
pET28SA22-7: CGACTAA : 2967 
SA22       : CGACTAA : 2892 
             CGACTaA        
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เมื่อท้าการวิเคราะห์โคลน pET28a-SA22 โคลน 7 เปรียบเทียบโดยใช้ Clustal Omega 
โดยน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาแปลเป็นล้าดับกรดอะมิโนด้วย Expasy Bioinformatics Resource 
Portal และน้ากรดอะมิโน pET28a-SA22 โคลน 7 มาเปรียบเทียบกับ SA22 ซึ่งเป็นต้นแบบ พบว่า
ทั้ง 2 โคลนมีล้าดับกรดอะมิโนที่เหมือนกัน (รูปที่5-22)  

                                                                                                   
                                                                                                    
                      *        20         *        40         *        60         *        80       
pET28aSA22 : MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRTRAMRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD :  80 
SA22       : -------------------------MRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD :  55 
Sam23877   : -------------------------MRTRAPSRA--ATGHGLVRLLLALAICLGLTSPLMTQTADAAGTSLSNPDFESGD :  53 
                                      MRTRAPSRsatATrsGL6RLLLALAICLGLTSPLMTQpAgAtGT3L3NPgFESGD       
                                                                                                    
                      *       100         *       120         *       140         *       160       
pET28aSA22 : LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT : 160 
SA22       : LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT : 135 
Sam23877   : LSGWTTTGTAFTGAVTDDPGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTLTSEPFTLTGTGMVSALVSGGRNENDLYAALT : 133 
             LSGWaTTGTAFnGAVTDkaGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGT6TSEPFTLTGTGMVSvLtSGGRNdNDLYvALT       
                                                                                                    
                      *       180         *       200         *       220         *       240       
pET28aSA22 : TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLNDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWGFSEGQGT : 240 
SA22       : TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLNDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWGFSEGQGT : 215 
Sam23877   : TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDAREHLGKQLRVTVVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSQRGLAAHWDFTEGKGT : 213 
             TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDvREHLGeQLRVTaVDKATGGWGHINL1DVRVGTDPAPDPS2RGLAAHWgF3EGqGT       
                                                                                                    
                      *       260         *       280         *       300         *       320       
pET28aSA22 : TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 320 
SA22       : TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 295 
Sam23877   : TTREKVSQAADPVSYVFTDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLSGALLFDGYSTWVTRAAAQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 293 
             TTREKVSQAADP6SYVFnDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLaGALLFDGYSTWVTRAAsQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW       
                                                                                                    
                      *       340         *       360         *       380         *       400       
pET28aSA22 : GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 400 
SA22       : GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 375 
Sam23877   : GDDGKPSAVVNQQDKAAKRGLSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWHEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 373 
             GDDGKPSAaVNQQDKAAKRGfSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWyEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV       
                                                                                                    
                      *       420         *       440         *       460         *       480       
pET28aSA22 : AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALTPAAVTAGHQKDVQTFAGGATPKARMEM : 480 
SA22       : AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALTPAAVTAGHQKDVQTFAGGATPKARMEM : 455 
Sam23877   : AEAAVPTGARLAKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALAPAAVTAGHQKDVQTFAGGTTPKARMEM : 453 
             A2tA6PTtARLtKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALtPAAVTAGHQKDVQTFAGGaTPKARMEM       
                                                                                                    
                      *       500         *       520         *       540         *       560       
pET28aSA22 : DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA : 560 
SA22       : DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA : 535 
Sam23877   : DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNIAWGHAVSEDLVHWRDLPVALAPTEDTVA : 533 
             DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNIsWGHAVSaDLVHWRDLPVALAPTED3VA       
                                                                                                    
                      *       580         *       600         *       620         *       640       
pET28aSA22 : PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRKVRFGDFRDP : 640 
SA22       : PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRKVRFGDFRDP : 615 
Sam23877   : PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQTADLNVGAGRKVRFGDFRDP : 613 
             PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQ3ADLNVGAGRKVRFGDFRDP       
                                                                                                    
                      *       660         *       680         *       700         *       720       
pET28aSA22 : FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 720 
SA22       : FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 695 
Sam23877   : FVWKEGDTWFQLMGSGVQTTDGKDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMTGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 693 
             FVWKEGDTWFQLMGSGVQ3TsGtDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMvGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA       
 
                      *       740         *       760         *       780         *       800       
pET28aSA22 : LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDA : 800 
SA22       : LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDA : 775 
Sam23877   : LLINPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDA : 773 
             LL6NPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDA       
 
                     *       820         *       840         *       860         *       880       
pET28aSA22 : GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL : 880 
SA22       : GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL : 855 
Sam23877   : GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISTPTTLADANTRLAGIKGDMLHIKLTLERGSADTFGLDVL : 853 
             GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISePT3LtDANTRLAG6KGDMLHIKLT6ERGSADTFGLDVL       

 
รูปที่ 5-22 แสดงล้าดับกรดอะมิโนซึ่งแปลรหัสจากยีนประมวลรหัสอินูลิเนส SA22 ที่เชื่อมกับ 
              pET28a 
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ full inulinaseF´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ full 
inulinaseR´ 
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                      *       900         *       920         *       940         *       960       
pET28aSA22 : RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRPMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 960 
SA22       : RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRPMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 935 
Sam23877   : RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPGFGIHKGPLALSHGTLTLDVFLDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 933 
             RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPnFGIHKGPLtLSnGTLTLDVF6DRpMVEAYANNHKSITTRAYPFR       
                                                
                      *       980               
pET28aSA22 : QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD : 988 
SA22       : QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD : 963 
Sam23877   : QDSLGLRLFGDGSTVKSMTVWKMGNMTD : 961 
             QDSLGLRLFGDGSvVKSMTVWKMGNMTD       
                                                                                                 

รูปที่ 5-22 (ต่อเนื่อง) 
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จากการส่งรีคอมบิแนนท์โคลน pET28a-SA34 ทั้งโคลนที่ 2 และ9 ไปวิเคราะห์ล้าดับ          
นิวคลีโอไทด์ และท้าการเปรียบเทียบโดยใช้ Clustal Omega (รูปที่ 5-23) เห็นได้ว่า pET28a-SA34 
ทั้งโคลนที่ 2 และ9 มีล้าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับต้นแบบคือ SA34 จึงน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์แปลเป็น
กรดอะมิโนเพ่ือท้าการเปรียบเทียบต่อไป 

                                                                                                     
                      *        20         *        40         *        60         *        80        
Sam23877   : ---------------------------------------------------------------------------ATGCG :    5 
SA34       : ---------------------------------------------------------------------------ATGCG :    5 
pET28SA34-2: ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCGAACCCGTGCAATGCG :   80 
pET28SA34-9: ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCGAACCCGTGCAATGCG :   80 
                                                                                        ATGCG        
                                                                                                     
                      *       100         *       120         *       140         *       160        
Sam23877   : AACCCGTGCACCAT------CGAGAGCCGCGACCGGACACGGTCTGGTGCGTCTGCTGCTCGCACTCGCGATATGCCTGG :   79 
SA34       : AACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATGCCTGG :   85 
pET28SA34-2: AACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATGCCTGG :  160 
pET28SA34-9: AACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATGCCTGG :  160 
             AACCCGTGCACCATcgagatCcgcgaCCGCGACCaGgagCGGTCTGcTGCGcCTGCTGCTCGCgCTCGCGATATGCCTGG        
                                                                                                     
                      *       180         *       200         *       220         *       240        
Sam23877   : GCCTGACATCACCCCTGATGACGCAGACCGCCGACGCGGCCGGGACCAGCCTGTCCAACCCCGACTTCGAGTCCGGCGAC :  159 
SA34       : GTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCGGCGAC :  165 
pET28SA34-2: GTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCGGCGAC :  240 
pET28SA34-9: GTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCGGCGAC :  240 
             GtCTGACATCACCCCTGATGACGCAGcCCGCaGgCGCGaCCGGaACCAcaCTGaCgAACCCCGgCTTCGAGTCCGGCGAC        
                                                                                                     
                      *       260         *       280         *       300         *       320        
Sam23877   : CTCAGCGGCTGGACCACCACCGGAACCGCCTTCACCGGAGCGGTCACCGACGACCCGGGCTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  239 
SA34       : CTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  245 
pET28SA34-2: CTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  320 
pET28SA34-9: CTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  320 
             CTCAGCGGCTGGgCCACgACgGGAACCGCgTTCAaCGGAGCGGTCACCGACaAggCaGGgTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT        
                                                                                                     
                      *       340         *       360         *       380         *       400        
Sam23877   : CAACCAGCAGGGCTCCTACCACCTGTGGGGATTCGCCGCGGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGCTGACGTCCGAGCCGT :  319 
SA34       : CAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGAGCCGT :  325 
pET28SA34-2: CAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGAGCCGT :  400 
pET28SA34-9: CAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGAGCCGT :  400 
             CAACCAGCAGGGCTCCTACCAtCTtTGGGGATTCGCCGCcGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGgTGACGTCCGAGCCGT        
                                                                                                     
                      *       420         *       440         *       460         *       480        
Sam23877   : TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGCCCTGGTCTCCGGCGGCCGCAACGAGAACGACCTCTACGCGGCCCTGACG :  399 
SA34       : TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCCTCACC :  405 
pET28SA34-2: TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCCTCACC :  480 
pET28SA34-9: TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCCTCACC :  480 
             TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGtCCTGacCTCCGGCGGCCGtAACGAcAACGACCTCTACGtcGCCCTcACc        
                                                                                                     
                      *       500         *       520         *       540         *       560        
Sam23877   : ACCCTCGACGGAACCGTTCTGCACAAGGCCACCGGGACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGCCCGCGA :  479 
SA34       : ACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTCCGCGA :  485 
pET28SA34-2: ACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTCCGCGA :  560 
pET28SA34-9: ACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTCCGCGA :  560 
             ACCCTCGACGGAACCGTcCTGCACAAGGCCACCGGcACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGtCCGCGA        
                                                                                                     
                      *       580         *       600         *       620         *       640        
Sam23877   : ACACCTCGGCAAGCAACTGCGCGTCACCGTCGTGGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGACGTCC :  559 
SA34       : GCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGACGTCC :  565 
pET28SA34-2: GCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGACGTCC :  640 
pET28SA34-9: GCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGACGTCC :  640 
             gCACCTCGGCgAGCAACTGCGCGTCACCGcCGTcGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGACGTCC        
                                                                                                     
                      *       660         *       680         *       700         *       720        
Sam23877   : GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCCAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCACCGAGGGGAAGGGCACC :  639 
SA34       : GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCAGCGAGGGGCAGGGCACC :  645 
pET28SA34-2: GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCAGCGAGGGGCAGGGCACC :  720 
pET28SA34-9: GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCAGCGAGGGGCAGGGCACC :  720 
             GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCgAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCAgCGAGGGGcAGGGCACC        

รูปที่ 5-23 แสดงล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนประมวลรหัสอินูลิเนส SA34 ที่เชื่อมกับ pET28a 
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ full inulinaseF´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ full 

inulinaseR´                                                                                                    
 

 



 

 

62 

                      *       740         *       760         *       780         *       800        
Sam23877   : ACGACCAGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGACCCCGTCAGCTACGTCTTCACCGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGCGA :  719 
SA34       : ACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCTGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGCGA :  725 
pET28SA34-2: ACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCTGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGCGA :  800 
pET28SA34-9: ACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCTGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGCGA :  800 
             ACGACCcGGGAGAAGGTCAGCCAGGCtGCCGAtCCCaTCAGCTACGTCTTCAaCGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGCGA        
                                                                                                     
                      *       820         *       840         *       860         *       880        
Sam23877   : CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAAGCCGACGGCGTACTCTCCGGCGCGCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  799 
SA34       : CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  805 
pET28SA34-2: CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  880 
pET28SA34-9: CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  880 
             CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAgGCCGACGGtGTgCTCgCCGGCGCcCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA        
 

                                          *       900         *       920         *       940         *       960        
Sam23877   : CCCGCGCCGCGGCGCAGACACAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTCGAGGCATGGGTCGCACCGCGCGCGTTCGAGTGG :  879 
SA34       : CCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCGAGTGG :  885 
pET28SA34-2: CCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCGAGTGG :  960 
pET28SA34-9: CCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCGAGTGG :  960 
             CCCGCGCCGCGtCaCAGACgCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTgGAGGCgTGGGTCGCgCCaCGCGCGTTCGAGTGG        
                                                                                                     
                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
Sam23877   : GGAGACGACGGCAAACCGTCGGCCGTCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGCGGCCTCTCCCTCGGGGTCGGCCG :  959 
SA34       : GGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTCGGCCG :  965 
pET28SA34-2: GGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTCGGCCG : 1040 
pET28SA34-9: GGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTCGGCCG : 1040 
             GGAGACGACGGCAAACCGTCcGCCGcCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGgGGCtTCTCCCTCGGtGTCGGCCG        
                                                                                                     
                      *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
Sam23877   : ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGCACCGGCGACGCGTGGCACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCGGCGGCCCTGGCCG : 1039 
SA34       : ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCTGGCCG : 1045 
pET28SA34-2: ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCTGGCCG : 1120 
pET28SA34-9: ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCTGGCCG : 1120 
             ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGaACCGGCGACGCGTGGtACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCcGCaGCCCTGGCCG        
                                                                                                     
                      *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
Sam23877   : CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCCGCCGTGTTCGCTCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTGAACGGCGAGCAGGTC : 1119 
SA34       : CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAACAGGTC : 1125 
pET28SA34-2: CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAACAGGTC : 1200 
pET28SA34-9: CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAACAGGTC : 1200 
             CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCaGCCGTGTTCGCcCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTcAACGGCGAaCAGGTC        
                                                                                                     
                      *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
Sam23877   : GCCGAGGCCGCCGTCCCCACCGGCGCGCGGCTGGCCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1199 
SA34       : GCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGACTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1205 
pET28SA34-2: GCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGACTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1280 
pET28SA34-9: GCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGACTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1280 
             GCCcAGaCCGCCaTCCCCACCacCGCGCGaCTGaCCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC        
                                                                                                     
                      *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
Sam23877   : GATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGACTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGCGCCCTCGCCC : 1279 
SA34       : CATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGCGAAGATCCACAACAGTGCCCTCACCC : 1285 
pET28SA34-2: CATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGCGAAGATCCACAACAGTGCCCTCACCC : 1360 
pET28SA34-9: CATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGCGAAGATCCACAACAGTGCCCTCACCC : 1360 
             cATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGtCTCATCGACGAGGcGAAGATCCACAACAGtGCCCTCaCCC        
                                                                                                     
                      *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
Sam23877   : CCGCGGCGGTCACGGCCGGCCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCGGGCGGCACCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1359 
SA34       : CGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACGGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1365 
pET28SA34-2: CGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACGGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1440 
pET28SA34-9: CGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACGGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1440 
             CgGCcGCGGTCACGGCCGGtCACCAGAAGGACGTACgGACCTTCGCaGGgGGCgCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG        
                                                                                                     
                      *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
Sam23877   : GACCGCTCCCGGTACGACGGTGACCGCTACCGTCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAGCCCCA : 1439 
SA34       : GACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAACCCCA : 1445 
pET28SA34-2: GACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAACCCCA : 1520 
pET28SA34-9: GACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAACCCCA : 1520 
             GACCGtTCaCGcTACGACGGTGACCGCTACCGcCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAaCCCCA        
                                                                                                     
                      *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
Sam23877   : CGCCCCCATCCAGTACAAGGGCAAATACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCGCCT : 1519 
SA34       : CGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCT : 1525 
pET28SA34-2: CGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCT : 1600 
pET28SA34-9: CGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCT : 1600 
             CGCCCCaATCCAGTACAAGGGCAAgTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCagCT        
                                                                                                     
                      *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        
Sam23877   : GGGGGCACGCGGTGAGCGAGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCCCTCGCGCCCACCGAGGACACCGTGGCC : 1599 
SA34       : GGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCC : 1605 
pET28SA34-2: GGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCC : 1680 
pET28SA34-9: GGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCC : 1680 
             GGGGaCACGCGGTGAGtGcGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCaCTCGCGCCCACCGAGGACAgCGTGGCC                                                                                                       

รูปที่ 5-23 (ต่อเนื่อง) 
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              *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        
Sam23877   : CCCGACGGGGTCTGGTCCGGCGATGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCCGGCAATGACTC : 1679 
SA34       : CCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTC : 1685 
pET28SA34-2: CCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTC : 1760 
pET28SA34-9: CCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTC : 1760 
             CCCGACGGGGTCTGGTCCGGtGAcGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCtGGCAAcGACTC        
                                                                                                     
                      *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        
Sam23877   : CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACC : 1759 
SA34       : CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGGGTGGAAGATGCACC : 1765 
pET28SA34-2: CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGGGTGGAAGATGCACC : 1840 
pET28SA34-9: CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGGGTGGAAGATGCACC : 1840 
             CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGgGTGGAAGATGCACC        

             *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        
Sam23877   : CCACCCTCGTCACCAGCCAGACCGCCGACCTGAACGTCGGTGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGCGACTTCCGCGACCCC : 1839 
SA34       : CCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAGGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCC : 1845 
pET28SA34-2: CCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAGGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCC : 1920 
pET28SA34-9: CCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAGGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCC : 1920 
             CCACCCTgGTCACCAGCCAGAgCGCCGACCTGAACGTCGGcGCCGGACGCAgGGTCCGCTTCGGtGACTTCCGCGACCCC        
                                                                                                     
                      *      1940         *      1960         *      1980         *      2000        
Sam23877   : TTCGTCTGGAAGGAGGGCGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCCGGCGTCCAGACCACCGACGGCAAGGACATCGGCGG : 1919 
SA34       : TTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGG : 1925 
pET28SA34-2: TTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGG : 2000 
pET28SA34-9: TTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGG : 2000 
             TTCGTCTGGAAGGAGGGaGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCgGGCGTCCAGAgCACttcCGGCAccGACATCGGCGG        
                                                                                                     
                      *      2020         *      2040         *      2060         *      2080        
Sam23877   : CACCGCGCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACCTACTCGGGCCCTCTGATGACCGGTGACGTGGCGGCCC : 1999 
SA34       : TACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCC : 2005 
pET28SA34-2: TACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCC : 2080 
pET28SA34-9: TACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCC : 2080 
             tACCGCcCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACgTACTCGGGCCCcCTGATGgtCGGTGACGTGGCaGCCC        
                                                                                                     
                      *      2100         *      2120         *      2140         *      2160        
Sam23877   : ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTTCCCATCGGAAAGGACGCCCAGGGCCGCGAGCGCCGGGCC : 2079 
SA34       : ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCC : 2085 
pET28SA34-2: ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCC : 2160 
pET28SA34-9: ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCC : 2160 
             ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTgCCCATCGGcAAGGACGCCCAaGGCCGCGAaCGCCGGGCC        
                                                                                                     
                      *      2180         *      2200         *      2220         *      2240        
Sam23877   : CTGCTCATCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAGTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2159 
SA34       : CTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2165 
pET28SA34-2: CTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2240 
pET28SA34-9: CTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2240 
             CTGCTCgTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAaTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA        
                                                                                                     
                      *      2260         *      2280         *      2300         *      2320        
Sam23877   : CGCCCAGGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAGCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2239 
SA34       : CGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2245 
pET28SA34-2: CGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2320 
pET28SA34-9: CGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2320 
             CGCCCAaGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAaCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG        
                                                                                                     
                      *      2340         *      2360         *      2380         *      2400        
Sam23877   : GAACAGTGGACGACAAGGGCCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGTCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2319 
SA34       : GAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2325 
pET28SA34-2: GAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCACCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2400 
pET28SA34-9: GAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCACCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2400 
             GAACgGTGGACGACAAGGGaCGCTCCCTCGTCTTCAGCATC CCCAGGACCGgCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC        
                                                                                                     
                      *      2420         *      2440         *      2460         *      2480        
Sam23877   : GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGTGACCTCGGATTCCGCCCCGTGGAGGA : 2399 
SA34       : GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTCGAGGA : 2405 
pET28SA34-2: GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTCGAGGA : 2480 
pET28SA34-9: GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTCGAGGA : 2480 
             GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGaGACCTCGGATTCCGCCCCGTcGAGGA        
                                                                                                     
                      *      2500         *      2520         *      2540         *      2560        
Sam23877   : GGTCTCCCGCCTCCACACCGGCGAACCACTCCTGGACATCAGCACGCCGACCACTCTCGCCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2479 
SA34       : GGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2485 
pET28SA34-2: GGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2560 
pET28SA34-9: GGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2560 
             GGTCTCCCGCCTtCACACCGGCGAACCgCTCCTGGACATCAGCgaaCCcACCtCcCTCaCCGACGCCAACACCCGCCTGG        
                                                                                                     
                      *      2580         *      2600         *      2620         *      2640        
Sam23877   : CCGGCATCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTCACCCTGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGACTCGACGTGCTC : 2559 
SA34       : CCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACGTACTC : 2565 
pET28SA34-2: CCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACGTACTC : 2640 
pET28SA34-9: CCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACGTACTC : 2640 
             CCGGCgTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTgACgaTGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGgCTCGACGTaCTC        

รูปที่ 5-23 (ต่อเนื่อง)                                                                                                  
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              *      2660         *      2680         *      2700         *      2720        
Sam23877   : CGCAGCCCCGGGGACGAAGAACGCACCCGCCTCTTCTACGACGCCCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGCTC : 2639 
SA34       : CGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGATC : 2645 
pET28SA34-2: CGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGATC : 2720 
pET28SA34-9: CGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGATC : 2720 
             CGCAGCCCgGGaGACGAAGAACGCACCCGCCTgTTCTACGACGCtCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGaTC        
                                                                                                     
                      *      2740         *      2760         *      2780         *      2800        
Sam23877   : CGGGAACAACTCCAGTGCCGAACCCGGCTTCGGTATCCACAAGGGCCCGCTGGCTCTCTCCCACGGCACCCTGACCCTCG : 2719 
SA34       : CGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGACACTCG : 2725 
pET28SA34-2: CGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGACACTCG : 2800 
pET28SA34-9: CGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGACACTCG : 2800 
             CGGGAACAACTCCAGcGCCGAgCCgaaCTTCGGcATCCACAAaGGCCCGtTGaCgCTCTCCaACGGCACCCTGACaCTCG        

             *      2820         *      2840         *      2860         *      2880        
Sam23877   : ACGTGTTCCTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2799 
SA34       : ACGTGTTCGTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2805 
pET28SA34-2: ACGTGTTCGTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2880 
pET28SA34-9: ACGTGTTCGTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2880 
             ACGTGTTCgTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC        
                                                                                                     
                      *      2900         *      2920         *      2940         *      2960        
Sam23877   : CAGGACTCCCTTGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGCACCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2879 
SA34       : CAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2885 
pET28SA34-2: CAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2960 
pET28SA34-9: CAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2960 
             CAGGACTCCCTcGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGtgtCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC        
                            
                            
Sam23877   : CGACTGA : 2886 
SA34       : CGACTAA : 2892 
pET28SA34-2: CGACTAA : 2967 
pET28SA34-9: CGACTAA : 2967 
             CGACTaA        

รูปที่ 5-23 (ต่อเนื่อง) 
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เมื่อท้าการวิเคราะห์โคลน pET28a-SA34 โคลน 2 และ 9 เปรียบเทียบโดยใช้ Clustal 
Omega น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาแปลเป็นล้าดับกรดอะมิโนด้วย Expasy Bioinformatics 
Resource Portal และน้ากรดอะมิโน pET28a-SA34 โคลน 2 และ 9 มาเปรียบเทียบกับ SA34 ซึ่ง
เป็นต้นแบบ พบว่าทั้ง 3 โคลนมีล้าดับกรดอะมิโนที่เหมือนกัน (รูปที่5-24)  

                                                                                                   
                      *        20         *        40         *        60         *        80       
SA34       : -------------------------MRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD :  55 
Sam23877   : -------------------------MRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD :  55 
pET28SA34-2: MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRTRAMRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD :  80 
pET28SA34-9: MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRTRAMRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD :  80 
                                      MRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD       
                                                                                                    
                      *       100         *       120         *       140         *       160       
SA34       : LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT : 135 
Sam23877   : LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT : 135 
pET28SA34-2: LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT : 160 
pET28SA34-9: LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT : 160 
             LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT       
                                                                                                    
                      *       180         *       200         *       220         *       240       
SA34       : TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWDFSEGQGT : 215 
Sam23877   : TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWDFSEGQGT : 215 
pET28SA34-2: TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWDFSEGQGT : 240 
pET28SA34-9: TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWDFSEGQGT : 240 
             TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWDFSEGQGT       
                                                                                                    
                      *       260         *       280         *       300         *       320       
SA34       : TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 295 
Sam23877   : TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 295 
pET28SA34-2: TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 320 
pET28SA34-9: TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 320 
             TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW       
                                                                                                    
                      *       340         *       360         *       380         *       400       
SA34       : GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 375 
Sam23877   : GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 375 
pET28SA34-2: GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 400 
pET28SA34-9: GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 400 
             GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV       
                                                                                                    
                      *       420         *       440         *       460         *       480       
SA34       : AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEAKIHNSALTPAAVTAGHQKDVRTFAGGATPKARMEM : 455 
Sam23877   : AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEAKIHNSALTPAAVTAGHQKDVRTFAGGATPKARMEM : 455 
pET28SA34-2: AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEAKIHNSALTPAAVTAGHQKDVRTFAGGATPKARMEM : 480 
pET28SA34-9: AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEAKIHNSALTPAAVTAGHQKDVRTFAGGATPKARMEM : 480 
             AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEAKIHNSALTPAAVTAGHQKDVRTFAGGATPKARMEM       
                                                                                                    
                      *       500         *       520         *       540         *       560       
SA34       : DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA : 535 
Sam23877   : DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA : 535 
pET28SA34-2: DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA : 560 
pET28SA34-9: DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA : 560 
             DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA       
 
                      *       580         *       600         *       620         *       640       
SA34       : PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVGWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRRVRFGDFRDP : 615 
Sam23877   : PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVGWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRRVRFGDFRDP : 615 
pET28SA34-2: PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVGWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRRVRFGDFRDP : 640 
pET28SA34-9: PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVGWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRRVRFGDFRDP : 640 
             PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVGWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRRVRFGDFRDP       
                                                                                                    
                      *       660         *       680         *       700         *       720       
SA34       : FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 695 
Sam23877   : FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 695 
pET28SA34-2: FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 720 
pET28SA34-9: FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 720 
             FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA       

 
รูปที่ 5-24 แสดงล้าดับกรดอะมิโนซึ่งแปลรหัสจากยีนประมวลรหัสอินูลิเนส SA34 ที่เชื่อมกับ 
              pET28a 
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ full inulinaseF´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ full 
inulinaseR´ 
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                      *       740         *       760         *       780         *       800       
SA34       : LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDA : 775 
Sam23877   : LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDA : 775 
pET28SA34-2: LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSITQDRRTERAHYDA : 800 
pET28SA34-9: LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSITQDRRTERAHYDA : 800 
             LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSI QDRRTERAHYDA       
                                                                                                    
                      *       820         *       840         *       860         *       880       
SA34       : GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL : 855 
Sam23877   : GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL : 855 
pET28SA34-2: GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL : 880 
pET28SA34-9: GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL : 880 
             GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL                   
                                                                                     
                      *       900         *       920         *       940         *       960       
SA34       : RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 935 
Sam23877   : RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 935 
pET28SA34-2: RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 960 
pET28SA34-9: RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 960 
             RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFR       
                                                
                      *       980               
SA34       : QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD : 963 
Sam23877   : QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD : 963 
pET28SA34-2: QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD : 988 
pET28SA34-9: QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD : 988 
             QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD       
 

รูปที่ 5-24 (ต่อเนื่อง) 
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เนื่องจากทั้ง pET28a-SA22 และ pET28a-SA34 มีความเหมือนกับ putative endo-
inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 มากที่สุด ดังนั้นจึงได้ท้า            
การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ pET28a-SA22 และ pET28a-SA34 กับ putative endo-
inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (รูปที่ 5-25) 

เมื่อท้าการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่าง pET28a-SA22, pET28-SA34 และ 
putative endo-inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (Sam23877) โดย
ใช้ Clustal Omega พบว่ามีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกัน คือ   

บริเวณท่ี Sam23877 ต่างกับทั้ง pET28a-SA22, pET28-SA34 ที่ส้าคัญ 3 แห่ง คือ  
1. Sam23877 ไม่พบล้าดับนิวคลีโอไทด์ CCAGAT บริเวณต้าแหน่งที่ 95-100 แต่ pET28a-
SA22 และ pET28-SA34 พบ 
2. Sam23877 ในบริเวณต้าแหน่งที่ 112-116 พบล้าดับนิวคลีโอไทด์ GAGAG แต่ใน
pET28a-SA22 และ pET28-SA34 พบล้าดับนิวคลีโอไทด์ CGCGA  
3. Sam23877 ในบริเวณต้าแหน่งที่ 117-119 พบล้าดับนิวคลีโอไทด์ ACA แต่ pET28a-
SA22 และ pET28-SA34 พบล้าดับนิวคลีโอไทด์ เป็น GAG  
 
นอกจากนี้ พบว่า Sam23877 มีนิวคลีโอไทด์ต้าแหน่งอ่ืนๆ ที่ต่างกับ pET28a-SA22 และ 

pET28-SA34 ดังนี้  
มีต้าแหน่งที ่A เปลี่ยนเป็น T บริเวณ 1320, 2533  
มีต้าแหน่งที ่A เปลี่ยนเป็น C บริเวณ 187, 712, 727, 1619, 1982, 1988, 2130  
มีต้าแหน่งที ่T เปลี่ยนเป็น G บริเวณ 847, 2121, 2373, 2775  
มีต้าแหน่งที่ T เปลี่ยนเป็น C บริเวณ 132, 437, 498, 597, 986, 1155, 1453, 1704, 

1755, 1881, 2055, 2535, 2736, 2754, 2892  
มีต้าแหน่งที่ T เปลี่ยนเป็น A บริเวณ 214, 2454  
มีต้าแหน่งที่ C เปลี่ยนเป็น T บริเวณ 162, 342, 431, 450, 470, 554, 753, 840, 1021, 

1084, 1350, 1380, 1446, 1617, 1701, 1749, 1905, 1980, 2001, 2063, 2493, 2685, 2770, 
29919, 2921  

มีต้าแหน่งที่ C เปลี่ยนเป็น A บริเวณ 192, 210, 275, 773, 1068, 1143, 1449, 1527, 
1653, 1938, 2340, 2526, 2599, 2718, 2782, 2796  

มีต้าแหน่งที่ C เปลี่ยนเป็น G บริเวณ 216, 258, 270, 294-295, 300, 385, 673, 704, 
927, 1017,1362, 1410, 1598, 1673, 1848, 1862, 1965, 1976, 2043, 2595, 2598, 2649, 
2673, 2745, 2809  
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มีต้าแหน่งที่ G เปลี่ยนเป็น A ที่บริเวณ 115, 199, 204, 292, 297, 436, 757, 894, 945, 
1110, 1194, 1207, 1213, 1222, 1234, 1357, 1407, 1515, 1597, 1605, 2076, 2142, 2151, 
2199, 2247, 2277, 2527, 2539, 2637, 2652, 2746-2747, 2763, 2773, 2885  

มีต้าแหน่งที่ A เปลี่ยนเป็น G บริเวณ 144, 194, 224, 253, 561, 578, 831, 843, 900, 
933, 942, 1414, 1545, 2062, 2167, 2325, 2508, 2525, 2566, 2628, 2742, 2920  

มีต้าแหน่งที่ G เปลี่ยนเป็น C บริเวณ 209, 360, 456, 471, 477, 480, 516, 601, 855, 
981, 1107, 1185, 1204, 1223, 1281, 1365, 1452, 1989, 2007, 2475, 2529  

มีต้าแหน่งที่ G เปลี่ยนเป็น T ที่บริเวณ 345, 892, 1032, 1981  
ส่วนล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ pET28a-SA22 ต่างกับ pET28a-SA34 และ Sam23877 คือ มี

ต้าแหน่งที ่A เป็น G บริเวณ 638  
มีต้าแหน่งที ่T เป็น C บริเวณ 798 
มีต้าแหน่งที ่C เป็น T บริเวณ 2818  
มีต้าแหน่งที่ G เป็น A ที่บริเวณ 698  
ส่วนล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ pET28a-SA34 ต่างกับ pET28a-SA22 และ Sam23877 คือ มี

ต้าแหน่งที่ A เป็น G ที่บริเวณ 2362  
มีต้าแหน่งที ่T เป็น C บริเวณ 747  
มีต้าแหน่งที ่C เป็น T บริเวณ 1334  
มีต้าแหน่งที่ G เป็น A บริเวณ 1230, 1397, 1826, 1892       
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                      *        20         *        40         *        60         *        80        
Sam23877   : ---------------------------------------------------------------------------ATGCG :    5 
pET28aSA22 : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCGAACCCGTGCAATGCG :   80 
pET28aSA34 : ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCGAACCCGTGCAATGCG :   80 
             atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggcctggtgccgcgcggcagccatatgcgaacccgtgcaATGCG        
                                                                                                     
                      *       100         *       120         *       140         *       160        
Sam23877   : AACCCGTGCACCAT------CGAGAGCCGCGACCGGACACGGTCTGGTGCGTCTGCTGCTCGCACTCGCGATATGCCTGG :   79 
pET28aSA22 : AACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATGCCTGG :  160 
pET28aSA34 : AACCCGTGCACCATCGAGATCCGCGACCGCGACCAGGAGCGGTCTGCTGCGCCTGCTGCTCGCGCTCGCGATATGCCTGG :  160 
             AACCCGTGCACCATcgagatCcgcgaCCGCGACCaGgagCGGTCTGcTGCGcCTGCTGCTCGCgCTCGCGATATGCCTGG        
                                                                                                     
                      *       180         *       200         *       220         *       240        
Sam23877   : GCCTGACATCACCCCTGATGACGCAGACCGCCGACGCGGCCGGGACCAGCCTGTCCAACCCCGACTTCGAGTCCGGCGAC :  159 
pET28aSA22 : GTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCGGCGAC :  240 
pET28aSA34 : GTCTGACATCACCCCTGATGACGCAGCCCGCAGGCGCGACCGGAACCACACTGACGAACCCCGGCTTCGAGTCCGGCGAC :  240 
             GtCTGACATCACCCCTGATGACGCAGcCCGCaGgCGCGaCCGGaACCAcaCTGaCgAACCCCGgCTTCGAGTCCGGCGAC        
                                                                                                     
                      *       260         *       280         *       300         *       320        
Sam23877   : CTCAGCGGCTGGACCACCACCGGAACCGCCTTCACCGGAGCGGTCACCGACGACCCGGGCTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  239 
pET28aSA22 : CTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  320 
pET28aSA34 : CTCAGCGGCTGGGCCACGACGGGAACCGCGTTCAACGGAGCGGTCACCGACAAGGCAGGGTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT :  320 
             CTCAGCGGCTGGgCCACgACgGGAACCGCgTTCAaCGGAGCGGTCACCGACaAggCaGGgTGGGGCTGGGGCTGCTGCTT        
                                                                                                  
                      *       340         *       360         *       380         *       400        
Sam23877   : CAACCAGCAGGGCTCCTACCACCTGTGGGGATTCGCCGCGGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGCTGACGTCCGAGCCGT :  319 
pET28aSA22 : CAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGAGCCGT :  400 
pET28aSA34 : CAACCAGCAGGGCTCCTACCATCTTTGGGGATTCGCCGCCGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGGTGACGTCCGAGCCGT :  400 
             CAACCAGCAGGGCTCCTACCAtCTtTGGGGATTCGCCGCcGGCGGTGACGCCGCCACCGGGACGgTGACGTCCGAGCCGT        
                                                                                                     
                      *       420         *       440         *       460         *       480        
Sam23877   : TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGCCCTGGTCTCCGGCGGCCGCAACGAGAACGACCTCTACGCGGCCCTGACG :  399 
pET28aSA22 : TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCCTCACC :  480 
pET28aSA34 : TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGTCCTGACCTCCGGCGGCCGTAACGACAACGACCTCTACGTCGCCCTCACC :  480 
             TCACCCTGACCGGCACCGGCATGGTCAGCGtCCTGacCTCCGGCGGCCGtAACGAcAACGACCTCTACGtcGCCCTcACc        
                                                                                                     
                      *       500         *       520         *       540         *       560        
Sam23877   : ACCCTCGACGGAACCGTTCTGCACAAGGCCACCGGGACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGCCCGCGA :  479 
pET28aSA22 : ACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTCCGCGA :  560 
pET28aSA34 : ACCCTCGACGGAACCGTCCTGCACAAGGCCACCGGCACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGTCCGCGA :  560 
             ACCCTCGACGGAACCGTcCTGCACAAGGCCACCGGcACCGACGACGAGGCGTACCGCCGCGTCACCTGGGACGtCCGCGA        
                                                                                                     
                   *       580         *       600         *       620         *       640        
Sam23877   : ACACCTCGGCAAGCAACTGCGCGTCACCGTCGTGGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGACGTCC :  559 
pET28aSA22 : GCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCAACGACGTCC :  640 
pET28aSA34 : GCACCTCGGCGAGCAACTGCGCGTCACCGCCGTCGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCGACGACGTCC :  640 
             gCACCTCGGCgAGCAACTGCGCGTCACCGcCGTcGACAAGGCCACCGGCGGCTGGGGCCACATCAACCTCgACGACGTCC        
                                                                                                     
                      *       660         *       680         *       700         *       720        
Sam23877   : GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCCAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCACCGAGGGGAAGGGCACC :  639 
pET28aSA22 : GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGGCTTCAGCGAGGGGCAGGGCACC :  720 
pET28aSA34 : GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCGAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGACTTCAGCGAGGGGCAGGGCACC :  720 
             GCGTCGGCACCGACCCCGCACCCGATCCCTCCgAGCGGGGACTCGCCGCCCACTGGGaCTTCAgCGAGGGGcAGGGCACC        
                                                                                                     
                      *       740         *       760         *       780         *       800        
Streptomyc : ACGACCAGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGACCCCGTCAGCTACGTCTTCACCGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGCGA :  719 
pET28aSA22 : ACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCCGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGTGA :  800 
pET28aSA34 : ACGACCCGGGAGAAGGTCAGCCAGGCTGCCGATCCCATCAGCTACGTCTTCAACGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGCGA :  800 
             ACGACCcGGGAGAAGGTCAGCCAGGCcGCCGAtCCCaTCAGCTACGTCTTCAaCGACGCGCAGTACAAGCCCGACAGcGA        
                                                                                                    
                      *       820         *       840         *       860         *       880        
Sam23877   : CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAAGCCGACGGCGTACTCTCCGGCGCGCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  799 
pET28aSA22 : CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  880 
pET28aSA34 : CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAGGCCGACGGTGTGCTCGCCGGCGCCCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA :  880 
           CCCGCTCTGGCGCCCGAAGAACGAgGCCGACGGtGTgCTCgCCGGCGCcCTGCTGTTCGACGGCTACTCCACCTGGGTCA        
                                                                                                    
                      *       900         *       920         *       940         *       960        
Sam23877   : CCCGCGCCGCGGCGCAGACACAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTCGAGGCATGGGTCGCACCGCGCGCGTTCGAGTGG :  879 
pET28aSA22 : CCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCGAGTGG :  960 
pET28aSA34 : CCCGCGCCGCGTCACAGACGCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTGGAGGCGTGGGTCGCGCCACGCGCGTTCGAGTGG :  960 
             CCCGCGCCGCGtCaCAGACgCAGCTGCCCACGGACGGCCTGACCGTgGAGGCgTGGGTCGCgCCaCGCGCGTTCGAGTGG        

 
รูปที่ 5-25 แสดงล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนประมวลรหัสอินูลิเนส SA22 และ SA34 ที่เชื่อมกับ 
             pET28a เทียบกับ Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ full inulinaseF´ และ 
              ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์ full inulinaseR´ 
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                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040        
Sam23877   : GGAGACGACGGCAAACCGTCGGCCGTCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGCGGCCTCTCCCTCGGGGTCGGCCG :  959 
pET28aSA22 : GGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTCGGCCG : 1040 
pET28aSA34 : GGAGACGACGGCAAACCGTCCGCCGCCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGGGGCTTCTCCCTCGGTGTCGGCCG : 1040 
             GGAGACGACGGCAAACCGTCcGCCGcCGTCAACCAGCAGGACAAGGCGGCCAAGCGgGGCtTCTCCCTCGGtGTCGGCCG        
 
                      *      1060         *      1080         *      1100         *      1120        
Sam23877   : ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGCACCGGCGACGCGTGGCACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCGGCGGCCCTGGCCG : 1039 
pET28aSA22 : ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCTGGCCG : 1120 
pET28aSA34 : ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGAACCGGCGACGCGTGGTACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCCGCAGCCCTGGCCG : 1120 
             ACACGGCAGGTGGCAGTTCGGCATCGGaACCGGCGACGCGTGGtACGAGGTGACGGTCCCGAAGCCcGCaGCCCTGGCCG        
                                                                                                     
                      *      1140         *      1160         *      1180         *      1200        
Sam23877   : CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCCGCCGTGTTCGCTCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTGAACGGCGAGCAGGTC : 1119 
pET28aSA22 : CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAACAGGTC : 1200 
pET28aSA34 : CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCAGCCGTGTTCGCCCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTCAACGGCGAACAGGTC : 1200 
             CGGGCAAGTGGGCGCACCTGTCaGCCGTGTTCGCcCCGAGCGAGGGCGCGATCCGGCTCTTCCTcAACGGCGAaCAGGTC        
                                                                                                     
                      *      1220         *      1240         *      1260         *      1280        
Sam23877   : GCCGAGGCCGCCGTCCCCACCGGCGCGCGGCTGGCCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1199 
pET28aSA22 : GCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGGCTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1280 
pET28aSA34 : GCCCAGACCGCCATCCCCACCACCGCGCGACTGACCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC : 1280 
             GCCcAGaCCGCCaTCCCCACCacCGCGCGgCTGaCCAAGGCCGACGTTCCCCTGATCATCGGCCGTCACAACCAGCCCGC        
                                                                                                     
                      *      1300         *      1320         *      1340         *      1360        
Sam23877   : GATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGACTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGCGCCCTCGCCC : 1279 
pET28aSA22 : CATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGTGAAGATCCACAACAGTGCCCTCACCC : 1360 
pET28aSA34 : CATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGTCTCATCGACGAGGCGAAGATCCACAACAGTGCCCTCACCC : 1360 
             cATCATCAACGGCACGTTCGCCGTCAACATGTTCAACGGtCTCATCGACGAGGtGAAGATCCACAACAGtGCCCTCaCCC        
                                                                                                     
                      *      1380         *      1400         *      1420         *      1440        
Sam23877   : CCGCGGCGGTCACGGCCGGCCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCGGGCGGCACCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1359 
pET28aSA22 : CGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACAGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1440 
pET28aSA34 : CGGCCGCGGTCACGGCCGGTCACCAGAAGGACGTACGGACCTTCGCAGGGGGCGCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG : 1440 
             CgGCcGCGGTCACGGCCGGtCACCAGAAGGACGTACaGACCTTCGCaGGgGGCgCCACCCCCAAGGCCCGGATGGAGATG        
                                                                                                     
                      *      1460         *      1480         *      1500         *      1520        
Sam23877   : GACCGCTCCCGGTACGACGGTGACCGCTACCGTCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAGCCCCA : 1439 
pET28aSA22 : GACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAACCCCA : 1520 
pET28aSA34 : GACCGTTCACGCTACGACGGTGACCGCTACCGCCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAACCCCA : 1520 
             GACCGtTCaCGcTACGACGGTGACCGCTACCGcCCCGGCTACCACTTCACCGCCCCGAACCACTGGATGAACGAaCCCCA        
                                                                                                     
                      *      1540         *      1560         *      1580         *      1600        
Sam23877   : CGCCCCCATCCAGTACAAGGGCAAATACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCGCCT : 1519 
pET28aSA22 : CGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCT : 1600 
pET28aSA34 : CGCCCCAATCCAGTACAAGGGCAAGTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCAGCT : 1600 
             CGCCCCaATCCAGTACAAGGGCAAgTACCACCTCTTCTACCAGCACAACTCCCACGGCCCCTACTGGCACAACATCagCT        
                                                                                                     
                      *      1620         *      1640         *      1660         *      1680        
Sam23877   : GGGGGCACGCGGTGAGCGAGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCCCTCGCGCCCACCGAGGACACCGTGGCC : 1599 
pET28aSA22 : GGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCC : 1680 
pET28aSA34 : GGGGACACGCGGTGAGTGCGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCACTCGCGCCCACCGAGGACAGCGTGGCC : 1680 
             GGGGaCACGCGGTGAGtGcGGACCTGGTCCACTGGCGCGACCTGCCCGTCGCaCTCGCGCCCACCGAGGACAgCGTGGCC        
                                                                                                     
                      *      1700         *      1720         *      1740         *      1760        
Sam23877   : CCCGACGGGGTCTGGTCCGGCGATGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCCGGCAATGACTC : 1679 
pET28aSA22 : CCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTC : 1760 
pET28aSA34 : CCCGACGGGGTCTGGTCCGGTGACGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCTGGCAACGACTC : 1760 
             CCCGACGGGGTCTGGTCCGGtGAcGCCGCCTACGACGAGAACGGCGTGCCCGTCCTGCTGTTCACCGCtGGCAAcGACTC        
                                                                                                     
                      *      1780         *      1800         *      1820         *      1840        
Sam23877   : CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACC : 1759 
pET28aSA22 : CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGAGTGGAAGATGCACC : 1840 
pET28aSA34 : CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGGGTGGAAGATGCACC : 1840 
             CCAGCGCCCCAACCAGGCGACCGGCCTCGCCCGCCCCGTCGACCCCGGCGACAGCGACCTGGTCGaGTGGAAGATGCACC        
                                                                                                     
                      *      1860         *      1880         *      1900         *      1920        
Sam23877   : CCACCCTCGTCACCAGCCAGACCGCCGACCTGAACGTCGGTGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGCGACTTCCGCGACCCC : 1839 
pET28aSA22 : CCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAAGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCC : 1920 
pET28aSA34 : CCACCCTGGTCACCAGCCAGAGCGCCGACCTGAACGTCGGCGCCGGACGCAGGGTCCGCTTCGGTGACTTCCGCGACCCC : 1920 
             CCACCCTgGTCACCAGCCAGAgCGCCGACCTGAACGTCGGcGCCGGACGCAaGGTCCGCTTCGGtGACTTCCGCGACCCC        
                                                                                                     
                      *      1940         *      1960         *      1980         *      2000        
Sam23877   : TTCGTCTGGAAGGAGGGCGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCCGGCGTCCAGACCACCGACGGCAAGGACATCGGCGG : 1919 
pET28aSA22 : TTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGG : 2000 
pET28aSA34 : TTCGTCTGGAAGGAGGGAGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCGGGCGTCCAGAGCACTTCCGGCACCGACATCGGCGG : 2000 
             TTCGTCTGGAAGGAGGGaGACACCTGGTTCCAGCTGATGGGCTCgGGCGTCCAGAgCACttcCGGCAccGACATCGGCGG        

                      *      2020         *      2040         *      2060         *      2080        
Sam23877   : CACCGCGCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACCTACTCGGGCCCTCTGATGACCGGTGACGTGGCGGCCC : 1999 
pET28aSA22 : TACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCC : 2080 
pET28aSA34 : TACCGCCCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACGTACTCGGGCCCCCTGATGGTCGGTGACGTGGCAGCCC : 2080 
             tACCGCcCTCCTCTACACCTCCAAGAACCTCACCGACTGGACgTACTCGGGCCCcCTGATGgtCGGTGACGTGGCaGCCC        

รปูที่ 5-25 (ต่อเนื่อง)             
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                      *      2100         *      2120         *      2140         *      2160        
Sam23877   : ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTTCCCATCGGAAAGGACGCCCAGGGCCGCGAGCGCCGGGCC : 2079 
pET28aSA22 : ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCC : 2160 
pET28aSA34 : ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTGCCCATCGGCAAGGACGCCCAAGGCCGCGAACGCCGGGCC : 2160 
             ACCCCAAGACCGGCCAGGTCTGGGAGCTGCCCACCTTCCTgCCCATCGGcAAGGACGCCCAaGGCCGCGAaCGCCGGGCC                                                                                                                                                                                                     
                      *      2180         *      2200         *      2220         *      2240        
Sam23877   : CTGCTCATCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAGTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2159 
pET28aSA22 : CTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2240 
pET28aSA34 : CTGCTCGTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAATACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA : 2240 
             CTGCTCgTCAACCCGGCCTTCCCCGCCGGCCCCGGCGAaTACAGCAGCAAGTACGTCTACTACTGGGTCGGCACCTGGGA        
                                                                                                     
                      *      2260         *      2280         *      2300         *      2320        
Sam23877   : CGCCCAGGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAGCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2239 
pET28aSA22 : CGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2320 
pET28aSA34 : CGCCCAAGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAACCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG : 2320 
             CGCCCAaGCCCGCCGCTGGACCCCCGACACCACCGAaCCCCGGCTCATGGACTACGGCGACCACTTCACCGGCCCCAGCG        
                                                                                                     
                      *      2340         *      2360         *      2380         *      2400        
Sam23877   : GAACAGTGGACGACAAGGGCCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGTCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2319 
pET28aSA22 : GAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCGCCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2400 
pET28aSA34 : GAACGGTGGACGACAAGGGACGCTCCCTCGTCTTCAGCATCACCCAGGACCGGCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC : 2400 
             GAACgGTGGACGACAAGGGaCGCTCCCTCGTCTTCAGCATCgCCCAGGACCGgCGCACCGAACGCGCCCACTACGACGCC        
                                                                                                     
                      *      2420         *      2440         *      2460         *      2480        
Sam23877   : GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGTGACCTCGGATTCCGCCCCGTGGAGGA : 2399 
pET28aSA22 : GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTCGAGGA : 2480 
pET28aSA34 : GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGAGACCTCGGATTCCGCCCCGTCGAGGA : 2480 
             GGCTGGGCCCACAACGCGGGCCTGCCCATCGAACTGTCCATGCGGCCCGACGGaGACCTCGGATTCCGCCCCGTcGAGGA        
                                                                                                     
                      *      2500         *      2520         *      2540         *      2560        
Sam23877   : GGTCTCCCGCCTCCACACCGGCGAACCACTCCTGGACATCAGCACGCCGACCACTCTCGCCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2479 
pET28aSA22 : GGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2560 
pET28aSA34 : GGTCTCCCGCCTTCACACCGGCGAACCGCTCCTGGACATCAGCGAACCCACCTCCCTCACCGACGCCAACACCCGCCTGG : 2560 
             GGTCTCCCGCCTtCACACCGGCGAACCgCTCCTGGACATCAGCgaaCCcACCtCcCTCaCCGACGCCAACACCCGCCTGG        
                                                                                                     
                      *      2580         *      2600         *      2620         *      2640        
Sam23877   : CCGGCATCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTCACCCTGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGACTCGACGTGCTC : 2559 
pET28aSA22 : CCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACGTACTC : 2640 
pET28aSA34 : CCGGCGTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTGACGATGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGGCTCGACGTACTC : 2640 
             CCGGCgTCAAGGGAGACATGCTCCACATCAAGCTgACgaTGGAACGCGGCAGCGCCGACACCTTCGGgCTCGACGTaCTC        
                                                                                                     
                      *      2660         *      2680         *      2700         *      2720        
Sam23877   : CGCAGCCCCGGGGACGAAGAACGCACCCGCCTCTTCTACGACGCCCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGCTC : 2639 
pET28aSA22 : CGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGATC : 2720 
pET28aSA34 : CGCAGCCCGGGAGACGAAGAACGCACCCGCCTGTTCTACGACGCTCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGATC : 2720 
             CGCAGCCCgGGaGACGAAGAACGCACCCGCCTgTTCTACGACGCtCCCGCAGGACAGCTGGGCGTCGACCGGACGCGaTC        
                                                                                                     
                      *      2740         *      2760         *      2780         *      2800        
Sam23877   : CGGGAACAACTCCAGTGCCGAACCCGGCTTCGGTATCCACAAGGGCCCGCTGGCTCTCTCCCACGGCACCCTGACCCTCG : 2719 
pET28aSA22 : CGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGACACTCG : 2800 
pET28aSA34 : CGGGAACAACTCCAGCGCCGAGCCGAACTTCGGCATCCACAAAGGCCCGTTGACGCTCTCCAACGGCACCCTGACACTCG : 2800 
             CGGGAACAACTCCAGcGCCGAgCCgaaCTTCGGcATCCACAAaGGCCCGtTGaCgCTCTCCaACGGCACCCTGACaCTCG        
                                                                                                     
                      *      2820         *      2840         *      2860         *      2880        
Sam23877   : ACGTGTTCCTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2799 
pET28aSA22 : ACGTGTTCGTCGACCGCCCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2880 
pET28aSA34 : ACGTGTTCGTCGACCGCTCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC : 2880 
             ACGTGTTCgTCGACCGCtCGATGGTCGAGGCGTACGCGAACAACCACAAGTCCATCACCACCCGCGCCTACCCCTTCCGC        
                                                                                                     
                      *      2900         *      2920         *      2940         *      2960        
Sam23877   : CAGGACTCCCTTGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGCACCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2879 
pET28aSA22 : CAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2960 
pET28aSA34 : CAGGACTCCCTCGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGTGTCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC : 2960 
             CAGGACTCCCTcGGCCTGCGCCTCTTCGGCGACGGCAGtgtCGTCAAGTCCATGACCGTCTGGAAGATGGGCAACATGAC        
                            
                            
Sam23877   : CGACTGA : 2886 
pET28aSA22 : CGACTAA : 2967 
pET28aSA34 : CGACTAA : 2967 
             CGACTaA        
 

รปูที่ 5-25 (ต่อเนื่อง) 
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 เมื่อน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาแปลเป็นล้าดับกรดอะมิโนด้วย Expasy Bioinformatics 
Resource Portal ท้าการเปรียบเทียบล้าดับกรดอะมิโนระหว่าง pET28a-SA22, pET28-SA34 และ 
putative endo-inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 (Sam23877) โดย
ใช้ Clustal Omega พบว่าทั้ง 3 โคลนมีล้าดับกรดอะมิโนบางต้าแหน่งที่ต่างกัน (รูปที่5-26) คือ 
บริเวณท่ีSam23877 มีบริเวณท่ีต่างกับทั้ง pET28a-SA22, pET28-SA34 ที่ส้าคัญ 2 แห่ง คือ  

1. Sam23877 ต้าแหน่ง 35-36 ไม่พบกรดอะมิโน Alanine-Thronine แต่ pET28a-SA22 
และ pET28-SA34 พบกรดอะมิโนดังกล่าว  

2. Sam23877 ต้าแหน่งที่ 39-40 พบกรดอะมิโน Arginine-Serine แต่ใน pET28a-SA22 
และ pET28-SA34 พบ Glycine-Histidine  

นอกจากนี้ พบว่า Sam23877 มีกรดอะมิโนต้าแหน่งอ่ืนๆ ที่ต่างกับ pET28a-SA22 และ pET28-
SA34 ดังนี้ 

ต้าแหน่งที่ 63 Sam23877 พบ Proline เปลี่ยนเป็น Threonine  
ต้าแหน่งที ่34, 298, 533 พบ Serine เป็น Alanin  

 ต้าแหน่งที่ 67, 403, 412, 453, 847, 925 พบ Threonine เปลี่ยนเป็น Alanine  
 ต้าแหน่งที่ 75 พบ Glycine เปลี่ยนเป็น Aspartic acid  
 ต้าแหน่งที่ 85, 472 พบ Aspartic acid เปลี่ยนเป็น Threonine  
 ต้าแหน่งที ่92, 258 พบ Asparagine เปลี่ยนเป็น Threonine  
 ต้าแหน่งที ่144, 157, 185 พบ Valine เปลี่ยนเป็น Alanine  
 ต้าแหน่งที ่146 พบ Threonine เปลี่ยนเป็น Valine  
 ต้าแหน่งที ่152 พบ Aspartic acid เปลี่ยนเป็น Glutamic acid  
 ต้าแหน่งที ่408 พบ Threonine เปลี่ยนเป็น Glycine  
 ต้าแหน่งที ่191 พบ Glutamic acid เปลี่ยนเป็น Lysine  
 ต้าแหน่งที ่198, 329 พบ Alanine เปลี่ยนเป็น Valine  
 ต้าแหน่งที ่238 พบ Glutamine เปลี่ยนเป็น Lysine  
 ต้าแหน่งที ่281 พบ Alanine เปลี่ยนเป็น Serine  
 ต้าแหน่งที ่341พบ Pheylalanine เปลี่ยนเป็น Leucine  
 ต้าแหน่งที ่362 พบ Tyrosine เปลี่ยนเป็น Histidine  
 ต้าแหน่งที ่540 พบ Alanine เปลี่ยนเป็น Glutamic acid  
 ต้าแหน่งที ่661พบ Serine เปลี่ยนเป็น Aspartic acid  
 ต้าแหน่งที ่663 พบ Threonine  เปลี่ยนเป็น Lysine  
 ต้าแหน่งที ่688, 974 พบ Valine เปลี่ยนเป็น Threonine  
 ต้าแหน่งที ่842 พบ Glutamic acid เปลี่ยนเป็น Threonine  
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 ต้าแหน่งที ่916พบ Asparagine เปลี่ยนเป็น Glycine  
 ต้าแหน่งที ่928 พบ Asparagine เปลี่ยนเป็น Histidine  

จะพบว่ามีต้าแหน่งที่ Threonine เปลี่ยนเป็น Alanin จ้านวนมาก  
 ส่วน pET28a-SA22 ต่างกับทั้ง Sam23877, pET28-SA34 คือ ต้าแหน่งที่ 213 พบ 

Aspartic acid เปลี่ยนเป็น Glycine  
ต้าแหน่งที ่940 พบ Serine เป็น Proline  
 ส่วน pET28a-SA34 ต่างกับทั้ง Sam23877, pET28-SA22 คือ ต้าแหน่งที่ 445 พบ Valine 

เปลี่ยนเป็น Alanine  
 ต้าแหน่งที ่466 พบ Glutamine เปลี่ยนเป็น Arginine  
ต้าแหน่งที ่609 พบ Glutamic acid เปลี่ยนเป็น Glycine  
 ต้าแหน่งที ่788 พบ Alanine เปลี่ยนเป็น Threonine  

  
 เมื่อท้าการเปรีบเทียบล้าดับกรดอะมิโนของ Streptomyces ambofaciens ATCC 23877, 
pET28-SA22 และ pET28-SA34 พบบริเวณอนุรักษ์ของอินูลิเนส คือ WMNEPA, YHLFYQH, 
WGHAVS, RDP, ELP และ MVEA (รูปที่ 5-26) จึงได้น้า pET28-SA22 และ pET28-SA34 ย้ายเข้าสู่ 
E. coli Rosetta-gami (DE3)pLys S และ BL21(DE3)  เพ่ือศึกษาการแสดงออกรีคอมบิแนนท์     
อินูลิเนสต่อไป 
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                      *        20         *        40         *        60         *        80       
Sam23877   : -------------------------MRTRAPSRA--ATGHGLVRLLLALAICLGLTSPLMTQTADAAGTSLSNPDFESGD :  53 
pET28aSA22 : MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRTRAMRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD :  80 
pET28aSA34 : MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRTRAMRTRAPSRSATATRSGLLRLLLALAICLGLTSPLMTQPAGATGTTLTNPGFESGD :  80 
             mgsshhhhhhssglvprgshmrtraMRTRAPSRsatATrsGL6RLLLALAICLGLTSPLMTQpAgAtGT3L3NPgFESGD       
                                                                                                    
                      *       100         *       120         *       140         *       160       
Sam23877   : LSGWTTTGTAFTGAVTDDPGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTLTSEPFTLTGTGMVSALVSGGRNENDLYAALT : 133 
pET28aSA22 : LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT : 160 
pET28aSA34 : LSGWATTGTAFNGAVTDKAGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGTVTSEPFTLTGTGMVSVLTSGGRNDNDLYVALT : 160 
             LSGWaTTGTAFnGAVTDkaGWGWGCCFNQQGSYHLWGFAAGGDAATGT6TSEPFTLTGTGMVSvLtSGGRNdNDLYvALT       
                                                                                                    
                      *       180         *       200         *       220         *       240       
Sam23877   : TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDAREHLGKQLRVTVVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSQRGLAAHWDFTEGKGT : 213 
pET28aSA22 : TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLNDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWGFSEGQGT : 240 
pET28aSA34 : TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDVREHLGEQLRVTAVDKATGGWGHINLDDVRVGTDPAPDPSERGLAAHWDFSEGQGT : 240 
             TLDGTVLHKATGTDDEAYRRVTWDvREHLGeQLRVTaVDKATGGWGHINL1DVRVGTDPAPDPS2RGLAAHWdF3EGqGT       
                                                                                                    
                      *       260         *       280         *       300         *       320       
Sam23877   : TTREKVSQAADPVSYVFTDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLSGALLFDGYSTWVTRAAAQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 293 
pET28aSA22 : TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 320 
pET28aSA34 : TTREKVSQAADPISYVFNDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLAGALLFDGYSTWVTRAASQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW : 320 
             TTREKVSQAADP6SYVFnDAQYKPDSDPLWRPKNEADGVLaGALLFDGYSTWVTRAAsQTQLPTDGLTVEAWVAPRAFEW       
                                                                                                    
                      *       340         *       360         *       380         *       400       
Sam23877   : GDDGKPSAVVNQQDKAAKRGLSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWHEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 373 
pET28aSA22 : GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 400 
pET28aSA34 : GDDGKPSAAVNQQDKAAKRGFSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWYEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV : 400 
             GDDGKPSAaVNQQDKAAKRGfSLGVGRHGRWQFGIGTGDAWyEVTVPKPAALAAGKWAHLSAVFAPSEGAIRLFLNGEQV       
                                                                                                    
                      *       420         *       440         *       460         *       480       
Sam23877   : AEAAVPTGARLAKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALAPAAVTAGHQKDVQTFAGGTTPKARMEM : 453 
pET28aSA22 : AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEVKIHNSALTPAAVTAGHQKDVQTFAGGATPKARMEM : 480 
pET28aSA34 : AQTAIPTTARLTKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEAKIHNSALTPAAVTAGHQKDVRTFAGGATPKARMEM : 480 
             A2tA6PTtARLtKADVPLIIGRHNQPAIINGTFAVNMFNGLIDEvKIHNSALtPAAVTAGHQKDVqTFAGGaTPKARMEM       
                                                                                                    
                      *       500         *       520         *       540         *       560       
Sam23877   : DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNIAWGHAVSEDLVHWRDLPVALAPTEDTVA : 533 
pET28aSA22 : DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA : 560 
pET28aSA34 : DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNISWGHAVSADLVHWRDLPVALAPTEDSVA : 560 
             DRSRYDGDRYRPGYHFTAPNHWMNEPHAPIQYKGKYHLFYQHNSHGPYWHNIsWGHAVSaDLVHWRDLPVALAPTED3VA       
                                                                                                    
                      *       580         *       600         *       620         *       640       
Sam23877   : PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQTADLNVGAGRKVRFGDFRDP : 613 
pET28aSA22 : PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVEWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRKVRFGDFRDP : 640 
pET28aSA34 : PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVGWKMHPTLVTSQSADLNVGAGRRVRFGDFRDP : 640 
             PDGVWSGDAAYDENGVPVLLFTAGNDSQRPNQATGLARPVDPGDSDLVeWKMHPTLVTSQ3ADLNVGAGR4VRFGDFRDP       
                                                                                                    
                      *       660         *       680         *       700         *       720       
Sam23877   : FVWKEGDTWFQLMGSGVQTTDGKDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMTGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 693 
pET28aSA22 : FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 720 
pET28aSA34 : FVWKEGDTWFQLMGSGVQSTSGTDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMVGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA : 720 
             FVWKEGDTWFQLMGSGVQ3TsGtDIGGTALLYTSKNLTDWTYSGPLMvGDVAAHPKTGQVWELPTFLPIGKDAQGRERRA       
                                                                                                    
                      *       740         *       760         *       780         *       800       
Sam23877   : LLINPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDA : 773 
pET28aSA22 : LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIAQDRRTERAHYDA : 800 
pET28aSA34 : LLVNPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSITQDRRTERAHYDA : 800 
             LL6NPAFPAGPGEYSSKYVYYWVGTWDAQARRWTPDTTEPRLMDYGDHFTGPSGTVDDKGRSLVFSIaQDRRTERAHYDA       
                                                                                                    
                      *       820         *       840         *       860         *       880       
Sam23877   : GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISTPTTLADANTRLAGIKGDMLHIKLTLERGSADTFGLDVL : 853 
pET28aSA22 : GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL : 880 
pET28aSA34 : GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISEPTSLTDANTRLAGVKGDMLHIKLTMERGSADTFGLDVL : 880 
             GWAHNAGLPIELSMRPDGDLGFRPVEEVSRLHTGEPLLDISePT3LtDANTRLAG6KGDMLHIKLT6ERGSADTFGLDVL       
                                                                                                    
                      *       900         *       920         *       940         *       960       
Sam23877   : RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPGFGIHKGPLALSHGTLTLDVFLDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 933 
pET28aSA22 : RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRPMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 960 
pET28aSA34 : RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPNFGIHKGPLTLSNGTLTLDVFVDRSMVEAYANNHKSITTRAYPFR : 960 
             RSPGDEERTRLFYDAPAGQLGVDRTRSGNNSSAEPnFGIHKGPLtLSnGTLTLDVF6DRsMVEAYANNHKSITTRAYPFR       
                                                
                      *       980               
Sam23877   : QDSLGLRLFGDGSTVKSMTVWKMGNMTD : 961 
pET28aSA22 : QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD : 988 
pET28aSA34 : QDSLGLRLFGDGSVVKSMTVWKMGNMTD : 988 
             QDSLGLRLFGDGSvVKSMTVWKMGNMTD       

รูปที่ 5-26 แสดงล้าดับกรดอะมิโนจากยีนประมวลรหัสอินูลิเนส SA22 และ SA34 ที่เชื่อมกับ pET28a  
             เทียบกับ Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 
หมายเหตุ ---- แสดงบริเวณไพรเมอร์ full inulinaseF´ และ ….. แสดงบริเวณไพรเมอร์           
                     แสดงบริเวณอนุรักษ์ของ เอนโดอินูลิเนส                    full inulinaseR´                                
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5.2 ศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส  

      เมื่อเหนี่ยวน้าการผลิตโปรตีนด้วย 0.1mM IPTG ในรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสทั้งใน E.coli 
Rosetta-gami (DE3) pLys S (Rosetta) และ E.coli BL21(DE3) (BL21) และตรวจสอบการผลิต
โปรตีนด้วย SDS-PAGE (รูปที่ 5-27) พบว่าทั้ง Rosetta และ BL21-pET28a-SA22 พบแถบโปรตีน
ขนาด 107 kDa ซึ่งคาดว่าเป็นรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส เมื่อเทียบกับรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสในสภาวะที่
ไม่ถูกเหนี่ยวน้าและรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ ไม่มีการเชื่อมด้วยชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส ซึ่งไม่
ปรากฎแถบโปรตีนนี้ 

โดย Rosetta-pET28a-SA22 (A) โคลนที่ 1 แสดงออกโปรตีนขนาด 107 kDa ได้มากที่สุด 
ส่วนโคลนที่ 2 และ3 แสดงออกได้ในปริมาณที่น้อยมาก เมื่อเทียบกับ Rosetta-pET28a (เลน 
pET28a) และ Rosetta-pET28a-SA22 ที่ไม่ชักน้าด้วย IPTG (เลน U) ไม่มีการแสดงออกโปรตีนที่
ขนาด 107 kDa  

ส่วน BL21-pET28a-SA22 (B) โคลนที่ 1, 2, 3 แสดงออกโปรตีนขนาด 107 kDa ได้ มีโคลน
ที่ 1 มีการแสดงออกมากท่ีสุด เทียบกับ BL21-pET28a (เลน pET28a) และ BL21-pET28a-SA22 ที่
ไม่ชักน้าด้วย IPTG (เลน U)  

สังเกตได้ว่า BL21-pET28a-SA22 แสดงออกโปรตีนขนาด 107 kDa ได้มากกว่า Rosetta-
pET28a-SA22 โดยผลสอดคล้องกับการตรวจสอบด้วย Western blotting analysis โดยใช้ Anti-
His monoclonal antibody เป็นเเอนติบอดีส้าหรับติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่มี His6 Tag ซึ่ง               
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสมี His6 Tag ที่ต้าแหน่ง N-terminal (รูปที่ 5-26) จึงสามารถตรวจสอบ            
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสได้ (รูปที่ 5-27) 
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รูปที่ 5-27 แสดงผลการรัน 10% SDS-PAGE และ Western blotting analysis การแสดงออกของ 
             โปรตีนจาก Rosetta-pET28a-SA22 (A) และ BL21-pET28a-SA22 (B) 
เลน M     PageRulerTM Prestained Protein Ladder  
เลน pET28a      โปรตีนจาก Rosetta หรือ BL21-pET28a 
เลน 1, 2, 3       โปรตีนจาก Rosetta หรือ BL21-pET28a-SA22 โคลน 1, 2, 3 
เลน U    โปรตีนที่ไม่ถูกเหนี่ยวน้าด้วย 0.1mM IPTG 
เลน I    โปรตีนที่ถูกเหนี่ยวน้าด้วย 0.1mM  IPTG 
เลน C    positive control (Rosetta-pET28a-SA34) 
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เมื่อเหนี่ยวน้าการผลิตโปรตีนด้วย 0.1mM IPTG ในรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสทั้งใน E.coli 

Rosetta-gami (DE3) pLys S (Rosetta) และ E.coli BL21(DE3) (BL21) และตรวจสอบการผลิต
โปรตีนด้วย SDS-PAGE (รูปที่ 5-28) พบว่าทั้ง Rosetta และ BL21-pET28a-SA34 พบแถบโปรตีน
ขนาด 107 kDa ซึ่งคาดว่าเป็นรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส เมื่อเทียบกับรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสในสภาวะที่
ไม่ถูกเหนี่ยวน้าและรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ ไม่มีการเชื่อมด้วยชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส ซึ่งไม่
ปรากฎแถบโปรตีนนี้ 

โดย Rosetta-pET28a-SA34 (A) โคลนที่ 1, 2, 3 แสดงออกโปรตีนขนาด 107 kDa ได้ใน
ปริมาณที่ใกล้เคียงกัน เมื่อเทียบกับ Rosetta-pET28a (เลน pET28a) และ Rosetta-pET28a-SA34 
ที่ไม่ชักน้าด้วย IPTG (เลน U) ไม่มีการแสดงออกโปรตีนที่ขนาด 107 kDa  

ส่วน BL21-pET28a-SA34 (B) โคลนที่ 1, 2, 3 แสดงออกโปรตีนขนาด 107 kDa ได้ มีได้ใน
ปริมาณที่ใกล้เคียงกัน เมื่อเทียบกับ BL21-pET28a (เลน pET28a) และ BL21-pET28a-SA34 ที่ไม่
ชักน้าด้วย IPTG (เลน U)  

สังเกตได้ว่า BL21-pET28a-SA34 แสดงออกโปรตีนขนาด 107 kDa ได้มากกว่า Rosetta-
pET28a-SA34 โดยผลสอดคล้องกับการตรวจสอบด้วย Western blotting analysis โดยใช้ Anti-
His monoclonal antibody เป็นเเอนติบอดีส้าหรับติดตามรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่มี His6 Tag ซึ่ง               
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสมี His6 Tag ที่ต้าแหน่ง N-terminal (รูปที่ 5-26) จึงสามารถตรวจสอบ            
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสได้ (รูปที่ 5-28) เช่นเดียวกับโปรตีน HPV ซึ่งเป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่มี His6 
Tag ใช้เป็น  positive control  
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รูปที่ 5-28 แสดงผลการรัน 10% SDS-PAGE และ Western blotting analysis การแสดงออกของ 
              โปรตีนจาก Rosetta-pET28a-SA34 (A) และ BL21-pET28a-SA34 (B) 
เลน M     PageRulerTM Prestained Protein Ladder  
เลน pET28a      โปรตีนจาก Rosetta หรือ BL21-pET28a 
เลน 1, 2, 3       โปรตีนจาก Rosetta หรือ BL21-pET28a-SA34 โคลน 1, 2, 3 
เลน U    โปรตีนที่ไม่ถูกเหนี่ยวน้าด้วย 0.1mM  IPTG 
เลน I    โปรตีนที่ถูกเหนี่ยวน้าด้วย 0.1mM  IPTG 
เลน P    positive control (Rosetta-HPV) 
เลน C    positive control (Rosetta-pET28a-SA34) 
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  จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าสามารถผลิตโปรตีนอินูลิเนส ทั้งใน Rosetta-gami 
(DE3)pLys S และ BL21(DE3) ซึ่งสามารถพบแถบโปรตีนอินูลิเนสได้ทั้งบนเจล SDS-PAGE และ
ตรวจสอบได้ด้วย Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His monoclonal antibody สามารถ
ผลิตได้ในความเข้มข้นของ 0.1 mM IPTG ที่ใช้ในการชักน้า พบว่า BL21- pET28a-SA22 และ SA34 
นั้นผลิตโปรตีนได้มากกว่าจาก Rosetta-pET28a-SA22 และ SA34 ซึ่งโปรตีนมีขนาด 107 kDa และ
ไม่มีการผลิตโปรตีนอินูลิเนสเมื่อไม่มีการเหนี่ยวน้าด้วย IPTG และโคลนที่มีพลาสมิด pET28a ที่ไม่มี
การเชื่อมด้วยชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนส  

เมื่อน้ามาท้าการตรวจสอบว่าโปรตีนอยู่ในรูปแบบ soluble form หรือ insoluble form 
โดยวิธีการ sonicate สามารถพบแถบโปรตีนอินูลิเนสได้ทั้งบนเจล SDS-PAGE และตรวจสอบด้วย 
Western blotting analysis โดยใช้ Anti-His monoclonal antibody (รูปที่ 5-29)  

พบว่า Rosetta-pET28a-SA22 (A) โคลน 1 โปรตีนสามารถละลายได้บางส่วน ส่วนใหญ่
อยู่ในรูปที่ไม่ละลาย แต่อีก 2 โคลนไม่สามารถสังเกตการละลายได้เนื่องจากผลิตโปรตีนออกมาน้อย
มาก  

ส่วน BL21-pET28a-SA22 (B) ทั้ง 3 โคลนโปรตีนสามารถละลายได้บางส่วน แต่ส่วนใหญ่
อยู่ในรูปที่ไม่ละลาย  
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รูปที่ 5-29 แสดงผลการรัน 10% SDS-PAGE และ Western blotting analysis การละลายของ 
              โปรตีนจากRosetta-pET28a-SA22 (A) และ BL21-pET28a-SA22 (B) 
เลน M     PageRulerTM Prestained Protein Ladder  
เลน pET28a     โปรตีนจาก Rosetta หรือ BL21-pET28a 
เลน 1, 2, 3       โปรตีนจาก Rosetta หรือ BL21-pET28a-SA22 โคลน 1, 2, 3  
เลน T    โปรตีนทั้งหมดที่แสดงออกก่อนทดสอบความสามารถในการละลาย 
เลน S    ส่วน supernatant 
เลน I    ส่วน insoluble 
เลน C       positive control (Rosetta-pET28a-SA34) 
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เมื่อท้าการทดสอบการละลายโปรตีนโดยการใช้ sonicate ซึ่งสามารถพบแถบโปรตีน      
ขนาด 107 kDa ได้ทั้งบนเจล SDS-PAGE และตรวจสอบด้วย Western blotting analysis โดยใช้ 
Anti-His monoclonal antibody (รูปที่ 5-30) พบว่า Rosetta-pET28a-SA34 โคลน 1 และ 3  
โปรตีนสามารถละลายได้บางส่วน ส่วนใหญ่อยู่ในรูปที่ไม่ละลาย ส่วนโคลนที่ 2 ไม่สามารถสังเกตการ
ละลายได ้

                              

 

 

 

 
รูปที่ 5-30 แสดงผลการรัน 10% SDS-PAGE และ Western blotting analysis การละลายของ 
              โปรตีนจาก Rosetta- pET28a-SA34 
เลน M    PageRulerTM Prestained Protein Ladder  
เลน pET28a    โปรตีนจาก Rosetta-pET28a 
เลน 1, 2, 3      โปรตีนจาก Rosetta-pET28a-SA34 โคลน 1, 2, 3  
เลน T   โปรตีนทั้งหมดที่แสดงออกก่อนทดสอบความสามารถในการละลาย 
เลน S   ส่วน supernatant 
เลน I   ส่วน insoluble 
เลน C          positive control (Rosetta-pET28a-SA34) 

 
จากผลการทดลองพบว่าโปรตีนอินูลิเนสที่ได้จาการเลี้ยงรีคอมบิแนนท์โคลนที่สภาวะ 30 o C 

เหนี่ยวน้าการแสดงออกโปรตีนด้วย 0.1 mM IPTG สามารถผลิตได้ทั้งจาก Rosetta และ BL21 
สามารถอยู่ส่วนละลายได้บางส่วนประมาณ 10% (w/v) เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนทั้งหมด (รูปที่ 5-
29 และ 5-30) ส่วนใหญ่อยู่ในส่วนที่ไม่ละลายน้้า ดังนั้นจึงได้โปรตีนส่วนที่ละลายได้มาท้าการทดสอบ
กิจกรรมเอนไซม์ ซึ่งท้าการสอบซ้้า 3 ซ้้า โดยน้ามาท้าปฏิกิริยากับ 1% อินูลิน ซึ่งพบว่า Rosetta- 
pET28a-SA22 โคลน 1 มีกิจกรรมเอนไซม์ 0.0164 U/mg ส่วนอีก 2 โคลนนั้นไม่มีกิจกรรมเอนไซม์
เนื่องมาจากสามารถผลิตโปรตีนได้น้อยมาก ส่วนกิจกรรมเอนไซม์ของ BL21- pET28a-SA22 โคลน 1 
และ 2 ได้เท่ากับ 0.008 และ 0.0072 U/mg แต่โคลนที่ 3 ไม่มีกิจกรรมเอนไซม์ เมื่อท้า                    
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การเปรียบเทียบกับ Rosetta- pET28a-34 โคลน 1 มีกิจกรรมเอนไซม์มากที่สุดคือ 0.0204 U/mg 
อีก 2 โคลนไม่มีกิจกรรมเอนไซม์ จึงได้ท้าการเลือก Rosetta- pET28a-SA34 โคลน 1 มาท้าการท้า
บริสุทธิ์รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสต่อไป 

ตารางท่ี 5-1 แสดงสรุปการศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 
 

รีคอมบิแนนท์
อินูลิเนสโคลน 

โคลนที่ 

การแสดงออก 
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนส โปรตีน

สามารถ
ละลายได้ 

กิจกรรมเอนไซม์
จ้าเพาะ(U/mg) 

SDS-PAGE 
Western 
blotting 

Rosetta-
pET28a-SA22 

1 √ √ √ 0.0164  
2 √ √ - 0 
3 √ √ - 0 

BL21-  
pET28a-SA22 

1 √ √ √ 0.008  
2 √ √ √ 0.0072 
3 √ √ √ 0 

Rosetta-
pET28a-SA34 

1 √ √ √ 0.0204  
2 √ √ - 0 
3 √ √ √ 0 

BL21-  
pET28a-SA34 

1 √ √ N/A N/A 
2 √ √ N/A N/A 
3 √ √ N/A N/A 

 

หมายเหตุ √      หมายถึง สามารถแสดงออกรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสได้ใน SDS-PAGE และ  

                               Western blotting โปรตีนสามารถละลายได้ 

             -       หมายถึง โปรตีนไม่ละลาย 

             N/A   หมายถึง ไม่ท าการทดสอบ 
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5.3 ท าบริสุทธิ์รีคอมบิแนนท์อินูลิเนส 
     เมื่อท้าการผลิตรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสจาก Rosetta-pET28a-34 เรียบร้อย น้าโปรตีนส่วน

ที่ละลายได้หลังจาก sonicate มากรองผ่าน 0.45 µm ก่อนน้ามาผ่านคอลัมน์ Ni-NTA affinity 
chromatography เก็บทุกส่วนมาตรวจสอบโปรตีนด้วย SDS-PAGE และวิธี Western blotting 
analysis จากผลการทดลอง (รูปที่ 5-31) พบว่ายังมีโปรตีนอินูลิเนสจับกับคอลัมน์ไม่หมดจึงมี         
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสเหลืออยู่ (เลน 2) เมื่อใช้ 0.1M phosphate buffer pH 7 ที่มี 0, 20, 40, 60, 
80, 100 mM imidazole จะท้าให้โปรตีนไม่สามารถจับกับคอลัมน์ได้ดีเท่ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่มี 
His-tag อยู่หลุดออกมาก่อน (เลน 3-9) พบว่าโปรตีนรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสขนาด 107 kDa สามารถ
ถูกชะออกมาด้วย 0.1M phosphate buffer pH 7 ที่มี 500 mM imidazole (เลน 10-11) ในส่วน
ที่ใช้ strip buffer ไม่มีโปรตีนใดๆหลุดออกมา (เลน 12) 
 

              

 

 

 

 
รูปที่ 5-31 แสดงผลการรัน 10% SDS-PAGE และ Western blotting analysis การท้าบริสุทธิ์ 
             โปรตีนอินูลิเนสจาก Rosetta- pET28a-34 
เลน M     PageRulerTM Prestained Protein Ladder  
เลน 1  โปรตีนที่ยังไม่น้าไปผ่านคอลัมน์  
เลน 2    โปรตีนที่ผ่านเข้าไปคอลัมน์ แล้วเหลือออกมา  
เลน 3-4    โปรตีนที่ถูกล้างออกมา ด้วย 0.1M sodium phosphate buffer pH 7 ตามล้าดับ 
เลน 5-9    โปรตีนที่ถูกชะ ด้วย 0.1M sodium phosphate buffer pH 7 ที่มี  
                     20, 40, 60, 80, 100 mM imidazole ตามล้าดับ 
เลน 10-11     โปรตีนที่ถูกชะ ด้วย 0.1M sodium phosphate buffer pH 7 ที่มี  
                     500 mM imidazole ครั้งที่ 1 และ 2 ตามล้าดับ 
เลน 12      โปรตีนที่ถูกชะออกมาหมดด้วย strip buffer 
เลน 13       positive control (Rosetta-pET28a-SA34) 
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รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่ผ่านการท้าบริสุทธิ์เรียบร้อย (เลน 10-11) มาก้าจัด Imidazole 
ออกโดยใช้ Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter Units และน้า มาตรวจสอบด้วย SDS-PAGE และ 
Western blotting analysis (รูปที่ 5-32) พบโปรตีนมีขนาด 107 kDa ซึ่งตรงกับโปรตีนก่อนท้าให้
บริสุทธิ์ (เลน C) และโปรตีนที่ผ่านการท้าบริสุทธิ์ (เลน P)  และเมื่อน้ามาวัดกิจกรรมเอนไซม์ พบว่ามี
กิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 0.0244 U/mg  
          

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 5-32 แสดงผลการรัน 10% SDS-PAGE และ Western blotting analysis โปรตีนอินูลิเนส 
              ที่ผ่านการก้าจัด imidazole ออก 
เลน M     PageRulerTM Prestained Protein Ladder  
เลน C  โปรตีนทั้งหมดก่อนการท้าให้บริสุทธิ์  
เลน P   โปรตีนรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสทีผ่่านการท้าบริสุทธิ์ 
เลน I   โปรตีนรีคอมบิแนนทอิ์นูลิเนสหลังก้าจัด imidazole ออก 
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https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwjdo6_UscLMAhUGcY4KHffVD4UQFgg3MAA&url=http%3A%2F%2Fwww.emdmillipore.com%2FUS%2Fen%2Fproduct%2FAmicon-Ultra-15-Centrifugal-Filter-Units%2CMM_NF-C7715&usg=AFQjCNFp1WXR0skyOCIBdDonytOZdoeMPw&bvm=bv.121099550,d.c2E
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5.4 ศึกษาสมบัติของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

5.4.1 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างานของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

เมื่อน้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่ท้าให้บริสุทธิ์มาวัดกิจกรรมอินูลิเนส โดยแปผันอุณหภูมิที่ใช้
ในการท้าปฏิกิริยากับ 1% อินูลิน ที่ละลายอยู่ใน 0.1M sodium phosphate buffer pH 7 ที่ 
อุณหภูมิ 30, 40, 55, 70 และ 80 o C พบว่า ที่อุณหภูมิ 30 o C ให้กิจกรรมจ้าเพาะ 75% เมื่อ
เปรียบเทียบกับที่อุณหภูมิ 40 o C ให้กิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะมากที่สุด (100%) และเริ่มต่้าลงเป็น 
60% ที่อุณหภูมิ 55o C จนกระทั้ง 70 และ 80 o C ไม่เกิดกิจกรรมเอนไซม์ ส่วนกิจกรรมเอนไซม์ที่
เกิดจาก crude protein ในอาหาร Basal medium ที่มี 1% อินูลิน จาก Streptomyces sp. CP01 
มีแนวโน้มเช่นเดียวกับการใช้รีคอมบิแนนท์อินูลิเนส แต่ที่ 70 และ 80 o C ยังเกิดกิจกรรมเอนไซม์อยู่
ประมาณ 50-55% ดังรูปที่ 5-33  

 

                    

 

รูปที่ 5-33 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมเอนไซม์กับอุณหภูมิต่างๆ 
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5.4.2 ศึกษาความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท างานของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส                         
                  บริสุทธิ์ 

 เมื่อได้อุณหภูมิที่เหมาะสมจากผลข้อ 5.4.1 คือ 40 o C ต่อไปจึงได้ท้าการแปรความเป็นกรด
ด่างของ 0.1 M phosphate buffer ที่ใช้ในท้าปฏิกิริยาวัดกิจกรรมเอนไซม์ที่  pH 4, 5, 6, 7, 8 และ 
9 พบว่า pH 4 ที่ไม่เกิดกิจกรรมเอนไซม์ และพบว่า pH 5 มีกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 63% ซึ่ง
ใกล้เคียงกับที่ pH 6 ที่มีกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 60% เมื่อเปรียบเทียบกับ pH 7 ซึ่งมีกิจกรรม
เอนไซม์จ้าเพาะสูงที่สุด และกิจกรรมเอนไซม์เริ่มลดที่ pH 8-9 เป็น 85% ส่วนการใช้ crude protein 
ในอาหาร Basal medium ที่มี 1% อินูลิน จาก Streptomyces sp. CP01 มีกิจกรรมเอนไซม์ที่เกิด
แนวโน้มเช่นเดียวกัน ดังรูปที่ 5-34 ดังนั้นจึงเลือกท่ี pH 7 มาท้าการทดลองต่อไป 

 

               

รูปที่ 5-34 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมเอนไซม์กับความเป็นกรดด่างต่างๆ 
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5.4.3 ศึกษาความเข้มข้นของอินูลินที่เหมาะสมต่อการท างานของรีคอมบิแนนท์           
                  อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

 จากผลการทดลองจากข้อ 5.4.1-5.4.2 ท้าให้ทราบว่าสภาวะ 0.1 M phosphate buffer 
pH 7 ที่อุณหภูมิ 40 o C นั้นให้กิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุด จึงท้าการทดลองศึกษาความเข้มข้นของ      
อินูลินที่เหมาะสม  โดยเริ่มความเข้มข้นที่ 0, 5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5 และ 25 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ซึ่งจากกราฟจะเห็นได้ว่าเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น กิจกรรมเอนไซม์จะสูงขึ้น ตั้งแต่ความ
เข้มข้นอินูลิน 5 mg/ml มีกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 10% ที่ความเข้มข้นอินูลิน 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร มีกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 20% ซึ่งเท่ากับที่ความเข้มข้นอินูลิน 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่
ความเข้มข้นอินูลิน 12.5 มีกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 37% ที่ความเข้มข้นอินูลิน 15 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร มีกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 58% เมื่อเทียบกับความเข้มข้นอินูลิน 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่มี
กิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะสูงที่สุด และกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะเริ่มลดลงหลังจากความเข้มข้นอินูลิน 
20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งความเข้นข้นอินูลิน 22.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 
39% ดังนั้นจึงเลือกความเข้มข้นอินูลิน 20 mg/ml เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดในการท้า
ปฏิกิริยา ส่วนการใช้ crude protein ในอาหาร Basal medium ที่มี 1% อินูลิน จาก 
Streptomyces sp. CP01 มีกิจกรรมเอนไซม์ที่เกิดสูงสุดที่ความเข้มข้นอินูลิน 17.5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร กิจกรรมของเอนไซม์เริ่มลดลงที่ความเข้มข้นอินูลินหลังจาก 17.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จน
ต่้าสุดที่ความเข้มข้นอินูลิน 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดังรูปที่ 5-35  

                        

รูปที่ 5-35 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมเอนไซม์กับความเข้มข้นของอินูลินต่างๆ 
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5.4.4 ศึกษาตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ 

ในการศึกษา Michaelis-Menten kinetic parameters ได้ท้าการหาค่าคงที่ของ 
Michaelis-Menten (Km) และความเร็วสูงสุดของเอนไซม์ (Vmax) โดยศึกษาจาก Lineweaver-Burk 
plots โดยใช้ความเข้มข้นอินูลิน 0 ถึง 20 mg/ml เป็นสารตั้งต้นในการท้าปฏิกิริยา ภายใต้สภาวะ 
0.1M sodium phosphate buffer pH 7 ที่อุณหภูมิ 40 o C เพ่ือวัดกิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะจากนั้น
น้าผลที่ได้มาวาดกราฟความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของอินูลิน เพ่ือค้านวณหาค่า Km และ Vmax 

พบว่า Km  ได้เท่ากับ 11 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยค้านวณได้จากจ้านวนความเข้มข้นของอินูลินที่ให้ค่า 
1/2 ของ Vmax  ซึง Vmax มีค่าเท่ากับ 0.088 mg/min/ml (รูปที่ 5-36) 

 

   

  

รูปที่ 5-36 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม์กับ 
             ความเข้มข้นของอินูลินต่างๆ 
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5.5 ศึกษาผลของอิออนของโลหะต่อการท างานของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

เมื่อทราบสภาวะที่เหมาะสมในการท้างานของรีคอมบิแนนท์บริสุทธิ์ จากข้อ 5.4.1-5.4.3 ท้า
ให้ทราบว่าสภาวะ 0.1 M phosphate buffer pH 7 ที่อุณหภูมิ 40 o C และที่ความเข้มข้นอินูลิน 
20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดังนั้นใช้สภาวะที่เหมาะสมนี้มาท้าการศึกษาผลของอิออนของโลหะต่อการ
ท้างานของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ ซึ่งจะแปรผันอิออนของโลหะ 1mM CaCl2, 1mM 
CoCl2·6H2O, 1mM CuCl2, 1mM FeSO4·7H2O, 1mM HgCl2, 1mM MgSO4·7H2O, 1mM 
MnSO4·4H2O และ 1mM ZnSO4·7H2O ซึ่งพบว่าเมื่อท้าการเติม 1mM CaCl2, 1mM CoCl2·6H2O, 
1mM FeSO4·7H2O และ 1mM MnSO4·4H2O ส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์สูงขึ้นเมื่อเทียบกับ
ปฏิกิริยาที่ไม่ได้ท้าการเติมอิออน (100%) โดยพบว่าในการเติม 1mM CoCl2·6H2O ส่งผลให้กิจกรรม
เอนไซม์สูงขึ้นมากที่สุด 552.87 % รองลงมาคือการเติม 1mM MnSO4·4H2O ส่งผลให้กิจกรรม
เอนไซม์สูงขึ้น 389.65% ในการเติม 1mM CaCl2 ให้กิจกรรมเอนไซม์สูงขึ้น 202% และในการเติม 
1mM FeSO4·7H2O ให้กิจกรรมเอนไซม์สูงขึ้น 179.31% นอกจากนี้พบว่ามีเกลือแร่ที่ส่งผลยับยั้งการ
เกิดกิจกรรมเอนไซม์ ได้แก่ 1mM CuCl2, 1mM HgCl2, 1mM MgSO4·7H2O  และ 1mM 
ZnSO4·7H2O ซึ่งเมื่อท้าการเติม 1mM HgCl2 ท้าให้ไม่เกิดกิจกรรมเอนไซม์เกิดข้ึน(0%)  ส่วนการเติม 
1mM ZnSO4·7H2O ส่งผลให้กิจกรรมเอนไซม์ลดลงเหลือ 68.97% การเติม 1mM MgSO4·7H2O 
ส่งผลให้กิจกรรมเอนไซม์ลดลงเหลือ 83.9% และการเติม 1mM CuCl2 ส่งผลให้กิจกรรมเอนไซม์
ลดลงเหลือ 90.8% 

 
ตารางท่ี 5-2 แสดงเปอร์เซ็นต์กิจกกรมเอนไซม์เมื่อแปรผันอิออนของโลหะ 
 

อิออนของโลหะ (1 mM) กิจกรรมเอนไซม์ (%) 
ไม่เติมอิออน 100 

CaCl2 202 
CoCl2 · 6H2O 552.87 

CuCl2 90.8 
FeSo4 · 7H2O 179.31 

HgCl2 0 
MgSo4 · 7H2O 83.9 
MnSo4 · 4H2O 389.65 
ZnSo4 · 7H2O 68.97 
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5.6 ตรวจสอบการย่อยอินูลินโดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 

 น้าปฏิกิริยาทั้งหมดท่ีผ่านการทดสอบการย่อยอินูลินมาหยดบนแผ่น TLC และท้าการเคลื่อน
ผ่านด้วยตัวท้าละลายและจากผลการทดลอง (รูปที่ 5-37) พบว่าอินูลินที่ถูกย่อยด้วยรีคอมบิแนนท์ 
อินูลิเนสที่บริสุทธิ์ (เลน P) สามารถพบแถบน้้าตาลที่ตรงกับขนาดของซูโคส (แถบจาง) ซึ่งผลที่ได้
เหมือนกับรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสก่อนท้าให้บริสุทธิ์ (เลน C) ซึ่งมีความเข้มมากกว่า และมีแถบน้้าตาล
ที่ต่อกันเป็นสายสั้นๆอยู่ ในขณะที่รีคอมบิแนนท์อินูลิเนส บริสุทธิ์ที่เสียสภาพ และรีคอมบิแนนท์    
อินูลิเนสก่อนท้าให้บริสุทธิ์ที่เสียสภาพไม่พบแถบน้้าตาลใดๆที่ตรงกับน้้าตาลมาตรฐาน 

 

 

รูปที่ 5-37  แสดงผลการตรวจสอบการย่อยอินูลินโดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 
เลน G  กลูโคโอลิโกแซกคาไรด์มาตรฐาน  
                     (G1-6: จ้านวนโมเลกุลของน้้าตาลกลูโคส 1-6 โมเลกุล) 
เลน    F  ฟรุกโทสมาตรฐาน 
เลน    S  ซูโครสมาตรฐาน 
เลน     I  อินูลินมาตรฐาน  
เลน – C           อินูลินที่ถูกย่อยด้วยรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสก่อนท้าให้บริสุทธิ์ที่เสียสภาพ 
เลน    C อินูลินที่ถูกย่อยด้วยรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสก่อนท้าให้บริสุทธิ์ 
เลน  - P  อินูลินที่ถูกย่อยด้วยรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ที่เสียสภาพ 
เลน    P  อินูลินที่ถูกย่อยด้วยรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

   G      F       S       I      - C      C     - P      P 

G1 

G2 

G6 

G4 
G5 

G3 
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บทที่ 6 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์และฟรุกโทส จัดเป็นสิ่งที่มีประโยชน์มากมายทั้งในทางด้าน
อุตสาหกรรมทางด้านอาหาร และในทางด้านสุภาพ การผลิตฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์และฟรุกโทส
จากสารตั้งต้นเป็นอินูลินโดยใช้อินูลิเนสเป็นเอนไซม์ที่ใช้ย่อยอินูลิน โดยมีส่วน active site ใน beta-
fructosidase เป็นบริเวณที่เกิดการย่อยพันธะเบต้า2,1-ของสายโซ่ฟรุกโทส จัดเป็นการลด
กระบวนการผลิต ปัจจุบันพบว่าจุลินทรีย์จ้านวนมากสามารถย่อยอินูลิเนสได้ เช่น Arthrobacter 
sp., Aspergillus sp. และ Kluyveromyces sp. เป็นต้น (Pouyez และคณะ, 2012) และงานวิจัย
ก่อนหน้านี้พบว่า Streptomyces sp.CP01 สามารถผลิตอินูลิเนสที่มีประสิทธิภาพ (Laowklom 
และคณะ, 2012) และในงานวิจัยนี้ได้ท้าการผลิตรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส โดยการตัดต่อยีนประมวล
รหัสอินูลิเนสของ Streptomyces sp.CP01 จากการศึกษาหาล้าดับนิวคลีโอไทด์และล้าดับ   กรดอะ
มิโนของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. CP01 และท้าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Genbank 
พบว่าใกล้เคียงกับ putative endo-inulinase จาก Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 
(Genbank Accession CP012382) มากที่สุด โดยยีนประมวลรหัสอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 มีขนาด 2,967 bp มี 988 กรดอะมิโน ต่างกับยีนประมวลรหัสอินูลิเนสจาก S. ambofaciens 
ATCC 23877 ที่มีขนาด 2,886 bp มี 961 กรดอะมิโน เนื่องจากอินูลิเนสจาก Streptomyces sp. 
CP01 มีล้าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ิมขึ้นมา บริเวณนิวคลีโอไทด์ 0-74 ซึ่งเป็นบริเวณของ His6 Tag และ 
95-100 ตามล้าดับ ซ่ึงแปลเป็นล้าดับกรดอะมิโนได้บริเวณ  0-25 และ 35-36 ตามล้าดับ (รูปที่ 5-26) 
เมื่อพิจารณาล้าดับกรดอะมิโน พบว่าเป็นเอนโดอินูลิเนส เนื่องจากพบบริเวณอนุรักษ์  WMNEPA, 
YHLFYQ, WGHAVS, WSGD, RDP, ELP และ MVEA ตามล้าดับ (รูปที่ 5-26) ซึ่งใกล้เคียงกับเอน
โดอินูลิเนสมีบริเวณอนุรักษ์คือ WMNEPNG, YHLFYQ, WGHAVS, WSGD, RDP, EVP และ SVEVF 
(Liu และคณะ, 2013) แต่บริเวณ ELP และ MVEA มีความแตกต่างจากบริเวณอนุรักษ์ แต่มีความ
ใกล้เคียงกับ Pseudomonas muidolens (AAF24999) (Singh และ Gill, 2006) นอกจากนี้มี
บริเวณ E(V/C)P ในรา แต่พบ E(V/M/L)P ในแบคทีเรีย (Singh และ Gill, 2006) ดังนั้นจึงบ่งบอกได้
ว่าอินูลิเนสจาก Streptomyces sp.CP01 เป็นเอนโดอินูลิเนส  
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 จากนั้นได้ออกแบบไพร์เมอร์โดยใช้ putative endo-inulinase จาก S. ambofaciens 
ATCC 23877เป็นต้นแบบในการหายีนประมวลรหัสทั้งหมดเนื่องจากในฐานข้อมูลมีเพียง                      
S. ambofaciens ATCC 23877 สปีชีส์เดียวเท่านั้นที่เป็น Streptomyces sp. ที่สามารถผลิต      
อินูลิเนสได้ เมื่อท้าการเพ่ิมจ้านวนชิ้นยีนประมวลรหัสอินูลิเนสที่มีการเพ่ิมบริเวณเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ
เมื่อเชื่อมเข้ากับ pET28a เพ่ือท้าการแสดงออก โดยถ่ายโอนเข้าสู่ E. coli Rosetta™(DE3)pLysS 
หรือ BL21(DE3) พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที่แสดงออกมีขนาด 107 kDa ซ่ึงรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส
ที่แสดงออกใน Rosetta-pET28a-SA34 สามารถละลายได้เล็กน้อย และมีกิจกรรมของเอนไซม์
จ้าเพาะที่มากกว่าใน BL21(DE3) แม้ว่าใน BL21(DE3) สามารถผลิตโปรตีนได้มากกว่าใน E. coli 
Rosetta (DE3) pLysS แต่รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่แสดงออกมีขนาด 107 kDa ซึ่งมีขนาดไม่ตรงกับ
ขนาดของอินูลิเนสจาก Streptomyces sp.CP01 ที่มีขนาด 70.8 kDa (Laowklom และคณะ, 
2012) อาจเนื่องจาก Streptomyces sp.CP01 มีบริเวณยีนประมวลรหัสอินูลิเนสอ่ืนที่สามารถ
ผลิตอินูลิเนสได้ อย่างไรก็ตามในงานวิจัยนี้ได้น้า crude protein ใน Basal medium ที่มี 1% อินูลิน 
ใช้เป็นตัวควบคุมบวกและเปรียบเทียบ 

น้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสที่แสดงออกจาก Rosetta-pET28a-SA34 จึงถูกท้าให้บริสุทธิ์ด้วย 
Ni-NTA affinity chromatography โดยชะด้วย 500mM imidazoleใน 0.1 M phosphate 
buffer pH 7 เนื่องจากรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสมี His6 Tag ที่บริเวณ N-terminal ซึ่งให้ผลสอดคล้อง
กับการแสดงออกรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสจาก Paenibacillus polymtxa ZJ-9 ใน E. colI BL21 
และท้าให้โปรตีนบริสุทธิ์ด้วยวิธี Ni-NTA column ซึ่งชะด้วย 300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, 
pH 8.0 ที่มี 50-250 mM imidazole (Gao และคณะ, 2014) นอกจากนี้ยังพบในการศึกษา          
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนส (kcINU1) ซึ่งมีมี His6 Tag เช่นกัน จาก Kluyveromyces cocerisporus 
แสดงออกใน Pichia pastoris X-33 โดยมีการท้าให้โปรตีนบริสุทธิ์โดยใช้ Ni-NTA column 
chromatography ซึ่งพบโปรตีนบริสุทธิ์เมื่อชะด้วย 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4 
ที่มี 300 mM NaCl และ 250 mM imidazole (Ma และคณะ, 2015)  

เมื่อได้รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์แล้วจึงศึกษาสมบัติของอินูลิเนส ในขั้นแรกท้าการหา
อุณหภูมิที่เหมาะสมพบว่าที่ 40 o C มีกิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุดซึ่งอุณหภูมิที่ต่้ากว่าอินูลิเนสบริสุทธิ์ที่
ผลิตจาก Streptomyces sp.CP01 15 o C (Laowklom และคณะ, 2012) และในการศึกษาค่า
ความเป็นกรดด่างโดยรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ พบว่าที่ pH 7 เหมาะสมที่สุดในท้าปฏิกิริยา 
ในขณะที่อินูลิเนสบริสุทธิ์จาก Streptomyces sp.CP01 ใช้ pH 6 ในการท้าปฏิกิริยา ซึ่ง pH 7 มี
ความเป็นกลางจะท้าให้เอนไซม์ไม่เสียสภาพ มีโครงสร้างที่ถูกต้องเหมือนเดิม น่าจะเหมาะที่จะใช้
ร่วมกับการย่อยด้วยเอ็กโซอินูลิเนส จาก Paenibacillus polymyx ZJ-9 ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยา
การย่อยอินูลินที่อุณหภูมิ 40 o C pH 7 มีกิจกรรมเอนไซม์ 65-70% (Gao และคณะ, 2014) ใน

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
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งานวิจัยนี้ใช้อุณหภูมิที่ 40 o C และค่าความเป็นกรดด่างที่เป็นกลาง (pH 7) ซึ่งมีงานวิจัยศึกษาการ
แสดงออกของอินูลิเนสนั้นส่วนมากมีอุณหภูมิที่สูงและค่าความเป็นกรดด่างที่ต่้าในสภาวะที่เหมาะสม
ในการทดสอบกิจกรรมอินูลิเนส ดังเช่นในงานงานวิจัยของ Li และคณะ, 2012 ได้แสดงออกรีคอม
บิแนนท์อินูลิเนส (EnIA) จาก Arthrobacter sp. S37 ใน Yarrowia lipolytica มีกิจกรรมเอนไซม์ที่
เหมาะสมภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิ 50 o C pH 4 (Li และคณะ, 2012) เช่นเดียวกับ He และคณะ 
(2014) ศึกษาอินูลิเนส (Enlnu) จาก Aspergillus niger CICIM F0620 ใน Pichia patoris พบว่า
ภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิ 60 o C pH 6 เป็นสภาวะที่เหมาะสม (He และคณะ, 2014) และงานวิจัยที่
ท้าการศึกษารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสจาก Aspergillus ficuum ใน E. coli Rosetta พบว่ากิจกรรม
เอนไซม์ภายใต้สภาวะที่อุณหภูมิ 60 o C pH 4  เป็นสภาวะที่เหมาะสม (Chen และคณะ, 2013)  

ในส่วนของความเข้มข้นของอินูลินที่ใช้เป็นสารตั้งต้น พบว่าที่ความเข้มข้นอินูลิน 20 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให้กิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะเพ่ิมสูงขึ้น 70% เมื่อเทียบกับที่ความเข้มข้นอินูลิน 10 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ที่ใช้เป็นความเข้มข้นแรกในการทดสอบต่างๆ สุดท้ายจึงสรุปได้ว่าสภาวะที่เหมาะ
ในการวัดกิจกรรมเอนไซม์คือ ที่อุณหภูมิ 40  o C pH 7 ใช้อินูลินตั้งต้น 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร      
การทดสอบตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ ได้ Km  ได้เท่ากับ 11 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ Vmax มีค่า
เท่ากับ 0.088 มิลลิกรัม/นาที/มิลลิลิตร และซึ่งให้ผลที่ต่้ากว่าอินูลิเนสจากสิ่งมีชีวิตอ่ืน อาทิเช่นจาก 
Aspergillus niger 20 OSM (Km 6.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ Vmax 0.0476 มิลลิกรัม/นาที/
มิลลิลิตร) (Marcin และ Jan, 2005) แต่จาก Athrobacter sp. มีค่า Km (37.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
และ Vmax (3.9 มิลลิกรัม/นาที/มิลลิลิตร) ส่วนค่า Km และ Vmax จาก Xanthomonas oryzae 

No.5 มีค่าเท่ากับ 16.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ 12.1 มิลลิกรัม/นาที/มิลลิลิตร ตามล้าดับ (Youn 
และ Jong, 2002) ทั้งนี้เนื่องจากอาจขาดสารที่ช่วยส่งเสริมกิจกรรมเอนไซม์ดังในอินูลิเนสจาก 
Streptomyces sp.CP01 มีการเติม 0.025%(w/v) Mg2+ และ 0.001%(w/v) Fe2+ (จันทนพันธ์, 
2552) เช่นเดียวกับรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์จาก Cryptococcus aureus G7a และ Pichia 
guilliermondii strain 1 เมื่อเติม Ca2+ หรือ K+ หรือ Na+ หรือ Fe2+ หรือ CU2+ (Chi และคณะ, 
2009)  ซึ่งเมื่อท้าการเติมเกลือแร่ในปฏิกิริยาการย่อยอินูลิน CoCl2´6H2O ช่วยให้กิจกรรมเอนไซม์
สูงขึ้นเป็น 0.481 U/mg นอกจากนี้  FeSO4·7H2O, MnSO4·4H2O และ CaCl2 ยังช่วยเพ่ิมกิจกรรม
เอนไซม์ แต่ HgCl2 จะไปยับยั้งการเกิดกิจกรรมกรรมเอนไซม์ เนื่องจาก Hg เป็นโลหะหนัก จะไป
ท้าลายพันธะไดซัลไฟด์ ส่งผลให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนไป จึงท้าให้เอนไซม์ไม่สามารถจับกับ
สารตั้งต้นได้ (พันธ์ผล, 2537) นอกจากนี้จ้านวนของฟรุกโทสที่ต่อกันเป็นสายยาว (degree of 
polymerization; DP) ของอินูลินนั้นส่งผลกับกิจกรรมเอนไซม์ ซึ่งในงานวิจัยนี้ใช้อินูลินจากหัวรักเร่ 
มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 13-20 จึงส่งผลให้ได้กิจกรรมที่ต่างออกไปจากงานวิจัยของ Laowklom (2012) ที่ใช้
แก่นตะวัน ทีม่ีค่า DP เฉลี่ยเท่ากับ 6-10 เนื่องจากความแตกต่างของ DP เมื่อ DP มีสายสั้นจะช่วยให้

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=mIkhVLnKEoKVuATp0IDIDg&usg=AFQjCNGkbuDupYzhg4R_wZFX-E6wERcuzg&bvm=bv.75775273,d.c2E
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เอนไซม์เข้าไปตัดและได้ฟรุกโทสออกมาได้ดีกว่าที่ DP ที่มีสายยาว (Franck และ Leenheer, 2005) 
               กล่าวโดยสรุป งานวิจัยนี้ได้โคลนยีนประมวลรหัสอินูลิเนสของ Streptomyces sp.CP01 
แสดงออก และท้ารีคอมบิแนนท์อินูลิเนสให้บริสุทธิ์ เพ่ือศึกษาสมบัติรีคอมบิแนนท์อินูลิเนส พบว่า 
สภาวะที่เหมาะสมในการท้าปฏิกิริยาอินูลิเนสที่อุณหภูมิ 40 o C pH 7 และ ความเข้มข้นอินูลินที่
เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา คือ 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และค่าตัวแปรทางจลศาสตร์ของรีคอม
บิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ในงานวิจัยนี้  Km  มีค่าเท่ากับ 11 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ Vmax มีค่าเท่ากับ 
0.088 มิลลิกรัม/นาที/มิลลิลิตร และ 1mM CoCl2´6H2O ช่วยส่งเสริมกิจกรรมเอนไซม์ ซึ่งคาดว่ารี
คอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ต่อไปได้ 
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ภาคผนวก ก 
 ข้อมูลดิบ 

1. ตารางแสดงผลน้้าตาลฟรุกโทสส้าหรับกราฟมาตรฐาน 

ฟรุกโทส (mg/ml) ค่าดูดกลืนคลื่นแสง (OD540) 
0 0 

0.1 0.107 
0.15 0.184 
0.2 0.275 
0.25 0.349 
0.3 0.439 

 

2. ตารางแสดงผลโปรตีนโบวินซีรัมอัลบูมิน (BSA) ส้าหรับกราฟมาตรฐาน 

โบวินซีรัมอัลบูมิน (mg/ml) ค่าดูดกลืนคลื่นแสง (OD595) 
0 0 

0.0625 0.0857 
0.125 0.1816 
0.25 0.3856 
0.5 0.6707 
1 1.01 
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3. ตารางแสดงผลกิจกรรมเอนไซม์ 
3.1 กิจกรรมเอนไซม์ของ crude protein 

รีคอมบิแนนท์ 
อินูลิเนสโคลน 

โคลนที่ 
ค่าดูดกลืนคลื่นแสง 

(OD595) 
กิจกรรมเอนไซม์

(U/ml) 
กิจกรรมเอนไซม์
จ้าเพาะ (U/mg) 

Rosetta-
pET28a- 

SA22 

1 0.068 45.25x10-4 0.0164  
2 0 0 0 
3 0 0 0 

BL21- 
pET28a- 

SA22 

1 0.017 11.84x10-4 0.008  
2 0.013 11.84x10-4 0.0072 
3 0 0 0 

Rosetta-
pET28a- 

SA34 

1 0.073 48.26x10-4 0.0204  
2 0 0 0 
3 0 0 0 

BL21- 
pET28a- 
SA-34 

1 N/A N/A N/A 
2 N/A N/A N/A 

3 N/A N/A N/A 

 
หมายเหตุ N/A หมายถึงไม่ได้ท้าการทดลอง 
 

3.2 กิจกรรมเอนไซม์ของรีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

รีคอมบิแนนท์ 
อินูลิเนสโคลน 

โคลนที่ 
ค่าดูดกลืนคลื่นแสง 

(OD540) 
กิจกรรมเอนไซม์

(U/ml) 
กิจกรรมเอนไซม์
จ้าเพาะ (U/mg) 

Rosetta-
pET28a-SA34 

1 0.016 7.13x10-5 0.0244 
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3.3 กิจกรรมเอนไซม์ในการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการท้างานของ                        
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

อุณหภูมิ (o C) 
ค่าดูดกลืนคลื่นแสง 

(OD540) 
กิจกรรมเอนไซม์

(U/ml) 
กิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 

(U/mg) 
30 0.007 10.36x10-4 0.02281 
40 0.019 19.44x10-4 0.0308 
55 0.001 5.83x10-4 0.0187 
70 0 0 0 
80 0 0 0 

 

3.4 กิจกรรมเอนไซม์ในการศึกษาความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท้างานของ 
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

pH 
ค่าดูดกลืนคลื่นแสง 

(OD540) 
กิจกรรมเอนไซม์

(U/ml) 
กิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 

(U/mg) 
4 0 0 0 
5 0.014 15.64 x10-4 0.02749 
6 0.012 14.16 x10-4 0.02615 
7 0.035 31.56x10-4 0.0444 
8 0.028 26.24x10-4 0.0374 
9 0.028 26.24x10-4 0.0374 
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3.5 กิจกรรมเอนไซม์ในการศึกษาความเข้มข้นของอินูลินที่เหมาะสมต่อการท้างานของ 
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

ความเข้มข้นของ   
อินูลิน (mg/ml) 

ค่าดูดกลืนคลื่นแสง 
(OD540) 

กิจกรรมเอนไซม์
(U/ml) 

กิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 
(U/mg) 

0 0 0 0 
5 0.003 7.32x10-4 0.0078 
10 0.012 14.16x10-4 0.0154 

12.5 0.038 23.84x10-4 0.0319 
15 0.047 33.07x10-4 0.0428 

17.5 0.051 54.68 x10-4 0.0656 
20 0.075 65.48x10-4 0.0777 

22.5 0.04 27.76x10-4 0.0394 
25 0.024 17.12x10-4 0.0161 

 

3.6 กิจกรรมเอนไซม์ในการศึกษาผลของอิออนของโลหะต่อการท้างานของ 
รีคอมบิแนนท์อินูลิเนสบริสุทธิ์ 

อิออน (1 mM) 
ค่าดูดกลืนคลื่นแสง

(OD540) 
กิจกรรมเอนไซม์ 

(U/ml) 
กิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 

(U/mg) 
ไม่เติมอิออน 0.019 72.72 x 104 0.087 

CaCl2 0.059 89.72 x 104
 0.176 

CoCl2 · 6H2O 0.199 264.88 x 104
 0.481 

CuCl2 0.015 63.92 x 104
 0.079 

FeSo4 · 7H2O 0.05 85.88 x 104
 0.156 

HgCl2 0 0 0 
MgSo4 · 7H2O 0.012 60.54 x 104

 0.073 
MnSo4 · 4H2O 0.134 186.68 x 104

 0.339 
ZnSo4 · 7H2O 0.006 33.24 x 104

 0.06 
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สูตรการค้านวณ 

1. หาปริมาณโปรตีน (ค้านวณจากกราฟมาตรฐาน ภาคผนวก ง) 

ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  = 
ค่าการดูดกลนืคลื่นแสง         

      
   

2. หาปริมาณน้้าตาล (ค้านวณจากกราฟมาตรฐาน ภาคผนวก ง) 

ปริมาณน้้าตาล (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) = 
ค่าการดูดกลนืคลื่นแสง         

      
  

3. หากิจกรรมเอนไซม์ 

กิจกรรมเอนไซม์ (U/ml) = 
มิลลิกรัมของน้้าตาล

      
x 
 

เวลา
x

ปริมาณสารที่ใช้ในการท้าปฏิกิริยาท้ังหมด

ปริมาณเอนไซม์ท่ีใช้
xความเจือจาง  

4. หากิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ 

กิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะ (U/mg) =  
กิจกรรมเอนไซม์

ปริมาณโปรตีน
 

5. หาเปอร์เซ็นต์ส้าหรับวาดกราฟสภาวะต่างๆ 

เปอร์เซ็นต์ของค่าสมบัติต่างๆ (%)= 
ค่ากิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะที่ต้องการค้านวณ

ค่ากิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะสูงท่ีสุด
 x 100 
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ภาคผนวก ข  
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. Basal medium ที่มี 1% อินูลิน 

 เตรียมสารดังนี้ 

 ทริปโทน (tryptone)                     0.7        กรัม (0.7% (w/v)) 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)             0.1        กรัม (0.1% (w/v)) 

 โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)           0.05      กรัม (0.05% (w/v)) 

 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)            0.25      กรัม (0.25% (w/v)) 

 เฟอร์รัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)         0.001    กรัม (0.001% (w/v)) 

 อินูลิน (inulin from dahlia tubers)            1          กรัม (1% (w/v)) 

 ละลายสารทั้งหมดในน้้ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ที่มีขดลวดอยู่ น้าไปนึ่ง
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110 o Cความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที 

2. Luria-Bertani (LB broth และ LB Agar) 

 เตรียมสารดังนี้ 

 ทริปโทน (tryptone)                     1.5        กรัม (1% (w/v)) 

 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                                  1.5        กรัม (1% (w/v)) 

 ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract)                             0.75      กรัม (0.5% (w/v)) 

 วุ้น (Agar) (ส้าหรับเตรียม LB Agar)          2.25      กรัม (1.5% (w/v)) 

 ละลายสารทั้งหมดในน้้ากลั่น 150 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 o C ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

1. 50x Tri-acetate (TAE) buffer 
 เตรียมสารดังนี้ 
 Tris-base (C4H11NO3)              121     กรัม        (12.1% (w/v)) 
 กรดอะซิติก (Gracial acetic acid)  28.55  มิลลิลิตร   (2.855% (v/v)) 
 0.5M EDTA (C10H16N2O8)   50      มิลลิลิตร   (5% (v/v)) 
 ละลาย Tris-base ในน้้ากลั่น 300 มิลลิลิตร จนเป็นเนื้อเดียวกันจึงเติม กรดอะซิติก และ 
0.5M EDTA ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติมน้้ากลั่นจนได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร ก่อน
น้ามาใช้เจือจางให้เป็น 1x 
 
2. 1.5M Tris-HCl pH 8.8 
 ชั่ง Tris-base 181.71 กรัม ละลายในน้้าปลอดประจุ 500 มิลลิลิตร น้าไปปรับค่าpH ด้วย
กรดไฮโดรคอลริกจนได้ pH เท่ากับ 8.8 จากนั้นเติมน้้าปลอดประจุให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร  
 
3. 1M Tris-HCl pH 8.5 
 ชั่ง Tris-base 121.14 กรัม ละลายในน้้าปลอดประจุ 500 มิลลิลิตร น้าไปปรับค่าpH ด้วย
กรดไฮโดรคอลริกจนได้ pH เท่ากับ 8.5 จากนั้นเติมน้้าปลอดประจุให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร  
 
4. 1M Tris-HCl pH 6.8 
 ชั่ง Tris-base 121.14 กรัม ละลายในน้้าปลอดประจุ 500 มิลลิลิตร น้าไปปรับค่าpH ด้วย
กรดไฮโดรคอลริกจนได้ pH เท่ากับ 6.8 จากนั้นเติมน้้าปลอดประจุให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร  
 
5.30% Acrylamide 
เตรียมสารดังนี้ 
 Acrylamide        87.6  กรัม        (29.2% (w/v))  
 Bisacrylamide (C7H10 O2N2)   2.4  กรัม        (0.8% (w/v)) 
 ผสมสารทั้งหมดในน้้าปลอดประจุที่อุ่น 300 มิลลิลิตร ละลายจนเป็นเนื้อเดียวกันและเก็บใน
ขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 o C 
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6. 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
 ชั่ง SDS 10 กรัม ละลายในน้้ากลั่นปลอดประจุ 60 มิลลิลิตร จนเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้น
ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร 
 
7. 10% Ammonium persulfate (APS) 
 ชั่ง APS 0.1 กรัม ละลายในน้้าปลอดประจุปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกัน 
เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 o C 
 
8. 4x SDS sample running buffer 
 เตรียมสารดังนี้ 
 Bromphenol blue     0.058 กรัม        (0.167% (w/v)) 
 Tris-HCl pH 6.8     6       มิลลิลิตร   (50% (v/v)) 
 SDS      2.4    กรัม        (8% (w/v)) 
 DTT      1.851 กรัม        (15.43% (w/v)) 
 99% กลีเซอรอล     12       มิลลิลิตร   (40% (v/v)) 
 ละลายสารทั้งหมดในน้้าปลอดประจุ 12 มิลลิลิตร จนเป็นเนื้อเดียวกัน 
 
9. 10x SDS running buffer 
 เตรียมสารดังนี้ 
 Tris-base     30    กรัม        (3% (w/v)) 
 Glycine      144 กรัม        (14.4% (w/v)) 
 SDS      10   กรัม        (1% (w/v)) 

ละลายสารทั้งหมดในน้้ากลั่น 600 มิลลิลิตรจนเป็นเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรสุดท้าย
เป็น 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 o C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 15 นาที ก่อนน้ามาใช้เจือจางให้เป็น 1x 
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10. Staining solution 
 เตรียมสารดังนี้ 
 Commassie blue R-255   2      กรัม        (0.2% (w/v)) 
 Methanol     450  มิลลิลิตร   (45% (v/v)) 
 Glacial acetic acid    250 มิลลิลิตร   (25% (v/v)) 

ละลาย Commassie blue R-255 ใน Methanol จนเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเติม Glacial 
acetic acid และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน้้ากลั่น 
ผสมสารทั้งหมด ละลายในน้้าน้้ากลั่นให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
 
11. Destain solution 
 เตรียมสารต่อไปนี้ 
 Methanol     500  มิลลิลิตร   (50% (v/v)) 
 Glacial acetic acid    100  มิลลิลิตร   (10% (v/v)) 
 ผสมสารทั้งหมด ละลายในน้้ากลั่นให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

 
12. Fixing solution 
 เตรียมสารต่อไปนี้ 
 Methanol      100  มิลลิลิตร   (10% (v/v)) 
 Glacial acetic acid    100  มิลลิลิตร   (10% (v/v)) 
 99% กลีเซอรอล                     50   มิลลิลิตร   (5% (v/v)) 
 ผสมสารทั้งหมด ละลายในน้้าน้้ากลั่นให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
 
13. 10x Transfer buffer 

เตรียมสารดังนี้ 
 Tris-base               19.3    กรัม        (2.41% (w/v)) 
 Glycine              90     กรัม        (11.25% (w/v)) 

ละลายสารทั้งหมดในน้้ากลั่น 300 มิลลิลิตรจนเป็นเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรสุดท้าย
เป็น 800 มิลลิลิตร ก่อนน้ามาใช้เจือจางให้เป็น 1x 
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14. Transfer blotting buffer 
เตรียมสารดังนี้ 

 1x Transfer buffer    400  มิลลิลิตร   (80% (v/v)) 
 Methanol                 100  มิลลิลิตร   (20% (v/v)) 
 ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 o C 
 
15. 10xPBS 
 เตรียมสารดังนี้ 
 NaCl      80   กรัม        (8% (w/v)) 
 KCl      2      กรัม        (0.2% (w/v)) 
 Na2HPO4     14.4  กรัม        (1.44% (w/v)) 
 KH2PO4      2.4 กรัม        (0.24% (w/v)) 
 ละลายสารทั้งหมดในน้้ากลั่น 800 มิลลิลิตร น้าไปปรับค่าpH จนได้ pH เท่ากับ 7.4 จากนั้น
ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
 
16. PBST 
 เตรียมสารดังนี้ 
 10x PBS     50  มิลลิลิตร   (2.5% (v/v)) 
 Tween 20     250  ไมโครลิตร (12.5% (v/v)) 
 ละลายสารทั้งหมดในน้้ากลั่น 450 มิลลิลิตรจนเป็นเนื้อเดียวกัน 
 
17. 1M Na2HPO4 

 ชั่ง Na2HPO4 178 กรัมละลายในน้้ากลั่นปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 o C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
18. 1M NaH2PO4 

 ชั่ง NaH2PO4 138 กรัมละลายในน้้ากลั่นปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 o C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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19. 0.1M phosphate buffer pH7 
เตรียมสารดังนี้ 
1M Na2HPO4     2.89  มิลลิลิตร   (5.78% (v/v)) 
1M NaH2PO4     2.12  มิลลิลิตร   (4.24% (v/v)) 

 ละลายสารทั้งหมดในน้้าหลั่นปลอดประจุ 45 มิลลิลิตร จนเป็นเนื้อเดียวกัน น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 o C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
20. DNSA reagent 
 เตรียมสารดังนี้ 
 3, 5-Dinitrosalicylic acid (DNS)              1   กรัม        (1% (w/v)) 
 2M NaOH                20  มิลลิลิตร   (20% (v/v)) 
 C4H4KNaO6·4H2O           30  กรัม    (30% (w/v)) 
 (Potassium sodium L-tartrate tetrahydrate, 99%)       

ละลาย DNS ในน้้ากลั่นปลอดประจุ และผสม 2M NaOH จนเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นจึงเติม 
C4H4KNaO6·4H2O ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกันแล้วจึงปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บ
ในขวดสีชา 

 
21. Mobile phase ส้าหรับ TLC 
 เตรียมสารดังนี้ 
 N - butanol     50 มิลลิลิตร   (50% (v/v)) 
 Glacial acetic acid    25 มิลลิลิตร   (25% (v/v)) 
 น้้ากลั่น      25 มิลลิลิตร   (25% (v/v)) 

ผสมสารทั้งหมดจนเป็นเนื้อเดียวกัน เก็บไว้ในภาชนะปิดมิดชิด 
 
22. สเปรย์ส้าหรับ TLC 

เตรียมสารดังนี้ 
 Aniline      1 มิลลิลิตร   (1.71% (v/v)) 
 Alpha-diphenylamine    1 กรัม    (1.71% (w/v)) 
 Acetone     50 มิลลิลิตร   (85.47% (v/v)) 
 70% Phosphoric acid    7.5 มิลลิลิตร   (12.82% (v/v)) 

ผสมสารทั้งหมดจนเป็นเนื้อเดียวกัน เก็บไว้ในภาชนะปิดมิดชิด  
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ภาคผนวก ง  
กราฟมาตรฐาน 

1. กราฟมาตรฐานโปรตีน 

 

 

2. กราฟมาตรฐานฟรุกโทส 

 

 

y = 0.7336x - 0.0067 
R² = 0.9937 
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Bovine serum albumin (mg/ml) 

y = 1.4843x - 0.0217 
R² = 0.9893 
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