
4.1 การพิสูจน์ลักษณะ Pseudomonas sp. A41 โดยการวิเคราะห์ลัาด้บนิวคลีโอไทด์ข'อง 
16S ribosomal DNA

อารีย์ ก๋งฉิน (2542) แยกแบคทีเรียจากนํ้าในบริเวณอ่าวไทย จ. สมุทรสงคราม ที่มี

ความสามารถในการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ลดค่าแรงตึงผิวของนํ้าจาก 72 mN/m ได้เป็น 

29 mN/m ในภาวะที่ให้แหล่งไนโตรเจนจำกัด นำแบคทีเรียดังกล่าวที่ได้ไปจำแนกชนิดทาง

อนุกรมวิธาน โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี พบว่าแบคทีเรียดังกล่าวตรงกับ 

แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas และดังชือว่า Pseudomonas sp. A41

ได้ทำการจำแนกแบคทีเรีย Pseudomonas sp. A41 โดยอาศัยข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ 

16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S ribosomol DNA) ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จากการ

ทดลองในข้อ 3.6 พบว่าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที,ใช้ ไพร์เมอร์ 27f และ 1492โ จะให้ 

ผลิตกัณฑ์จาก 16 เอสไรโบโซมสดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบสเมื่อเทียบกับชิ้นดีเอ็นเอ 

มาตรฐาน (1 kb DNA ladder) จากนั้นหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ ผลิตกัณฑ์ที่ได้ด้วยไพร์เมอร์

27f 350f 1240r และ 1492r ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนคือ 1430 bp (ภาคผนวก จ 1) 

นำไปวิเคราะห์โดยโปรแกรม BlastN เพื่อนำลำดับนิวคลีโอใทด์ไปเปรียบเทียบความเหมือนกับ 

ลำดับนิวคลีโอไทด์ต่างๆ ใน GenBank พบว่าแบคทีเรีย Pseudomonas sp. A41 มีลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ของ 16 เอส1ไรโบโซมลดีเอ็นเอคล้ายกับลำดับนิวคลีโอ,ใทด ์16 เอสไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอ 

ของลายพันธุต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 ดังนี้
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ตารางที่ 4.1 สายพันธุจุลีนทรีย์ท ี่ม ีลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S ribosomal RNA คล้ายดับ 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S ribosomal DNA ของ P seudom onas  sp. A41

ลำดับ สายพ ันธ ุจ ุส ินทร ีย ์
%

ความ
เหมือน

Accession
number

เอกสารอ ้างอ ิง

1 Pseudomonas sp. ลายพันธ ุ OLB-1 100% A J387904 W in tz in ge rode  และคณะ, 2000

2 p. aeruginosa ลายพันธ ุ A L98 100% AJ249451 L inos และคณะ, 2000

3 p. aeruginosa สายพันธ ุ PA01 100% AE004844 S tover และคณะ, 2000

4 p. aeruginosa ลายพันธ ุ A U 1971B 100% A Y486355 S p ilke r และคณะ, 2004

5 p. aeruginosa ลายพันธ ุ T 1 100% A B 1 19535 H asanuzzam an  และคณะ,2004

6 p. aeruginosa สายพันธ ุ BHP7-6 100% AY162139 B odou r และคณะ, 2003

4.2 การเพิ่มจำนวน rhIA หรีอ rhIR  ดู่งอยู่บนโครโมโซมของ P seudom onas  sp. A41 ด้วย 
ปฏิกิร ิยาลูกโซ่พอลีเมอเรส

4.2.1) การเพิ่มจำนวน rhIA

ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ใช้ในการเพิ่มจำนวนยีน rhIA ของ Pseudomonas sp. 

A41 ใช้ไ,พรเมอร์ RA-F และ RA-R ไพร์เมอร์ดังกล่าวออกแบบจากการหาลำดับบริเวณอนุรักษ์ของ 

ยีน rhIA จากแบคทีเรียที่สร้างแรมโนลิพิด 2 สายพันธุคือ Pseudomonas aeruginosa PA01 

(Stover และคณะ, 2000) และ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ 1 

1994a) โดยใช้โปรแกรม Blast ผลการวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ค2 และลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 

ไพร์เมอรัที่ออกแบบได้แสดงในตารางที่ 3.3 ทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตามวิธีการที่กล่าวไวิใน 

ข้อ 3.7.3) โดยใช้ดีเอ็นเอแม่แบบจากจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41

ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากคู่ไพร์เมอริ RA-F และ RA-R มีขนาดประมาณ 800 bp เป็นไป 

ตามที่คาดหมายดังแสดงในรูปที่ 4.1 จากนั้นหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR โดยใช้

ไพริเมอริ RA-F ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วน 405 bp นำไปเปรียบเทียบความคล้ายกับลำดับ 

กรดอะมิโนในฐานข้อมล GenBank ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.9 พบว่าลำดับ

มีความเหมือนกับ rhamnosyltransferase 1 unit A (Rhl-A) ทระบุรหัสโดย rhIA ของ 

Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 2000) และ Pseudomonas aeruginosa 

PG201 (Ochsner และคณะ, 1994a) เท่ากับ100% ดังแสดงในภาคผนวก ค4
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ก) ข)

รูปที่ 4.1 อะกา'โรสเจลอิเล็ก'โทร,โฟIรi สของผลิตภัณฑ์ PCR
ก) ลูกศรแสดงผลิตภัณฑ์ PCR จากไพ?เมอร์ RA-F และ RA-R 

ข) ลูกศรแสดงผลิตภัณฑ์ PCR จากไพ?เมอ? RR-F และ RR-R

4.2.2) การเพมจำนวน rhIR

ในปฏิก๊รยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ใซ้ในการเพิ่มจำนวนยีน rhIR ของ Pseudomonas sp. A41 

ใช้ไ'พ?เมอ? RR-F และ RR-R ไพ?เมอ?ดังกล่าวออกแบบจากการหาลำดับบริเวณอนุรักษ์ของยีน 

rhIR จากแบคทีเรียที่สร้างแรมโนลิพิด 2 สายพันธุคือ Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover 

และคณะ, 2000) และ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ 1 1994b) โดยใช้ 

โปรแกรม Blast ผลการวิเคราะห์แสดงในภาคผนวก ค3 และลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพ?เมอ?ที่ออก 

แบบได้แสดงในตารางที่ 3.3 ทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตามวิธีการที่กล่าวไว้ในข้อ 3.7.3) โดย 

ใช้ดีเอ็นเอแม่แบบจากจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41
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ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากคู่ไพร์เมอร์ RR-F และ RR-R มีฃนาดประมาณ 700 bp เป็นไป 

ตามที่คาดหมายดังแสดงในรูปที่ 4.1 จากนั้นหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR โดยใช้

ไพร์เมอร์ RR-F ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์บางส่วน 200 bp นำ1ไปเปรียบเทียบความคล้ายภับลำดับ 

กรดอะมิโนในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.9 พบว่ามีความคล้ายกับ 

RhIR ซึ่งเป็นโปรตีนที่ควบคุมการถอดรหัสของ rhIAB ระบุรหัสโดย rhIR ของ Pseudomonas 

aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 2000) และ Pseudomonas aeruginosa PG201 

(Ochsner และคณะ, 1994b) เท่ากับ100% ดังแสดงในภาคผนวก คร

ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากคู่ไพร์เมอร์ RA-F และ RA-R หรอ RR-F และ RR-R ดังกล่าวซึ่ง 

พิสูจน์แล้วว่ามีความเหมือนกับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ระบุรหัส rhamnosyltransferase 1 unit A 

ที่ระบุรหัสโดย rhIA หรอ RhIR ซึ่งเป็นโปรตีนควบคุมการถอดรหัสของ rhIAB ระบุรหัสโดย rhIR 

ตามลำดับ จะถูกใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบในการสร้างดีเอ็นเอติดตาม rhIA หรือ rhIR บนโครโมโซม 

ของ Pseudomonas sp. A41 โดยการติดฉลากดีเอ็นเอติดตามด้วย digoxigenin-dUTP ด้วยวิธี 

random labeling ตามขั้นตอนในข้อ 3.8.1 และตั้งชื่อว่า rhIA-probe หรือ rhIR-probe ตามลำดับ

4.3 การค้นหาสินส่วนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ Pseudomonas sp. A41 ท ี่ม ี rhIR ด้วย 
เทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization)

ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 อย่างสมบูรณ์ด้วยเรสทริก'ชันเอนไซม์ 

ต่างๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.2 ก) ทำไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม rhIR ผลไฮบริไดเซชันได้แสดง 

ในรูปที่ 4.2
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รูปท่ี 4.2 ก) อะกาโรสเจลท่ีมีดีเอ็นเอของ Pseudom onas sp. A41 ท่ีตัดด้วยเรสทริกชัน 
เอนไซม์ชนดต่าง  ๆ ข) สัญญาณจากเซาท์เธอเนไฮบริไดเซชันด้วยดีเอ็นเอดีดตาม rhIR

4.4 การโคลนช้ินดีเอ็นเอของ P seudom onas sp. A41 ท่ีมึ rhIR

จากผลการทดลองข้อ 4.3 ทำให้ทราบขนาดดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ที่ม 

rhIR อยู่ ด้งนั้นจึงเลือกเรสทริกชนเอนไซม์ที่ใข้ในการโคลนคือ BamH\-Xho\ ซึ่งตัดจึโนมิกดีเอ็นเอ 

ของสายพันธุ A41 โดยให้สัญญาณขนาด 1.5 แ ล ะ 0 .5 กิโลเบส จากนั้นนำชิ้นดีเอ็นเอทั้งสองชิ้น

ด้งกล่าวแยกโคลนเข้า pBluescript KS(+/-) ตามวิธที่กล่าวไว้ในข้อ 3.9 จากนั้นทรานลฟอร์ม

เข้าล่ E. coli DH5a
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การคัดเลือกโคลนที่ได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.5 หรือ 0.5 กิโลเบล ซึ่งมี rhIR อยู่ โดยวิธี

Blue/ White selection คัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีสีขาวซึ่งเป็นโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก

(insert) เชื่อมกับพลาสมิดเวกเตอร์และต้านต่อยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน คัดเลือกโคลนดังกล่าวมา 

ทดสอบโดยสุ่มผสมโคลนทั้งหมด 10 โคลนต่ออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 หลอด สกัดรีคอม-บิ

แนนท์พลาสมิดจากแต่ละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนำพลาสมิดเหล่านั้นมาทำ Dot blot

hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIR ตามวิธีที่ได้กล่าวไวิในข้อ 3.9.4.3) ผลสัญญาณจาก

การไฮบรไดซ์ของโคลนที่ได้รับชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.5 หรือ 0.5 กิโลเบส ซึ่งมียีน rhIR อยู่ เป็นไปตาม 

รูปที่ 4.3 หรือ 4.4 ตามลำคับ

1 2  3 4
A •
B

C

E 9 »

ก) ข)

รูปที่ 4.3 ก) Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่มีชื้เนดีเอ็นเอของ 
Pseudom onas  sp. A41 ขนาด1.5 กิโลเบสอยู่ ด ้วยดีเอ ็นเอติดตาม rhIR  ข) Dot blot 
hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนจากตัวอย่างกลุ่ม E2 ด้วยดีเอ ็นเอดีด

8 9 10

C
d
e
f

pBR123

ตาม rhIR

ช่องที่ A 1 F10 และ a1 

ช่องที่ A2 F9 และ a2 

ช่องที่ A3-F8 

ช่องที่ b 1 -f2

ผลิตกัณฑ์ PCR ของยีน rhIR (ตัวควบคุมผลบวก)

พลาสมิต pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ)

รืคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนผสม

รืคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนจากตัวอย่างกลุ่ม E2

จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นในรูปที่ 4.3 แสดงว่าในโคลนที่ได้รับชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.5 กิโล 

เบส มีดีเอ็นเอที่ต้องการ (positive clone) อยู่ในกลุ่มตัวอย่าง 4 กลุ่มคือ ตัวอย่างกลุ่ม C2 E2 E3 

และ E5 ตังแสดงในรูปที่4.3 ก) คัดเลือกตัวอย่างกลุ่ม E2 ซึ่งประกอบด้วยโคลนต่างๆ 10โคลน

มาแยกให้ได้โคลนที่มีชื้นดีเอ็นเอที่ต้องการ โดยการแยกเพาะเลี้ยงแต่ละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อ

และสกัดพลาสมิดด้วยวิธี alkaline lysis จากนั้นนำพลาสมิดเหล่านั้นมาทำ Dot blot
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hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIR อีกครั้ง พบว่าโคลนที่ C2 และ e2 ให้ผลบวกหลังจากทำ 

ไฮบรีไดเซชัน แสดงว่าโคลนดังกล่าวมีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ จึงเลือกโคลน e2  มาศึกษา และตั้งซื่อ 

พลาสมิดนี้ว่า pBR123 ดังแลดงในรูปที่ 4.3 ข)

1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 11 2
A *

.

t

pBR530

ก) ข)

รูปที่ 4.4 ก) Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ม ีช ันดีเอ็นเอของ 
P seudom onas  sp. A41 ขนาด 0.5 ก ิโลเบสอยู่ ด ้วยดีเอ ็นเอติดตาม rhIR  ข) Dot blot 
hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนจากตัวอย่างกลุ่ม A9 ด้วยดีเอ ็นเอติด
ตาม rhIR

ซ่องที่ A1 F11 และ ล1 

ซ่องที่ A2 F10 และ a2 

ซ่องที่ A3-F9 และ b1-f2 

ซ่องที่ b 1 -f2

ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน rhIR (ตัวควบคุมผลบวก)

พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ)

รีคอมบิแนนท์พลาลมิดของโคลนผสม

รีคอมบิแนนท์พลาลมิดของโคลนจากตัวอย่างกลุ่ม A9

จากลัญญาณที่ปรากฏขึ้นในรูปที่ 4 .4  แสดงว่าในโคลนที่ได้รับชิ้นดีเอ็นเอขนาด 0.5 

กิโลเบส มีดีเอ็นเอที่ต้องการ (positive clone) อยู่ในกลุ่มตัวอย่าง 6 กลุ่มคือ ตัวอย่างกลุ่ม A9 

B11 C1 D9 E1 และ F5 ดังแสดงในรูปที่ 4 .4  ก) ดัดเลือกตัวอย่างกลุ่ม A9 ซึ่งประกอบด้วย 

โคลนต่างๆ 10  โคลน มาแยกให้ได้โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ โดยการแยกเพาะเลี้ยงแต่ละ 

โคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดด้วยวิธี alkaline lysis จากนันนำพลาสมิดเหล่านัน

มาทำ Dot blot hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIR อีกครั้ง พบว่าโคลนที่ e1 ให้ผลบวกหลัง 

จากทำไฮบรีใดเซชัน แสดงว่าโคลนดังกล่าวมีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการจึงเลือกโคลน e 1 มาศึกษา และ 

ตั้งซื่อพลาสมิดนี้ว่า pBR530 ดังแสดงในรูปที่ 4.4 ข)
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ทำการตัดพลาสมิด pBR123 ด้วยเรสทรกชันเอนไซม์บางชนิด ตังแสดงในรูปที่ 4.5 เพ่ือ 

ทราบการจัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด จากนั้นนำข้อมูลตังกล่าวไปสร้างแผนที่ 

เรสทริกชันของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดตังแสดงในรูปที่ 4.6 ส่วนพลาสมิด pBR530 มีชิ้นดีเอ็นเอ

ที่สอดแทรกขนาดเล็กตังนั้นไม่จำเป็นต้องหาการจัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอก็สามารถนำไปหาลำตับ 

นิวคลีโอไทดเดยใข้ universal primer ได้

bp
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รูปที่ 4.5 ภาพอะกาโรสที่ม ิด ีเอ ็นเอของพลาสมิด pBR123 ที่ตัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม  ์
ชนิดต่าง ๆ เพ ื่อหาตำแหน่งการตัดเริยงตัวของชันดีเอ็นเอสอดแทรก
ช่องวิ่งที 1 1 kb DNA ladder

ช่องวิ่งที่ 2 พลาสมิด PBR123

ช่องวิ่งที่ 3-12 พลาลมิด PBR123 ที่ตัดด้วยเรลทริก'ชันเอนไซม์

ช่องวิ่งที่ 13 พลาสมิด pBluescript KS(+/-) ที่ตัดด้วยเรสทริก'ชันเอนไซม์BamHI-Xftol
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ก)

ï  PBR530
I  (3500 bp)

J ^ j ^ u e s c r i p t  K S (+ /-)

ข)

_  PBR123
I  I  (4500 bp)

I l  p B lu e s c r ip t KS(+/-)

— 3’

ค)

ง)

5’

_  -  pBBG8
Ql ะ* (4000 bp)

l  p B R 1 2 3

J— ™  3’

5 ) I  (4400 bp)

Lp G E M -3 Z f(+ /-) 

■  3’

๐ i
4 :  ระ* ๓

จ) 5’ * J — . "  ^
; I I

20 0  bp

รูปที่ 4.6 ก) แผนที่เรสทริกชัน (restriction map) ของริคอมบิแนนท์พลาสมิด pBR530
ข) ริคอมบิแนนท์พลาสมิด pBR123 ค) ริคอมบิแนนท์พลาสมิด pBBG8
ง) ริคอมบิแนนท์พลาสมิต pBP1 ได้จากการสับโคลนสินดีเอ็นเอสอดแทรกของพลาสมิด 
pBR123 จ) แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของพลาสมิต pBR157

«  PBR157
I  (4000 bp)

L p B lu e s c r ip t K S (+ /-)

I 3’

จากการทำแผนที่เรสทริกชันของริคอมบิแนนท์พลาสมิด pBR123 สามารถสับโคลนได้เป็น 

ริคอมบิแนนท์พลาลมิด pBBG8 และ pBP1 ดังแสดงในรูปที่ 4.6 แล้วนำริคอมบิแนนท์

พลาลมิดดังกล่าวไปหาลำดับนิวคลีโอไทดํโดยใช้ทังวิธี primer walking และ universal primer ดัง 

อธิบายในข้อ 4.5
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4.5 การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นด ีเอ ็นเอที่สอดแทรกอยู่ใน pBR123 และ pBR530

จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด็โดยใช้ทั้งวิธี primer walking ซึ่งเป็นการออกแบบไพร์ฌอร์ที่ 

จำเพาะกับลำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนที่ทราบแล้วเพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ต่อจากบริเวณดังกล่าว 

และอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย universal primer ที่จำเพาะกับลำดับ

นิวคลีโอไทด์ปลายด้านใดด้านหนึ่งของพลาสมิดเวกเตอร์ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด พบว่าลำดับ

นิวคลีโอไทด์ที่อยู่ภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pBR123 มีฃนาด 1531 

bp (ภาคผนวก จ2) ซึ่งได้จากการใช้ไพร์เมอร์T3 T7 และ RF1 กับ pBR123 ใช้ไพร์เมอร์T7 กับ 

pBBG8 และใช้ไพร์เมอร์ SP6 กับ pBP1 ข้อมูลลำดับนิวคลีโอใทด์ทั้งหมดได้แสดงไว้ในรูปที่ 4.17 

ตั้งแต่ลำดับนิวคลีโอ,ไทด์ท่ี 3435-4965 ซึ่งเมื่อนำไปเทียบความคล้ายของข้อมูลลำดับ

นิวคลีโอไทด์กับลำดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.9 ซึ่งจะ 

ทำการแปลงลำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้เป็นลำดับกรดอะมิโน จากนั้นนำลำดับกรดอะมิโน1ท่ี1ได้ 

ไปเทียบความคล้ายคลึงกับกรดอะมิโนของยีนต่างๆใน GenBank พบกรอบอ่านรหัสเปิด (Open 

Reding Frame, ORF) จำนวน 2 กรอบมีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกันเรียงตามลำดับ 

ดังต่อไปนี้ กรอบอ่านรหัสเปิดแรกประกอบด้วย 161 ลำดับกรดอะมิโน พบรหัสหยุด (stop codon) 

แต่'ไม่พบกรดอะมิโนเมธโอนีนที่ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF (start codon) จึงทำให้กรอบอ่านรหัสนี้ไม่ 

สมบ ูรณ ์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งถอดรหัสกรดอะมิโนคล้ายกับ transcriptional regulator RhIR ใน 

ลำดับกรดอะมิโนตัวที 81-229 เท่ากับ 100% ของ Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover 

และคณะ, 2000) และ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ, 1994b) ซึง 

ทำหน้าที่เป็นตัวควบคุมการถอดรหัสของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แรมโนลิพิด โปรตีน

ดังกล่าวถอดรหัสมาจาก rhIR กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 2 อยู่กัดจากกรอบอ่านรหัสแรกไปทางปลาย 3’ 

ประกอบด้วย 201 ลำดับกรดอะมิโน มีความคล้ายกับ autoinducer synthetase ของ 

Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และ Reiser, 1995) เท่ากับ 94% เป็นเอนไซม์ที 

ใช้ในกระบวนการสังเคราะห์ autoinducer เพื่อไปกระตุ้นให้ regulatory protein ทำงานซึ่ง

ถอดรหัสมาจาก rhll

การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอลอดแทรกของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pBR530

โดยใช้ universal primer T3 และ T7 ที่จำเพาะกับปลายด้านใดด้านหนึ่งของพลาสมิดเวกเตอร์ใน 

รีคอมบิแนนท์พลาสมิด พบว่ามีชิ้นดีเอ็นเอลอดแทรกขนาด 513 bp (ภาคผนวก จร) ซึ่งข้อมูล

ลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดได้แสดงไว้ในรูปที่ 4.17 ตั้งแต่ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 2928-3440 และ 

เมื่อนำไปเทียบความคล้ายของข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์กับลำดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank 

ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.9 พบกรอบอ่านรหัสเปิด 2 กรอบที่ไม่สมบูรณ์มีทิศทางการ
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ถอดรหัสไปทางเดียวกันเรียงตามลำดับดังต่อไปนี้ กรอบอ่านรหัสเปิดแรกไม่สมบูรณ์เพราะไม่พบ

กรดอะมิโนเมธโอนีนที่ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF (start codon) ประกอบด้วย 47 ลำดับกรดอะมิโน มี 

ความคล้ายกับกรดอะมิโนที่ 380-426 ของ rhamnosyltransferase 1 chain B ของ 

Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover และคณะ,2000) และ Pseudomonas aeruginosa 

PG201 (Ochsner และคณะ, 1994a) เท่ากับ 100% ซึ่งถอดรหัสจาก rhIB กัดไปทางปลาย 

3’ จะพบกรอบอ่านรหัสเปิดที่ 2 ไม่สมบูรณ์เช่นกันเพราะไม่พบรหัสหยุด (stop codon) 

ประกอบด้วย 81 ลำดับกรดอะมิโน มีความคล้ายกับกรดอะมิโนที่ 1-81 ของ transcriptional 

regulator RhIR ทีถอดรหัสมาจาก rhIR ของ Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover และ 

คณะ, 2000) และ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ, 1994b) เท่ากับ 

10 0%

จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์และเปรียบเทียบความคล้ายของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน 

รีคอมบิแนนท์พลาลมิด pBR123 และ PBR530 กับลำดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank พบว่า 

ปลาย 3’ ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pBR530 คล้ายกับกรดอะมิโน transcriptional regulator 

RhIR ตัวท่ี 1-81 ส่วนปลาย 5’ ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกลอดใน pBR123 พบว่าคล้ายกับ

กรดอะมิโน transcriptional regulator RhIR ตัวท่ี 81-229 แสดงให้เห็นว่าชินดีเอ็นเอแทรก

สอดในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดทังสองน่าจะต่อกันโดยชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pBR530 น่าจะเรียง 

ตัวอยู่หน้าชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pBR123 ดังนั้นเพื่อเป็นการยืนยันว่าชิ้นดีเอ็นแทรกสอดทั้ง

สองเชื่อมต่อกันจึงต้องหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ท่ี 

ครอบคลุมบริเวณเชื่อมต่อดังกล่าว

4.6 การค้นหาชินส่วนดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ Pseudomonas sp. A41 ที่ครอบคลุมยีน 
rhIR ด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization)

การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ที,ครอบคลุมบริเวณเชื่อมต่อของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน 

pBR123 และ pBR530 ได้นั้นต้องค้นหาและโคลนชิ้นส่วนดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ท่ี 

ครอบคลุมยีน rhIR ซึ่งมีส่วนเชื่อมต่อดังกล่าวอยู่ภายในให้ได้ก่อนจึงนำมาหาลำดับนิวคลีโอไทดั

ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 อย่างสมบูรณ์ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ 

ต่างๆ ซึ่งแสดงในรูปที่ 4.7 ก) ผลไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม rhIR เป็นดังที่แสดงในรูปที่ 4.7 

ข) พบว่าเกิดสัญญาณไฮบริไดซ์ต่างกัน ชิ้นผลิตภัณฑ์ PCR จากการเพิ่มจำนวน rhIR บน

จี'โนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ด้วยไพร์เมอร์ RR-F และ RR-R จะให้สัญญาณชิ้น 

ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 bp ซึ่งเป็นดีเอ็นเอที่นำไปสร้างเป็นดีเอ็นเอติดตาม rhIR (rhIR-probe)
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ก) ข)

รูปท่ี 4.7 ก) อะกาโรสเจลท่ีมีดีเอ็นเอของ P seudom onas sp. A41 ท่ีตัดด้วยเรสทริก,’รน 
เอนไซม์ชนิดต่าง  ๆ ข) สัญญาณจากเซาท์เธอรนไฮบริไดเซตันด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIR

4.7 การโคลนตันดีเอ็นเอของ P seudom onas sp. A41 ท่ีครอบคลุมยีน rhIR  ด้วยเทคนิค 
ไฮบริไดเซตัน (hybridization)

จากผลการทดลองข้อ 4.6 ทำให้ทราบขนาดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 

ที่ครอบคลุมยีน rhIR อยู่ ดังนั้นจึงเลือกเรลทริกชันเอนไชม์ที่ใข้ในการโคลนคือ Xho\-Bgl\\ ซึ่งตัด 

จีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุ A41 ที่ให้สัญญาณขนาด 1 .0กิโลเบสให้ผลสอดคล้องกับแผนที่แสดง 

การจัดเรียงตัวของริคอมบิแนนท์พลาลมิด pBR530 และ pBR123 (รูปที่ 4.6) เมื่อเรียงต่อกัน 

จากนั้นนำชิ้นดีเอ็นเอดังกล่าวแยกโคลนเข้า pBluescript KS(+/-) ตามว ิธ ที่กล่าวไว้ในข้อ 3.9 จาก 

นั้นทรานสฟอร์มเข้าลู่ E. coli DH5a ดัดเลือกทรานสฟอร์แมนท์ที่ใด้ชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกดัง

กล่าวด้วยวิธี Blue/ White selection และนำพลาสมิดของโคลนที่ได้ดังกล่าวมาทำ Dot blot
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hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIR (r/7/R-probe) ตามวิธีการในข้อ 3.9.4.3 ผลของสัญญาณ 

จากการไฮบริไดซ์เป็นไปตามรูปที่ 4.8 ก)

1 2 3 4 5 6 1 2
A • a •
B • b •
C m c
D

dE m
F e

G • f -

ก) ข)

รูปที่ 4.8 ก) Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ม ีช ื้นดีเอ็นเอ X ho\-B g l\\

ของ P seudom onas  sp. A41 ข น าด !0 กิโลเบส ด้วยดีเอ ็นเอติดตาม rhIR  ข) Dot blot 
hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนจากตัวอย่างกลุ่ม B2 ด้วยดีเอ ็นเอติด
ตาม rhIR

ช่องที่ A 1 G6 และ ส1 

ช่องที่ A2 G5 และ a2 

ช่องที่ A3- G4 

ช่องที่ b 1 -f2

ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน rhIR (ตัวควบคุมผลบวก)

พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ)

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนผสม

รีคอมบิแนนท์พลาลมิดของโคลนจากตัวอย่างกลุ่ม B2

จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นในรูปที่ 4.8 แสดงว่าในโคลนที่ได้รับซิ้นดีเอ็นเอ Xho\-Bgl\\

ขนาด 1.0 กิโลเบสที่ต้องการ (positive clone) อยู่ในกลุ่มตัวอย่าง 4 กลุ่มคือ ตัวอย่างกลุ่ม B2 B5 

C5 และ E3 ตังแสดงในรูปที่ 4.8 ก) ตัดเลือกตัวอย่างกลุ่ม B2 ซึ่งประกอบด้วยโคลนต่างๆ 

10  โคลนมาแยกให้ได้โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ โดยการแยกเพาะเลี้ยงแต่ละโคลนในอาหาร 

เลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดด้วยวิธี alkaline lysis จากนั้นนำพลาสมิดเหล่านั้นมาทำ Dot blot 

hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIR อีกครั้ง พบว่าโคลนที่ b2 ให้ผลบวกหลังจากทำ

ไฮบริไดเซชันแสดงว่าโคลนตังกล่าวมีชื้นดีเอ็นเอที่ต้องการ จึงเลือกโคลน b2 มาศึกษา และตั้งซื่อ 

พลาลมิดนี้ว่า PBR157 ตังแสดงในรูปที่ 4.8 ข) จากนั้นนำไปสกัดเอารีคอมบิแนนท์พลาสมิดและ
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หาลำดับนิวคลีโอไทดํโดยใช้ไพร์เมอร์ RR-F ซึ่งจำเพาะกับบริเวณปลาย 5’ ของยีน rhIR ซ่ึง 

ออกแบบและใช้ในการสร้างตัวติดตามยีน rhIR ในการทดลองนี้

4.8 การหาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ของช ิ้นด ีเอ ็นเอ Xho\-Bgl\\ ท ี่ของย ีน rhIR

เนื่องจากต้องการทราบลำดับนิวคลีโอไทด์ซึ่งอยู่ก่อนและหลังบริเวณจดจำของเรสทริกชัน 

เอนไซม์ BamhW ซึ่งอยู่บนยีน rhIR เพื่อยีนยันว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก

ที่ได้จากรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pBR123 เรียงต่อจาก pBR530 จริง ดังนั้นจึงหาลำดับ

นิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกใน pBR157 โดย1ใช้'ไพร์เมอริ RR-F ซึ่งจำเพาะกับบริเวณ 

ปลาย 5’ ของยีน rhIR ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์ 533 bp ข้อมูลลำดับนิวคลีโอ1ไทด์ตรงกับลำดับ

นิวคลีโอไทด์ที่ 3226-3758 ซึ่งแสดงไว้ในรูปที่ 4.17 ถอดรหัสได้คล้ายกับกรดอะมิโนที่ 11-187

ของ transcriptional regulator RhIR ทีระบุรหัสโดย rhIR ของ Pseudomonas aeruginosa 

PA01 (Stover และคณะ, 2000) และ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ, 

1994b) เท่ากับ 100% ตามคาดหมาย และลำดับนิวคลีโอ1ไทด์ดังกล่าวยังคลุมส่วนเชื่อมต่อระหว่าง 

ชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่ได้จากรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pBR123 กับ pBR530 ทำให้ทราบว่าชิ้น 

ดีเอ็นสอดแทรกจากรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pBR530 เรียงตัวอยู่หน้าชิ้นดีเอ็นสอดแทรกจากรีคอม 

บิแนนท์พลาสมิต pBR123 จริง โดยเชื่อมกันด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ SamFII ตามรูปที่ 4.6 ซ่ึง 

แสดงการวางตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกใน PBR530 ต่อกับ pBR123

4.9 การค ้นหาช ิ้นส ่วนของด ีเอ ็นเอบนโครโมโซมของ Pseudomonas sp. A41 ท ี่ม ี rhIA ด้วย 

เทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization)

ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 อย่างสมบูรณ์ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ 

ต่างๆ ซึ่งแสดงในรูปที่ 4.9 ก) ผลไฮบริไดเซชันเป็นดังที่แสดงในรูปที่ 4.9 ข) พบว่าเกิดสัญญาณ 

ไฮบริใดซ์ต่างกัน ชิ้นผลิตภัณฑ์ PCR จากการเพิ่มจำนวน rhIA บนจีโนมิกดีเอ็นเอของ

Pseudomonas sp. A41 ด้วยไพร์เมอร์ RA-F และ RA-R จะให้สัญญาณชิ้นดีเอ็นเอขนาด 

ประมาณ 800 bp ซึ่งเป็นดีเอ็นเอท ี่นำไปสร้างเป็นด ีเอ็นเอติดตาม rhIA (rhIA-probe)
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รูปที่ 4.9 ก) อะกาโรสเจลที่ม ีด ีเอ ็นเอของ P seudom onas  sp. A41 ที่ตัดด้วยเรสทริกชัน 
เอนไซม์ชนิดต่างๆ ข) ส ัญญาณจากเซาท์เธอเนไฮบริไดเซชันด้วยด ีเอ ็นเอติดตาม rhIA

4.10 การโคลนชิ้นดีเอ็นเอของ P seudom onas  sp. A41 ที่มี rhIA

จากผลการทดลองข้อ 4.9 ทำให้ทราบขนาดดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ที่มี 

rhIA อยู่ ดังนั้นจึงเลือกเรสทริกชันเอนไซม์ที่ใช้ในการโคลนคือ EcoR\-Pst\ ซึ่งดัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

ของสายพันธุ A41 ที่ให้สัญญาณขนาด 1.5 กิโลเบส จากนั้นนำชิ้นดีเอ็นเอแยกโคลนเข้า pGEM- 

3Zf(+/-) ตามวิธีที่กล่าวไว้ในข้อ 3.9 และ,ทรานสฟอร์มเข้าล่ E. coli DH50C ดัดเลือกโคลนที่ได้

ชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการทำได้ด้วยวิธี Blue/ White selection เลือกเฉพาะโคลนที่มีโคโลนีสีขาว

จากนั้นดัดเลือกโคลนดังกล่าวมาทดสอบโดยล่มผสมโคลนทั้งหมด 10  โคลนต่ออาหารเลียงเรือ 

เหลว LB 1 หลอด สกัดริคอมบิแนนท์พลาสมิดจากแต่ละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนัน1นำ

พลาสมิดเหล่านั้นมาทำ Dot blot hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIA ตามวิธีที่ได้กล่าวไว้ใน
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ข้อ 3.9.4.3) ผลสัญญาณจากการไฮบริไดซ์ของโคลนที่ได้รับชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.5 กิโลเบส ซ่ึงมี

ยีน rhIA อยู่ เป็นไปตามรูปที่ 4.10

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

B
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อ
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F

1 2 3 4 5 6

a •
b #

pGA396

ก) ข)

รูปท่ี 4.10 ก) Dot blot hybridization ของ'รีคอมบิแนนท์พลาสมีดท่ีมีร็ร้ันดีเอ็นเอของ 
Pseudom onas sp. A41 ขนาด 1.5 กิโลเบสอยู่ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIA ข) Dot blot 
hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนจากด้วอย่างกลุ่ม D7 ด้วยดีเอ็นเอ
ติดตาม rhIA

ช่องท่ี A1 F12 และ a1 

ช่องท่ี A2 F11 และ ล2 

ช่องท่ี A3-F10 

ช่องท่ี ล3-b6

ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน rhIA (ตัวควบคุมผลบวก)

พลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ)

รีคอมบิแนนท์พลาลมิดของโคลนผสม

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนจากตัวอย่างกลุ่ม D7

จากสัญญาณที,ปรากฏชิ้นในรูปที่ 4.10 แสดงว่าในโคลนที่ได้รับชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1.5

กิโลเบส มีดีเอ็นเอที่ต้องการ (positive clone) อยู่ในตัวอย่างกลุ่ม D7 ตังแสดงในรูปที่ 4.10 ก) 

คัดเลือกตัวอย่างกลุ่ม D7 ซึ่งประกอบด้วยโคลนต่างๆ 10 โคลนมาแยกให้ได้โคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ 

ต้องการ โดยการแยกเพาะเลี้ยงแต่ละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดด้วยวิธี alkaline 

lysis จากนั้นนำพลาลมิดเหล่านั้นมาทำ Dot blot hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIA อีกครั้ง 

พบว่าโคลนที่ b 1 ให้ผลบวกหลังจากทำไฮบริไดเซชัน แสดงว่าโคลนตังกล่าวมีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ 

จึงเลือกโคลน b1 มาดีกษา และตั้งชื่อพลาสมิดนี้ว่า PGA396 ตังแสดงในรูปที่ 4.10 ข)
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ทำการตัดพลาสมิด pGA396 ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์บางชนิด ตังแสดงในรูปที่ 4.11 เพ่ือ 

ทราบการจัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาลมิด จากนั้นนำข้อมูลตังกล่าวไปสร้างแผนที่ 

เรสทริกชันของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดตังแสดงในรูปที่ 4.12 เพื่อใช้ในการสับโคลนชิ้นดีเอ็นเอ

ลอดแทรกของพลาสมิด pGA396 เพื่อนำไปใช้ในการหาลำตับนิวคลีโอไทด์

bp
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รูปท่ี 4.11 ภาพอะกาโรสท่ีมีชันส่วนดึแนเอของพลาสมิต PGA396 ท่ีตัดด้วยเรสทริกชัน 
เอนไซม์ชนิดต่าง ๆ  เพ่ีอหาตำแหน่งการตัดเรียงตัวของชันดีเอ็นเอสอดแทรก
ช่องวิงที 1 1 kb DNA ladder

ช่องวิ่งที่ 2-14 พลาสมิด pGA396 ที่ตัดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์

ช่องวิ่งที่ 15 พลาสมิด pGEM-3Zf(+/-^ตัดด้,วยเรสท,ริก,ชันเอนไซม์ Pst\-EcoR\
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รูปที่ 4.12 ก) แผนที่เรสทริกชัน (Restriction map) ของพลาสมิด pGA396 ข) แสดง 
ริคอมบิแนนท์พลาสมิด pN9 ที่ได ้จากการชับโคลนชิ้นดีเอ ็นเอสอดแทรกของพลาสมิด 
pGA396 เพ ื่อน ่าไปใซํในการหาลำดับนิวคลีโอไทด้

4.11 การหาลำดับนิวคลีโอไทด้ของชิ้นดีเอ ็นเอที่สอดแทรกอยู่ใน pGA396

จากการหาลำดับนิวคลีโอไทดํโดยใช้ทั้งวิธี primer walking ซึ่งเป็นการออกแบบไพร์เมอร์ที่ 

จำเพาะกับลำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนที่ทราบแล้วเพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ต่อจากบริเวณดังกล่าว 

และอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย universal primer ที่จำเพาะกับปลายด้านใดด้าน 

หนึ่งของพลาสมิดเวกเตอร์ในริคอมบิแนนท์พลาสมิด ได้ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ภายในชิ้นดีเอ็นเอ 

สอดแทรกของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด PGA396 ขนาด 1562 bp (ภาคผนวก จ4) ซึ่งได้จากการใช้ 

ไพร์เมอร์ M13 forward SP6 และ N912R กับพลาสมิด PGA396 และไพร์เมอร์ SP6 กับพลาสมิด 

pN9 ซึ่งข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดได้แสดงไวิในรูปที่ 4.17 ตั้งแต่ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1- 

1562 เมื่อนำไปเทียบความคล้ายของข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์กับลำดับกรดอะมิโนของยีนใน

GenBank ด้วยโปรแกรม Blastx version 2.2.9 ซึ่งจะทำการแปลงลำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้ 

เป็นลำดับกรดอะมิโน จากนั้นนำไปเทียบความคล้ายคลึงกับกรดอะมิโนของยีนต่างๆ ใน GenBank 

พบกรอบอ่านรหัสเปิด 2 กรอบที,ไม่สมบูรณ ์ มีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกันเรียงตามลำดับ 

ดังต่อไปนี้ กรอบอ่านรหัสแรกประกอบด้วย 137 ลำดับกรดอะมิโน พบรหัสหยุด (stop codon) 

แต่1ไม่พบกรดอะมิโนเมธโอนีนที่ตำแหน่ง-ที่ 1 ของ ORF (start codon) พบว่าลำดับอะมิโนมีความ 

คล้ายกับ deoxycytidine triphosphate deaminase (dCTP deaminase) ในกรดอะมิโนที 52-
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188 ของ Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 2000) เท่ากับ 100% ซึงระบุ 

รหัสโดย dcd กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 2 โม่สมบูรณ์เนื่องจากไม่พบรหัสหยุด ประกอบด้วย 241

ลำดับกรดอะมิโน ซึ่งมีคล้ายกับกรดอะมิโนที่ 1-241 ของ rhamnosyltransferase 1 chain A ซ่ึง 

ระบุรหัสโดย rhIA ของ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ, 1994a) 

เท่ากับ 10 0 % ซึ่งเป็นหนึ่งหน่วยของเอนไซม์ rhamnosyltransferase 1 ที่เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการ 

สังเคราะห์แรมโนลิพิดชนิดที่ 1 แต่กรอบอ่านรหัสเปิดที่ได้นี้ยังไม่ครบกรอบอ่านรหัสเปิดและยังไม่ 

พบรหัสหยุด จึงต้องติดตามส่วนที่เหลือและโคลนยีน rhIA ให้ครบกรอบอ่านรหัสเปิดต่อไป

4.12 การโคลน rhIA ส ่วนท ี่เหล ึอ

จากการหาลำดับนิวคลืโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในรีคอมบิแนนท์พลาลมิด 

pGA396 พบว่ากรอบอ่านรหัสเปิดที่ปลาย 3’ ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดถอดรหัสคล้าย rhamnosyl 

transferase 1 chain A แต่ไม่พบรหัสหยุดจึงทำให้กรอบอ่านรหัสดังกล่าวไม่สมบูรณ์ ดังนั้น

เพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ rhIA ให้ครบกรอบอ่านรหัสเปิดจึงโคลนชิ้นส่วนของดีเอ็นเอบน

โครโมโซมของ Pseudomonas sp.A41 ที่มีส่วน rhIA ที่เหลือ จากผลการค้นหาชิ้นส่วนของ

ดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ Pseudomonas sp. A41 ที่มี rhIA ด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชันในข้อ 4.9 

ตามรูปที่ 4.9 จะเห็นได้ว่าเรสทริกชันเอนไซม์ BamHI จะดัดดีเอ็นเอให้สัญญาณ 3 สัญญาณ ซ่ึง 

มีขนาด 5.5 2.0 และ 0.5 กิโลเบส จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์และทำแผนที่เรสทริกชัน

ของรีคอมบิแนนท์พลาลมิด pGA396 ในรูปที่ 4.12 ทำให้ทราบเพิ่มเติมอีกว่าชิ้น BamHI ขนาด 

0.5 กิโลเบส นั้นอยู่กลางยีน rhIA ส่วนอีกสองชิ้นที่เหลือนั้นไม่ทราบว่าชิ้นใดอยู่บริเวณปลายยีน 

rhIA ดังนันจึงทำการดัดจึโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์

บางชนิด ตามที่แสดงในรูปที่ 4.13 เพื่อเปรียบเทียบหาชิ้นที่คาดว่ามีส่วนปลายของยีน rhIA

ดัดจึโนมิกดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 อย่างสมบูรณ์ด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ 

ต่างๆ ซ่ึงแสดงในรูปท่ี 4.13 ก) ผลไฮบริไดเซชันเป็นดังท่ีแสดงในรูปท่ี 4.13 ข) พบว่าเกิด

สัญญาณไฮบริไดช์ต่างกัน ช้ินผลิตกัณฑ์ PCR จากการเพ่ิมจำนวน rhIA บนจีโนมิกดีเอ็นเอของ

Pseudomonas sp. A41 ด้วย1ไพร์เมอร์ RA-F และ RA-R จะให้สัญญาณช้ินดีเอ็นเอขนาด 

ประมาณ 800 bp ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอท่ีนำไปสร้างเป็นดีเอ็นเอติดตาม rhIA (rhIA-probe)
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รูปที่ 4.13 ก) อะกาโรสเจลที่ม ีด ีเอ ็นเอของ P seudom onas  sp. A41 ที่ตัดด้วยเรสทริกชัน 
เอนไซม์บางชนิด ข) ส ัญญาณจากเซาท์เธอร์นไฮบริไดเซชันด้วยดีเอ็นเอดีดตาม rhIA

จากผลการค้นหาชิ้นส่วนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ Pseudomonas sp. A41 ที่มีส่วน 

ปลายยีนของ rhIA ด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชันตามรูปที่ 4.13 จะเห็นได้ว่าเมื่อตัดด้วยเรสทริกชัน

เอนไซม์ Bgl\\-BamH\ จะตัดดีเอ็นเอให้สัญญาณ 2 สัญญาณ ซึ่งมีขนาด 2.0 และ 0.5 กิโลเบส 

ไม่พบสัญญาณขนาด 5.0 กิโลเบส จะแสดงให้เห็นว่าเรลทริกชันเอนไซม์ BglW จะตัดภายในชิ้น 

BamYW ขนาด 5.0 กิโลเบส ให้มีสัญญาณรวมกับชิ้น 8 amHI ขนาด 0.5 กิโลเบส ซ่ึงให้ผล 

สอดคล้องกับแผนที่เรลทริกชันของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด PGA396 ในรูปที่ 4.12 ที่จะมีบริเวณ 

จดจำของเรสทริกชันเอนไซม์ BglW อยู่เหนือบริเวณจดจำของ SamHI ไปทางปลาย 5’ เมื่อตัดด้วย 

เรลทริกชันเอนไซม์ 8 g/ll-8 amHI จะให้ดีเอ็นเอขนาด 0.5 เช่นกัน แสดงว่าชิ้น 8 amHI ขนาด 5.0 

กิโลเบสนี้น่าจะอยู่บริเวณเหนือยีน rhIA ดังนั้นเรสทริกชันเอนไซม์ที่เหมาะสมในการโคลนชิ้น

rhIA ส่วนปลายยีนให้ครบกรอบอ่านรหัสเปิดคือ BamhW ที่ให้สัญญาณขนาด 2.0 กิโลเบส
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นำชิ้นดีเอ็นเอดังกล่าวแยกโคลนเข้า pBluescript KS(+/-) ตามวิธีที่กล่าวไว้ในข้อ 3.9 

และทรานลฟอร์มเข้าล่ E. coli DH5a ดัดเลือกโคลนที่ได้ชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการทำได้ด้วยวิธี Blue/ 

White selection เลือกเฉพาะโคลนที่มีโคโลนีสีขาว จากนั้นดัดเลือกโคลนดังกล่าวมาทดสอบโดย 

สุ่มผสมโคลนทั้งหมด 10 โคลนต่ออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 หลอด สกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

จากแต่ละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนำพลาลมิดเหล่านั้นมาทำ Dot blot hybridization

ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIA ตามวิธีที่ได้กล่าวไว้ในข้อ 3.9.4.3) ผลสัญญาณ'จากการ'ไฮบ่ริ'ไดซ์,ของ

โคลนที่ได้รับชื้นดีเอ็นเอขนาด 2.0 กิโลเบส ซึ่งมีส่วนปลายยีน rhIA อยู่ เป็นไปตามรูปที่ 4.14

1 2 3 4 5 6 7 8  9 10 11
A r f

. .  *

1 2 
a •
b
c
d pKB261

e
f

ข)

รูปที่ 4.14 ก) Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ม ีช ื้นดีเอ็นเอของ 
Pseudom onas  sp. A41 ขนาด 2.0 ก ิโลเบสอยู่ ด ้วยดีเอ ็นเอติดตาม rhIA  ข) Dot blot 
hybridization ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนจากด้วอย่างกลุ่ม A11 ด้วยดีเอ ็นเอ
ติดตาม rhIA

ช่องที่ A1 F11 และ a1

ช่องที่ A2 F10 และ a2

ช่องที่ A3-F9

ช่องที่ b1 -f2

ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน rhIA (ตัวควบคุมผลบวก)

พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ)

รีคอมบิแนนท์พลาลมิดของโคลนผสม

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของโคลนจากตัวอย่างกลุ่ม A 1 1

จากสัญญาณที่ปรากฏชื้นในรูปที่ 4.14 แสดงว่าในโคลนที่ได้รับชื้นดีเอ็นเอขนาด 2.0

กิโลเบส มีดีเอ็นเอที่ต้องการ (positive clone) อยู่ในตัวอย่างกลุ่ม A11 ดังแสดงในรูปที่ 4.14 ก) 

ดัดเลือกตัวอย่างกลุ่ม A11 ซึ่งประกอบด้วยโคลนต่างๆ 10 โคลน มาแยกให้ได้โคลนที่มีชื้นดีเอ็นเอที่ 

ต้องการ โดยการแยกเพาะเลี้ยงแต่ละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาลมิดด้วยวิธี alkaline 

lysis จากนั้นนำพลาสมิดเหล่านั้นมาทำ Dot blot hybridization ด้วยดีเอ็นเอติดตาม rhIA อีกครั้ง 

พบว่าโคลนที่ d2 ให้ผลบวกหลังจากทำไฮบริไดเซชัน แสดงว่าโคลนดังกล่าวมีชินดีเอ็นเอที่ต้องการ
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จึงเลือกโคลน d2 มาสืกษๆ และตั้งชื่อพลาลมิดนี้ว่า pKB261 ดังแสดงในรูปที่ 4.14 ข) ทำการ 

ดัดพลาลมิด pKB261 ด้วยเรลทริกชันเอนไซม์บางชนิด ดังแสดงในรูปที่ 4.15 เพื่อทราบการดัดเรียง 

ดัวฃองชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด จากนั้นนำข้อมูลดังกล่าวใปสร้างแผนที่เรลทริกชันของ

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดดังแสดงในรูปที่ 4.16
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รูปที่ 4.15 ภาพอะกาโรสที่ม ีด ึเอ ็นเอของพลาสมิด pKB261 ที่ตัดด้วยเรสทริกซ้นเอนไซม์ 
ชนิดต่าง ๆ เพ ี่อหาตำแหน่งการจ้ดเรียงตัวของซ้นดีเอ็นเอสอดแทรก
ช่องวิ่งที่ 1 1 kb DNA ladder

ช่องวิ่งที่ 2-6 พลาสมิด pKB261 ที่ดัดด้วยเรลทริกชันเอนไซม์

ช่องวิ่งที่ 7 พลาสมิด pKB261 ที่ดัดด้วยเรสทริกชันเอนไซม์ BamHI
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รูปที่ 4.16 แผนที่เรสทริกชัน (Restriction map) ของพลาสมิด pKB261

4.13 การหาลำดับนิวคลึโอไทด์ของi นดีเอ ็นเอท ี่สอดแทรกอยู่ใน pKB261

จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ทั้งวิธี primer walking ซึ่งเป็นการออกแบบไพร์เมอf ท่ี 

จำเพาะกับลำดับนิวคลีโอไทด์ส่วนที่ทราบแล้วเพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ต่อจากบริเวณดังกล่าว 

และอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย universal primer ที่จำเพาะกับปลายด้านใดด้าน 

หนึ่งของพลาลมิดเวกเตอรในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ได้ลำดับนิวคลีโอใทด์ที่อยู่ภายในชิ้นดีเอ็นเอ 

ลอดแทรกของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด PKB261 ขนาด 1975 bp (ภาคผนวก จร) โดยใช้ใพร์เมอร์ 

T3 T7 BF1 และ BR2 ซึ่งข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดได้แสดงไว้ในรูปที่ 4.17 ตั้งแต่ลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ที่ 1466-3440 ซึ่งเมื่อนำไปเทียบความคล้ายของข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์กับลำดับ

กรดอะมิโนของยีนใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blast X version 2.2.9 ซึ่งจะทำการแปลงลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้เป็นลำดับกรดอะมิโน จากนั้นนำไปเทียบความคล้ายคลึงกับกรดอะมิโน

ของยีนต่างๆ ใน GenBank พบกรอบอ่านรหัสเปิด 3 กรอบ มีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกัน 

เรียงตามลำดับดังต่อไปนี้ กรอบอ่านรหัสแรก ประกอบด้วย 85 ลำดับกรดอะมิโน พบรหัสหยุด

แต่ไม่พบกรดอะมิโนเมธิโอนีนที่ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF (start codon) ดังนั้นกรอบอ่านรหัสนี้จึงไม่ 

ลมบูรณ ์ลำด ับกรดอะมิโนคล้ายกับ rhamnosyltransferase chain A ที่กรดอะมิโน1ท่ี 211-295 

ของ Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 2000) และ Pseudomonas 

aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ, 1994a) เท่ากับ 100% กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 2 เป็น

กรอบอ่านรหัสเปิดที่สมบูรณ์ ประกอบด้วย 426 ลำดับกรดอะมิโน คล้าย 100% กับ 

rhamnosyltransferase chain B ของ Pseudomonas aeruginosa PA01 (stover และคณะ, 

2000) และกรอบอ่านรหัสเปิดสุดท้ายอยู่ปลาย 3’ ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอด พบกรดอะมิโน

เมธิโอนีนที่ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF (start codon) แต่ไม่พบรหัสหยุดจึงทำให้กรอบอ่านรหัสนี้ไม่ 

ลมบ ูรณ ์ ประกอบด้วย 81 ลำดับกรดอะมิโน คล้าย 10 0% กับกรดอะมิโนที, 1-81 ของ regulatory
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protein RhIR ทีระบุรหัสโดย rhIR ของ Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 

2000) และ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ, 1994b)

จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pKB261 พบว่ากรอบอ่านรหัส 

เปิดที่ 1 ซึ่งอยู่ที่ปลาย 5’ มีความคล้าย rhamnosyltransferase chain A เช่นเดียวกับ กรอบอ่าน 

รหัสเปิดที' 2 บริเวณปลาย 3’ ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pGA396 พอนำลำดับนิวคลีโอไทด์

มาเปรียบเทียบกันพบว่ามีลำดับนิวคลีโอไทด์ซํ้ากันอยู่ 93 bp โดยชิ้นดีเอ็นเอแทรกลอดใน

pGA396 จะเรียงตัวอยู่หน้าชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pKB261

ส่วนกรอบอ่านรหัสเปิดที่ 2 และ 3 ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pKB261 พบว่าคล้าย 

rhamnosyltransferase chain B และ regulatory protein RhIR เหมือนกับชินดีเอ็นเอแทรกสอด 

ใน pBR530 เมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์มาเทียบกันพบว่ามีลำดับนิวคลีโอไทด์รํ้ากันอยู่ 513 bp 

โดย pKB261 เรียงอยู่หน้า pBR530 ดังนั้นแสดงว่าชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pGA396 pKB261 

pBR530 และ pBR123 เรียงดัวต่อกันตามลำดับ

4.14 การว ิเคราะห ์ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์จากร ีคอมบิแนนท ์พลาสม ิดท ั้งหมดท ี่สร ้างข ึ้นของ 

Pseudomonas sp. A41

จากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกลอดจากรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

pGA396 pKB261 pBR530 และ pBR123 ที,สร้างขึ้นในการทดลองนี้ เมื่อนำข้อมูลที่ได้ทั้งหมด 

มาเชื่อมต่อกันจะได้ลำดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 4,965 bp ตามที่ได้แสดงไว้ในรูปที่ 4.17 จากรูป 

พบว่าเมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดดังกล่าวไปวิเคราะห์โดยโปรแกรม Blastx ที่แปลงข้อมูล 

ลำดับนิวคลีโอไทดํให้เป็นลำดับกรดอะมิโนจากนั้นนำไปเทียบหาความคล้ายกับกรดอะมิโนของยีน 

ต่างๆ ใน GenBank (ภาคผนวก ค) พบกรอบอ่านรหัสเปิด (Open Reading Frame, ORF) 

จำนวน 5 กรอบซึ่งมีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกัน ข้อมูลของแต่ละกรอบอ่านรหัสเปิด

และเปอร์เซ็นต์ความคล้ายกับยีนอ้างอิงได้สรุปไว้ในตารางที่ 4.1 ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์

ทั้งหมดแสดงในรูปที่ 4.17 และสามารถนำไปสร้างเป็นแผนที่เรสทริกชันโดยละเอียดดังแสดงในรูป 

ท่ี 4.19 จากรูปจะแสดงบริเวณจดจำของเรสทริกชันเอนไซม์ในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอม

บิแนนท์พลาสมิดชนิดต่างๆ บริเวณที่เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดทุกกรอบและบริเวณที่ใช้ในการสร้าง 

ดีเอ็นเอติดตาม
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ORF1 (d c d )  -------►
5 ' GAATTCAAGGTGTTCACCAACATCCATTCGGCGGTGGTCGATCCGAAGAACTTCGACGAG

E F K V F T N I H s A V V D P K N F D E
AAAAGCTTCGTCGACATCAACAGCGACGTCTGCATCATCCCGCCGAACTCCTTCGCCCTG
K S F V D I N S D V c  I I P P N s F A L
GCGCGCACCGTCGAGTACTTCCGCATCCCGCGCGACGTCCTGACCATCTGCCTGGGCAAG 
A R T V E Y F R I P R D V L T I C L G K
AGCACCTACGCGCGTTGCGGCATCATCGTCAACGTCACCCCGCTGGAGCCGGAGTGGGAA 
S T Y A R C G I I V N V T P L E P E w E
GGCCATGTGACCCTCGAGTTCTCCAATACCACCAACCTGCCGGCGAAGATCTACGCCAAT 
G H V T L E F S N T T N L P A K I Y A N
GAAGGCGTGGCGCAGATGCTCTTCCTGCAATCCGACGAGGCCTGCGAAGTGTCCTATAAG
E G V A Q  M L F L Q S D E A C E V S Y K
GACCGTGGCGGCAAATACCAGGGTCAGCGCGGCGTGACCCTGCCAAAAGCCTGACGCCAG
D R G G K Y Q G Q R G V T L P K A *

AGCGTTTCGACACCGGAAACCGGGCCTGGCGCCCGGTTTTTTCATGCCTTTTCCGCCAAC
CCCTCGCTGTTCCCCGCCGGCCGCTCTGGCACGCCTTATCGCGGGCGGGCAGGGGCTTAT

las b o x  C54-T y p e  p r o m o te r
GCGCAGGCGGCCGCCCGTCCTGTGAAATCTGGCAGTTACCGTTAGCTTTCGAATTGGCTA

AAAAGTGTTCATCGGCTACGCGTGAACACGGACGCCAATCGTTTGCGCAGGCCGATCTGC
AAGACCCACACAAGCCCCTCGCCTGAAGGGGTACGCATCCGCCGTGGCTGGTCCGCGCGG

ATGGCCGCTGAGTTACTTGTCTGCCGTTCGAACAATAAGAACGAACTCTACGTAATGCCG

GGATACCCGTGGCAGCGATAGCTGTTTGCCTGTTCGAAAATTTTTGGGAGGTGTGAAATG
( rhlA) -------►
CGGCGCGAAAGTCTGTTGGTATCGGTTTGCAAGGGCCTGCGGGTACATGTCGAGCGCGTT
R R E S L L V S V C K G L R V H V E R V

GGGCAGGATCCCGGGCGCAGCACGGTGATGCTGGTCAACGGCGCGATGGCGACCACCGCC 
G Q D P G R s  T V M L V N G A M A T T A

TCGTTCGCCCGGACCTGCAAGTGCCTGGCCGAACATTTCAACGTGGTGCTGTTCGACCTG
S F A R T C K C L A E H F  N V V L F D L
CCCTTCGCCGGGCAGTCGCGTCAGCACAACCCGCAGCGCGGGTTGATCACCAAGGACGAC 
P F A G Q S R Q H N P Q R G L I T K D D
GAGGTGGAAATCCTCCTGGCGCTGATCGAGCGCTTCGAGGTCAATCACCTGGTCTCCGCG
E V E I L L A L I E R F E V N  H L V S A
TCGTGGGGCGGTATCTCCACGCTGCTGGCGCTGTCGCGCAATCCGCGCGGCATCCGCAGC 
S W G G I S T L L A L S R  N P R G I  R S
TCGGTGGTGATGGCATTCGCCCCTGGACTGAACCAGGCGATGCTCGACTACGTCGGGCGG
S V V M A F A P G L N Q A M L D Y V G R

(มีต่อหน้าถัดไป)
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1 2 61
142

1 3 21
162

1 3 8 1
182

1 4 41
202
1 5 0 1
222

1 5 61
242

1621
262

1 6 81
282

1 7 41
1

1 8 01
5

1 8 6 1
2 5

1921
4 5
1 9 81
6 5

2 0 4 1
85

2101
105

2 1 6 1
125

2221
145

2 2 8 1
165

2 3 4 1
18 5

GCGCAGGCGCTGATCGAGCTGGACGACAAGTCGGCGATCGGCCATCTGCTCAACGAGACC 
A Q A L I E L D D K S A I  G H L L N E T

GTCGGCAAATACCTGCCGCCGCGCCTGAAAGCCAGCAACCATCAGCACATGGCTTCGCTG
V G  K Y L P P R L K A S N H Q H M A S L

GCCACCGGCGAATACGAGCAGGCGCGCTTTCACATCGACCAGGTGCTGGCGCTCAACGAT
A T G E Y E Q A R A H  I  D Q V L A L N D

CGGGGCTACCTGGCTTGCCTGGAGCGGATCCAGAGCCACGTGCATTTCATCAACGGCAGC
R G Y L A C L E R I Q S H V H F I N G S

TGGGACGAATACACCACCGCCGAGGACGCCCGCCAGTTCCGCGACTACCTGCCGCACTGC 
W D E Y  T T A E D A R Q F R D Y L P H C

AGTTTCTCGCGGGTGGAGGGCACCGGGCATTTCCTCGACCTGGAGTCCAAGCTGGCCGCG
S F S R V E G T G H F L D L E S K L A A

GTACGCGTGCACCGCGCCCTGCTCGAGCACCTGCTGAAGCAACCGGAGCCGCAGCGGGCG
V R V H R A L L E H L L K Q P E P Q R A

GAACGCGCGGCGGGATTCCACGAGATGGCCATCGGCTACGCCTGAACCCTTGACCTGCGA
E R A A G F H E M A I  G Y A

(S /D )  ORF3
AGACCCGGCCTGGCCGGGCTTTGCGGTTGCATAACGCACGGAGTAGCCCCATGCACGCCA

M H A I
(rhlB) -------►
TCCTCATCGCCATCGGCTCGGCCGGCGACGTATTTCCCTTCATCGGCTTGGCCCGGACCC

L I A I G S A G D V A P F I G L A R T L

TGAAATTGCGCGGGCACCGCGTGAGCCTCTGCACCATCCCGGTGTTTCGCGACGCGGTGG
K L R G H R V S L C  T I P V A R D A V E

AGCAGCACGGCATCGCGTTCGTCCCGCTGAGCGACGAACTGACCTACCGCCGGACCATGG
Q H G I A F V P L S D E L  T Y R R  T M G

GCGATCCGCGCCTGTGGGACCCCAAGACGTCCTTCGGCGTGCTCTGGCAAGCCATCGCCG
D P R L W D P K T S F G V L W Q A I  A G

GGATGATCGAGCCGGTCTACGAGTACGTCTCGGCGCAGCGCCATGACGACATCGTGGTGG
M I E P V Y E Y V S A Q R H D D  I  V V V

TCGGCTCGCTCTGGGCGCTGGGCGCACGCATCGCTCACGAGAAGTACGGGATTCCCTACC
G ร L พ A L G A R I A H E K Y G I P Y L

TGTCCGCGCAGGTCTCGCCATCGACCTTGTTGTCGGCGCACCTGCCGCCGGTACACCCCA
ร A Q V ร P ร T L L ร A H L P P V H P K

AGTTCAACGTGCCCGAGCAGATGCCGCTGGCGATGCGCAAGCTGCTCTGGCGCTGCATCG
F N V P E Q M P L A M R K L L W R C  I E

AGCGCTTCAAGCTGGATCGCACCTGCGCGCCGGAGATCAACGCGGTGCGCCGCAAGGTCG
R F K L  D R T  C A P E  I N A V R R  K V G

GCCTGGAGACGCCGGTGAAGCGCATCTTCACCCAATGGATGCATTCGCCGCAGGGCGTGG
L E T P V K R I F T Q W M H S P Q G V V

(มีต่อหน้าถัดไป)



2 4 0 1
205

2 4 6 1
22 5

2 5 2 1
24 5

2 5 8 1
2 65

2 6 4 1
2 85

2 7 0 1
305

2 7 6 1
32 5

2 8 2 1
34 5

2 8 8 1
3 65

2 9 4 1
385

3 0 01
4 05

3 0 6 1
425

3 1 21

3 1 8 1
1

3 2 4 1
16

3 3 0 1
36

3 3 6 1
56
3 4 2 1
76
3 4 8 1
96

3 5 4 1
116

8 8

TCTGCCTGTTCCCGGCCTGGTTCGCGCCGCCCCAGCAGGATTGGCCGCAACCCCTGCACA
C L F P A W F A P P Q Q D W P Q P L H  M

TGACCGGCTTCCCGCTGTTCGACGGCAGTATCCCGGGGACCCCGCTCGACGACGAACTGC
T G F P L F D G S I  P G T P L D D E L Q

AACGCTTTCTCGATCAGGGCAGCCGGCCGCTGGTGTTCACCCAGGGCTCGACCGAACACC
R A L D Q G S R P L V F T Q G S T E H L

TGCAGGGCGACTTCTACGCCATGGCCCTGCGCGCGCTGGAACGCCTCGGCGCGCGTGGGA
Q G D F Y A M A L R A L E R L G A R G I

TCTTCCTCACCGGCGCCGGCCAGGAACCGCTGCGCGGCTTGCCGAATCACGTGCTGCAGC
F L T G A G Q E P L R G L P  N H V L Q R

GCGCCTACGCGCCACTGGGAGCCTTGCTGCCATCGTGCGCCGGGCTGGTCCATCCGGGCG
A Y A P L G A L L P S C A G L V H P G G

GTATCGGCGCCATGAGCCTGGCCTTGGCGGCGGGGGTGCCGCAGGTGCTGCTGCCCTGCG
I G A M S L A L A A G V P Q V L L P C A

CCCACGACCAGTTCGACAATGCCGAACGGCTGGTCCGGCTCGGCTGCGGGATGCGCCTGG
H D Q F D N A E R L V R L G C G  M R L G

GCGTGCCATTGCGCGAGCAGGAGTTGCGCGGGGCGCTGTGGCGCTTGCTCGAGGACCCGG
V P L R E Q E L R G A L W R L L E D P A

CCATGGCGGCGGCCTGTCGGCGTTTCATGGAATTGTCACAACCGCACAGTATCGCTTGCG
M A A A C R R F M E L S Q P H  S I  A C G

GTAAAGCGGCCCAGGTGGTCGAACGTTGTCATAGGGAGGGGGATGCGCGATGGCTGAAGG
K A A Q V V E R C H R E G D A R W L  K A

CTGCGTCCTGAACGGTGCTGGCATAACAGATAGGGTTGCCATGATTTTGCCGTATCGGCA
A ร *

las b o x  - 3 5  -1 0
AGGCTGCGCGCTTGACAGCGTCATACCCCGGGCCAATTCTGCTGTGATGCATTTTATCGA

(S /D ) ORF4 (rhlR) --------►
TCAGGGCTTACTGCAATGAGGAATGACGGAGGCTTTTTGCTGTGGTGGGACGGTTTGCGT

M R N D G G A L L W W D G L R

AGCGAGATGCAGCCGATCCACGACAGCCAGGGCGTGTTCGCCGTCCTGGAAAAGGAAGTG
S E M Q P I H D S Q G V F A V L E K ' E V

CGGCGCCTGGGCTTCGATTACTACGCCTATGGCGTGCGCCATACGATTCCCTTCACCCGG
R R L G F D Y Y A Y G V R H  T I  P F  T R

CCGAAGACCGAGGTCCATGGCACCTATCCCAAGGCCTGGCTGGAGCGATACCAGATGCAG 
P K T E V H G T Y P  K A W L E R Y Q  M Q

AACTACGGGGCCGTGGATCCGGCGATCCTCAACGGCCTGCGCTCCTCGGAAATGGTGGTT
N Y G A V D P A I  L N G L R S S E M V V

TGGAGCGACAGCCTGTTCGACCAGAGCCGGATGCTCTGGAACGAGGCTCGCGATTGGGGC
W S D S L F D Q S R M L W  N E A R D W G

CTCTGTGTCGGCGCGACCTTGCCGATCCGCGCGCCGAACAATTTGCTCAGCGTGCTTTCC
L C V G A T L P I R A P N N  L L  S V L S

(มีต่อหน้าถัดไป)



8 9

3 6 01
136

3 6 61
15 6

3 7 2 1
176

3 7 8 1
196

3 8 4 1
2 1 6

3 9 0 1
2 3 6

3 961

4 0 2 1

4 0 8 1
1

4 1 41
15

4 2 0 1
3 5

4 2 61
55

4 3 21
7 5

4 3 8 1
95

4 4 4 1
115

4 5 0 1
135

4 5 6 1
155

4 6 2 1
175
4 6 81
195

GTGGCGCGCGACCAGCAGAATATCTCCAGCTTCGAGCGCGAGGAAATACGCCTGCGGCTG
V A R D Q Q N I S S F E R E E I R L R L

CGTTGCATGATCGAGTTGCTGACCCAGAAGCTGACCGACCTGGAGCATCCGATGCTGATG
R C M I E L L T Q K L T D L E H P M L M

c - t e r m in u s  ข'อง R h lR
TCCAACCCGGTCTGCCTGAGCCATCGCGAGCGCGAGATCCTGCAATGGACCGCCGACGGC
ร N P V c L S H R E R E I L Q W T A D G

AAGAGTTCCGGGGAAATCGCCATCATCCTGAGCATCTCCGAGAGCACGGTGAACTTCCAC
K S S G E I A I I L S I S E S T V N F H

CACAAGAACATCCAGAAGAAGTTCGACGCGCCGAACAAGACGCTGGCTGCCGCCTACGCC
H K N  ï  Q K K F D A P N K T L A A A Y A

las b o x
GCGGCGCTGGGCCTCATCTGATGCTTAGGGCGCGCCGGCTGGCGCGCCGTACCAGATCTG 
A A L G L I * *

GC^GGTTGCCTGCCGTTCATCCTCCTTTAGTCTTCCCCCTCATGTGTGTGCTGGTATGTC

-35 -10
CTCCGACTGAGAGGGCCCAGGAGTATCAGGGTAGGGATGCCGCCTTTTTTTCTCGGCCGG

( ร / อ )  ORF5 (rhll) ------- ►
CACGACACGGGGACTTGGTCATGATCGAATTGCTCTCTGAATCGCTGGAAGGGCTTTCCG

M I E L L S E S L E G L S A

CCGCCATGATCGCCGAGCTGGGACGCTACCGGCATCAGGTCTTCATCGAGAAGCTGGGCT
A M I A E L G R Y R H Q V F I  E K L G พ

GGGATGTGGTCTCCACCTCCAGGGTCCGCGACCAGGAGTTCGACCAGTTCGACCATCCGC
D V V S T S R V R D Q E F D Q F D H P Q

AAACCCGCTACATCGTCGCCATGGGCCGCCAGGGTATCTGCGGTTGTGCCCGCCTGTTGC
T R Y I V A M G R Q G I C G C A R L L P

CGACGACCGACGCCTACCTGCTCAAGGAAGTCTTCGCCTACCTGTGCAGCGAAACCCCGC
T T D A Y L L K E V F A Y L C S E T  P P

CCAGCGATCCGTCGGTCTGGGAGCTTTCGCGTTACGCCGCCAGCGCGGCGGACGATCCGC
S D P S V W E L S R Y A A S A A D D P Q

AACTGGCGATGAAGATATTCTGGTCCAGCCTGCAATGCGCCTGGTACCTGGGCGCCAGTT
L A M K I F W S S L Q C A W Y L G A  S S

CGGTGGTGGCGGTGACCACCACGGCCATGGAGCGCTATTTCGTTCGCAACGGCGTGATCC
V V A V T T T A M E R Y F V R  N G V  I L

TCCAGCGCCTCGGCCCGCCGCAGAAGGTCAAGGGCGAGACGCTGGTCGCGATCAGCTTCC
Q R L G P P Q K V K G E T L V A  I S F P

CGGCCTACCAGGAGCGCGGCCTGGAGATGCTGCTGCGCTACCACCCGGAATGGCTGCAGG
A Y Q E R G L E M L L R Y H P E W L Q G

GCGTACCGCTGTCGATGGCGGTGTGAGGTCGTCAGCCGTTTCGCGCACTTTTTTCCGCTT
V P L S M A V *

(มีต่อหน้าถัดไป)
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4 7 4 1  CTCCTGCCGCATGCTCGGCCCGCGCCCCGGCGTCATCGGGCGTTCCCCTGCATTCCGGGA 

4 8 0 1  TTTGGCCGCGGCTGCCGACTTGCGTAGTCTCTCTGCGGTCCGCCATCCCGAGGAGTCGCC 

4 8 6 1  ATGCCGAAGTCATTCCGCCATCTCGTCCAGGCCCTGGCCTGCCTTGCGCTGCTGGCCAGC 

4 9 2 1  GCCAGCCTCCAGGCGCAGGAGAGCCGCCTCGACCGCATCCTCGAG 3 '

รูปท ี่ 4.17 ลำด ับน ิวคล ีโอไท ด์และลำด ับกรดอะม ิโนท ี่ถอดรห ัสจากลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์

ของช ิ้นด ีเอ ็น เอสอดแทรกในพลาสม ิด  pGA396 pKB261 pBR530 และ pBR123 รวมด ัน 

ม ิขนาด 4,965 bp ล ูกศรแสดงท ิศทางการถอดรห ัส ด ัวอ ้กษร M แสดงกรดอะม ิโน

เมริ'โอน ีนช ิ้งเป ็น,จ ุด เร ิ่มต ้นการถอดรห ัส  (start codon) เคร ื่องหมาย * แสดงรห ัสส ินส ุด

การถอดรห ัส (stop codon) ของบร ิเวณ ท ี่เป ็นกรอบอ ่านรห ัส เป ีด  บร ิเวณ โปรโมเตอร ์แสดง 

ด ้วยลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ท ี่ข ีดเส ้นใต ้หน ี่งเส ้น  และบร ิเวณ  Shine-Dalgarno (ร/อ) sequence 

แสดงด ้วยลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ท ี่ข ีดเส ้นใต ้สองเส ้น  กรดอะม ิโนท ี่อย ู่ในกรอบอ ่านรห ัสเป ีด

เด ียวด ันแสดงด ้วยด ัวอ ็แกษรส ิเด ียวด ัน  (ด ัวอกษรส ิน ํ้าเง ินและแดง) กรดอะม ิโนในบริเวณ  

อน ุร ักษ ์ของโปรต ีนแสดงไว ิในกรอบส ิเหล ี่ยม บร ิเวณ las box แสดงเป ็นต ัวด ักษรส ิม ่วงอย ู่ 

หน ้าโปรโมเตอร ์

กรอบอ่านรหัสเปิด (Open Reading Frame, ORF) หัง 5 กรอบทีพบ มีทิศทางการ 

ถอดรหัสไปทางเดียวดันเรียงตามลำดับดังนี้

1. กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 1 (ORF1) เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดที่ไม่สมบูรณ์ กล่าวคือไม่พบ 

กรดอะมิ'โนเมริ'โอนีนที่ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF (start codon) อยู่ในกรอบอ่านรหัสเดียวดับกรอบ 

อ่านรหัสเปิดที่ 2 และ 4 ม ีลำดับน ิวคลีโอไทด์411 bp อยู่ตำแหน่งที่ 1-411 แปลงได้เป็น 137

ลำดับกรดอะมิโน มีความคล้ายดับ deoxycytidine triphosphate (dCTP) deaminase ของ 

Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 2000) และ Pseudomonas putida 

KT2440 (Nelson และคณะ, 2002)1ท่าดับ 100% และ 94% ตามลำดับ ทำหน้าที่กระตุ้นการ 

สังเคราะห์ dUTP จาก dCTP ในกระบวนการสังเคราะห์ dUMP เพือนำ,ไป'ไซ้ในการสร้าง thymine 

nucleotide ซึ่งไม่เกี่ยวข้องดับกระบวนการสังเคราะห์แรมโนลิพิด ให้ช่ือ ORF1 ว่า dcd เนื่องจาก 

ORF 1 เป็นกรอบอ่านรหัสเปิดที่ไม่สมบูรณ์ดังนั้นจึงไม่พบล่วนโปรโมเตอร์และล่วนที่คาดว่าจะเป็น 

ตำแหน่งเกาะของไรโบโซม (ribosome binding site หรือ Shine-Dalgarno sequence (ร/อ)
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2. กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 2 (0RF2) ประกอบด้วย 295 ลำดับกรดอะมิโน มีลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 885 bp อยู่ในลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 838-1722 พบกรดอะมิโนเมธิโอนีนที่

ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF (start codon) และรหัสหยุด (stop codon) ซึ่งแสดงเป็นลำดับนิวคลีโอไทด์ 

ตัวหนาและขีดเล้นใต้หนึ่งเล้น กรดอะมิโนที่ถอดรหัสได้มีความคล้ายกับ rhamnosyl transferase 

ของ Pseudomonas aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ, 1994a) เท่ากับ 100% ส่วน 

นอกจากนีจะมีความคล้ายน้อยลงตามลำดับคือ rhamnosyltransferase chain A ของ

Pseudomonas aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 2000) 3-hydroxyacyl-Co A-acyl 

carrier protein transferase ของ Pseudomonas syringae pv. Tomato strain DC3000 (Buell 

และคณะ, 2003) และ acyl-transferase ของ Pseudomonas putida KT2440 (Rehm และคณะ, 

1998) เท่ากับ 99% 51% และ 42% ตามลำดับให้ซื่อ ORF2 ว่า rhIA

บริเวณเหนือ ORF 2 {rhIA) ยังพบบริเวณที่คาดว่าจะเป็นตำแหน่งเกาะของไรโบโซม

(ribosome binding site หรือ Shine-Dalgarno sequence (S/D)) คือ 5’-GGGAGG-3’ ซึงอยู่ 

ก่อนรหัสเริ่มต้นกรอบอ่านรหัสเปิด 12 นิวคลีโอไทด์ สอดคล้องกับที่ Shine และ Dalgarno (1974) 

เสนอว่า Shine-Dalgarno sequence คือ บริเวณตำแหน่งเกาะของไรโบโซมมักจะประกอบด้วย 

นิวคลีโอไทด์ขนิดพิวรืน 3-10 เบส อยู่ก ่อนรหัสเริ่มต้นกรอบอ่านรหัสเปิดประมาณ 10 เบส

นอกจากนี้ยังพบลำดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นบริเวณ consensus sequence ของโปรโมเตอร์ 

ชนิด a 54 บริเวณดังกล่าวประกอบด้วยลำดับนิวคลีโอไทด์ “TGGCAT-N5.6-TTGCT” (N หมายถึง 

นิวคลีโอไทด์ตัวใดๆ) (Ochsner และคณะ, 1994a, Pearson และคณะ, 1997) โดยใน ORF 2 

นี้มีบริเวณ consensus sequence ดังกล่าวประกอบด้วยลำดับนิวคลีโอไทด์ 5’-TAGCTTTCGA 

ATTGGCT-3' ซึ่งอยู่ในตำแหน่งที่ 583-600 ของลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด ซึ่งคล้ายกับที่พบใน 

โปรโมเตอร์ของ PAK ใน p. aeruginosa xylCAB และ xyis ในพลาสมิดของ p. putida TOL 

และยีนทีระบุรหัล carboxypeptidase ของ Pseudomonas CPG2

เหนือขึ้นไปจากโปรโมเตอร์พบลำดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นส่วนกลับกันในลักษณะ dyad

symmetry region และสามารถเข้าคู่กันได้เกิดเป็น palindrome คือ 5'-TCCTGTGAAATCTGGC 

AGTT-3’ ตรงกับลำดับนิวคลีโอไทด์ตำแหน่งที่ 558-577 จากลำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวพบว่ามี 

consensus sequence ของ las box คือ “ N NCT-[N] 11.12-AG N N” (N หมายถึงนิวคลีโอไทด์ตัว 

ใดๆ) มักพบบริเวณโปรโมเตอร์ฃองยีนที่ถูกควบคุมด้วย regulatory protein ที่เกี่ยวข้องกับ 

quorum sensing system (Devine และคณะ, 1989; Whiteley และคณะ, 1999; Whiteley และ 

Greenberg, 2001) ซึ่งคล้ายกับ las box ของ lasB OP1 และ rhIA ของ p. aeruginosa ซ่ึง 

พิสูจน์แล้วว่าเป็นบริเวณจดจำของ RhlR-PAI-2 complex (RhlR-C4-HSL) ที่กระตุ้นการทำงานของ 

ยีนบริเวณ las box ของ lasB OP1 และ rhIA มีลำดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ 5’-ACCTGCCAGTTCT
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3. กรอบอ่านรหัลเปิดที่ 3 (ORF3) ประกอบด้วย 426 ลำดับกรดอะมิโน ตรงกับลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ที่ 1791-3068 มีฃนาด 1278 bp พบกรดอะมิ'โนเมธโอนีนที่ตำแหน่ง'ที่ 1 ของ ORF

(start codon) และรหัสหยุด (stop codon) ซึ่งแสดงเป็นลำดับนิวคลีโอไทด์ตัวหนาและขีดเล้น

ใต้หนึ่งเล้น กรดอะมิโนมีความคล้ายกับ rhamnosyltransferase chain B ของ Pseudomonas

aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 2000) และ rhamnosyltransferase ของ p. aeruginosa 

PG201 (Ochsner และคณะ, 1994a) เท่ากับ 100% และ 99% ตามลำดับ ให้ช่ือ ORF3 ว่า rhIB

เหนือ ORF 3 (rhIB) ขึ้นไปยังพบบริเวณที่คาดว่าจะเป็นตำแหน่งเกาะของไรโบโซม

(Shine-Dalgarno sequence (S/D)) คือ 5’-GGAG-3’ ซึ่งอยู่ก่อนรหัสเริ่มต้นกรอบอ่านรหัสเปิด 11 

นิวคลีโอไทด์ ไม่พบส่วนที่คาดว่าจะเป็นโปรโมเตอร์ดังนั้นอาจกล่าวได้ว่า rhIB น่าจะถอดรหัสเป็น 

ทาRNA ลายเดียวกับ rhIA ซึ่งสอดคล้องกับที่ Ochsner และคณะ (1994b) รายงานไว้ อยู่ในกรอบ 

อ่านรหัสเดียวกับกรอบอ่านรหัสเปิดที่ 5

4. กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 4 (ORF4) ประกอบด้วย 241 ลำดับกรดอะมิโน ตรงกับลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ที่ 3196-3918 มีขนาด 723 bp พบกรดอะมิโนเมธิโอนืนที่ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF 

(start codon) และรหัสหยุด (stop codon) ซึ่งแสดงเป็นลำดับนิวคลีโอไทด์ตัวหนาและขีดเล้น 

ใต้หนึงเล้น กรดอะมิโนมีความคล้ายกับ transcriptional regulator RhIR ของ Pseudomonas 

aeruginosa PA01 (Stover และคณะ, 2000) regulator protein ของ Pseudomonas 

aeruginosa PG201 (Ochsner และคณะ, 1994b) เท่ากับ 100% นอกจากนี้ยังคล้ายกับโปรตีน 

ควบคุมอืนอีกคือ VSMR ของ p. aeruginosa PA01 (Latifi และคณะ, 1995) และtranscriptional 

activator CsaR ของ Pseudomonas clororaphis (Zhang และ Pierson, 2001) เท่ากับ 98% 

และ 67% ตามลำดับ ให้ซ่ือ ORF4 ว่า rhIR

บริเวณเหนือ ORF 4 (rhIR) ยังพบบริเวณที่คาดว่าจะเป็นตำแหน่งเกาะของไรโบโซม

(Shine-Dalgarno sequence (ร/อ)) คือ 5’-AGGG-3’ ซึ่งอยู่ก่อนรหัสเริ่มต้นกรอบอ่านรหัสเปิด 

13 นิวคลีโอไทด์ ลอดคล้องกับที Shine และ Dalgarno (1974) เสนอดังที่ได้อธิบายแล้วในกรอบ 

อ่านรหัสเปิดที 2 นอกจากนียังพบบริเวณที่คาดว่าเป็นโปรโมเตอร์เหนือกรอบอ่านรหัสเปิดที่ 4

ประกอบด้วยลำดับนิวคลีโอไทด์ 5’-GCGTCA-3’ และ 5’-TGTGAT-3’ (ดังแสดงในรูปที่ 4.17) อยู่ 

ในลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 3138 และ 3163 ตามลำดับ ซึ่งคล้ายกับ consensus sequence ของ -35 

region และ consensus sequence ของ -10 region ตามลำดับ ที่รายงานโดย Lisser และ 

Margalit (1993) ดังแสดงในรูปที่ 4.1

G G C A G G T -3 ’ แ ล ะ  5 ’-T C C T G T G A A A T C T G G C A G T T - 3 ’ ต า ม ล ำ ด ับ  (P e a rs o n  แ ล ะ ค ณ ะ ,

1 9 9 7 )
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Consensus
sequence:

-35 region

โ  *  f ,  »  «  »  ■

-10 region
..16-19 b p .. .  T A T  A A T . . ,  5-8 bp . , , 

77 76 60 61 56 82

รูปท ี่ 4.18 consensus sequence ของโปรโมเต'อร์ (Lisser และ Margalit, 1993) ต ัวเลขใต ้ 

เบสแต ่ละต ัวแสดงเปอร ์เซ ็นต ์การพ บเบส

บริเวณปลายด้าน-C ของลำดับกรดอะมิโน พบบริเวณอนุรักษ์ของโปรตีนที่เป็นตัวควบคุม 

การถอดรหัสซึ่งมีลำดับกรดอะมิโนเป็น “LSXREX2ILX5GX22NXjK" (X หมายถึงกรดอะมิโนใดๆ) 

(Ochsner และคณะ, 1994ช) โดยใน ORF นี้ม ีลำดับกรดอะมิโนอนุรักษ์ดังกล่าวประกอบด้วย

LSHREREILQWTADGKSSGEIAIILSISESTVNFHHKNIQKK ซึ่งพบอยู่ในลำดับกรดอะมิโน

ตำแหน่งที่ 181-222 โดยตัวอักษรหนาแสดงส่วนที่เป็นบริเวณอนุรักษ์ของโปรตีนที่ควบคุมการ

ถอดรหัส (regulatory protein) นอกจากนี้กายในบริเวณอนุรักษ์ดังกล่าวยังพบบริเวณ DNA-

binding helix-turn-helix motif หรือเริยกว่า H-T-H motif อยู่ภายในแสดงด้วยตัวอักษรที่ฃีดเส้น 

ใต้ซึ่งเป็นบริเวณที่เข้าจับกับดีเอ็นเอเป้าหมายที่ควบคุมอยู่ หักพบในตัวควบคุมแบบที่ต้องอาศัย

ตัวควบคุมอืนมากระตุ้นก่อนจึงทำงานได้ (two-component regulatory system) (henikolf และ 

คณะ, 1989)

พบบริเวณอนุรักษ์ las box อยู่ก่อนตำแหน่ง start codon (ATG) มีลำดับนิวคลีโอไทด์ 

ดังนี้คือ 5-GGCTGCGCGCTTGACAGCG-3’ อยู่ตำแหน่งที่ 3122-3140 ของลำดับนิวคลีโอไทด์ 

ทั้งหมด ซึ่งคล้ายกับ las box ของ lasB OP2 และ rhIR ของ p. aeruginosa ซึ่งพิสูจน์แล้วว่าเป็น 

บริเวณจดจำของ LasR-PAI-1 complex (LasR-30-C12--HSL) ที่กระตุ้นการทำงานของยีนบริเวณ 

las box ของ lasB OP2 และ rhIR มีลำดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ 5’-ACCTGCTTTTCTGCTAGC-3’ 

และ 5’-GGCTGCGCGCTTGACAGCG-3’ ตามลำดับ (Medina และคณะ, 2003)

5. กรอบอ่านรหัสเปิดที่ 5 (ORF5) ประกอบด้วย 201 ลำดับกรดอะมิโน ตรงกับลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ที 4101-4703 มีขนาด 603 bp พบกรดอะมิโนเมธิโอนีนที่ตำแหน่งที่ 1 ของ ORF

(start codon) และรหัสหยุด (stop codon) ซึ่งแสดงเป็นลำดับนิวคลีโอไทด์ตัวหนาและฃีดเล้นใต้ 

หนงเล้น พบว่ากรดอะมิโนมีความคล้ายกับ autoinducer synthetase Rhll ของ Pseudomonas 

aeruginosa PG201 (Ochsner และ Reiser, 1995) เท่ากับ 94% autoinducer synthesis protein 

Rhll (Stover และคณะ, 2000) และ VSMI ซึงเป็น autoinducer synthesis protein (Latifi และ 

คณะ, 1995) ของ p. aeruginosa PA01 เท่ากับ 93% และ /V-acyl-homoserine lactone 

synthase CSal ของ Pseudomonas chlororaphis (Zhang และ Pierson, 2001) เท่ากับ 50% 

โปรตน Rhll นเป็นเอนไซม์ทใข้ในการสังเคราะห์ autoinducer ชนิด butanoyl-homoserine
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lactone (C4-HSL) ทำงานร่วมกับโปรตีน RhIR ไปกระตุ้นการแสดงออกของ rhIAB ได้เป็น 

rhamnosyltransferase 1 ไปไชในการลังเคราะห์แรมโนลิพิด ให้ช่ือ ORF5 ว่า rhl\

บริเวณเหนือ ORF 5 (rhll) ยังพบบริเวณที่คาดว่าจะเป็นตำแหน่งเกาะของไรโบโซม

(Shine-Dalgarno sequence (S/D)) คือ 5’-GGGGA-3' ซึ่งอยู่ก่อนรหัสเริ่มต้นกรอบอ่านรหัสเปิด 

12 นิวคลีโอไทด์ ลอดคล้องกับที่ Shine และ Dalgarno (1974) เสนอดังที่ได้อธิบายแล้วในกรอบ 

อ่านรหัสเปิดที่ 2 นอกจากนี้ยังพบบริเวณที่คาดว่าเป็นโปรโมเตอร์เหนือกรอบอ่านรหัสเปิดที่ 5

ประกอบด้วยลำดับนิวคลีโอไทด์ 5'-CTGAGA-3’ และ 5’-TATCAG-3’ (ดังแสดงในรูปที่ 4.17) อยู่ 

ในลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ 4027 และ 4044 ตามลำดับ ซึ่งคล้ายกับ consensus seguence ของ -35 

region และ consensus sequence ของ -10 region ตามลำดับ ทีรายงานโดย Lisser และ 

Margalit (1993)

consensus sequence ของ las box ของยีนทีถูกควบคุมด้วย quorum sensing มีลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ดังนี้คือ “NNCT[N] 11.12AGNN” (พ hiteley และ Greengerg, 2001) ซ่ึงใน ORF 5 

พบบริเวณ consensus sequence ของ las box อยู่ก่อนตำแหน่ง start codon (ATG) มีลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ของบริเวณนี้เป็น 5'-CCCTACCAGATCTGGCAGGT-3’ และพบว่าในตำแหน่งที่ 8 

และ 13 ของ consensus sequence นี้เป็น A และ T ตามลำดับ ซึ่งการอนุรักษ์เบสตำแหน่ง 

ดังกล่าวจะพบใน las box ที่ถูกควบคุมได้ทั้ง regulatory protein LasR และ RhIR ซึ่งเกี่ยวข้องกับ

quorum sensing



ต าร า ง ท ี่ 4 .2  ข ้อ ม ูล ข อ ง แ ต ่ล ะ ก ร อ บ อ ่า น ร ห ัส เป ีด แ ล ะ เป อ ร ์เซ ็น ต ์ค ว า ม ค ล ้า ย ? า บ ย ีน อ ้า ง อ ิง

กรอบอ่าน  
รห ัสเป ีดท ี่

(ORF)
ยีน

ตำแหน่ง 
ของลำดับ  

นิวคล ีโอไทด ์

จำนวน  
กรด 

อะม ิโน
ย ีนอ ้างอ ิงท ี่ม ีความใกล ้เค ียงส ูงส ุด

จำนวน  
กรดอะมิ'โน 

ของย ีนอ ้างอ ิง

เปอร ์เซ ็นต ์ 
ความคล ้ายก ับ  

กรดอะม ิโนอ ้างอ ิง
เอกสารอ ้างอ ิง

1 ded 1-411 137 ded  ของ p. aeruginosa PA01 ประมวลรห ัส  

deoxycytid ine triphosphate deaminase

188 100% Stover และคณ ะ, 2000

2 rhlA 838-1722 295 rhlA ของ p. aeruginosa PG201 ประมวลรห ัส  

rhamnosyltransferase chain A

295 100% Ochsner และคณ ะ, 1994a

3 rhIB 1791-3068 426 rhIB ของ p. aeruginosa PA01 ประมวลรห ัส  

rhamnosyltransferase chain ธ

426 100% Stover และคณ ะ, 2000

4 rhIR 3196-3882 241 rhIR ของ p. aeruginosa PA01 และ PG201 

ประมวลรห ัส  transcriptional regulator RhIR

241 100% Stover และคณ ะ, 2000 และ 

Ochsner และคณ ะ, 1994b

5 rhll 4101-4703 201 rhll ของ Pseudomonas aeruginosa PG201 

ประมวลรห ัส  auto inducer synthetase Rhll

201 94% Ochsner และ Riser, 1995

CDen



1.5 kb EcoR\-Pst\ (pGA396)
0.5 kb Xho\-BamH\ (pBR5301
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4,965 bp

N912R BR2 RR-F T7~

ร ูปท ี่ 4.19 แผนท ี่เรสทร ิกช ันของ?นด ีเอ ็น เอสอดแทรกจากพ ลาสม ิด  pGA396 pKB261 pBR530 และ pBR123 ขนาด 4,965 bp แสดงตำแหน ่งท ี่เป ็น  

กรอบอ ่านรห ัส เป ิด  (ORF) ด ีเอ ็น เอต ิดตาม  rhIA และ rhIR และท ิศทางการหาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ด ้วยไพ ร ์เมอร ์ต ่างๆ ข อง?น ด ีเอ ็น เอสอดแท รก  ล ูกศร

ใหญ ่แสดงท ิศทางการถอดรห ัส เป ็นกรดอะม ิโนของกรอบอ ่านรห ัส เป ิดตาม?อท ี่ระบ ุไว ้ด ้านล ่าง ล ูกศรเล ็กแสดงท ิศทางการหาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ้ของ

ไพ ร ์เมอร ์ด ัวต ่างๆ ตามท ี่ระบ ุท ี่อไว ้ด ้านล ่างล ูกศร โดย  ► เป ็นการหาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์โดยไชไพ ร ์เมอร ์ท ี่ออกแบบเอง(designed primer) แ ล ะ  ►

เป ็นการหาลำด ับน ิวคล ีโอไทด ้โดยใช ้ universal primer เคร ี่องหมาย ๚ เ แสดง ORF ที่ไม,สมบ ูรณ ์
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