
พสการวจย

ง า น ว ิจ ัย น ิจ ะ โ ค ล น ย ีน ก ล โ ค ล ไ อ โ ช เม อ เร ล จ า ก  S t r e p t o m y c e s  s p .  1 9 0 - 1  

โ ค ย ใ ช ้ ร .  c o i i  H B 101 เบ น เซ ล ล เจ ้า ช ้า น  ท ั้ง น ี้เพ ร า ะ เอ ็น ล า ย พ ัน ธ ุก ล า ย พ ัน ธ ุท ี่ข า ด ย ีน  

ก ล ุโ ค ล ไ อ โ ซ เม อ เร ล  ห ร ีอ  ไ ซ โ ล ร ไ อ โ ช เ ม อ เ ร ล  ค ีอ x y ( 5  จ ัง ท ำ ใ ช ้ไ ม ่ล า ม า ร ถ ใ ช ้ไ ซ โ ล ล  

บ น อ า ห า ร เล ีย ง เช ็อ ไ ด ้ ท ำ ใ ช ้เห ม า ะ ล ม ท ีจ ะ ใ ช ้เอ ็น เช ล ล I จ ้า บ ้า น เพ ิ่อ ท ำ ก า ร โ ค ล น ย ีน ก ล ูโ ค ส  

ไ อ โ ซ เ ม อ เ ร ส จ า ก  S t r e p t o m y c s s  s p . 1 9 0 - 1  เช ้า ล ่ร ะ บ บ เซ ล ล เจ ้า บ ้า น ข อ ง  E .  C0 น  

H B 101 ( E . c o t / - h o s t  s y s t e m )  ทํงนีจ ะ ล า ม า ร ถ ต ร ว จ ล อ บ ก า ร ร ับ ย ีน ท ี่ด ้อ ง ก า ร เช ้า ไ ป  

ไ ด ้ง ่า ย  โดยนำทร า น ส ฟ ่อ ร แ ม น ท ี่ม า เล ี้ย ง บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ิ้อ  M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  

ช ิ่ง เอ ็น อ า ห า ร เล ี้ย ง เข ิ้อ ล ำ ห ร ับ ค ัค เล ีอ ก แ บ ค ท ีเร ีย แ ก ร ม ล บ  ( M i l l e r  1 9 7 2 )  โ ด ย เต ิม  1% 

ไ ซ โ ล ส  เอ ็น แ ห ล ่ง ค า ร บ อ น เน ีย ง อ ย ่า ง เค ีย ว  จ ุล ิน ฑ ร ีฮ แ ก ร ม ล บ ท ี่ใช ้ไ ซ โล ล ไ ด ้จ ะ ใช ้โค โล น ิส ี 

แ ด ง  ส ่ว น โ ค โ ล น ีท ี่ไ ม ่ล า ม า ร ถ ใ ช ้ไ ซ โ ล ล ไ ด ้จ ะ ใ ช ้ส ีข า ว  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ใน ร ป ท ี่ 4 โดยนำ 

E .  c o l i  S H 50  ช ิ่ง เอ ็น ล า ย พ ัน ธ ุม า ต ร จ า น ท ี่ ล า ม า ร ถ ใ ช ้ไ ซ โ ล ล ไ ด ้ม า เพ า ะ เล ี้ย ง บ น  Mac 

C o n k e y  a g a r  b a s e  ทีมี 1% ไ ซ โ ล ร เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  E .  c o i i  H B 101 และ E .  c o l i  

H B 101 ท ี่ร ับ น ล าล ม ิค  PU C 18 แ ล ะ  pU C 19 ช ิงพ บ ว ่า  E .  c a l i  SH 50 ใ ช ้โ ค โ ล น ีส ีแ ด ง ใ น  

ขเ)เะที่ ร ,  c o l i  H B 101 แ ล ะ  E .  c o l i  H B 101 ท ี่ม ิพ ลารม ิค พ าห ะ p U C lB  และ pUC19  

ไ ม ่ล า ม า ร ถ ใ ช ้น ํ้า ต า ล ไ ซ โ ล ล ไ ด ้ใ ช ้โ ค โ ล น ีส ีข า ว  ด ้ง น ั้น จ ัง เอ ็น ก า ร ย ีน อ ัน ว ่า ก า ร ใช ้ร ะ บ บ เซ ล ล  

เจ ้า บ ้า น ข อ ง  ร ,  c o l i  H B 101 แ ล ะ พ ล าล ม ิค พ าห ะ  PÜC18 แ ล ะ  pU C 19 เห ม าะ ร ม ท ี่จ ะ  

น ำ ม า ใ ช ้ใ น ก า ร โ ค ล น ย ีน ก ล โ ค ล ไ อ โ ช เม อ เร ล ต ่อ ไ ป

ก า ร โ ค ส น ย ีน ก ล ูโ ค ส ไ อ โ ซ เม อ เร ส จ า ก  S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1  

เช ้า ส ู่ ร .  c o l i  H B 101

1 . 1  ก า ร แ ร ก ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ ท ี่ม ็ย ีน ก ล ูโ ค ส ไ อ โ ซ เม อ เร ส

จ า ก ร า ย ง า น ก า ร โ ค ล น ย ีน ก ล ูโ ค ส ไ อ โ ช เม อ เร ล จ า ก จ ุล ิน ท ร ีย ซ น ิด ต ่า ง ๆ  พบว ่า  

ข น า ด ข อ ง ย ีน ก ล ูโค ส ไ อ โซ เม อ เร ล ม ิข น า ค ป ร ะ ม า เ) เ 1 . 6  ก ิโ ล เบ ส  ( B r i g g s  และคถเะ 1 9 8 4 )  

ห ร ีอ  1 . 1 6  ก ิโ ล เบ ส  (W on g  และคเ)เะ 1 9 9 1 )
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รปฑื่ 4 เท ค น ิค ค ัค เล ิอ ก โ ค ล น ฑ ิ่ร อ ีน ก ล โ ค ล ไ อ โ ช เม อ เร ล  ( p o s i t i v e  c l o n e )  เม ิ๋อ ใ ช  ้

ร ะ บ บ เซ ล ล เจ ้า บ ้า น ข อ ง  E .  CO1/ H B 101 โ ค อ เป ร ีอ บ เท ีย บ  E .  c o l /  SH 50  

< z y i + ) ก ับ E.  c o l i  HB1 0 1  ( x y l  ) ,  E .  c o l i  H B 101 ท ีม ีน ล าล ม ิค น าน ะ  

PÜ C 18 แล ะ  pUC 19 บ น อ า ห า ร เล ิอ ง เซ ีอ  M a cC o n k ey  a g a r  b a s e  ทีม ิ

1% ไ ซ โ ล ส  เส ์น แ ห ล ่ง ค าร บ อ น
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ด ัง น ัน ใน ง า น ว ิจ ัย น ี จ ีง ไ ด ้เล ็อ ก ใช ้ข น า ด ช ิน ส ่ว น ข อ ง โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด ีเอ ็น เอ ข อ ง

S t r e p t a m y c e s  s p .  1 9 0 - 1  ให ้อ ย ู่ใน ซ ่ว ง  2 - 8  ก ิโ ล เบ ส  ช ิง ค า ค ว ่าค ร อ บ ค ล ุม ย ีน

ก ล ุ'โค ส ไ อ 'โซ Iม อ เร ส ท ั้ง น ม ค  จ า ก ก า ร ย ่อ ย โ ค ร โม โซ ม อ ล ด ีเข น เอ แ บ บ ก ิ่ง ส ม บ ร น ่เด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ 

S8U 3A 1 น ร ีอ  M b o  1 ต าม ว ิธ ีท ี่ก ล ่าว ใน บ ท ท ี่ 2  ช ้อ 10  ด ัง แ ส ด ง ใน ร ป ท ี่ 5 น บ ว ่าช ่อ ง ท ี่ 8 

เอ ็น อ ัต ร า ส ่ว น ท ีเน ม า » ส ม ร ะ น ว ่า ง ค ว า ม เช ้ม ช ้น ข อ ง I อ น ไ ช ม  แ ล » โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ค ีเอ ็น เอ

ด ีอ ท ีค ว า ม เข ้ม ช ้น ข อ ง ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โ ค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม  0 . 0 4 6 8 7 5  นน ่วย จ า ก ผ ล ก า ร  

ท ด ล อ ง น ี้จ » น ำ อ ัต ร า ส ่ว น ท ี่ไ ด ้ไ ป ข ย า ย ส ่ว น เม ื่อ เต ร ีย ม ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ ใน ป ร ิม า ผ ม า ก ต ่อ ไ ป

1 . 2  ก า ร เพ ร ีa ม น ส าส ม ิค ษ าน » p U C ia  แ ส » PU C Î9

เม ื่อ น ำน ล าส ม ิค น าน »  pU C 18 แ ล »  PU C 19 ม า ด ัค ด ัว ย เร ส ฑ ร ิก ข ้น เอ น ไ ช ม  

Bam Hl จ » ไ ด ้น ล า ส ม ิด น า น » ใน ร ป เส ัน  ( l i n e a r  f o r m )  ด ัง แ ส ด ง ใน ร ุป ท ี่ 6 แ ล »ร ุป ท ี่ 7 

โ ด ย ม ิโ ป ร โ ม เต อ ร ข อ ง ย ีน  L a d  อ ย ่ก ่อ น ต ำ แ น น ่ง ท ี่ด ัค ด ัว ย เร ส ท ร ิก ข ้น เอ น ไช ม  S a a H l

น ำน ล าล ม ิค น า น » ท ี่ด ัค ด ้ว ย เร ส ฑ ร ิก ข ้น เอ น ไ ช ม ื่แ ส ัว ม า แ ย ก  แ ล » ท ำ ใน ้บ ร ิล ุท ธ โด ย ใช ้ช ุด แ ย ก

GENECLEAN K i t  ต าม ว ิธ ีท ี่ก ล ่าว ใน บ ท ท ี่ 2  ข้อ 12  แ ส ัว ก ำจ ัด น ม ่น ่อ ส เฟ ่ต ท ี่ป ล าย ท ั้ง ส อ ง  

ช ้า ง ด ้ว ย  C a l f  I n t e s t i n e  A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e  (C IA P ) น บ ว ่าน ล าส ม ิด น าน »  

PUC18 แ ล »  pU C 19  ไ ม ่ส า ม า ร ท เช ิ้อ ม ต ัว เอ ง ไ ด ้ ( S e l f  l i g a t i o n )  เม ื่อ เช ิ้อ ม ด ้ว ย  

เอ น ไ ซ ม ื่ T 4 DNA l i g a s e  ด ัง แ ส ด ง ใน ร ป ท ี่ 8 ช ่องท ี่ 3 แ ล » ร ป ท ี่ 9  ช ่องท ี่ 4 แ ล » ร  

ต าม ล ำ ด ับ  โด ย น ส า ส ม ิด น า น » ท ั้ง ส อ ง ย ัง ค ง อ ย ู่,ใน 'รป เส ัน 'ใน ต ำแน น ่งท ี่ 2 . 7  ก ิโ ล เบ ส

1 . 3  ก าร ส ร ำง ร ีค อ ม ฃ ิแ น น พ น ส าส ม ิค

เม ื่อ เช ิ้อ ม ช ิน ส ่ว น โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด ีเอ ็น เอ จ า ก  S t r e p t o n y c e s  s p .  1 9 0 - 1

ข น าด  2 - 8  ก ิโ ล เบ ส  เช ้าก ับ น ล าส ม ิด น าน »  pUC18 แ ล »  PU C 19 ท ี่เต ร ีย ม ไ ด ้จ า ก  

ข ้อ 1 . 2  ต า ม ว ิธ ีก า ร ท ี่ก ล ่า ว ใน บ ท ท ี่ 2  ข ้อ 14 น บ ว ่า เม ื่อ ใช ้น ล า ส ม ิด น า น »  PUC18 จ » ไ ด ้ 

ร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าส ม ิค ท ี่ส ง ช ิ้น จ าก เด ิม อ ย ่ใน ช ่ว ง  6 - 2 3  ก ิโ ล เบ ส  ด ัง แ ส ด ง ใน ร ป ท ี่ 8

ช ่องท ี่ 4  แ ล » ย ัง ค ง ม ิส ่ว น ข อ ง น ล า ส ม ิค น า น » เน ล ็อ อ ย ่ ช ิ่ง จ » เน ็น เอ ็น แ ถ บ ท ี่ต ำ แ น น ่ง  2 . 7  

ก ิโ ล เบ ส  ช ิ่ง เอ ็น ต ำ แ น น ่ง ใน ร ป เส ัน ข อ ง น ล า ส ม ิค น า น »  แ ล » ช ิ้น ส ่ว น โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ด ีเอ ็น เอ  

ข น า ด เล ก  เม ิอ 'ใช ้พ ล าส ม ิด น าน »  PÜC19 ร ีค อ ม บ ิแ น น ต ์น ล าส ม ีค ท ี่ได ้อ ย ่ใน ช ่ว ง  6 - 2 0

ก ิโ ล เบ ส ด ัง แ ส ด ง ใน ร ป ท ี่ 9  ช ่องท ี่ 5 แ ล »  7  แ ล » ม ิส ่ว น น ล า ส ม ิด น า น » แ ล » โค ร โม โซ ม อ ล  

ด ีเอ ็น เอ เน ล ิอ อ ย ่เช ่น เด ีย ว ก ับ เม ื่อ ใ ช ้น ล า ส ม ิค น า น »  PUC18
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6 7 8 9 10

รุปท ี่ 5 ผ ล ก า ร ย ่อ ร โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ ข อ ง  S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1  ด ้วย  

เร ร ท ร ิก ข ัน เอ น ไ ซ ม ์ S a u 3 A I  ห ร ิอ  Mb o ]  แบ บ ก ิ่งส ม บ รม ์ ( P a r t i a l  

D i g e s t i o n )

ช ่อ งท ี่ 1 โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ ข อ ง  S t r e p i a m y c e s  s p .  1 9 0 - 1  

ช ่องท ี่ 2  โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ 3 

ช ่องท ี่ 3 โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โ ค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ 1 . 5  

ช ่อ งท ี่ 4 โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ 0 . 7 5  

ช ่อ งท ี่ 5 โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ 0 . 3 7 5  

ช ่องท ี่ 6 โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ 0 . 1 8 7 5  

ช ่องท ี่ 7  โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ 0 . 0 9 3 7 5  

ช ่องท ี่ 8 โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ 0 . 0 4 6 8 7 5  หน ่วย

ช ่อ งท ี่ 9  โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ร ด ีเอ ็น เอ  1 . 2  ไ ม โค ร ก ร ัม ต ่อ เอ น ไ ซ ม ์ 0 . 0 2 3 4 3 7 5  หน ่วย

( P a r t i a l

- 1

3 หน ่วย

1 . 5 หน ่วย

0 . 7 5 หน ่วย

0 . 3 7 5 หน ่วย

0 . 1 8 7 5 หน ่วย

0 . 0 9 3 7 5 หน ่วย

0 . 0 4 6 8 7 5 หน ่วย

0 . 0 2 3 4 3 7 5 หน ่วย

ช ่องที  10 X  DNA/üfj nd 11 I
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multiple cloning site

EcoRI Sstl
Banll

Kpnl Xmal BamHI 
Smal

Xbal Sa il
Accl
H ind i

Pstl Sphl H lndlll

BamHI

Apr placZ

รปท ี่ 6 แ ผ น ท ี่เร ส ฑ ร ิก ช ัน ข อ งน ส าส ม ิค น าห »  pU C lB  เท ี่อ ก ุก ค ัค ค ํว อ เร ส ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ผ

â a a H I
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H ind lll Sphl Pstl
Sa il
A c c l  Xbal 
H ind i

1

BamH'  ร ™ !  *>"'
Sstl c  m  O II EcoRI Ban II

BamHI
ห f

Apr placZ

รปท ื่ 7 แ ผ น ท ื่เร ล ท ร ิก ช ัน ข อ ง น ล าล :}ด น าห ะ  PUC19 เน ีอ ถ ก ค ัค ค ้ว อ เร ส ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช :J

fiais HI
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รุปท่ี 8 ผ ล ก า ร ท ำ อ ะ ก า โ ร ล เจ ล อ ิเล ็ก โ ท ร โฟ่ริช ิส ิข อ งน ล าล ม ิค น าห ะ  pucie  ท ี่ค ัค ค ัว ธ เร ล  

ฑ ร ิก ซ ้น เอ น ไช ม  BaraHI แ ล ้ว ท ค ล อ บ ก า ร เช ื่อ ม ค ัว เอ ง ห ล ัง จ า ก ก ัา จ ัค ห ม ุ่ฟ ่อ ล เฟ ่ต แ ล ้ว  

แ ล ะ แ ล ค ง ร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าล ม ิค ท ี่ผ ่าน ก าร เช ื่อ ม ค ัว อ  T4 DNA l i g a s e  แ ล ้ว เท ีร บ  

กับ X  O N A /t f in d lI I

ช ่องท ี่ 1 น ล าส ิม ิค น าห ะ  p lie  18

ช ่องท ี่ 2  น ล าส ืม ิค น าห ะ  pU C lB ท ี่ค ัค ค ัว ย เร ล ท ร ิก ซ ้น เอ น ไ ช ม  BaœHI แล ะ  CIAP  

ช ่อ งท ี่ 3 น ล าล ม ิค น าห ะ  PUC18 จ า ก ช ่อ ง ท ี่ 2  ท ี่ผ ่า น ก า ร ท ค ล อ บ ก า ร เช ื่อ ม ค ัว เอ ง  

ช ่องท ี่ 4 ร ีค อม บ ิแน น ต น ลาส ืม ิค  ร ะ ห ว ่า ง ช ิ้น ล ่ว น ข อ ง โ ค ร โ ม โ ช ม อ ล ค ็เล ็น เอ  

ก ับ น ล าล ม ิค น าห ะ  PUC18

ช ่อ ง ท ี่ 5 ข ิ้น ล ่ว น โ ค ร โ ม โช ม อ ล ค ีเล ็น เอ ข อ ง  S t r e p t o a y c e s  s p . 1 9 0 - 1  

ช ่องท ี่ 6 X D H A /tfîn d  I I I
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1 2 3 4  5 6 7 8

รปท ี่ 9  ผ ล ก า ร ท ำ อ ะ ก า โ ร ล เจ ล อ ิเล ็ก โ ท ร โ ป ร ิช ีส ืข อ ง น ล า ส ืม ิค น า ห ะ  PU C 19 ท ี่ค ัค ด ้ว ย เร ล  

ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ซ ม  B a sH I แ ล ้ว ท ค ล อ บ ก า ร เช ื่อ ม ต ัว เอ ง  ห ล ัง จ า ก ก ำ จ ัค ห ม ุ่ป อ ล เฟ ่ต  

แล ้ว  แ ล ะ แ ล ค ง ร ิค อ ม บ ิแ น น ค ์น ล าล ม ิค ท ีผ ่าน  ก า ร เช ื่อ ม ค ัว ย เอ น ไ ช ม  T 4 DNA 

l i g a s e  แ ล ้ว เท ีย บ ก ับ  X  Ü H k / H i n d i  I 1

ซ ่องท ี 1 \  D N A / t f in d l 1 1

ซ ่องท ี่ 2  น ล าส ม ิค น าห ะ PUC19

ซ ่องท ี่ 3 น ล าล ม ิค น าห ะ  pU C 19 ท ี่ค ัค ค ัว ย เร ร ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม  S a n H l. แ ล ะ  C1AP 

ซ ่องท ี่ 4 , 8  น ล าล ม ิค น าห ะ  PU C 19 จ าก ซ ่อ ง ท ี่ 3 ท ี่ผ ่า น ก า ร ท ค ล อ บ ก า ร เช ื่อ ม  

ค ัว เอ ง  ( S e l f  l i g a a t i o n )

ซ ่องท ี่ 5 , 7  ร ีค อ ม บ ิแ น น ฅ น ล า ล ม ิค ร ะ ห ว ่า ง ช ิ้น ร ่ว น ข อ ง โค ร โม โซ ม อ ล ค ีเล ็น เอ ก ับ  

น ล าร ม ิค น าห ะ  PU C 19

ซ ่องท ี่ 6 ช ิ้น ล ่ว น ข อ ง โค ร โม โ ซ ม อ ล ค ึเล ็น เอ ข อ ง  S t r e p t o a r y c e s  s p .  1 9 0 - 1



2 .  ป ร ช ร ็ฑ ธ ีภ า น ใ น ก า ? ท ร า น ร ฟ ่อ ร ม น ร า ล ม ิค น า ห ะ เจ ้า ร ุ่ E.  o o f /  H B 101
จ า ก ก า ร ท ค ร อ บ ป ร ะ ร ิฑ ธ ีภ า พ ใ น ก าร ท ร า น ร ฟ ่อ ร ม น ร า ล ม ิค น า ห ะ  PU C 18 นละ

PÜC19 ท ีย ัง ไ ม ่ไ ค ้ด ัค ค ้ว ย เร ร ฑ ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม เจ ้า ล ุ่ค อ ม น ีเท น ต เช ล ล ์ข อ ง  E .  c o d  H B 101 
ท ีเต ร ีย ม ค ้ว ย น ค ร เช ีย ม ค ล อ ไ ร ค ค า ม ว ิธ ีใ น บ ท ท ี่ 2  จ ้อ  8 . 1  ด ัง แ ร ค ง ใ น ต า ร า ง ท ี่ 1 นละ 
ท ี่เต ร ีย ม ค ้ว อ ร ุบ ิเค ีย ม ค ล อ ไ ร ค ต า ม ว ิธ ีใ น บ ท ท ี่ 2  จ ้อ  3 . 2  ด ัง แ ร ค ง ใ น ต า ร า ง ท ี่ 2  น บ ว ่า  
ป ร ะ ล ิท ธ ีภ า น ใ น ก าร ท ร า น ส ฟ่อรม  p U C lB  และ pUC 19 ม ืค ่าอ ย ู่ใ น เก เน •ท ร ง เน ีย ง น อ ท ี่จ ะ  
ใ จ ้ร ำ ห ร ับ ค ีเอ ็น เอ โ ค ล น น ิ่ง ไ ค ้ เน ิ่อ ง จ า ก เม ิ่อ ท ร า น ร ฟ ่อ ร ม ค ว้อร ิค อ ม บ ิแ น น ต น ล าร ม ิต จ าก จ ้อ
1 . 3  ป ร ะ ร ิท ธ ีภ า น ใ น ก า ร ท ร า น ร ฟ ่อ ร ์ม จ ะ ล ค ล ง  จ า ก ก า ร ท ค ล อ ง น บ ว ่า ก า ร ใ ช ัร ุบ ิเค ีย ม -
ค ล อ ไ ร ค  ห ร ีอ  แ ค ล เช ีย ม ค ล อ ไ ร ค ใ น ก า ร เต ร ีย ม ค อ ม น ีเฑ น ต เช ล ล ์ใ ห ้ป ร ะ ร ฑ ธ ีภ า น ใ น
ก า ร ท ร า น ร ฟ ่อ ร ์ม ไ ม ่แ ต ก ต ่า ง ก ัน ม า ก น ัก  แ ต ่เน ิ่อ ง จ า ก ร ุบ ิเค ีย ม ค ร อ ไ ร ค  ม ีร า ค า ล ุง ก ว ่า  นคร 
เช ีย ม ค ล อ ไ ร ค  ด ัง น ัน ใ น ก า ร เต ร ีย ม ค อ ม น ีเฑ น ท ี่ใ น ก า ร ค ิก ษ า น ี้จ ง เร ็อ ก ใ จ ้ แ ค ล เช ีย ม ค ล อ ไ ร ค

3 .  ก า ร ค ัค เร ็อ ก ฑ ร า น ร ฟ ่3 ร แ ม น พ
จ า ก ก า ร ด ัค เร ็อ ก ท ร า น ร ฟ ่อ ร ม แ ม น ต ข อ ง  E .  c o l t  H B 1 0 1  ท ี่ล ุก ท ร า น ร ฟ่อรม 

ค ้ว ย ร ีค อ ม บ ิน น น ต น ล ารม ิค ท ี่ม ี p U C lB  และ p U C 1 9  เน ิ่น 'น ล ารม ีค น าห ะ  บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ี้อ  
M a c C o n k e y  a g a r  h a s e  ท ีม ิย า ป îjช ีว น ะแอ ม น ีช ีล ล น  แ ล ะ น ํ้า ต า ล ไ ช โ ล ล เน ิ่น แ ห ล ่ง ค า ร บ อ น  
โ ด ย ท ี่โ ค ล น ท ี่ร ับ ย ีน ก ล ุโ ค ล ไ อ โ ช  เม อ เร ส ืจ ะ ใ ห ้โ ค โ ร น ีร ็แ ค ง  ( P o s i t i v e  c l o n e )  ใน ข น ะ 
ท ี่โ ค ร น ท ี่ไ ม ่ไ ค ้ร ับ ย ีน ก ล ุโ ค ส ืไ อ โ ช เม อ เร ร เจ ้า ไ ป จ ะ ใ ห ้โ ค โ ล น ีล ีข า ว  ( N e g a t  i v e  c l o n e )  
ด ัง แ ร ค ง ใ น ร ุป ท ี่ 10  ท ร า น ร ฟ ่อ ร แ ม น ท ี่ท ี่ค ัค เร ็อ ก ไ ค ้ท ี่ใ ห ้โ ค โ ล น ีร แ ค ง น ำ ม าร ก ัค น ล า ร ม ิค ต าม  
ว ิธ ีก า ร ท ี่ก ล ่า ว ม า ใ น บ ท ท ี่ 2  จ ้อ  17  เน อ เป ร ีย บ เท ีย บ ข น า ค ข อ ง ร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล า ร ม ิค จ า ก  
โ ค ล น ท ี่ด ัค เร ็อ ก ไ ค ้ก ับ น ร า ส ืม ิค น า ห ะ เต ิม  น บ ว ่าร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ร าร ม ิค ท ี่ไ ค ้ม ิข น าค ให น ู่ก ว ่า
น ล า ร ม ิด น า ห ะ เค ิม ท ุก ต ัว  ด ัง แ ร ค ง ใ น ร ุป ท ี่ 11 ช ่องท ี่ 2 - 8

น ำ ร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล า ร ม ิค ท ี่ใ ห ้แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไ ช ม ก ร โ ค ร ไ อ โ ช เม อ เร ร  ม า" ”  ~ ~ _ ■  Ï
ท ค ร อ บ ช ำ โ ค ย ฑ ร า น ร ฟ ่อ ร ม ก ล ับ เจ ้า ร  E.  C O l i  H B 101 อ ีก ค ร ัง  ( R e - t r a n s f o r m a t i o n )  
น บ ว ่าร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าร ม ิค ท ี่ร ก ัค ไ ค ้จ าก โ ค ล น  2 8 9  ช ิ่ง ใ ห ้ช ิ่อ ว ่า  P U R 2 8 9  เท ่าน ั้น ท ี่ให ้ 
ท ร า น ร ฟ ่อ ร แ ม น ท ี่ท ุก โ ค โ ล น ีเน ิ่น ร ็แ ค ง  ด ัง แ ร ค ง ใ น ร ุป ท ี่ 12  ใน ใร)เะท ี่ท ราน รฟ ่อรแม น ท ี่ท ี่
ร ับ น ร า ส ืม ิค ช ิ่ง ร ก ัค จ า ก โ ค ล น อ น ๆ ใ ห ้โ ค โ ร น ีร ็ข า ว  แ ล ะ เม ํ่อ น ำ โ ค ร น  2 8 9  ม า เล ี้ย ง บ น อ า ห า ร  
เ ล ีย ง เ ช ีอ  M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  ทีมิ IX  ไ ช โ ล ร  แ ล ะ ย า ป เช ีว น ะ แ อ ม น ิช ิล ล ิน เน อ ย ีน
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ค า ร า ง ฑ ิ่ 1 ป ร ะ ส ิท ธ ิม าน ใน ก าร ท ร าน ส ์น ่อ ร ์ม น ล าล ม ิค น าห ะ  p U C 18 และ P U C 19  เข ้า ล ิ 
ค อ ม น ีเท น ต ์เช ล ล ์ใ เอ ง  E .  c a l l  H B 101 ท ื่เค ร ีย ม ด ้ว ย แ ค ล เซ ีย ม ค ล อ ไ ร ต ์

1ซ ีอ จ ุล ิน ท ร ีอ /น ล า ล ม ิค
ป ร ะ ส ิท ธ ิม าน ใ น ก าร ท ร าน ล น ่อ ร ม  

เจ ำ น ว น ท ร า น ส ฟ ่อ ร แ ม น ท /ไ ม โ ค ร ก ร ัม ค ีเอ ็น เฮ )

E .  c o l i  H B 101 2 . 0 8 x 1 0 s
/ p U C 18

E .  c o l i  H B 101 2 . 5 x 1 0 s
/ p U C 19
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ต า ร า ง ท ี่ 2  ป ร ะ ส ิท ธ ิภ าพ ใ น ก าร ท ร าน ล ฟ ่อ ร ัม พ ล าล ม ิค พ าห ะ  p U C 18 นสิะ p U C 19 เข ้า ล ่ 
ค อ ม น ีเฑ น ต เช ล ล ์ใ ]อ ง  E .  c o l i  H B 101  ท ี่เต ร ีย ม ด ้ว ย ร ูบ ิเด ีย ม ค ล อ ไ ร ค

เช ื้อ จ ุส ิน ท ร ีย /พ ล า ส ิม ิค
ป ร ะ ส ิท ธ ิภ าพ ใ น ก าร ท ร าน ล ฟ ่อ ร ม  

( จ ำ น ว น ท ร า น ล ฟ ่อ ร น ม น ท /ไ ม โ ค ร ก ร ัม ด ีเอ ็น เอ )

E .  c o l i  H B 101 4 . 5 x l 0 S - 1 0 S
/p U C lB

E .  c o l i  H B 101 3 . 3 5 x l O B
/ pUC 19
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ร ุปท ี่ 10  ก า ร ค ัด เล ีอ ก โ ค ล น ท ี่ร ับ ย ีน ก ร ุโ ค ล ไ อ โ ช เข อ เร ส ืเข ้า ไ ป จ ะ ใ ห ้โ ค โ ล น ีร ีแ ด ง  ใน ใ» เะ ท ี่ 
โ ค ล น ท ี่ไ ข ่ไ ค ัร ับ ย ีน ก ร ุโ ค ล ไ อ โ ซ เข อ เร ล  จ ะ ใ ห ้โ ค โ ล น ีล ็ข า ว บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ิ้อ
M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  ท ีข ี IX ไ ซ โ ล ล  นละ 5 0  ไ ข โ ค ร ก ร ัข /ม ล .
ข อ งย าป ฐ ิซ ีว น ะ แ อ ข ห ิช ิล ล น
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รปท ี่ 11 อ ะ ก า โ ร ส ืเจ ล อ ิเล ็ก โ ท ร โ ป ร ีช ีร ข อ ง น ล า ร ร ด น า ห ะ  กับ ร ีค อ บ บ ิน น น ต น ล าล รด  
จ า ก โ ค ล น ท ี่ต ัค เล ีอ ก ไ ค ้ เท ี่อ ใ ช ้ E .  CO I j  H B 101  เล ็น เซ ล ล เจ ้า บ ้า น  และ 
p u c i e ,  p U C 19 เล ็น น ล าส ืร ค น าห ะ

ซ ่องท ี 1 น ล าร ร ด น าห ะ  PU C 18 
ซ ่องท ี่ 2 - 8  ร ีคอน บ ิน น น ตน ลาลรด 
ซ ่องท ี่ 9  A, D N A /ü f ïn d 1 1 I



รปฑี 12  ร ีท ร า น ล ฟ ่อ ร เม ซ ้น  ( R e - t r a n s f o r m a t i o n )  ข อ ง  E .  c o l t  H B 101  ทีมิ 
ร ีค อ ม บ ิน น น ต ์ห ล าล ม ิค  P U R 2 8 9  ใ ห ้ 100%  ข อ งโ ค โ ล น ีล น ค ง  บ น อ า ห า ร !ล ี้อ ง  
เข ็อ  M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  ฑ็มิ 1% ไชโลล นล» 5 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล . 
ข อ งอ าป ]}ซ ีว น »แ อ ม ห ิช ิล ล ิน
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ย ัน ว ่า ย ืน ก ล โ ค ส ไ อ โ ซ เม อ เร ส ม ีค ว า ม เส ถ ีย ร ใ น โ ค ล น  2 8 9  ผ ล ก า ร ท ค ล อ ง น บ ว ่า  โค ล น
2 8 9  ย ัง ค ง ใ ห ้ส ีแ ด ง ด ัง แ ส ค ง ใ น 'ร ป ท ี่ 13  จ ง เอ ็น ก า ร ย ีน ย ัน ว ่า โ ค ล น  2 8 9  ร ับ ย ีน ก ส ุโค ล  
ไ อ โ ซ เม อ เร ส เข า ไ ป จ ร ิง  ด ัง น ั้น จ ง เล ีอ ก โ ค ล น  2 8 9  ช ิ่ง เอ ็น โ ค ล น ท ีไ ค ้จ าก ร ิค อ ม บ ิแ น น ต
น ล าส ม ีค ท ี่ม ิ p U C 1 8  เอ ็น น ล าส ม ีค น าห ะ  ม าด ีก ษ าต ่อ ไ ป

4 .  ก า ร ค ิก ไ ท จ น า ค จ อ ง ร ิค อ ม บ ิแ น น ฅ น ล า ส ม ิค  P U R 28 9  ท ี่ไ ค ํจ าก โ ค ล น  2 8 9
เม ื่อ น ำ โ ค ล น  2 8 9  ม าส ก ัค น ล าส ม ีค น ล ะ เป ร ีย บ เท ีร บ ก ับ น ล าส ม ีค น าห ะ  PÜ C18 

ว ิเค ร า ะ ห ผ ล บ น อ ะ ก า โ ร ส เจ ล อ ิเ  ล ึก โ ท ร โ ม ่ร ิช ิส  น บ ว ่าร ิค อ ม บ ิแน น ต ์น ล าส ม ิค  P U R 2 8 9  มี 
ข น า ค ใ ห ผ ู่ก ว ่า น ล าส ม ีค น า ห ะ  PU C 18 เอ ็น ก าร ย ีน ย ัน ว ่าร ิค อ ม บ ิแ น น ต น ล าล ม ีค  P U R 2 8 9  รับ 
ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ เข ้า ไ ป จ ร ิง  ด ัง แ ส ด ง ใน ร ุป ท ี่ 14  ช ่องท ี่ 3 แ ล « เม ื่อ น ำ ม า ด ัค ด ัว ย เร ส ท ร ิก ข ้น  
เอ น ไ ซ ม ื่ E c o R I แ ล ะ X b a  I แบบสมบ ุร0เ ด ัง แ ส ค ง ใน ร ป ท ี่ 15 ช ่องท ี่ 4 และ ธ ต า ม ล ำ ด ับ  
น บ ว ่า  จ ะ ไ ค ้ด ีเอ ็น เอ ร ป เส ้น ท ี่ต ำ แ ห น ่ง  4 . 5  ก ิโ ล เบ ส  เม ื่อ เฑ ีร บ ก ับ  X  D N A / t f ïn d l  1 I 
ต ำ แ ห น ่ง เด ีย ว ก ัน แ ล ะ ไ ม ่ไ ค ้ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ ท ี่ต ำ แ ห น ่ง ม ื่น  จ งค ำน ว ท เข น าค ข อ งร ิค อ ม บ ิแ น น ต
น ล าส ม ีค  P U R 2 8 9  ไ ค ้ป ร ะ ม า ณ  4 . 5  ก ิโ ล เบ ส  แล ะใน รป ท ี่ 15 ช ่องท ี่ 6 แส ค งร ิค อ ม บ ิแน น ต 
น ล าส ม ีค ข อ ง  P U R 2 8 9  ท ี่ด ัค ค ้ว ย เร ล ท ร ิก ข ้น เอ น ไ ช ม ื่ 2  ชนิค ( d o u b l e  d i g e s t i o n )  ค ีอ 
£ c o R I  แล ะ X b a \  ร ่ว ม ก ัน  น บ ว ่า จ ะ ใ ห ้ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ  2  ส ่วน ด ีอ แถบ บ น ม ีขน าค  2 . 7  
ก ิโ ล เบ ส  ช ิ่ง เอ ็น ช ิ้น ส ่ว น ข อ ง น ล าส ม ิต น าห ะ  PU C18 และ แ ถ บ ล ่า ง เอ ็น ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ  
ท ี่ใ ส ่เข ้า ไ ป  ( i n s e r t e d  DNA) ม ีข น า ค ป ร ะ ม า 01 1 . 8  ก ิโ ล เบ ส เม ื่อ ค ำ น ว ถ แ ฑ ีฮ บ ก ับ ช ิ้น ด ีเอ ็น  
เอ ท ี่ไ ค ้จ า ก  X  D N A / t f i n d l I I

5 .  ก า ร ว ิเค ร า ช ห แ อ ค พ ิว ิพ ึจ อ ง เอ น ไ ช ม ก ล ูโ ค ส ไ อ โ ช เม อ เร ส จ อ ง  P U R 2 8 9
จ า ก ก า ร ว ิเค ร า « ห แ อ ค ต ิว ิค ืเอ น ไ ซ ม ื่ก ล โ ค ส ไ อ โ ซ เม อ เร ส ข อ ง  PU C 18 แระ  

P U R 2 8 9  ใ น  E .  c o l t  H B 101  ต าม ว ิธ ีก าร ใน บ ฑ ท ี่ 2  ข ้อ 18 ด ัง แ ส ค ง ใ น ต า ร า ง ท ี่ 3 
น บ ว ่า แ อ ค ต ิว ิต ิข อ ง  E .  c a l l  H B 101  ท ี่ม ีร ิคอม บ ิแน น ตน ล าส ม ิต  P U R 28 9  ท ี่เล ี้ร ง ใ น อ า ห า ร  
เล ี้ย ง เช ิ้อ ท ี่ม ิแ ล ะ ไ ม ่ม ิไ ซ โ ล ส ม ีค ่า เท ่า ก ับ  2 4 . 9  และ 7 . 8  น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน  
ต า ม ล ำ ด ับ  ช ง ส ุง ก ว ่า  E .  c a l l  H B 1 01  ท ี่ม ิน ล าส ม ิตน าห ะ PU C 18 ช ิ่ง ม ิแ อ ค ต ิว ิต ีเท ่า ก ับ
1 1 . 5  แล ะ 6 . 0 5  น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน  ต า ม ล ำ ด ับ

เ ม ิอ น ำ ม า เล ีย ง ใ น อ า ห า ร เล ีย ง เข ีอ เห ล ว  LB ท ี่ม ิแ ห ล ่ง ข อ ง ค า ร บ อ น ต ่า ง ก ัน  ด ัง  
แ ส ค ง ใ น ต า ร า ง ท ี 4 น บ ว ่า  เม ิอ เล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ิ้อ เห ส ว  LB ที่ม ิ 0 .2 %  น ํ้า ต าล
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รปฑื่ 13  แ ล ด ง โ ค โ ล น ีส ีแ ด ง ข อ ง โ ค ล น  2 8 9  ท ี่ค ัด Iส ีอ ก ไ ค ้เท ีย บ ก ับ  E .  c o l i  H B 101 
ท ี่ม ิน ล าล ม ิค น าห »  p U C lB  p U C 19  แ ล »ท ี่ไ ฆ ่ม ีน ล าล ม ิค น าห »  บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง  
เข ็ป ี M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  ฑมิ IX  ไ ซ โ ล ล
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รปท ี 14 อ ะ ก าโ ร ส ิเจ ส ิอ ิเล ึก โ ท ร โ ฟ ่ร ีช ิส ิข อ ง ร ีด อ ม บ ิน น น ค น « ท ส ืม ิค
เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ น ส ิาส ิม ิค น าน ะ  PU C 18

p U R 2 8 9

ช ่อ งท ึ 1 X  D N A / t f ï n d I 11
ช ่อ งท ี่ 2  น ส ิาส ิม ิต น าน ะ pU C 18
ช ่องท ี 3 ร ีดอมบ ิน น น ค ์น ส ิาส ืม ิค  P U R 28 9
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รปท ี่ 15  ก า ร ศ ึก ษ า ข น า ค ข อ ง ด ีเอ ็น เอ ท ี่ร ับ เข ้า ไ ป  ( i n s e r t e d  DNA) ข อ ง ร ีค อ i lบินนนต 
น ล าส ม ิค  P U R 2 8 9  โ ค อ ก า ร ด ีค ด ีว อ เอ น ไ ช น ด ีค จ ำ เน า ะ  ว ิเค ร า ะ น ผ ล บ น อ ะ ก า โ ร ส ื 
เ จ ล อ ิเ  ล ก โ ท ร โ ป ร ิช ีร  เท ือ บ ก ับ  X  D N A / t f i n d I I I 

ช ่อ งท ี่ 1 X  D N A / f f i n d l I I  
ช ่อ งท ี่ 2  น ล าล น ิค น าน ะ  p U C lB  
ช ่อ งท ี่ 3 ร ึค อ น บ ิแน น ต น ล าล น ิค  P Ü R 289
ช ่อ งท ี 4 ร ึค อ ม บ ิน น น ต น ล ารน ิต  P U R 28 9  ท ี่ด ีค ด ีว อ เร ส ืท ร ิก ขันเอ น ไ ช น  £ c o R I  
ช ่อ งท ี่ 5 ร ึคอนบ ินนนต,น ล าล ม ิค  P U R 289  ท ี่ด ีค ด ีวอ  เร ล ท ร ิก ข ัน เอ น ไ ช น  X b a  I 
ช ่อ งท ี่ 6 ร ึค อ น บ ิแน น ต น ล าล น ิค  P U R 289  ท ี่ด ีค ด ีว อ เร ล ฑ ร ิก ข ัน เอ น ไ ช น  S c o R I  

นละ X ô a l ’
ช ่อ งท ี่ 7  X  D N A / f f i n d l l I
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ต า ร า ง ท ี่ 3 เป ร ีย บ เท ีย บ ร ะ ค ับ เอ น ไ ซ ม ่ก ล โ ค ส ไ อ โ ซ เม อ เร ส ท ี่ผ ล ิ ตโ ค ย  E .  c a l l  H B 101
V  0 /  _ " .  .
ท ีม ี* เลาส ม ิต  P U R 2 8 9  ห ร ีอ  PU C 18 ใ น อ า ห า ร เล ีย ง เข ีอ เห ล ว  LB ทีมี 
แ ล ะ ไ ม ่ม ี 0 .2 %  ไ ซ โ ล ส  เร น อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ

น ล าส ม ีค แ ห ล ่ง ค าร ์บ อ น  
0 .2 %

แ อ ค ต ิ'ว ิต ี'จ ำ เน า ะ ข อ ง ก ล โ ค ส ไ อ โ ช เม อ 1รส  
<น า โ น โ ม ส /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน )

pUC 1 8 - ธ . 0 5

plfC  18 ไ ซ โ ล ล 1 1 . 5

P U R 2 8 9 - 7 . 8

p U R 2 8 9 ไ ซ โ ล ส 2 4 . 9
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ก ร ุโ ค ล เอ ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  E .  C O l i  H B 101 ท ี่ม ิน ล าล ม ิค น าห ะ pUC 18 จ ะ ใ ห ้แ อ ค ต ิว ิต ีใ ก ล  
เค ีย ง ก ับ ท ีเล ีย ง ใ น อ า ห า ร เล ีย ง เช ิ้อ เห ล ว  LB ฑื่มิ 0 .2 %  น ํ้า ต า ล ไ ซ โ ล ล เอ ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  
เท ่า ก ับ  1 1 . 0  แล ะ 1 0 . 0  น า โ น โ บ ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ิน  ต า ม ล ำ ค ับ  ในข(นะที E .  c o l l  

H B 101  ท ี่ม ิร ิค อม บ ิน น น ฅ ์น ลาลม ิค  P U R 28 9  ท ี่เล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ิ้อ เห ล ว  LB ท ี่ม ิไซ โล ล  
เอ ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น  จ ะ ใ ห ้แ อ ค ต ิว ิต ิข อ ง เอ น ไ ช ม ่ล ง ก ว ่า ท ี่เล ี้ย ง ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ิ้อ เห ล ว  LB 
ท ี่ม ิน ํ้า ต า ล ก ร ุโ ค ล เอ ็น แ ห ล ่ง ค า ร ์บ อ น เท ่า ก ับ  2 7 . 9  และ 8 . 3  น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง  
โ ป ร ต ีน  ต า ม ล ำ ค ับ ช ิ่ง ล ง ก ว ่าป ร ะ ม า (น  3 เท ่า  ช ิ่ง แ ล ค ง ว ่า ก ร ุโ ค ล ม ิผ ล ย ับ ย ั้ง ก า ร ล ร ้า ง เอ น ไ ช ม  
ใ น ข (น ะ ท ี่ไ ซ โ ล ร ล า ม า ร ถ เห น ี่ย ว น ำ ใ ห ้เก ิค ก า ร ร ร ้า ง  เอ น ไ ช ม ไ ค ้

เม ิอ น ำ ม า เล ีย ง ใ น อ า ห า ร เล ีย ง เช ีอ ท ีม ิ IP T G  เอ ็น ค ัว เห น ี่ยว น ำ น บ ว ่า  ปริมา(น 
แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง I  อ น ไ ซ ม ท ี่ไ ค ัจ าก  E .  c a t i  H B 101  ท ีม ิร ิค อ ม บ ิแ น น ต น ล าล ม ิค  PÜ R 2B 9 ม ิค ่า  
เท ่า ก ับ  3 3 . 3  น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน  เท ีย บ ก ับ ท ี่ไ ม ่ไ ค ้ใ ช ้ IP T G  เอ ็น ค ัว เห น ี่ย ว  
น ำ ป ร ิม า (น เอ น ไ ช ม ท ี่ไ ค ัม ิค ่า เท ่า ก ับ  1 2 . 2  น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก . ข อ ง โ ป ร ต ีน  ต า ร า ง ท ี่ 5 

ช ิง น บ ว ่า ป ร ิม า ท น อ น ไ ช ม ท ีไ ค ัล ง บ ิน จ า ก เต ิม  แ ต ่เม ิอ เท ีย บ ก ับ  S i r e p i o a y c e s  s p . 1 9 0 - 1  
จ ะ น บ ว ่า ป ร ิม า (น เอ น ไ ช ม ท ี่ไ ค ัจ า ก  E .  C O l i  H B 101  ท ี่ม ิร ิค อ ม บ ิแ น น ต น ล าล ม ิค  P U R 2 8 9  จะ  
ต ำ ก ว ่า ป ร ิม า (น ท ีไ ค ้จ า ก  S t r e p t o r a y c e s  s p .  1 9 0 - 1  อ า จ จ ะ เน ี่อ ง ม า จ า ก ก า ร แ ล ค ง อ อ ก  
ข อ ง ย ีน ก ร ุโ ค ล ไ อ โ ช เม อ เร ล ใ น  E .  c a l l  ไ ค ้ไ ม ่ค ีเท ่า ท ีค ว ร

6 .  ผ ล ก า? ห าแ ผ น ท ิ่เร ล ฑ ร ิก ช ัน จ อ ง ? ค อ ม ฃ ิแ น ูน ต น ล าล ม ิค  P U R 2 8 9  ( R e s t r i c t i o n  n a p )  
เน ี่อ น ำร ิค อ ม บ ิแ น น ต ์น ล าส ม ิค จ าก  P Ü R 28 9  ม า ค ัค จ ำ เ น า ะ ค ัว ย เร a n ร ิก ช ัน เอ น  

ไ ช ม ห ล า ย   ๆ ซนิค ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น บ ท ท ี่ 2  ข ้อ 2 0  ค ัง แ ล ค ง ใ น ร ุป ท ี่ 16 ต า ร า ง ท ี่ 6 และ 
รปท ี่ 17  ต า ร า ง ท ี่ 7 เน ี่อ ค ัค จ ำ เน า ะ ค ัว ร เร ล ฑ ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ่ช น ิค เค ีย ว  น บ ว ่า ค ีเอ ็น เอ  
ท ีใ ล ่เช ้า ไ ป  ( i n s e r t e d  DNA) ม ีต ำ แ ห น ่ง ค ัค จ ำ เน า ะ ข อ ง เร ล ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ซ ม ่ â a n H I  
H i n d  1 1 1 และ P s t  I ค ัง แ ล ค ง ใ น ร ป ท ี่ 16  ช ่อ งท ี่ 4 ,  5 และ 8 ต า ม ล ำ ค ับ  แล ะเน ี่อน ำ 
ม า ค ัด ค ัว อ เร ล ฑ ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม  2  ชนิค และ 3 ชนิค ร ่ว ม ก ัน  จ า ก ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ผ ล ท ี่ไ ค ั 
ค ำ น ว (น เท ีย บ ก ับ ช ิ้น ด ีเอ ็น เอ ท ีไ ค ัจ า ก  X  D N A /f f in d l  1 1 ท ่า ใ ห ้ล า ม า ร ถ ร ะ บ ุต ำ แ ห น ่ง ข อ ง
เ ร ล ฑ ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม บ น ต ีเอ ็น เอ ท ี่ใ ล ่เช ้า ไ ป ไ ค ัค ัง น ล ต ง ใ น ร ุป ท ี่ 18
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ต า ร า ง ท ี่ 4 เป ร ีย บ เท ือ บ ร ะ ค ับ เอ น ไ ช ม ก ล ุโ ค ล ไ อ โ ช เม อ เร ล ท ี่ผ ล ิต โ ค ฮ  E .  c a l i  H B 101 
ท ี่ม ีน ล าส ม ิค  P U R 2 8 9  ห ร ิอ  p U C lB  ใ น อ า ห า ร เล ีย ง เช ีอ เห ล ว  LB ท ืม ีน ำต าล  
ไ ช โ ล ส  ห ร ิอ  ก ล ุโ ค ล  l â u แ ห ล ่งค าร บ อ น

น ล าส ม ีค แ ห ล ่ง ค าร บ อ น  
0 .2 %

น อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เน า ะ ข อ ง ก ล ุโ ค ล ไ อ โ ช เม อ เร ล  
( น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก . ข อ ง โ ป ร ต ิน )

p U C l8 ก ล ุโ ค ล 1 1 . 0

p U C 18 ไ ช โ ล ส 1 0 . 0

P U R 2 8 9 ก ล ุโ ค ล 8 . 3

P U R 2 8 9 ไ ช โ ล ล 2 7 . 9
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ต า ร า ง ท ี่ 5 เป ร ีย บ เท ีย บ ร ะ ต ับ ข อ ง ก ล โ ค ล ไ อ โ ช เม อ เร ส ืท ี่ผ ล ิต โ ด ย  E .  c a l l  H B 101  ท ี่ร  
น ล าส ม ิค  p U R 2 8 9  และ PÜ C 18 ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ เห ล ว  LB ที่ม ิ IPTG  
เส ์น ตัว เหน ี่ยวนำ

น ล า ร ม ิด I PTG
< ใ ม ิล ล ิโ น ล า ร )

แ อ ค ต ิว ิต ีจ ำ เน า ะ ข อ ง ก ล โ ค ล ไ อ โ ซ เม อ เร ล  
( น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก . ข อ ง โ ป ร ต ีน )

pUC 18 - 6 . 0 5

p U C 18 + 0 . 0

P U R 2 8 9 - 1 2 . 2

P U R 2 8 9 + 3 3 . 3
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ต า ร า ง ri 6 ผ ล ก าร ต ัค ร ีค อ ม บ ิแ น น ฅ น ล าส ม ีค  P U R 2 8 9  ด ้ว ย เร ล ก ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ข น ิค ต ่า ง ๆ
จ า ก ร !!ท ี่ 16 ว ิเค ร าน ห ห าแ ผ น ท ี่เร ส ฑ ร ึก ช ัน ข อ ง ร ึค อ ม บ ิแ น น ต น ล าล ม ีค  P U R 28 9

56

ซ่องท่ี ต ีเ อ ็น เ อ /
เร ส ฑ ร ึก ช ัน เอ น ไ ช ม

จ ำ น ว น ช ิ้น ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ข น า ค ข อ ง ช ิ้น ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ  
( ก ิโ ล เบ ล )

1 A  D N A / t f i n d I I I - -
2 P U R 2 8 9 - -
3 P U R 2 8 9 /E 1 4 . 5
4 P U R 2 8 9 /B 1 4 . 5
5 P U R 2 8 9 /H 2 4 . 0 , 0 . 5
6 P Ü R 2 8 9 /X 1 4 . 5
7 P U R 2 8 9 /K 1 4 . 5
8 P U R 2 8 9 /P 2 2 . 7 , 1 . 4
9 P U R 2 8 9 /S 1 4 . 5

10 P U R 2 8 9 /E /X 2 PO œ

11 P U R 2 B 9 /E /P 2 2 . 7 , 1 . 4
12 P U R 2 8 9 /S /X 2 2 . 7 , 1 . 8
13 P U R 2 8 9 /E /H 3 2 . 7 , 1 . 3 , 0 . 5
14 P Ü R 2 8 9 / X / P / E 2 2 . 7 , 1 . 4
15 P U R 2 8 9 / H / P / E 3 2 . 7 , 0 . 9 , 0 . 5
16 A  D N A / t f i n d 1 1 1 - -

ห ม า อ เห ต ุ
-ซ ิ้น ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ข น า ด  4 . 5  ก ิโ ล เบ ส  เอ ็น ต ำ แ ห น ่ง ต ีเอ ็น เอ ร ุ! ! เล น ข อ ง  P U R 28 9  
-ช ิ้น ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ไ )น า ค  2 . 7  ก ิโ ล เบ ล  เอ ็น ต ำ แ ห น ่ง ต ีเอ ็น เอ ร ุ! ! เล ้น ข อ ง  p U C ie  
-ซ ิน ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ข น า ค  1 . 8 ,  1 . 4 ,  1 . 3 ,  0 . 9 ,  0 . 5  ก ิโ ล เบ ล  เอ ็น ต ำแ ห น ่ง ข อ ง ช ิ้น ส ่ว น  

ต ีเอ ็น เอ ท ี่ใ ส ่เช ัา ไ ป ท ี่ถ ุก ต ัค ด ้ว อ เร ล ! า ร ึก ช ัน เอ น ไ ช ม ต ่า ง ๆ  
- E = £ c d R 1 , B = f ia n H I , H = f f / n d I I I ,  X = X f ia I ,  K = K p n I ,  P = P s i I  แลน S = S n a l



57

รปท ี่ 17  อ ะ ก า โ ร ส ืเจ ล อ ิเล ็ก โ ฑ ร โ ฟ ่ร ิช ีล ข อ งร ีด อ ม บ ิน น น ค น ราล ม ิค pU R 2B 9  ค ัค ค ้ว อ เร ร  
ฑ ร ิก ช ัน เอ น โ ซ ม ซ น ิค ค ่าง   ๆ

ซ ่องฑ ี 1 À  D N A / t f i n d l 11
ซ ่องท ี่ 2  ร ีด อ ม บ ิน น น ต น รารม ิค  P U R 28 9  
ซ ่องท ี่ 3 ร ีด อ ม บ ิน น น ค น ราล ม ิค  P U R 2 8 9  ต ัต ค ้วอ  B a n H I 
ซ ่องท ี 4 ร ีด อ ม บ ิน น น ต 'น รารม ิค  P U R 2 8 9  ค ัค ค ้วอ  flam H I แ ร 8 E c o R I  
ซ ่องท ี่ 5 ร ีด อ ม บ ิน น น ค น รารม ิค  P U R 28 9  ค ัค ค ้ว อ  K p n  I
ซ ่องท ี่ 6 ร ีด อ ม บ ิน น น ต น รารม ิค  PU R 2B 9 ต ัค ค ้ว อ  X b a l  นระ B a n H I
ซ ่องท ี 7 ร ีด อ ม บ ิน น น ต น รารม ิค  P U R 2 8 9  ค ัค ค ํวอ  H i n d  I 1 1 และ B am H I
ซ ่องท ี 8 ร ีด อ ม บ ิน น น ค น รารม ิค  P U R 2 8 9  ต ัค ค ัว อ  P s t  I แ ล ะ B a n H I
ซ ่องท ี่ 9  ร ีด อ ม บ ิน น น ค น ราส ืม ิค  P Ü R 2 8 9  ค ัค ต ้ว อ  B i n d  I I I , P s t  I และ E c o R I
ซ ่องท ี่ 10 X  D N A / t f / n d l I  I
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ต า ร า ง ท ี่ 7 ผ ล ก าร ต ัต ร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าส ม ิด  P U R 28 9  ด ้ว ย Iร ส ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ช น ิค ต ่า ง ๆ
จ า ก ร ป ท ี 17 ว ิเค ร า » พ ท แ ผ น ท ี่เร ส ฑ ร ีก ซ ้น ข อ ง ร ีต อ ม บ ิแ น น ต น ล า ส ม ิต  P U R 28 9

ช ่อ งท ี่ ต ีเ อ ็น เ อ /
เร ล ท ร ีก ซ ้น เอ น โ ซ ม

จ ำ น ว น ช ิ้น ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ข น า ด ข อ ง ช ิน ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ  
( ก ิโ ล เบ ส )

1 A  D N A /J ï /n d l  1 1 - -
2 p U R 2 8 9 - -
วบ P U R 2 8 9 /B 1 4 . 5
4 P U R 2 8 9 /B /E 1 4 . 5
5 P U R 2 8 9 /K 1 4 . 5
6 p U R 2 8 9 /X /B 3 4 . 5 , 2 . 7 , 1 . 8
7 P U R 2 B 9 /H /B 4 4 . 0 , 2 . 7 , 1 . 3 , 0 . 5
8 P U R 2 8 9 /P /B 2 2 . 7 , 1 . 4
9 P U R 2 8 9 /H /P /E 3 2 . 7 , 0 . 9 , 0 . 5
10 A  D N A / t f i n d l 1 1 - -

ห ม า ย เห ต ุ
-ซ ิน ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ฃ น า ค  4 . 5  ก ิโ ล เบ ส  เอ ็น ต ำ แ ห น ่ง ต ีเอ ็น เอ ร ุไ ] เส ้น  ข อ ง  P Ü R 2 8 9  
-ช ิน ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ข น า ด  2 . 7  ก ิโ ล เบ ส  เอ ็น ต ำ แ ห น ่ง ต ีเอ ็น เอ ร ุ! ] เส ้น  ข อ ง  P Ü C 19  
-ช ิน ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ข น า ด  1 . 8 ,  1 . 4 ,  1 . 3 ,  0 . 9 ,  0 . 5  ก ิโ ส เบ ส  เอ ็น ต ำแ ห น ่ง ข อ ง ช ิน ส ่ว น  

ต ีเอ ็น เอ ท ี่ใ ส ่เซ ้า ไ ไ ]ท ี่ก ุก ต ัด ด ้ว ย Iร ส ท ร ีก ซ ้น เอ น ไ ช ม ต ่า ง ๆ  
-ใ น ช ่อ ง ท ี่ 6 ช ิ้น ส ่ว น ต ีเอ ็น เอ ท ี่ต ำ แ ห น ่ง  4 . 5  ก ิโ ล เบ ส  ต ีอ  PU R 2B 9 ท ี่ต ัด ไม ่ส ม บ ุรa  
- B = B a n H I , E = £ c o R I ,  K = K p n I ,  H = f f i n d I I I ,  P = P s U  แส » X = X 6 a l
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รุปฑิ่ 18  แ ผ น ฑ ิ่เรส ฑ ร ีก ข ัน ข อ งร ีค อ ;เบ ิแ น น ต น ร าล ม ิค  P U R 28 9

- - - - - - - - - - - - -  ะ น ร าส ม ิต น าห ะ  p U C 18
.. . . . . . . . . . . . . . . . . ะ ค ีเอ ็น เอ ท ี่1ใ ส ่เข ้า ไ ป  (DNA i n s e r t )
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7 .  ผ ุล ก า ร โ ค ล น ย ่อ ย จ อ ง ร ็น ท ี่ไ ต ้จ า ก  P U R 28 9
ก า ร โ ค ล น ย ่อ อ เน ิ่น ว ิธ ีก า ร ห น ี่ง ท ี่จ ะ ห า ข น า ค Iล ็ก ส ุด ข อ ง ช ิน ส ่ว น ต ิเอ ็น เอ ท ีใ ส ่เข ้า ไ ป  

ท ี่ย ัง ค ง ค ว า น ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร แ ล ค ง อ อ ก ข อ ง ย ีน  ก าร ท ค ล อ ง น ีจ ิง น ำร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล าส น ิค จ าก  
P U R 2 8 9  ม า ด ัค ต ้ว อ เร ล ฑ ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ่ ต าม ว ิธ ีก าร ท ี่ก ล ่าว ใ น บ ฑ ท ี 2  ข ้อ 21  แ ล ะน ำช ิน  
ส ่ว น ค ืเอ ็น เอ ท ี่ต ้อ ง ก า ร ม า เน ิ่อ ม ก ับ น ล า ส ม ิค น า ห ะ  p U C lB  หร ีอ  p U C 19  แ ต ้ว ท ร าน ล ฟ ่อ ร ม  
เข ้า ส ุ่ E .  c o l t  H B 101  ผ ล ท ี่ไ ต ้ด ัง แ ล ค ง ใ น ร ป ท ี่ 19 น บ ว ่า  P U R 29 0  ช ิง เน ิ่น โ ค ล น ย ่อ ย  
ท ี่ไ ต ้จ า ก ก า ร เน ิ่อ ม ช ิ้น ส ่ว น ค ีเอ ็น เอ ท ี่ด ัค ค ว ย เร ล ฑ ร ิก ช ัน เอ น ใ ช ม  S c o R I  แ ล ะ  X b a 1 กับ 
น ล าส ืม ิค น าห ะ  P U C 19  ท ี่ด ัค ต ้ว ย เร ล ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ช น ิค เค ีย ว ก ัน  โ ค ล น ย ่อ ย ท ี่ไ ต ้จ ะ ม ิท ีศ ท าง  
ข อ ง ช ิ้น ส ่ว น ค ีเอ ็น เอ ท ี่ใ ส ่เข ้า ไ ป ต ร ง ข ้า ม ก ับ ใ น  P U R 28 9  เน ี่อ จ ะ ต ร ว จ ส อ บ ว ่า ท ีค ท า ง ก า ร แ ส ค ง  
อ อ ก ข อ ง ช ิ้น ค ีเอ ็น เอ  ( o r e i e n t â t  i o n )  ไ ป ใ น ฑ ิค ท างใ ค  ผ ล ท ีไ ต ้บ น อ า ห า ร เล ีย ง เช ิอ
M a c C o n fc e y  a g a r  h a s e  ที่มิ IX  ไ ช โ ล ล  และ 5 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม /ม ล . ข อ งอ าป ภ ิช ิว น ะ
น บ ว ่า ใ ห ้โ ค โ ล น ืล ีแ ค ง  แ ล ค ง ว ่า ก า ร แ ล ค ง อ อ ก ข อ ง ย ีน  ( G e n e  e x p r e s s i o n )  ห ร ิอ ค ีเอ ็น เอ  
ท ี่ใ ส ่เข ้า ไ ป ไ ม ่ไ ต ้ช ิ้น อ ย ่ก ับ  L a c  โ ป ร โ ม เต อ ร ข อ ง น ล า ล ม ิค น า ห ะ  แ ต ่อ ย ่ภ า ย ใ ต ้ก า ร ท ำ ง า น ข อ ง  
โ ป ร โ ม เต อ ร ์ข อ ง ย ืน เอ ง  ( o w n  p r o m o t e r )

เนิ่อนำ E .  CO I i  H B 101  ที่ม ี P U R 29 0  ม า ว ัค แ อ ค ต ิว ิค ีข อ ง เอ น ไ ช ม ก ส ุโ ค ล ไ อ  
โ ช เม อ เร ส ืเท ีย บ ก ับ น ล า ล ม ิค น า ห ะ เต ิม  ด ัง แ ร ค ง ใ น ต า ร า ง ท ี่ 8 น บ ว ่า แ อ ค ต ิว ิค ีข อ ง  P U R 29 0  
ท ี่ม ิไ ช โ ล ส ืเน ิ่น แ ห ล ่ง ค า ร บ อ น จ ะ ใ ห ้แ อ ค ต ิว ิค ีข อ ง เอ น ไ ช ม ล ง ก ว ่า  P U R 29 0  ท ีม ิก ส ุโ ค ล เน ิ่น แ ห ล ่ง  
ต า ร บ อ น เท ่า ก ับ  3 7 . 0  และ 6 . 7  น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน  ต า ม ล ำ ด ับ  ช ั๋ง ม ิค ่า ล ง  
ก ว ่า ป ร ะ ม า น  5 - 6  เท ่า  ใ น ข น ะ ท ี่แ อ ค ต ิว ิต ิข อ ง เอ น ไ ช ม ท ี่ไ ต ้จ า ก  P U C 19  ท ีม ิก ส ุโค ล ห ร ิอ ไช  
โ ล ล เน ิ่น แ ห ส ่ง ค า ร บ อ น เท ่า ก ับ  7 . 0  แล ะ 6 . 0  น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน  ต าม ล ำด ับ  
แ ล ะ เม อ ใ ข ้ IP T G  เน ิ่น ต ัว เห น ี่ย ว น ำ ใ น ก า ร ล ร ัา ง เอ น ไ ช ม ด ัง แ ส ค ง ใ น ต า ร า ง ท ี 9  น บ ว ่าแ อ ค  
ต ิว ิต ิข อ ง เอ น ไ ช ม ท ี่ไ ต ้ม ีค ่า เท ่า ก ับ  3 2 . C น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน  เน ิ่อ เท ีย บ ก ับ ไ ม ่ 
ไ ต ้ใ ช ั I PTG เน ิ่น ต ัว เห น ี่ย ว น ำ จ ะ ใ ห ้ค ่า  เท ่า ก ับ  5 . 0  น า โ น โ ม ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน  ช ิ่งม ิ 
ค ่า ต า ก ว ่า ท ี่ใ ข ้ 1PTG เน ิ่น ต ัว เห น ี่ย ว น ำ ป ร ะ ม า น  6 เท ่า  แ ล ะ เม ิอ น ำ แ อ ค ต ิว ิต ิข อ ง เอ น ไ ช ม ท ี่ 
ใ ต ้จ า ก ต า ร า ง ท ี่ 5 แ ล ะ 9  ม า เป ร ีย บ เท ีย บ ก ัน  น บ ว ่า แ อ ค ต ิว ิต ิท ีไ ต ้จ า ก  P Ü R 2 8 9  และ 
P Ü R 2 9 0  ท ี่ใ ช ั 1 PTG เน ิ่น ต ัว เห น ี่ย ว น ำ ใ ห ้ค ่า ท ี่ไ ม ่แ ต ก ต ่า ง ก ัน ม า ก น ัก  ช ิ่ง แ ล ค ง ว ่า ก า ร ท ่า ง า น  
ข อ ง ย ืน อ า จ จ ะ ไ ม ่อ ย ่ภ า ย ใ ต ้ก า ร ค ว บ ค ุม ข อ ง โ ป ร โ ม เต อ ร ข อ ง ย ืน  L a c Z  แ ต ่อ ย ่ภ า ย ใ ต ้ก า ร ค ว บ  
ค ุม ข อ ง โ ป ร โ ม เต อ ร ข อ ง ย ีน เอ ง

ล ำห ร ับ  P U R 29 1  เน ิ่น โ ค ล น อ ่อ ย ท ี่ไ ต ้จ า ก ก า ร เช ิ่อ ม ช ิ้น ส ่ว น ต ิเอ ็น เอ ท ี่ด ัค ต ้ว ย เร ล  
ฑ ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม  J fc o R I  และ t f i n d l l l  โ ค ย น ำช ิ้น ส ่ว น ท ี่ม ิข น าค ป ร ะ ม าน  1 . 3  ก ิโ ล เบ ล
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รปท ี 19  โ ค ล น ย ่อ ย ข อ ง  P U R 2 8 9  น ำ เ ข า ร ู่ E .  CO I i  H B 101  โ ค ย ม ิน ล า ล ม ิค ด ีเอ ็น เอ น า ห ะ  
p l ie  18 ห ร ีอ  pUC 19 เอ ็น น า ห ะ ใ น ก า ร น ำ เข ้า  
โ ค ล น ย ่อ ย

PU R 2B 9
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P U R 2 9 0 ะ เอ ็น โ ค ล น ย ่อ ย ท ื่ไ ต ัจ า ก ก า ร ต ัด ช ิ้น ร ่ว น ด ีเอ ็น เอ จ า ก  P U R 2 8 9  ต ัว ย  S c o R I  และ 
X à a l  เช ิ้อ ม ก ับ น ล าล ม ิด น าห ะ  p U C 19

P Ü R 29 1  ร เอ ็น โ ค ล น อ ่อ ย ท ิ่ไ ต ัจ า ก ก า ร ต ัด ช ิ้น ร ่ว น ด ีเอ ็น เอ จ า ก  P U R 2 8 9  ต ัว ย  F e o R I  และ 
H i n d i  1 1 เช ิ้อ ม ก ับ น ล าส ม ิค น าห ะ  p l ie  18

P U R 2 9 2 A ะ เอ ็น โ ค ล น ย ่อ ย ฑ ื่ไ ต ัจ า ก ก า ร ต ัด ช ิ้น ร ่ว น ด ีเอ ็น เอ จ า ก  P U R 2 8 9  ต ัว ย  E c o R I  P s t  1 
และ X b a l  เช ิ้อ ม ก ับ น ล าล ม ิต น าห ะ  pU C 18

P U R 2 9 2 B : เอ ็น โ ค ล น ย ่อ ย ท ื่ไ ต ัจ า ก ก า ร ต ัด ช ิ้น ร ่ว น ด ีเอ ็น เอ จ า ก  P U R 2 8 9  ต ัวอ  f i c o R I  P s t l  

แ ล ะ X b a l  เซ อ ม ก ับ น ล าล ม ิค น าห ะ  p l ie  19
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ต า ร า ง ท ็ 8 เป ร ีย บ เท ีย บ ร « ค ับ ข อ ง ก ล ุโ ค ล ไ อ โ ซ เข อ เร ส ืท ี่ผ ล ิต โ ด ย  E .  c a l l  H B 101  ฑื่ขี 
น ล าล ข ิด  p U R 2 9 0  ห ร ีอ  p U C 19 ใ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ิ้อ เห ล ว  LB ท ี่ม ืน ํ้าต าล  
ไ ช โ ล ส ื ห ร ีอ  ก ล โ ค ล เใ ]น แ ห ล ่ง ค าร บ อ น

VIลาลขิค แ ห ล ่ง ค าร บ อ น  
0 .2 %

แ อ ค ต ิว ิต ึจ ำ เน า ะ ข อ ง ก ล ุโ ค ล ไ อ โ ช เข อ เร ล  
(น า โ น โ ข ล /น า ท ี/ข ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน )

PU C 19 ก ล โ ค ล 7 . 0

PÜ C 19 ไ ซ โ ล ล 6 . 0

p U R 2 9 0 ก ล โ ค ล 6 . 7

P Ü R 29 0 ไ ซ โ ล ร 3 7 . 0
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ต า ร า ง ท ี่ 9  เป ร ีย บ เท ีย น ร » ค ับ ข อ ง ก ล ุ'โ ค a ไ อ โ ซ เบ อ เร ล ท ี่ผ ล ิต 'โ ค ย  E .  c a l l  H B 101  ที่มิ 
น ล าล ม ิค  P U R 29 0  ห ร ีอ  p U C 19 ใ น อ า ห า ร เล ีย ง เข ี้อ เห ล ว  LB ที่มิ IPTG  
เน ี่น ต ัว เห น ี่ย ว น ำ

น ล าล ม ิค I PTG
( 1  ม ิล ล ีโ บ ล า ร )

แอคติ'วิตี'จำ เน า  t  ไ ]อ ง ก ล ุโ ค ล ไ อ โ ซ เบ อ  เร ล  
( น า โ น โ บ ล /น า ท ี/ม ก .ข อ ง โ ป ร ต ีน )

P Ü C 19 - 1 0 . 0

P U C 19 + 1 7 . 0

P U R 29 0 - 5 . 0

P U R 2 9 0 + 3 2 . 0
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ม า I ? อ ม ก ้บ น ล าส ม ีด น าห »  pU C 18 ท ี่ค ัค ด ้ว ย เอ น ใ ช ม ื่ช น ิค เค ีย ว ก ้น  น บ ว ่าโ ค ล น ย ่อ ย ท ี่ใ ด ้ไ ห ้ 
โ ค โ ล น ีส ีข า ว  แ ล ค ง ว ่า ช ิ้น ส ่ว น ด ีเอ ็น เอ บ ร ิเว ท เ f f f n d l I I - Æ ï n d l 1 1 ท ี่ม ีขน าคป ระม าท I 0 . 5  
ก ิโ ล เบ ส  ท ีห า ย ไ ป ม ีค ว า ม ล ำ ฒ ู้ต ่อ ก า ร แ ส ค ง อ อ ก ข อ ง ย ืน  ส ่วน P U R 29 2A  และ B เบ น  
โ ค ล น ย ่อ ย ท ีไ ด ้จ า ก ก า ร เช ิ้อ ม ช ิ้น ส ่ว น ค ีเอ ็น เอ ท ี่ค ัด ด ้ว ย เร ส ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ่ P s M  P c o R I  และ 
X i a l  ร ่ว ม ก ้น  โ ค อ แ ย ก ช ิ้น ส ่ว น ค ีเอ ็น เอ ท ี่ม ิข น าค ป ร ะ ม าท เ 1 . 4  ก ิโ ล เบ ส  ม า เช ิ้อ ม ก ้บ น ล าล ม ิค  
น าห ะ p U C ie  และ pUC 19  ท ี่ค ัค ด ้ว ย เอ น ไ ช ม ่ช น ิต เค ีย ว ก ้น  ต าม ล ำค ับ  น บ ว ่าท ั้ง  P Ü R 292A  
และ P U R 29 2B  ไ ห ้โ ค โ ล น ีส ีแ ค ง บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ แ ส ค ง ว ่า ช ิ้น ส ่ว น ค ีเอ ็น เอ บ ร ิเว ท เ P s t I  
และ â a ra H I ท ี่ห าย ไ ป ไ ม ่ม ิค ว า ม ส ำ ค ัท ุเต ่อ ก า ร แ ส ค ง อ อ ก ข อ ง ย ีน  แ ล ะ จ า ก ก า ร ก ล ับ ท ิศ ท า ง ข อ ง  
ช ิ้น ส ่ว น ค ีเอ ็น เอ  P a t l - X b a l  ท ั้ง ไ น  PU C 18 และ p U C 19  อ ็ไ ม ่ม ิผ ล ต ่อ ก า ร แ ส ค ง อ อ ก ข อ ง  
ย ีน  เอ ็น ก า ร ย ีน อ ัน ว ่า ก า ร แ ส ค ง อ อ ก ข อ ง ย ีน อ ย ่ส า ย ไ ด ้โ ป ร โ ม เต อ ร ็ข อ ง ย ีน เอ ง

8. พสุการวิ!ค?าะห็ PUR289 ด้วปีวิธี S outhern  b lo t  h y b r id iz a tio n
เม ื่อ น ำ ช ิ้น ส ่ว น ค ีเอ ็น เอ จ า ก ร ิค อ ม บ ิแ น น ต น ล า ส ม ิค  P U R 28 9  ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ด ้ค ด ้ว ย  

Iร ล ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ื่ P s t I ,  P c o R I  แล ะ X 6 a  1 ร ่ว ม ก ้น  แยก ช ิ้น ส ่วน  P s L \ - X b a l  ช ิ้งม ิ 
ข น าค ป ระ ม าท เ 1 . 4  ก ิโ ล เบ ส  ม า เต ร ีย ม เอ ็น ค ีเอ ็น เอ ค ีค ต า ม  (DNA P r o b e )  ต า ม ว ิธ ีก า ร  
ในบทท ี่ 2  ข ้อ 2 2  แ ล ะ น ำ ม า ไ ร บ ร ิไ ค ช ิ้ ( h y b r i d i z e d )  ก ับ ช ิน ส ่ว น ค ีเอ ็น จ า ก โ ค ร โ ม โ ช  
ม อ ล ค ีเอ ็น เอ ข อ ง  S t r e p t o m y c e s  s p .  1 9 0 - 1  ท ี่ด ้ค แ บ บ ล ม บ ุร ท เด ้ว ย เร ล ท ร ิก ช ัน เอ น ไ ช ม ่ 
B a a H l  ต า ม ว ิธ ีก า ร ใ น บ ท ท ี 2  ข ้อ 2 3  เม ื่อ เอ ็น ก า ร ย ีน อ ัน ว ่า ร ีค อ ม บ ิแ น น ต น ล า ส ม ิค  P U R 28 9  
ม ิส ่ว น ข อ ง ค ีเอ ็น เอ ท ี่ไ ด ้จ า ก โ ค ร โ ม โ ช ม อ ล ค ีเอ ็น เอ ข อ ง  S t r e p t o n y c e s  s p . 1 9 0 - 1  จ ร ิง

ผ ล ก า ร ท ค ล อ ง ค ัง แ ส ค ง ไ น ร ป ท ี่ 2 0  น บ ว ่า ห ล ัง จ า ก ข บ ว น ก า ร ไ ร บ ร ิไ ค ช ิ้เช ช ัน แ ล ะ  
อ อ โ ต เร ค ีโ อ ก ร า ฟ ่ ( a u t o r a d i o g r a p h )  นบ 1 แ ถ บ ค ีเอ ็น เอ ข อ ง โ ค ร โ ม โ ช ม อ ล ค ีเอ ็น เอ  
ท ี่ไ ร บ ร ิไ ค ช ิ้ก ้บ ค ี เอ ็น เอ ต ิค ต า ม  แ ล ค ง ไ ห ้เห ็น ว ่า  P U R 28 9  ม ิส ่ว น ข อ ง โ ค ร โ ม โ ช ม อ ล ค ีเอ ็น เอ  
จ า ก  S t r e p t o n y c e s  s p .  1 9 0 - 1  อ ย ่จ ร ิง

จ า ก ผ ล ก า ร ท ค ล อ ง ท ี่ไ ด ้ง า น ว ิจ ัย น ี้ ส า ม า ร ถ ย ีน อ ัน ไ ด ้ว ่า ก า ร โ ค ล น ย ีน ก ล ูโ ค ส ไ อ โ ช  
เม อ เร ส จ า ก  S t r e p t o n y c e s  s p .  1 9 0 - 1  ป ร ะ ส บ ค ว า ม ส ำ เร ็จ ไ น  E .  c o l i  H B 101 
โ ค ย ใ ข ้น ส าส ม ิด น าห ะ  p U C lB  และ pU C 19  จ า ก ก า ร ท ำ โ ค ล น อ ่อ ย  น บ ว ่า  ช ิ้น ส ่ว น ค ีเอ ็น เอ  
ท ี่ม ิข น า ค เล ็ก ส ุค ท ี่ส า ม า ร ถ แ ส ค ง อ อ ก ไ ด ้ม ิข น า ค  1 . 4  ก ิโ ล เบ ส  ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ย ีน อ ย ่ส า ย  
ไ ด ้ก า ร ค ว บ ค ุม ข อ ง ย ีน เอ ง  น อ ก จ า ก น ี้อ ัง ด ้อ ง ก า ร ไ ช โ ล ส เอ ็น ค ัว เห น ื่ย ว น ำ ไ น ก า ร ส ร ำ ง เอ น
ไ ช ม ื่ก ล ูโ ค ส ไ อ โ ช เม อ I ร ส  แ ล ะ ถ ก อ ับ ท ั้ง ก า ร ท ำ ง า น ด ้ว ย ก ล ูโ ค ส
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ร ป ท ี 2 0  ผ ล ก า ร ท ำ  S o u t h e r n  f a l o t  h y b r i d i z a t i o n  ร ะ ห ว ่า ง โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล ต ิเ อ ็น เ อ  
ข อ ง  S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1  ท ี่ต ัค ค ัว อ เ อ น ไ ซ ม  B a n H I  ก ับ ต ิเ อ ็น เ อ ต ิค ต า ม  
ท ี่I ต ร ีอ ม จ า ก ร ีค อ ม บ ิน น น ต น ล า ล ม ิค  P Ü R 2 8 9  โ ค อ ใ ช ัช ุค ต ิค น ล า ก  น ล ะ ต ร ว จ ล อ บ  
e n h a n c e d  c h e m i l u m i n e s c e n c e  ( E C L )  ข อ ง  A m e r s h a m ,  U . K .

ซ ่อ ง ท ี่ 1 ผ ล ก า ร ท ำ อ ะ ก า โ ร ล เ จ ล อ ิเ ล ็ก โ ท ร โ น ่ร ีช ีล ข อ ง โ ค ร โ ม โ ซ ม อ ล  
ต ิเ อ ็น เ อ ท ี่ต ัค ต ้ว อ เ ร ล ฑ ร ีก ช ัน เ อ น ไ ซ ม  B a m H I  

ซ ่อ ง ท ี 2  ผ ล ก า ร ท ำ  a u t o r a d i o g r a p h  บ น ม ิล ม เ อ ก ซ เ ร ร  ( X - r a y  f i l m )
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