
บทท 4

ส์รปและวิจาร{นผลการทดล a ง

วัลรา (2534) ไต้ราองานลักพนะการเจรญ และการลังเกราะห CDs 3อง

B a c i l l u s  1 ไว้ว่า B a c i l l u s  A11 จะเจวิทฺ!เข้าลู่ระระการเจรฤ!ชงชุด และมีแอดต้วิต้ 

ปีองเอนไชมี CGTase ชงท่ีชุด เมี่อเพาะเลํ้รงในอาหาร medium I I ,  pH 9 ช่ังประกอบ 

ต้วร corn s te e p  l iq u o r  5 เปอรเชนล, s o lu b le  s ta r c h  1 เปอรเชนต , K2HP04 

0 .1  เปอรเชนต และแผกนีเโ?รมข้ลเฟต 0.02 เปอรเชนต บ่มท่ีอุ{นหภุม 30 '’ช เป็นเวลา 

72 ข้าโมง ไต้ด่า d i l u t io n  l im i t  จากการท่า CD-TCE assay  เท่ากับ 2e แด่Lมอ 

ท่าการ s u b c u ltu re  จอง B a c i l l u s  A11 ไปเรอรๆ พบว่าแอคติวิตีปีองเอนไชมีลดลง

(.รออ  ๆ จนกระท่ังในท่ีชุดไม่แชดงแอดติวิติเลร ภารหลังจากเปลี่รนอาหารเลํ้รงแอเป็น

H o rik o sh i’ s medium I I ,  pH 10 พบว่ามีแอดติวิลปิองเอนไชมีกลับคนมาโดรมีแอคติวิฅี

ชงช ุดเมฮเพาะเล ํ้รงแอเป ็นเวลา 48 ช่ัวโมง ไต้ด่า d i lu t io n  l im i t  จากการท่า CD- 

TCE assay  เท่ากับ 2* เป็นไปไต้ว่า B a c i l l u s  A11ไต้ชุญเลัรดวามชามารถในภารชร้าง 

เอนไชมี CGTase ในอาหาร medium I I  ชั่งอาจจะเป็นการกลารพันธุไปอร่างชมบูร{นใน

ระดับการดวบดุมการชร้าง CGTase อร่างไรก็ลาม B a c i l l u s  A11 อังชามารถชร้าง

CDs ไต้ เมอเปลี่อนชนลปิองอาหารเลํ้รงแอเป็น H o rik o s h i’ s medium I I  แม้ว่าจะ 

ระดับการชร้างลาลง
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เพอกตรองชกัลคเaนเ0พลาสํมดจาก B a c i l l u s  A j1 ไม่พบว,ามีคีเอนเอพลาชมิต 

แ๙ตงให้เห็นว่า CGTase gene ปีอง B a c i l l u s  A11 น่าจะอยู่บนโครโพโชม และชอดคล้อง 

กับการสิกษา CGTase gene จากบาสิลลัสํสำฮพันธุอ่ืนสิงมี CGTase gene อยู่บนโครโมโชผ 

และไต้ใช้โครโมโชมปีองแบคทเรีรเหล่า'แนมาทำ m o lecu la r c lo n in g (B in d e r และคณะ, 

1986 ; Takano และคณะ, 1986; Kato และ H o rik o sh i, 1986; Schmid, 1986 ; 

N itschke  และคณะ, 1990) ในงานนํ้จงน่าเอาโครโมโชมปีอง B a c i l l u s  A11 มาใช้ใน 

การทำ m olecu lar c lo n in g  ปีอง CGTase gene สิงอาจจะน่าไปปรับปรุงให้ม่สิกรภาพ 

ในการน่าไปใช้ผลิต CDs ในระคับอุตชาหกรรมต่อไป

ในงานวิจัรนํ้ไต้เลิอกใช้พลาชมีค PBR322 สิงเป็นพลาส์มีคมาตรฐานท่ีใช้กันอยู่เป็น 

คเอ็นเอพาหะ ในการโคลนชามารถ in a c t iv a te  m arker คัวใคตัวหน่ิงบนลเอ็นเอพาหะ 

คอ Ap  ̂ และ Tet^ m arker จงชามารถจาแนกและคัคเลิอก recom binant c lo n e  ไต้ 

และจากการสิกช•ารารงานการโคลน CGTase gene จากบาสิลลัชชาฮพันธุต่างๆ พบว่า 

ประส์บผลฝาเร็จค้วรการใช้เรส์สิกช้นเอนไชมี Sau3AI มาร่ฮรคเอ็นเอปีองโครโมโชมแบบ 

p a r t i a l  d ig e s t io n  (Takano และคณะ, 1986; Kato และ H o rik o sh i, 1986; 

Kimura และคณะ, 1987 ; Kaneko และคณะ, 1988) จงเลิอกใช้เรชสิกช้นเอนไชมี 

Sau3AI มาร,อรคเอ็นเอปิองโครโมโชมปีอง B a c i l l u s  A11 แบบ p a r t i a l  d ig e s t io n  

สิงจะไต้สินดเอ็นเอที่มีปลารเหน่ธวเป็นเบชต่ชมสิงกันและกัน(co m p atib le  co h esiv e  end) 

กับสินคเอ็นเอท่ีถกร่อรต้วฮ BamHI ท่ีอยู่บนพลาชมีค PBR322 ในบรัเวณ t e t r a c y c l in e  

r e s i s ta n c e  gene คังนันการโคลนรนเช้าไปในตำแหน่ง BamHI จงใช้หลักการปีอง 

in s e r t io n  in a c t iv a t io n  และชามารถคัคเลิอกฑรานชฟ่อรแผนท่ีท่ีได้รับ in s e r te d  

DNA fragm ent โคฮการทำ r e p l i c a  p la t in g  สิงทรานส์ฝอรแมนฑจะมีคุณส์ผบัสิต้านอา 

ปฎิช้วนะแอมพัสิลิน แต่'ไม่ต้านฮาปฎช้วนะเตตร้าสิอคลิน (Ap" T e t‘ )
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ปีนาตปีองชน{น a u iอปีอง S au 3 A I-d ig ested  chromosome ท่ีใช้ในการทำ

m o lecu la r c lo n in g  มีปีนาคต้ังแต่ 2-23 kb แม้ว่าจากรารงานการโตลน CGTase

gene จากบา5ลลัสสำaพันธุต่าง  ๆ (ลารางที่ 9) พบว่าเนตเอ็นเอปีอง CGTase gene

มีปีนาตประมาท! 2-3 kb อ็ตาม แต่ที่ไม่เลอกเนตีเอ็นเอปีองโครโมโชมที่มีปีนาต 2-3 kb

มาใช้โคลนมีน เพราะว่าต้องการเพิ่มโอกาสในความสำเร็จปีองการโคลน CGTase gene

ให้ไต้ตรบท้ังมีน ที่งอาจจะมีออุ่ในช้นตีเอ็นเอที่มีปีนาตอนๆภาaในช้วง 2-23 kb (รุ!]ท่ี 12)

การทตลองตรังนเกิตร็ตอมบิเนเนาห้รีคอมบแนนท่ีฬลาสมีลเพรง 25 เปอร็เชนล

ท้ังน้ํตงเน๋ึองมาจากปีนตอนการกำจัตหม่ฟ่ฮสํเฟตท่ีปลาอ 5 7 ปีองตีเอ็นเอนาหะต้ว8 เอนไชมี

CIP (อ้อ 2 .1 0 .3 ) เกิตปีนน้อฮ จงทำให้ตีเอ็นเอพาหะส่วน'ใหญ่เกตการแอมต่อกันเองไต้

( s e l f  l ig a t io n )

จากผลการทลลองการแส'ลงแอคลว่ตีปิองเอนไชมี CGTase ปีองทรานสฟ่อร็แมน,ท่ี 

ตัวaการทตสอบ a m y lo ly tic  a c t i v i t y ,  PICT, CD-TCE assay  และ การว่เคราะห 

ผลตภัท!ท่ี CDs ต้วฮ HPLC พบฑรานสฟ่อร็แมนท่ีเพีฮงหน่ิงโคโลนท่ีไต้รับ CGTase gene คอ 

SV1 จากทรานสฟ่อร็แมนท่ีท่ีไต้รับรีคอมบแนนฑฬลาสํมีล 3,127 โคโลน ที่นำมาเลอกเต้นหา 

CGTase gene

เมฮทำการตรวจสอบปีนาตปีองรีคอมมีแนนท่ีพลาสมีต pSVl น่ิงเป็นฬลาส์มีตท่ีสกัตไต้ 

จากทรานสฟ่อร็แพนท่ี SV1 โตฮประมาท!ในรุปท่ีไม่ถูก8ออต้วอเรส์ติกช้นเฮนไชมีต้วa อะกาโรส 

เจลอิเลคโตรโฟ่รีช้ส พบว่าไต้แถบปีองตีเอ็นเอเพaงแถบเตี อวท่ีมีปีนาตใหญ่กว่า 23 kb

เลกน้อaช้งหมา8ถง in s e r te d  DNA fragm ent มีปีนาตประมาท! 20-23 kb และเมี่อ 

s u b c u ltu re  ปีองทรานส์ฟ่อรแมนท่ี SV1 ไปเร็ออๆ นบว่าไม่มีความเสกฮรคอแอคติวตีปิอง

เอนไชมี CGTase จะลตตาลงไปเร็ออๆ ท้ังน้ํอาจเป็นเพราะรีคอมมีแนนท่ีนลาสมีล pSVl มี

ปีนาตใหญ่มากจนทำให้จำนวนชุตปีองรีคอมบแนนฑหลาสมีตต๋ัาลง (low copy number) และ 

ง่าอต่อการสก!หาอไปจากทรานสฟ่อร็แมนท่ี SV1
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จากปีนาดซองรีคอมกินนนทพลา๙มด p sv i ท่ีมีซนาดใหญ่เกินไป ไพ่เหมาะที่จะนำมา 

สิกษา r e s t r i c t i o n  map และหาตาแหน่งซอง CGTase gene ท่ีออ่บน in s e r te d  DNA 

fragm ent อีกท้ังฑรานฟ้ฟอรแกนท SV1 ไม่มีดวา»นฟ้ถธร จงได้ทำการโคลนรนต่อเนอง 

(su b c lo n in g ) อีกคร้ัง โดฮา?กิสการและใ?เรฟ้สิก?นเอนไพ่ในการโคลนเหมีอนเสิม 

รีคอมกินนนทหลาฟ้มด pSVl กุกนำมาร ่อ รด้วร Sau3AI แบบ p a r t i a l  d ig e s t io n  แล้วนำ 

d ig e s t io n  m ix tu re  มาตรวจฟ้อบด้วฮอะกาโรฟ้เจลอเลคโตรโฟรีสิฟ้ เลอกและแรกสิน 

คเอนเอaนาต 2-6 kb ออกจากอะกาโรฟ้เจล สิงคาดว่าจะม CGTase gene ออ่เพอา?ใน 

การโคลนรนต่อเน่ีองต่อไป

ในการโคลนรนต่อเนองได้เปรี่รนอีเอ็นเอพาหะเกินชนิดที่มีจำนวนต่อIชลลฟ้ง(h igh  

copy number p lasm id) สิงจะมีประโรชนในการเพิ่มจำนวนชุดสอง CGTase gene และ 

ง่ารต่อการตรวจหาแอคสิกิอีซองเอนไชมี CGTase จงIลอกใ?หลาฟ้กิด pUClB เกินอีเอ็นเอ 

หาหะ และใ? E .  c o l i  s t r a i n  JM101 เก ินเชลเจ้าIรอน ฑ้ังน้ํเหราะหลาฟ้กิด PÜC18 

และ E .  c o l i  s t r a i n  JM101 มี l a c  z '  และ A ( l a c Z )  M15 gene ท่ีถอดรห้ฟ้ให้ล้วน 

ทางปลาร N -te rm ina l และ C -te rm in a l ซองเอนไชม p -g a la c to s id a s e  ตามลำดับ 

แล้วฟ้าฮเปปไทดจากทังฟ้องล้วน จะมารวมกันเกิน a c t iv e  p -g a la c to s id a s e  ภารใน 

เชลลเจ้าเรอน ดังนันจ้งใ?หลักการธอง in s e r t i o n  in a c t iv a t io n  ธองเอนไชมี 0- 

g a la c to s id a s e  ในการคัดเลอกฑรานฟ้ฟ่อรแมนทท่ีได้รับรีดอมกิแนนฑพลาฟ้กิด และเสิม 

X-gal สิงเกิน s u b s tr a te  analogue ธอง g a la c to s e  ลงในอาหารเล ํ้รงเ$8 เพอ 

ช่าฮในการคัดเลอกทรานฟ้ฟอรแมนกท่ีต้องการ โดรไพ่มีความจำเกินท่ีจะต้องทำ r e p l i c a  

p la t in g  เสินท่ี,ใ?กับหลาฟ้มีด pBR.322

จากผลการทคลองหบทรานฟ้ฟ่อรนมนท 3 โคโลน คอ SV2 , SV3 และ SV4 

ท่ีแฟ้ดง a m y l o l y t i c  a c t i v i t y  จากทรานฟ้ฟอรแมนทอีซาว 7 3 9  โคโลน ที่นำมาเลอก 

เต้นหา CGTase g e n e  ล้าหรับฑรานฟ้ฟอรแมนท SV4 แฟ้ดงแอคสิกิอีเฉหาะ a m y l o l y t i c  

a c t i v i t y  เท่านัน คาดว่านำจะเกิดจากหลาฟ้กิด pSV4 สิงออ ่ านทรานฟ้ฟ่อรแมนท SV4 มี
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in s e r te d  DNA fragm ent ท่ี»เฉพาะช่วนปีองข้น CGTase gene ท่ีทำหน้าท่ีอ่aอนน้ง 

เท่าพัน และน่าจะเท่ีนล่วนปลาอ 5 /  ปีอง CGTase gene ท่ีถอตรหัชให้ปลาธ N -te rm in a l 

ปีองเอน'1lfa CGTase เพราะว่าจากการสิก»าปิอง Kimura และ««ะ (1989)  พบว่า 

ล่วนปลาB N -term ina l ธองเอนไชมื่ CGTase จะท่าหน้าที่ตล้ารเอนไชม่ื a -am ylase  

นอกจากน้ํ Hofmann และ«แระ (1989)  ไล้สิก»ารุปร่างธองเอนไชมื่ CGTase จาก B .  

c i r c u l a n s  Tas X-ray c ry s ta l lo g ra p h y  พบว่าเอนไช»ประกอบล้วฮโตเพน(domain) 

5 โตเพน และ 3 โตเพนทางล้าน N -te rm in a l มรปร่างและลำตับปีองกรตอะมโนตล้าร 

ตลงกับเอนไช» a-am ylase K lein  และตแระ (1991)  ไล้สิก»าต่อพบว่า»ตำแหน่งท่ีตาต 

ว่าจะเที่น a c t iv e  s i t e  ที่เกี่ราข้องกับการร่อรแน้งใน 3 โตเมนตังกล่าวล้วร ล่วน 2 

โตเมนที่เหล้อรังไม่ทราบหน้าท่ีที่ข้ตเจน แต่ Schmid และตแระ (1989)  เชนอว่าโตเมนที่ 5 

น่าจะท่าหน้าท่ีในการจับกับล้บชเตรตเพราะลำตับปีองกรตอะมิโนานโตเมนน้ํตล้าธตล้งกับบริเวแร 

ท่ีท่าหน้าท่ีน้ํานเอนไช» g lucoam ylase Kimura และต«ระ (1989)  พบว่า ล่วนปลาอ 

c - te rm in a l  ธองเอนไชม่ืทำหน้าท่ีในปข้เกัรีรา c y c l iz a t io n  ล่วนทราน๙ฟ่อร่นมนท่ SV2 

และ SV3 ให้ผลบวกต่อการท«ชอบแอตตัวตัปีองเอนไชม่ื CGTase โตร PICT และ CD-TCE 

assay

เม่ือน่ารีตอมบแนนฑพลาชมิต pSV2 และ pSV3 มาสิก»าปีนาตปีอง in s e r te d  

DNA fragm ent โตรร่อรล้วรเรชตกข้นเอนไชมื่ P s tI  และ Kpnl แล้วน่า d ig e s t io n  

m ix tu re  มาตรวจชอบล้วธอะกาโรชเจลอเลตโตรโฟ่รีข้ช พบว่ารีตอมบิแนนท่พลาส์มิต pSV2  

และ pSV3 มปีนาตประมาแร 9 .5  และ 7 .5  kb ตามลำตับ และรังพบว่าเรชตักข้นเอนไชมื่ 

ไม่ชามารทร่อรรีตอมบแนนท่ีพลาชมิต PSV3 ท่ีเล้อกสิก»าไล้อร่างชมบูรร»

จากตวามพรารามสิก»า r e s t r i c t i o n  map ปีองรีตอมบนนนท่ีพลาส์มต pSV3  

โตรการร่อรล้วรเรชตักข้นเอนไชมื่ชนิตต่างๆ ท่ีม r e s t r i c t i o n  s i t e  บนตเอนเอพาหะ 

PÜC18 แล้วน่า d ig e s t io n  m ix tu re  มาตรวจชอบล้วรอะกาโรชเจลอเลตโตรโฟ่รีข้ช
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พบว่าเรฟ้ตักร่นเอนไชมชน่ตต่างๆท่ีใช้ ไม่ฟ้ามารถร่อa i ตอมบแนนท่ีพลาฟ้ม่ต PSV3 ไต้อกเว้น 

P s t I ,  K p n l,นละ PvuII ท่ีฟ้ามารถร่ออร้นรีเอนเอธองรตอมบิแนนกหลาฟ้มต pSV3 ได้บ้าง 

ร่งไม่น่าจะเป็นไปไต้และไม่ทราบฟ้าเหตุอร่าง?«เจนว่าเกั«จากอะไร เพราะปรากฎการ am 

ไม่เกัตธนเมึ๋อลับโตลนร้า8 in s e r te d  DNA fragm ent ไปไว้ในพลาฟ้มิ« PSE411 ร ง เป็น 

อนุพันร่ธองพลาฟ้มร PÜC18 และมลำตับปีองกรตน่วตลโอไท«ฟ้วนใหญ่อัง« ง เป็นปีองพลาฟ้ผต 

PUC18

จากลักษท!ะการโตลน CGTase gene มาไว้ในพลาฟ้มิต pUC18 ท่ี m u ltip le  

c lo n in g  s i t e  รงอร่ downstream จาก l a c  prom otor จงน่าฟ้นใจว่า CGTase 

gene จะอร่ภา8ใต้การตาบตุมปีอง l a c  p rom otor หรอไม่ จากผลการสืกษาถงอกรพลปีอง 

IPTG ต่อการนฟ้ตงออกปีอง CGTase gene ในรตอมรแนนกพลาฟ้รต pSV3 พบว่า IPTG 

ร่งเป็นตัวกระตุ้น ( in d u c e r)  ต่อ l a c  prom otor บนพลาฟ้มต pUC18 มผล?ว8กำให้การ 

แฟ้ตงออกธอง CGTase gene เพ่ิมมากปีน(รูปท่ี 20) นฟ้«งว่า CGTase gene อร่ภาaใต้ 

การ«วบตุมปีอง l a c  prom otor จรง นอกจากน้ํอังรู้'ว่า CGTase gene มืกฟ้ทางธองการ 

ถอ«รห้ฟ้อร ่ านฑฟ้กางเรีอวกันกับ l a c  prom otor

จากการท่ีไม่ฟ้ามารถสืกษา r e s t r i c t i o n  map ธองรัตอมบนนนกพลาฟ้มต pSV3 
ไต้ จงกำการร้าa in s e r te d  DNA fragm ent มาไว้านพลาฟ้มิต PSE411 ร่งเป็นพลาฟ้มิต 

ท่ีฟ้ร้างปีนจากพลาฟ้รต pUC18 โตaกำการตัตต่อเพิ่ม M 1 3  o r i  Iช้าไปในตำแหน่ง N arl 

(Dente และ«ท!ะ, 1983) และน่า t a c  prom otor มาแกน l a c  prom otor โตa t a c  

prom otor ในพลาฟ้มต PSE411 มีกฟ้ทางการถอตรห้ฟ้าน กางเs a วกันกับ l a c  prom otor 

ในหลาฟ้มต pUC18 (E lled g e  และ D avis, 1989) ตังนันในการโตลนร้นต่อเนองตรังน้ํ 

จงฟ้ามารถเลอกใรเรฟ้ตักร่นเอนไชมไต้หลาBชน่ตใน m u lt ip le  c lo n in g  s i t e  และ 

ฟ้ามารถกำหน«ทฟ้ทางธองการโตลนรน CGTase gene ไต้ เพราะหลาฟ้มต PSE411 ม 

m u ltip le  c lo n in g  s i t e  ทเกอบจะเหมอนกับพลาฟ้มต pUC18 ตังนัน CGTase gene 

จงถกร้าaให้มาอร่ภาaใต้การตาบตุมธอง t a c  prom otor ไต้ จากลักษท!ะการฟ้ร้างพลาฟ้มต
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pSE411 ดัง l a c  r e p re s s o r  b in d in g  s i t e  ถกดัดออกจงมีการชร้างเอนไชมื่ CGTase 

ตลอดเวลา โดรไม่ต้องกระตุ้นด้วอ IPTG

เม่ือนำทรานส์ฟ่อร้แมนท่ีท่ีไต้มาทดชอบแอดตวิดีอองเอนไชมี CGTase โดธทดชอบ 

a m y lo ly tic  a c t i v i t y  , PICT , CD-TCE assay  และการวิเดราะห้ CDs ต้วร HPLC 

ดามลำดับ ชรุปไต้ว่า CGTase gene จากร้ดอมบินนนกพลาชมิด pSV3 ไต้ถกดับโดลนมาอรใน 

พลาชนิด PSE411 และให้ส์อทรานชฟ่อร้แมนท และร้ดอมบแนนทพลาส์นิดท่ีชร้างรน'ใหม่ว่า SV5 

และ pSV5 ดามลำดับ

จากผลการสิกษารนาดและ r e s t r i c t i o n  map โดฮร่อรต้วรเรส์ตกดันเอนไชมี 

ชนิดด่าง  ๆ แล้วนำไปวิเดราะหต้วรอะกาโรชเจลแลดโตรโฟ่ร้ดัช ดังแชดงในรูปท่ี 27-32

นบว่ารีดอมนินนนทพลาชนิด pSV5 มีธนาดประมาa 9 .2  kb มีปีนาดรอง in s e r te d  DNA 

fragm ent ประมาท! 5 .2  kb ดังชอดดล้องกับปีนาดรองดันดีเอ็นเอจากรัดอมบแนนฑพลาชนิด 

pSV3 ดังนำมาโดลนอนด่อเนอง จากรนาดรอง in s e r te d  DNA fragm ent เม่ือเทีรบกับ 

ซนาดรอง CGTase gene ดังดาดว่ามอนาดประมาท! 2 kb ดังน้ันจงดาดว่าจะมีช่วนรอง

ดันดีเอนเอที่ไม่ใดัช่วนรอง CGTase gene อรมากถงดรงหนิง และม r e s t r i c t i o n  map 

ดังแชดงในรูปท่ี 33 จากการเปร้รบเทอบกับ r e s t r i c t i o n  map รอง CGTase gene 

จากบาดัลลัชสำฮพันสุด่าง  ๆ (รูปท่ี 3-10) พบว่ามีดวามแตกด่างกันใน r e s t r i c t i o n  s i t e  

เกอบทุกด่าแหนํงท่ีมีบน in s e r te d  DNA fragm ent รองรดอมบแนนท่ีฬลาชนิด pSV5 รกเว้น 

r e s t r i c t i o n  s i t e  AccI ท่ีพบบน p-CGTase gene จาก B a c i l l u s  c i r c u l a n s  

s t r a i n  N o.8 2 ด่าแหน่ง (รูปท่ี 9) และพบบน in s e r te d  DNA fragm ent รอง 

รัดอมบนนนฑพลาชนิด pSV5 3 ด่าแหน่ง โดอท่ี AccI 2 ตำแหน่งอาจจะตรงกับรอง 

B .  c i r r c u l a n s

ชาหรับการทดชอบ PICT เมื่อบ่มเลํ้องเ![อเป็นเวลา 72 ดัวโมง พบว่ามีการ
เปล่ีอนดัรอง PM medium, pH 7 .4  จากดีแดงเป็นดัเหลอง โดอท่ี pH รองนั้าเล ํ้รงlî[อ
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ร8เะน้ัน«ร่าประมากเ 7 .0 -7 .5  (ไม่ได้แลดงผลการทดลอง) รัง pH ในช่วงน้ํ PM medium 

น่าจะม่ล้แดงเหม่อนเดิม แต่กลับม่ล้เหล้องทังนํ้เพราะเกิดจากแอดดิวตีรองเอนไชม CGTase 

ก่ีเปล่ีกนแน่งไปเป็น CDs แล้ว CDs จะดับกับ phenol red  กลารเป็น CD-phenol red  

complex รังไม่ม่ล้ ล้เหล้องกี่เห็นจงเป็นล้ปีองอนดิเดเลอรอกชนิดกี่อร่ใน PM medium ดิอ 

m ethyl orange รังจะให้ล้เหล้องเมอ pH ม่ด่ามากกว่า 4 .4

จากผลการทด๙อบ PICT รอง B a c i l l u s  Aa1 และทราน๗ อรแมนท SV1 

ดังแลลงในรปก่ี 14 พบว่าทราน๙ฟ่อรนมนฑ SV1 เปล่ีรนล้รอง PM medium ได้น้อรกว่า 

B a c i l l u s  A11 แลดงว่าทราน๗ อรแมนท SV1 ม่แอดดิวตีรองเอนไชม CGTase นอรกว่า 

รังลอดลล้องกับผลรอง CD-TCE assay  จร้งๆแล้วทรานลพอรแมนท SV1 น่าจะม่จำนวน 

ชุดรอง CGTase gene มากกว่า เพราะ CGTase gene ถกโดลนในนลาลมล PBR322 รัง 

ม่อร่านเชลลี่าด้หลารชุด ลาเหตุอาจเป็นเพราะประการแรกกระบวนการดาบดุมการ๙ร้าง 

เอนไชม CGTase และโปรโมเตอร (prom otor) รอง CGTase gene รงตามลภาพดวาม 

เป็นจร้งอฮ่ในแบดทเร้กลากพันสุบาชิลลัล อาจจะท่างานได้ไม่ด้ใน E .  c o l i  ประการก่ีลอง 

กระบวนการ p o s t t r a n s la t io n  m o d if ic a tio n  รองเอนไชม CGTase ใน B a c i l l u s  

A11 และ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 อาจแตกต่างกัน ท่าใหม่ผลต่อแอดตวตีรองเอไชม 

CGTase ก่ีกอดรหัลออกมา รังเห็นได้จากแม่นเอส์ตีเอล-โพล้อะไดรลาไมดเจล (รูปก่ี 26) 

ว่าทรานลฟฮรแมนท SV5 รังใช้ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 เป็นเชลเจ้าเร้อนเช่นเดกวกับ 

กรานลพอรแมนท SV1 จะลร้างโปรตีนกี่ม่รนาดเท่ากับเอนาชม CGTase ในปีกเะเดยวกันห็ 

ลร้างโปรตีนก่ีม่ธนาดใหญ่กว่าเอนาชม CGTase เล็กนอร ประการกี่ลามจากการวเดราะห็ 

CDs ด้วร HPLC พบว่าส์ารละลาฮดัวอร่างกี่เตร้ธ»จาก re a c t io n  m ix tu re  รอง 

กรานลพอรแมนท SV5 ม่ลัดล้วนรอง a-CD มากก่ีส์ด รังแร้งกับ Pongsaw asdi และ 

Yagisawa (1987) และ อุไรวรรกเ (2536) กี่รารงานว่า B a c i l l u s  A11 ให้ผลตภัทเท 

P-CD มากก่ีสํด ดาดว่าทรานลพอรแมนท SV1 จะให้ผลเช่นเดธวกัน พลการทดลองน้ํรัให้
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เห็นว่าเอนไชมี CGTase กี่ลร้างจาก E .  c o l i  มกวา«นตกต่างจากกี่๙ร้างจาก B a c i l l u s  

A11 ในด้านการทำงานปีองเอนไชมี นละในปี«ะเด้ธวกัน Ï-CD ก็จับกับ phenol red. ไม่ 

ได้ เพราะปีนาตปีองโพรงปีกง a-CD มีปีนา«ใหญ่เกันไปไม่เหมาะกับปีนา«ปีอง phenol red  

(Kanako และตผะ ,1987) จังสํงผลให้ทรานลฟ่อร้นมนฑ SV1 เปล่ีปีนมีปิอง PM medium 

ได้น้อฮ และประการลุ«ท้า0อาจเกั«จากตวามไม่เลมีปีรปีองร้ตอมบแนนทพลาลมต pSV ltนอง 

จากมีปีนา«ใหญ่เกันไป

สำหรบทรานลฟ่อร้แมนท SV2, SV3 และ SV5 ลามารถเปล็ปีนมีปีอง PM medium 

จากมีแตงเป็นมีเหลองได้«กว่า B a c i l l u s  A11 ท้ังไนนองจากทรานลฟ่อร้แมนทท้ังลามมี 

ตวามเลกัปีรปีองร้ตอมบิแนนทพลาลม«ลุงปีนเพราะมีปินา«เล็กลงมาก และมจำนวนพลาลกัต 

ภาปีานเชลล็เจ้าเร้อนลุงกว่าร้ตอมบแนนทพลาสํมต pSVl ร่งลร้างจากพลาส์มต PBR322 มาก 

ด้งน้ันจังทำาห้ทรานลฟ่อร้แมนทท้ังลามมีจำนวนลุ«ปีอง CGTase gene มากกว่าทรานล 

ฟ่อร้แมนท SV1 มาก นอกจากน้ั CGTase gene กังออุ่ภาอใด้การตวบตมปีอง l a c  หร้อ 

t a c  p ro a o to r  จังมการลร้างเอนไชม CGTase ออกมามากตามมาด้ว0 ตา«ว่าแม้ฑรานล 

ฟ่อร้นมนท SV5 จะมีการลร้าง P-CD ในลัตสํวนก่ีน้อ0ลง นต่ก็กังให้ P-CD ในปริมาผก่ีมาก 

กว่ากี่ส์ร้างจาก B a c i l l u s  A j1 จังทำให้เกั«การเปลี่ปีนมีปีอง PM medium จากมีแตง 

เป็นมี เหลองกี่กั«เจนกว่า

G eorganta และตผะ (1991) ได้สืกษาถงปริมาผปีองเอนไชมี CGTase ใน 

บริเวผต่างๆปีองเชลเจ้าเร้อน โตฮสืกไทใน E .  c o l i  s t r a i n  HB101 ก่ีได้รับร้«อมบนนนฑ 

พลาส์ม«ก่ีมี CGTase gene จาก A lk a lo p h il ic  B a c i l l u s  No. 38-2 พบว่า 

ปริมาผปีองเอนไชมี CGTase ชองทรานส์ฟ่อร้นมนฑจะออุ่ภารในเชลล็ ( i n t r a c e l l u l a r )  , 

p e r ip la s m ic  space และ หลังออกมานอกเชลล ( e x t r a c e l lu l a r )  เท่ากับ 35, 59 

และ 6 เปอร้เชนต ตามสำด้บ จังตา«ว่าทรานลฟ่อร้แมนท SV5 ก่ีงก็ตอ E .  c o l i  

s t r a i n  HB101 ก่ีได้รับร้ตอมบแนนไาพลาลกัต pSV5 มีปริมาผเอนไชมี CGTase ล่วนใหญ่อฮุ่ก่ี 
p e r ip la s m ic  space และ ภารในเชลลเสํนกัน จากการทำ CD-TCE assay  ปีอง
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ทรานฟ้ฟ่อร์แมนม่ SV5 โอราช้ฟ้ารละลารเอนไชม่จากฟ้วนต่างๆชองทรานฟ้ฟ่อรีแมนท เพอ 

หาการกระจาร ( d i s t r i b u t i o n )  ปีองเอนไชม่ CGTase ในฟ้วนนาเลํ้องเ$อ (ร1 หรอ 

e x t r a c e l l u l a r ) ,  ฟ้วน p e r ip l a s a i c  space (S2) และ ฟ้วนทังเชลล (PC) พบว่า 

ให้ส่า d i lu t io n  l i a i t  เก่ากับ 2% 21 และ 0 ตามลำดับ จะเพนว่าอ่าแออดวิต้ปีอง 

เอนไชม CGTase านฟ้วนนาเลํ้รงเïfอธองทรานฟ้ฟ่อรีแมนท SV1 ม่อ่า d i l u t i o n  l i a i t  

ตา ฟ้อตดล้องกับรารงานปีอง G eorganta  และค{«ะ (1991) และส่ากว่าปีอง B a c i l l u s  

A11 มาก เพราะ B a c i l l u s  sp . จะฟ้ร้างโปรต้น และหล่ังออกนอกเชลลไต้เกอบบ้ังหมอ 

(S ibakov, 1986) ในกรรปิองฟ้ารละลารเอน'ไชมจากลํวน p e r ip l a s a i c  space  (ธ2) 

ร่งเป็นการIตรีรมฟ้ารละลารเอนไชม่ โอรการใช้!ysozyme ร่อรพนังเชลแล้วนำไปปีนเพอ 

เอา su p e rn a te  ร่งอา«ว่าเอนไชม่ CGTase ในบวิเวแเ p erip lasm  จะหล่ังออกมา พบ 

ว่าให้อ่า d i l u t io n  l i a i t  กี่ตามาก ออมอ่าเก่ากับ 21 ร่งนอ่าเก่ากับฟ้ารละลารเอนไชม 

จากฟ้วน ร1 บั้งนํ้อาจเก้อจากการร่อรพนังเชลลต้วร ly so zyae  เก้อไม่ฟ้มบูรแเ เนองจาก 

เชลลกี่นำมาใช้สืกษาจะต้องบ่มเลํ้รงเtเอเป็นเวลานานกง 72 ร่วโมง และมการฟ้ร้างเมอก 

ก่าให้เชลลั่รวมตัวกันเป็นก้อนกำให้การทำงานปีอง lysozyme ไม่ไต้ผลต้เก่ากี่อวร นอก 

จากนํ้รังอาจเป็นฟ้าเหตุกี่ก่าให้ไม่พบตะกอน CD-TCE complex อร่ในฟ้วนปีองบ้ังเชลล (PC) 

เพราะว่าเม่อกเป็นตัวกันไม่ให้ล้บฟ้เตรตล้มพฟ้กับเอนไชม่ CGTase ในลํวน p e r ip la s m ic  

space กี่หลงเหล้อ8รู่ แม้ว่าในระหว่างการทำปฎิก้วิราจะม่การเปีราตลออเวลา แส่ก็พบว่า 

เชลล่ัรังจับกลุ่มกันเป็นก้อนเหม่อนเอม ในการทอลองอร้ังน้ํไม่ไต้ทำให้Iชลลแดกก่อนนำมาวัต 

นอตรทต จังไม่ไต้ตรวจฟ้อบเอนไชม่กี่อร่ภารานเชลล นอกจากนํ้จากการวิเดราะพ CDs 

ต้วร HPLC ป็องฟ้ารละลาอตัวอร่างกี่เตรีรมจาก re a c t io n  m ix tu re  ปีองฟ้ารละลาร 

เอนไชม่านฟ้วน ร1 และ S2 พบว่าม่ m alto se  และ a a l t o t e t r a o s e  รงIปนตัวรับรังแบบ 
แช่งธันฟ้าหรับปฎิก้วิรา c y c l iz a t io n  ในปวิมาเรก่ีมากพอฟ้มอวร จังอาจม่พลทำให้รับรั้ง 

เอนาชม่ CGTase ไต้บางฟ้วน m alto se  และ a a l t o t e t r a o s e  กี่ตรวจพบนันเกอจาก 

ปฎิก้วิอา s h o r te n in g (d is p ro p o r t io n a t io n )  ปีองเอนไชม CGTase รงม่ปฎิก้วิราดล้าอ
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กับเอนไ7fJJ am ylase นละปี{ระเกรวกัน g lu co se  ก่ีอรู่ใน s o lu t io n  I (fta 2 .13 ) îl 

ใช้ในการเ«รรบ S2 ก็จะทำพน้าก่ีเป็น a c c e p to r  ในปฏิกรัรา d is p ro p o r t io n a t io n  

ต้วร (B ender, 1985)

เนองจากรีตอบบิแนนทพลา๙บิต pSV5 น CGTase gene ก่ีโ«ลน'1ต้อร่บน h ig h  

copy number p lasm id  และอรู่ภาฮใต้การตวบกุมปิอง s tro n g  prom otor ( t a c  

prom otor) จ้งน่าจะตรวจพบเอนไร/ม CGTase ต้วรเอสํต้เอ๙-โพลิอะไกรลาามก็เจล 

อเลกโตรโฟรัช้๙ จ้งนำโปรต้นทั้งหมกจากเร/ลเจ้าเรักน ( E .  c o l i  s t r a i n  HB101) 

และทราน๙ฟ่อร้แมนก็ก่ีไต้รับพลา๙มีก PSE411 และ pSV5 มาทก๙อบต้วอเอ๙กเอ๙-โพลิ 

อะไกรลาไมก็เจลอเลตโตรโฟ่รัช้ส์ (ช้อ 2 .15 ) พบว่าทราน๙ฟ่อร้นมนท SV5 ๙ร้างโปรต้น 

ก่ีมีปีนากเท่ากับเอน'ไชม CGTase จาก B a c i l l u s  A11 ใน ปี ท»ะกี่เชลเจ้าเรัอนและ 

ทราน๙ฟ่อร้แมนทก่ีไต้รับพลา๙มีก PSE411 ไม่ปรากฎแทบโปรต้นกังกล่าวบนแม่นเอ๙ต ้เอ๙-โพลิ 

อะไตรลาไมก็เจล (รูปก่ี 26) นอกจากน้ํรังพบแถบโปรต้นก่ีมีอนา«ใหญ่กว่าเอนไร/ม CGTase 

เก็กน้อร รเงอาจจะเป็นผลอองกระบวนการ p o s t - t r a n s l a t i o n a l  m o d if ic a tio n  ออง 

เอนไร/ม CGTase ใน E .  c o l i  กี่อาจจะต่างไปจาก B a c i l l u s  sp .

จากผลการวเกราะห CDs ต้วร HPLC ออง๙ารละลาฮตัวอร่างกี่เตรัรมจากตะกอน 

CD-TCE complex และ r e a c t io n  m ix tu re  อองกราน๙ฟ่อรแมนท (รูปก่ี 25) พบว่า 

๙ารละลาฮกี่เตรัร«จากตะกอน CD-TCE complex จะให้ peak ออง 3-CD เพรง peak 

เต้รว แต่มี r e te n t io n  tim e กี่แตกต่างจาก s ta n d a rd  P-CD เล็กน้อร จ้งต้องมีการ 

พ๙จน้ว่าใช้ 3-CD จรังหรัอไม่ ต้ารการเต้ม i n t e r n a l  s ta n d a rd  ช้งให้พลการทกลองก่ี 

รนรันไต้ว่าเป็น 3-CD จรัง
Pongsawasdi และ Y agisava (1987) ไต้ราธงานว่า B a c i l l u s  A11 จะ 

ให้ผลิตภัทเทส่วนใหญ่เป็น 3-CD และไต้ «-CD ในปรัมาทเน้อร ต่อมาอุไรวรรtu (2536)ไต ้ 

ทำการวเกราะก็ CDs ต้วร HPLC โกฮเตรัอม๙ารละลารกัวอร่างจาก r e a c t io n  m ix tu re  

ปีอง B a c i l l u s  At 1 พบว่าให้ผลิตภัทเท a - ,  3- และ อ-CD ในอัตราส่วน. 1 :5 .7 :1 .3
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จงเป็นกี่น่าชนใจว่าฑ‘ทน๗ อรีแมนก SV5 จะใบ้ผลตภันเท CDs เป็นอร่างไรบ้าง นอกจากน้ั 
จากผลการก«ชอบแอ«ต้วต้ธองเอนไชม CGTase จากกรานชฟ่อรแมนก SV5 ต้วฮ CD-TCE 

assay  กั้งจากลํวนนั้าเลํ้องเ^อ (ธ1) และ ๙วน su p e rn a te  (S2) ใบ้ค่าแอ«ติวิต้ปีอง 

เอนไชมกี่ต๋ัามาก ร่งธั«แร้งกับผลธอง PICT จง«า«ว่า E .  c o l i  และ B a c i l l u s  A11 

อาจใบ้ไต้ผลตภัผท CDs ในกั«ช่วนก่ีค่างกัน ต้งนั้นจงเ«รีรมชารละลาร«วอร่างเพี่อวิเ«ราะห 

CDs ต้วร HPLC จาก re a c t io n  m ix tu re  พบว่าชารละลารเอนไชมจากช่วนน่าเลองเ$อ 

(S I) และชวน su p e rn a te  (S2) ใบ้ peak รอง a - ,  p- และ if-CD ในอัตราช่วน 
1 :1 .9 :6  และ 1 :1 .4 :3 .5  ตามลำ«บ ร่งแช«งว่ากรานชฟ่อรแมนกี่ SV5 ใบ้ผลิตภัทเท 

ลํวนให^เป็น if-CD
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สํรุปผลการทดลอง

1. สำมารทโคลน CGTase gene ท่ีออุ่บนช้ํนดเอ็นเอปีองโครโมโชม ปีอง 

B a c i l l u s  A11 ต่อเช้ากับคเอ็นเอนาหะ PSE411 ไค้รีคอมบแนนฑพลาสํมิคชนิดใหม่ให้ส์อว่า 

pSV5 มิปีนาคประมาณ 9 .2  kb โคaมิปีนาคปีอง in s e r te d  DNA ประมาณ 5 .2  kb

2. r e s t r i c t i o n  map ปีอง CGTase gene จาก B a c i l l u s  A11 แดกต่าง 

จาก K l e b s e i 1 l a  p n e u m o n i a e  M5al, B .  m a c e r a n s ,  A lk a lo p h il ic  B a c i l l u s  

1-1 , A lk a lo p h il ic  B a c i l l u s  sp . s t r a i n  N o.38-2 , B a c i l l u s  sp . #1011, 

A lk a lo p h ilic  B a c i l l u s  sp . s t r a i n  17-1, B .  c i r c u l a n s  s t r a i n  N o.8 และ 

B .  s u b t i l  i s  No. 313

3. Phenol red  in c lu s io n  complex t e s t  (PICT) สำมารถทคส์อบ 

แอคดวตปีองเอนไชมิ CGTase ไค้

4. CGTase gene ท่ีโคลนไค้ใน E .  c o l i  สํร้าง Ï-CD ในกัคสํวนท่ีมากท่ีสํค 

ตามค้ว8 0- และ OC-CD

5. สำมารถตรวจพบแทบโปรดนท่ีคาดว่าเป็นเอนไชมิCGTase จากทรานสํฟอร้แมนก 

SV5 ค้วa เ อสํค้เอสํ-โพลอะไคร้ลาไมดเจลอิเลคโดรโฟรีนิสํ
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