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งานวจิบ้น่ ีพ้ ุห่ ีจ่ะไคลน«น จาก p .  p s e u d o m a l l e i  เร า้ส ู ่ E .  c o l i  และ;ftคเ่ลอืก
h e m o ly s in -e x p r e ss in g  E .  c o l i  นีม้คุ่ผลมบคัลลาย เมคิ เลอืคแคง เพึอ๋นฯไบ เบีนค้นนบ»»ลฯหรับการ 
ลกึษาวจิ«้ไนรน้คอ่ไบ การคคัเลอืกลา«พนัธ ุ รอง P . p s e u d o m a l l e i  หึเ่บน็คบัแบบไนการลกึ«าการไคลน«น
จะไซว้ธิหีคลอบหา h e m o ly tic  a c t iv i t y  รอง L iu  และคผะ (2 0 )  คอื c e llo p h a n e  p la t e  
te c h n iq u e  หลา้การคอืเล ีย้งเช ือ้ไนภาวะห ีเ่รงํการลรา้งลารพ พั  ( t o x in )  คา้«นฯ้คาลกลไคลไน 
บร่มิา»ลงู (10% g lu c o s e )  และนอ้งกนัไมไ่ห ้ to x in  ห ีล่รา้งผลมอาห ารเล ี«้งเช ือ้ไค«เล ีย้งเช ือ้บน  
กระคา«เซ ไลเห น  ชว่งการหคลอบ h e m o ly tic  a c t iv i t y  ไคบ้รรจรุน้คอบการลา้ง เอาลาร«บ«ง
( in h ib i t o r )  ออกจากเซลเมค็เลอื«แคงเพ ึเ๋พมบระลหธภีาพทอง h em o ly sin  ไนการสลาชเมค็  
เลอคแคง ไนภาวะนกค ิ h e m o ly tic  a c t iv i t y  ไคจ้าก p .  p s e u d o m a l l e i  ไหค้า่ h e m o ly tic  
a c t iv i t y  คฯ่กวำแบคพเัร«ิซบคิอึน๋ ๆ จงไมล่ามารกล3ั เกคลา้«พะการสลา«  Iมิค เลอืคแคงบนอาหาร 
เล ีย้ ง เช ือ้  (b lo o d  a g a r ) ไคร้ค้เจน คง้นีน้จงไมล่ามารถจะนฯวธกีารคค้เลอ้ก h e m o ly tic
a c t iv i t y  ไค«การคพู ไั«ผะการลลาHเมคีเลอืคแคงบนอาหารเลีย้ง เชือ้ (b lo o d  a g a r ) มาหคลอบ 
เหมอบการพร«บ h e m o ly tic  a c t iv i t y  รองแบคหเ้ร«ิชนคิอึน๋ ๆ ( 2 2 ,4 9 ,5 0 ,5 1 )  การหคลอบ 
h e m o ly tic  a c t iv i t y  ชืน้กบัความเหมาะลมรองการหคลอนเบคพเัร«ิไนแคล่ะซนคิ «กควัอยา่ง การ  
ค้ค Iลอกไคลน'คไห ้ h em o ly sin  รอง S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e  จะลง เกคลก«ผะ h e m o ly sis  บน 
เจÇ«ะ ก าไร ส  0.5%  พ ีร่าคควั«เมคีเลอืคแคง 7.5% (V /V ) (4 6 )  หรอิไรว้ธหีาคา่ t i t r a t io n  รอง 
h em o ly sin  ไค«วธิ  ีเจอจาง เชือ้แบคหเ้ร«ิควัย tw o -fo ld  d i lu t io n  แลว้จงนาไนพาการลลา«เมค็
เลอ้คแคงคอ่ไน ( 4 6 ,4 9 ,5 2 )

เช้ือคับนบมพ่ีนฯมาลึกพา h em olysin  คือ p .  p s e u d o m a l l e i  สา«พนัธ ุ K 1/88 ไห ้ 
h e m o ly tic  a c t i v i t y  ลงสคคอ 256 HU H ost c e l l  หไรไ้นการร«าชไคลนคอ E .  c o l i

JM109 ซงไคพ้ลลบควั«วธิรีอง L iu  และ«ผะ พ!ทาไมม่ h e m o ly tic  a c t iv i t y
การไคลน«น รอง p .  p s e u d o m a l l e i  ไค«ไรพ้ลาลพค pUC18 เบนี v e c to r  มร้่อคืคอื 

สามารถคค้ ่เร«กไคลนไคลัะควก เพ«ังรน้คอน เค«ืว คอื เล ีย้งอาหาร เล ีแ้ง เช ือ้พ ีพ่ ที !Jfl«วนะ a a p ic i l l in  
และ x - g a l  กลึามารถ«ค เลอืกไคลนพีม่ ี DMA in s e r t  ไค  ้ pi JC 18 ม r e s t r i c t  1 ๓  s i t e
มากพไหเ้ลอืกไคลนและสามารถ«คหยุน่รนาค DNA ทไรไ้คลน นอกจากนี«้งม ี r e s t r ic t io n  s i t e  
mvuBUกบั H13mp8 ชืง้มบีระไ«ซนไนการหาลฯคบ้เ่บสนวิคลไือไพ (DNA se q u e n c in g ) บ างรา«งาน  
อาจจะไร ้ v e c to r  ซนิคอ๋ึน ว ไคแ้ก ่ PBR322 เพีอ่ไคลน«น h em o ly sin  รอง V i b r i o  c h o l e r a e

i m  a  6  % 2 .  T -
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E l to r e  (4 9 )  และ A c t  ï n o b a c ï  l i a s  p l e u r o p n e u a a n i a e  (2 2 )  สว่น V i b r i o  v u l n i f i c u s  

ไค  ้ phage ไนการ!คลน h em o ly sin  g en e  (5 3 )
Chrom osom al DNA หอง p .  p s e u d o m a l l e i  ไคจ้ากการสกคคว้พาธ a lk a lin e  

l y s i s  m ethod u s in g  CTAB พทีลา้การคอืคฯไคเ้ซลแคก!«ช 10ZSDS และเร)่พไบรคนืและสารคีไ่ม่ 
คอ้งการไคพ้‘ีโม เลกลปนีาค เลก็!คช p r o te in a s e  K และไค  ้ CTAB/NaCl ซ่วษสอ»พ
p o ly sa c e h a r id e  ชอง p .  p s e u d o m a l l e i  คฯไคแ้ชก chrom osom al DNA ไคร้วค เรว็และ!กสัทุธ 
ชงธนกวา่วร่ธรรมคา

«ลการ!«ลนพนจาก P .  p s e u d c m a l l e i  คม h e m o ly s in -e x p r e ss in g  E .  c o l i  

3 ‘โคลนจากจฯนวน tra n sfo rm a n t คงคมค 160 ‘โคลน ไคค้า h e m o ly tic  a c t iv i t y  
ระควา่ง 2 -4  HU ‘โคลนท!ค ้ h e m o ly tic  a c t i v i t y  ลงสคุคอ E .  c o l i  JM109 (pNC7) 
การ!«ลนรน h em o ly sin  จากแบคทเีรช็อืน๋ คอื A .  p l e u r o p n e u a a n i a e  ไค  ้ pBR322 Iมึน 
v e c to r  ไคจ้ฯนวน!«ลนค e x p r e ss  h em o ly sin  25  ‘โคลนจาก 900 tra n sfo r m a n ts  (2 2 )  ไน 
การ!คลน v .c h o le r a e  ไค  ้ p h age เมนึ v e c to r  ไคจ้ฯนวน!«ลน 3 ‘โคลนจาก 600  
tra n sfo rm a n ts (5 1 )  อ«้ราการคบ h e m o ly s in -e x p r e ss in g  c lo n e s  ชอง p .  p s e u d o o a l l e i  

คือ 3  ‘โคลน จาก 160 tra n sfo rm a n t นอกจากนพงพบวา h e m o ly tic  a c t iv i t y  ชอง 
h e m o ly sin -e x p r e ss  E .  c o l i  มคา่คฯ่กวา่ h e m o ly tic  a c t iv i t y  ชองเชล«นแบบ คอ 
p .  p s e u d c m a l l e i  ค ีไ่ค!้คลน เชน่เคชืวกบัผลคีไ่คจ้ากการ‘โคลนรน h em o ly sin  จากแบคท!ีรช็ 
ชรคอน ว ( 2 2 ,2 4 ,4 9 ,5 4 )  h em on lysin  ค e x p r e s s  นอชอาจเนองจาก 1 ) h em o ly sin
คีล่รา้งไน E .  c o l i  ไมก่กูลง่ออกนอก เซล เชน่ เคชืวกบัไพ!รถ«องการ‘โคลน p h o sp h o lip a se  C ชอง 
p .  a e r u g i n o s a  ล ู ่ E .  c o l i  (2 3 )  p h o sp h o lip a se  C เนอลรา้งไนเซล E .  c o l i  แลว้จะ 
ไมก่กูลง่ออกบอกเซล E .  c o l i  จะลง่!บรคนืบางซน«เทา่นัน้ออกนอกเซล ไคแ้ก ่ e x t r a c e l lu la r
p r o te in  ! คพจะกกลง่ออกนาแค/ๅาชไนซนชอง o u te r  membrane 2 )  h em o ly sin  อาจกกสรา้ง 
‘โคชพี le a d e r  seq u en ce  ชอง p .  p s e u d c m a l l e i  และไมก่กพอพควช E .  c o l i  p r o te a se  
ทรอเมนึ!บรคนทธาคคาช (tr u n c a te d  p r o te in )  3 )  prom otor ชอง v e c to r  ทไคไ้นการ 
‘โคลนชนเบน weak prom otor (PÜC18 p rom otor)

ผลชอง so u th ern  b lo t  a n a ly s is  แสคงไคเ้ทน็วา่ in s e r te d  DNA ทไคจ้ากการ 
‘โคลน มาจาก P .  p s e u d c m a l l e i  g e n o m e  และพบวา่ in s e r te d  DNA คงสาม'โคลน ไม่พี 
hom ology กัน ซงพง้ชืว้า่!«ลนคง็สามเมนึ h em o ly sin  คนละซรคกนัเชน่เคชืงกนักร«ชองการ!«ลน 
h em olysin  g en e ชอง V . c h o l e r a e  c l a s s i c a l  s t r a in  คไืค ้ h e m o ly s in -e x p r e ss in g  
c lo n e s  2  ซรคคีพ่คีวานเคกคา่งกนั (5 1 )
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