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 ยีนบีตา-ไซโลสิเดสของ Streptomyces sp. CH7 ในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 สามารถ
แสดงออกไดใน   E. coli สายพันธุ DH5α ที่ไมตองการการชักนําใกลเคียงกับสายพันธุ JM109 ที่ชัก
นําดวย 0.2 มิลลิโมลาร IPTG  และยังพบวาไซแลนเปนแหลงคารบอนที่มีผลเพิ่มประสิทธิภาพการ
แสดงออกของยีน ขณะที่ไซโลสและกลูโคสยับยั้ง สวนระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพื่อให  
แอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมสูงสุดคือ 15 ชั่วโมง เมื่อนําเอนไซมที่ไดจากการแสดงออกของยีนนี้มาทํา
ใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟบน DEAE-Biogel A และ Sephadex G-200 พบวามีรูปแบบ
การทําใหบริสุทธิ์คลายคลึงกับเอนไซมที่ไดจากสายพันธุเดิม นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมมีอุณหภูมิและ
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางาน และความเสถียรตออุณหภูมิและความเปนกรดดาง
เชนเดียวกับบีตา-ไซโลสิเดสจากสายพันธุเดิม เอนไซมนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 178,000 ดาลตัน 
เมื่อวิเคราะหโดยเจลฟลเตรชันและประกอบดวย 2 หนวยยอยที่มีน้ําหนักเทากันคือประมาณ 75,000 
ดาลตัน 
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 β-Xylosidase gene of Streptomyces sp. CH7 in the recombinant plasmid  
pCH7-1 has comparable expression ability either in E. coli strains DH5α without induction or 
JM109 induced with 0.2 M IPTG. Furthermore, its expression ability was increased by xylan but 
repressed by glucose and xylose when used as a carbon source for cultivation. The optimal 
cultivation time giving maximum enzyme specific activity was 15 h. Purification of β-xylosidase 
from the recombinant E. coli by column chromatography on DEAE-Biogel A and Sephadex G-
200 gave similar purification patterns to that of the enzyme from the wild type. The purified 
enzyme had pH and temperature optimum including its stability to pH and temperature 
properties similar to that of the wild type. It had molecular weight of 178,000 Da estimated by 
gel filtration and consisted of 2 identical subunits with molecular weight of 75,000 Da. From the 
nucleotide sequence analysis of the DNA insert in the recombinant plasmid pCH7-1, it showed 
one complete open reading frame from nucleotide numbers 552 to 2927 encoding 792 amino 
acids with calculated molecular weight of 83,386 Da. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ประวัติความเปนมา 
 

เซลลพืชเปนแหลงคารบอนหลักในธรรมชาติ ประกอบดวยพอลิเมอรที่เปนองคประกอบหลัก  
3 ชนิด ชนิดแรกคือ เซลลูโลส (cellulose) เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะ
บีตา-1,4-ไกลโคซิดิก (β-1,4-glycosidic) ที่เปนสายโซตรง มีสูตรทั่วไปคือ (C6H10O5)n พบใน
ปริมาณ 30-50 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง ชนิดที่สองคือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เปน    
พอลิเมอรของน้ําตาลเพนโตส และ/หรือน้ําตาลเฮกโซส ไดแก กลูแคน, แมนแนน และไซแลน โดยมี
ไซแลนเปนองคประกอบหลัก ชนิดสุดทายคือ ลิกนิน (lignin) เปนสารประกอบเชิงซอนประเภท  
พอลิฟโนลิก (polyphenolic) ซึ่งมักหอหุมชั้นเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเอาไว (Wong และคณะ, 
1988) 

 
ไซแลนเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในเซลลพืชโดยยึดเกาะกับพอลิแซคคารไรด

ชนิดอื่น (เชน กลูแคน, แมนแนน) ดวยพันธะนอนโควาเลนท (non covalent) และยึดเกาะกับ
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดวยพันธะไฮโดรเจน พบตามธรรมชาติทั้งในไมเนื้อออน ไมเนื้อแข็ง พืช
ลมลุก ในผนังเซลลชั้นแรกของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว รวมทั้งในวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เชน กาก
เมล็ดฝาย รําขาว ฟางขาว ซังขาวโพด เปลือกเมล็ดทานตะวัน (Magee และ Kosaric, 1985) และ
ในเปลือกเมล็ดธัญพืชตางๆ เปนตน (Ericksson และคณะ, 1990) นอกจากนั้นยังสามารถพบได
ในวัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการลอกเนื้อไมเพื่อทําเยื่อกระดาษ (pulping) (Biely, 1985) ปริมาณ
และโครงสรางจะแตกตางกันไปตามแหลงที่มา เชน ในไมเนื้อแข็งพบวามีปริมาณไซแลนมากกวา 
30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง (Ward และ Moo-Young, 1985) ในไมเนื้อออนจะมีไซแลน
ประมาณ 8 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง สวนในไมลมลุกจะมีไซแลนประมาณ 20-40 เปอรเซ็นต
ของน้ําหนักแหง (Saddler และคณะ, 1983) 

 
โครงสรางของไซแลนเปนพอลิเมอรที่ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสเชื่อมตอกันดวยพันธะ     

บีตา-1,4-ไซโลสิดิก (β-1,4-xylosidic) เปนสายหลัก และมีสารประกอบอื่นๆมาเชื่อมตอเปนหมู
ขางเคียงเชน หมูอะราบิโนสตอกับตําแหนง ο-3 ของไซโลส หมูกลคููโรนิลตอกับตําแหนง ο-2 ของ
ไซโลส สวนหมูอะซิติลตอกับตําแหนง ο-3 และ ο-2 ของไซโลสได ดังแสดงในรูปที่ 1.1 
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รูปที่ 1.1  ลักษณะโมเลกุลของไซแลนและการยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมกลุมยอยไซแลน 

(Biely, 1985) 
 

Ac  แทน หมูอะซิทิล 
Araf  แทน แอล-อะราบิโนฟวราโนส 
MeGlcA แทน 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูโคโรนิค แอซิด 
Xyl  แทน ดี-ไซโลส 

 
 

139 )
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1.2 การยอยสลายไซแลน 
 

การยอยสลายไซแลนใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว สามารถยอยสลายโดยการใชสารเคมี 
(chemical hydrolysis) และการยอยสลายดวยเอนไซม (enzyme hydrolysis) หรือใชทั้งสองอยาง
รวมกัน (Tsao และ Chiang, 1983) 
 

1.2.1 การยอยสลายไซแลนดวยดาง 
 

การยอยสลายไซแลนดวยดางมักนําไปใชในอุตสาหกรรมการทํากระดาษ ซึ่งจะนําชิ้นของ
เปลือกไมมาตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนเพื่อใหเปลือกไมยุย และเปนการกําจัด 
ลิกนินที่อยูในชั้นลิกโนเซลลูโลสออกบางสวน หลังจากนั้นจะนําไปผานกระบวนการฟอกสีเยื่อ
กระดาษโดยใชสารเคมีที่มีคลอไรดเปนองคประกอบ เชน คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide) 
และกาซคลอรีน เปนตน ทําใหเกิดสารประกอบไดออกซิน (dioxin) และสารประกอบคลอไรดที่เปน
พิษชนิดอื่นๆดวย (Visser และคณะ, 1992) 

 
1.2.2 การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซม 
 

การยอยสลายไซแลนดวยเอนไซมเปนปฏิกิริยาที่จําเพาะกวาการใชสารเคมี และยังไมทํา
ใหเกิดสารประกอบที่เปนพิษ เอนไซมในกลุมนี้สามารถนํามาใชประโยชนไดหลายประเภท เชน 
กระบวนการฟอกสีเยื่อกระดาษ (Jurasek และ Paice, 1992) ใชในอุตสาหกรรมอาหาร เชน     
การทําน้ําผลไมใหใสข้ึน และใชลดความหนดืของอาหารสัตว (Wong และ Saddler, 1992 และ 
Gilbert และ Hazlewood, 1993) ซึ่งเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไซแลนประกอบดวยเอนไซมสอง
กลุมใหญคือ 

1. เอนโดไซแลเนส (endo-xylanase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซลาโนไฮโดรเลส       
(1,4-β-D-xylan-xylanohydrolase; EC 3.2.1.8) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลสิ
ดิก แบบสุม เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นวากลไกแบบภายใน (endo-mechanism) ไดไซโลสและโอลิ
โกแซคคาไรดสายสั้นๆเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Gilbert และคณะ, 1993) 

2. บีตา-ไซโลสิเดส (β-xylosidase) หรือ 1,4-บีตา-ดี-ไซแลน-ไซโลไฮโดรเลส             
(1,4-β-D-xylan-xylohydrolase; EC 3.2.1.37) เอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะ 1,4-บีตา-ดี-ไซโลไพ
ราโนไซด ทีละ 1 หนวยจากปลายดานนอนรีดิวส (non-reducing end) เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้น
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นี้วากลไกแบบภายนอก (exo-mechanism) ไดไซโลสเปนผลิตภัณฑสุดทาย (Dekker และ 
Richards, 1976) 

นอกจากนี้การยอยสลายไซแลนใหสมบูรณยังตองอาศัยเอนไซมชนิดอื่นๆ ดังแสดงในรูปที่ 1.1 
ไดแก 

แอลฟา-ดี-กลูคูโรนิเดส (α-D-glucuronidase; EC 3.2.1.139) เปนเอนไซมยอยสลายพันธะ
แอลฟา-1,2 ที่เชื่อมระหวางหมู 4-โอ-เมธิล-ดี-กลูคูโรนิค แอซิด กับสายหลัก 

แอลฟา-แอล-อะราบิโนสเิดส (α-L-arabinosidase; EC 3.2.1.55) ยอยสลายพนัธะ    
แอลฟา-1,3  ของหมูนอนรีดิวส  แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนซิล ไดน้ําตาลอะราบิโนส 

อะซิทิลเอสเทอเรส (acetyl esterase; EC 3.1.1.6) ยอยสลายพันธะบีตา-1,2 และ บีตา-1,3  
ที่เชื่อมระหวางหมูอะซิทิลกับสายหลักใหผลิตภัณฑเปนกรดอะซิติก 

 
นอกจากไซแลเนสซึ่งเปนเอนไซมหลักในการยอยสลายไซแลนแลว บีตา-ไซโลสิเดสก็จัดเปน

เอนไซมหลักที่สําคัญเชนกันเพราะทําหนาที่ยอยโอลิโกเมอรของไซแลนใหเปนไซโลส แมจะมี
รายงานเกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรียอ่ืนๆ หลายชนิด เชน xylB จาก 
Butyrivibrio fibrisolvens (Sewell และคณะ, 1989), bgxA  ซึ่งเปนรหัสของเอนไซมบีตา-กลูโคสิ
เดส และบีตา-ไซโลสิเดส จาก Erwinia chrysanthemi D1 (Vroemen และคณะ, 1995)     และ 
xynD จาก Aspergillus nidulans (Perez-Gonzalez และคณะ, 1998) เปนตน แตมีรายงาน
เกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อ Streptomyces sp. จากกลุมอ่ืนเพียงฉบับเดียวคือ
การโคลนยีน bxlA ซึ่งผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces thermoviolaceus OPC-
520 (Tsujibo และคณะ, 2001)    

 
สําหรับในประเทศไทย จิราวรรณ ธนะ (2541) ไดรายงานการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก 

Streptomyces sp. CH7 โดยมี E. coli DH5α  เปนเซลลเจาบานและ pUC18 เปนพลาสมิด
พาหะไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ที่แสดงออกแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส งานวิจัยนี้จึงมี
วั ตถุประสงค ที่ จ ะศึ กษาป จจั ยต า งๆต อการแสดงออกของยีนบี ตา -ไซ โล สิ เดสจาก     
Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli รวมทั้งทําเอนไซมที่ไดใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซม
เพื่อเปรียบเทียบกับจากสายพันธุดั้งเดิม Streptomyces sp. CH7 ซึ่งรายงานโดยทรรศนีย ตั้งสกุล 
(2544) 

 



บทที่ 2 
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 
2.1 แหลงของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

บีตา-ไซโลสิเดสพบไดในจุลินทรียหลายชนิด เชน   แบคทีเรีย   แอคติโนมัยสีท   ยีสต   รา       
จุลินทรียสวนใหญมักสรางและเก็บเอนไซมไวภายในเซลล (intracellular enzyme)  (Biely, 1985; 
Bachmann และ McCarthy, 1991) แตมีจุลินทรียบางสายพันธุที่สรางและปลดปลอยออกมา
ภายนอกเซลล (extracellular enzyme) (Poutanen และ Puls, 1988; Saraswat และ Bisaria, 
1997) ตัวอยางสายพันธุจุลินทรียที่สามารถสรางบีตา-ไซโลสิเดส แสดงดังตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1  ตัวอยางสายพันธุของจุลินทรียที่สามารถสรางบีตา-ไซโลสิเดส 
 

สายพนัธุจุลนิทรีย เอกสารอางอิง 
Aeromonas caviae ME-1 Suzuki และคณะ, 2001 
Arxula adeninivorans Buttner และ Bode, 1992 
Aspergillus  awamori Tenkanen และคณะ, 1993 
A. awamori K4 Kurakake และคณะ, 1997 
A.  carbonarius Kiss และ Kiss, 2000 
A. flavus de-Souza และคณะ, 1999 
A. nidulans Kumar และ Ramon, 1996 
A. niger Van-Peij และคณะ, 1997 
A. oryzae Tenkanen และคณะ, 1993 
A. oryzae KBN616 Kitamoto และคณะ, 1999 
A. phoenicis Rizzatti และคณะ, 2001 
A. sydowii MG49 Ghosh และ Nanda, 1993 
Aureobasidium pullulans Christov และคณะ, 1999 
Bacillus circulans Ratto และคณะ, 1992 
Bacillus sp. KK-1 Jung และคณะ, 1998 
B. stearothermophilus Cho และ Choi, 1998 



 6

ตารางที่ 2.1 (ตอ) 
 

สายพนัธุจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
B. stearothermophilus 21 Baba และคณะ, 1994 
B. stearothermophilus T-6 Bravman และคณะ, 2001 
B. subtilis Lindner และคณะ, 1994 
Butyrivibrio fibrisolvens Utt และคณะ, 1991 
Cellulomonas flavigena Perez-Avalos และคณะ, 1996 
Cochliobolus carbonum Wegener และคณะ, 1999 
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Lee และ Forsberg, 1987 
Dictyogiomus sp Ratto และคณะ, 1994 
Neocallimastix frontalis Habraud และ Fevre, 1990 
Neocallimastix patriciarum 27 Zhu และคณะ, 1994 
Neurospora crassa Deshpande และคณะ, 1986 
Penicillium funiculosum Park และคณะ, 2001 
Penicillium janthainellum Hasmann และคณะ, 2000 
Phaeosphaeria nodorum Lalaoui และคณะ, 2000 
Selenomonas ruminantium Cotta และ Whitehead, 1998 
Streptomyces olivochromogens Tenkanen และคณะ, 1993 
Streptomyces sp. CH-M-1035 Flores และคณะ, 1996 
Streptomyces sp. EC 10 Belfaquih และ Penninckx, 2000 
Termitomyces clypeatus Bhattacharyya และคณะ, 1997 
Thermomyces lanuginosus strain SSBP Singh และคณะ, 2000 
Thermoanaerobacter ethanolicus Mai และคณะ, 2000 
Thermoanaerobacterium saccharolyticum Lee และ Zeikus, 1993 
Thermotoga thermarum Sunna และ Antranikian, 1996 
Trichoderma harzianum Ximenes และคณะ, 1996 
Trichoderma koningii G-39 Li และคณะ, 2000 
Trichoderma reesei Herrmann และคณะ, 1997 
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2.2 การศึกษาบีตา-ไซโลสิเดสในระดับชีวโมเลกุล 
 
มีรายงานเกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรียตางๆ รวมทั้งการแสดงออกของ

ยีนในรีคอมบิแนนทเซลล ดังตัวอยางตอไปนี้ 
 
Panbangred และคณะ (1983) โคลนยีนที่เปนรหัสสําหรับเอนไซมยอยสลายไซแลนจาก 

Bacillus pumilus โดยใชพลาสมิดพาหะ pBR322 และมี E. coli C600 เปนเซลลเจาบาน พบ 1 
โคลนจากทั้งหมด  439 ทรานสฟอรแมนท ที่มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสและไซแลเนส         
เรียกรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดจากโคลนวา pOXN29 ซึ่งเมื่อตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BglII 
พบวาไดชิ้นดีเอ็นเอ 2 ชิ้น ชิ้นที่ 1 มีขนาด 10.15 กิโลเบส ที่ประกอบดวยชิ้น    พลาสมิดพาหะ 
pBR322 และชิ้นดีเอ็นเอที่มียีนบีตา-ไซโลสิเดส สวนชิ้นที่ 2 มีขนาด 5.6 กิโลเบส ที่มียีนไซแลเนส 

 
Sewell และคณะ (1989) โคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดส (xylB) จาก Butyrivibrio fibrisolvens  ซึ่ง

มีขนาด 3.2 กิโลเบส โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli DH5α เปนเซลลเจาบาน 
จากการศึกษาสมบัติของเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli (มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 60 กิโลดาลตัน) พบวาคลายคลึงกับเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Butyrivibrio 
fibrisolvens โดยมี pH ที่เหมาะสมเทากับ 5.5 และความจําเพาะตอสับสเตรทซึ่งไดแกไซโลโอลิโก
แซคคาไรดที่ประกอบดวยไซโลส 2-5 โมเลกุลเหมือนกัน  
 

Whitehead และ Hespell (1990) ไดโคลนยีนไซแลเนส, ไซโลสิเดส และอะราบิโนสเิดส จาก 
Bacteriodes ovatus โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli JM83 เปนเซลลเจาบาน 
พบวาทั้ง 3 ยีนอยูบนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3.8 กิโลเบส และจากการสับโคลนพบวายีนไซแลเนสมี
ขนาดประมาณ 2 กิโลเบส และแสดงออกอยางเปนอิสระจากยีนไซโลสิเดสและอะราบิโนสิเดสซึ่งมี
ขนาดประมาณ 1.7 กิโลเบสและมีการแสดงออกรวมกันของทั้งสองเอนไซมนี้ 

 
Utt และคณะ (1991) ศึกษาชิ้นดีเอ็นเอขนาด 4.2 กิโลเบสที่โคลนไดจากโครโมโซมของ 

Butyrivibrio fibrisolvens โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli DH5α  เปนเซลลเจา
บาน พบยีน xylB ขนาด 1.551 กิโลเบส ซึ่งเปนรหัสสําหรับโปรตีนที่มีแอคติวิตีของเอนไซม 2 ชนิด 
คือ แอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และบีตา-ไซโลสิเดส น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่ได
เทากับ 60 กิโลดาลตัน และแอคติวิตีจําเพาะของอะราบิโนสิเดสมากกวาไซโลสิเดสประมาณ 1.6 
เทา 
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Flint และคณะ (1991) ศึกษาการแสดงออกของยีน xynA และ xynB ที่ไดจาก 

Ruminococcus flavifaciens 17 โดยสับโคลนยีนทั้ง 2 นี้เขาพลาสมิดพาหะ pUC13 และใช      
E. coli HB101 เปนเซลลเจาบาน พบวาโคลนที่มียีน xynA มีแอคติวิตีของไซแลเนส, แอคติวิตีของ
เซลโลไบโอสิเดส (cellobiosidase) และไซโลสิเดสเล็กนอย ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสลาย     
ไซแลนโดยเอนไซมนี้สวนใหญเปนไซโลไบโอสและไซโลส สวนโคลนที่มียีน xynB มีแอคติวิตีของ     
ไซแลเนสเพียงอยางเดียวซึ่งจะยอยสลายไซแลนไดผลิตภัณฑเปนไซโลไบโอสและไซโลโอลิโกแซค
คาไรดเปนสวนใหญ คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมที่ไดจากทั้ง 2 ยีน
นี้เทากับ 5.5 

 
Pan และคณะ (1991) โคลนยีนไซแลเนส (xynA) และยีนบีตา-ไซโลสิเดส (xynB) จาก 

Bacillus pumilus โดยใช Saccharomyces cerevisiae เปนเซลลเจาบาน โดยการแสดงออกของ
ยีนทั้งสองตองอาศัย GAP (glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase) promoter ของ
เซลลเจาบาน พบวาไซแลเนสที่ไดจาก Saccharomyces cerevisiae มีเมไธโอนีนเพิ่มข้ึนที่ปลาย
ดาน N (N-terminus) แตมีแอคติวิตีจําเพาะไมตางกับไซแลเนสที่ไดจาก Bacillus pumilus สวน
บีตา-ไซโลสิเดสพบวามีแอคติวิตีจําเพาะใกลเคียงกับที่ไดจาก Bacillus pumilus และมีลําดับเบส
ที่ปลายดาน N เหมือนกัน 
 

Baba และคณะ (1994) โคลนยีนที่เปนรหัสสําหรับบีตา-ไซโลสิเดส (xylA) และไซแลเนส 
(xynA) จาก Bacillus stearothermophilus 21 เขาสู E. coli JM109 โดยมี pUC19 เปนพลาสมิด
พาหะ ไดโคลน 13E และ 2F ที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาด 4.2 และ 10.6 กิโลเบส ตามลําดับ เมื่อศึกษา
แผนที่เรสทริกชันของยีนพบวาชิ้นสวนยีนที่โคลนไดจากโคลน 13E และ 2F มีแผนที่บางสวน
คลายกันและมีทิศทางการแสดงออกเชนเดียวกับโปรโมเตอรของ lacZ ซึ่งจากแผนที่เรสทริกชัน
ของยีนและลําดับเบสพบวายีนทั้ง 2 ใชโพรโมเตอรของตัวเอง ขนาดของยีน xylA เทากับ 2.1 กิโล
เบส สวนยีน xynA มีขนาดเทากับ 1.0 กิโลเบส 
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Fukumura และคณะ (1995) ศึกษายีน xynB จาก Clostridium stercorarium F-9 โดยสับ
โคลนดีเอ็นเอขนาด 2.4 กิโลเบส จากพลาสมิด pMF6 ที่มียีน xynB เขาสูพลาสมิดพาหะ 
pBluescriptII KS+ และ KS- ไดพลาสมิดลูกผสม pMF6-1 และ pMF6-2 ตามลําดับ โดยใช        
E. coli XL1-Blue เปนเซลลเจาบาน พบวา xynB ประกอบดวยกรอบอานรหัสเปด 1 กรอบ (ORF) 
ที่มีขนาด 1.161 กิโลเบส เปนรหัสสําหรับไซแลเนสที่มีน้ําหนักโมเลกุล 44.377 กิโลดาลตัน 
นอกจากพบแอคติวิตีของไซแลเนสจากยีน xynB แลวยังพบแอคติวิตีของเซลลูเลส, บีตา-ไซโลสิ
เดส และเซลโลไบโอส 

 
Vroemen และคณะ (1995) โคลนยีน bgxA ซึ่งเปนรหัสของเอนไซมบีตา-กลูโคสิเดส และ

บีตา-ไซโลสิเดส จาก Erwinia chrysanthemi D1 โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี        
E. coli  เปนเซลลเจาบาน พบวารีคอมบิแนนทพลาสมิด pXYN1 ซึ่งมียีน bgxA ไมเสถยีรเมือ่อยูใน 
E. coli สายพันธุ DH5α  แตเสถียรเมื่ออยูในสายพันธุ JM109 และ HB101 และยีนนี้สามารถ
แสดงออกไดดีในทั้ง 2 สายพันธุดังกลาวภายใต lac promoter 

 
Suh และคณะ (1996) โคลนยีน xylB ที่เปนรหัสสําหรับเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Bacillus 

stearothermophilus โดยใชพลาสมิดพาหะ pBR322 และมี E. coli HB101 เปนเซลลเจาบาน 
พบ 6 โคลนจากทั้งหมด  10,000 ทรานสฟอรแมนท ที่มีแอคติวิตีของเอนไซมอะราบิโน               
ฟวราโนสิเดส โดย 1 โคลนมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกขนาด 5 กิโลเบส ซึ่งคลายกับยีน arfI ที่เปนรหัส
ของแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส (Eom และคณะ, 1995) สวนอีก 5 โคลนมีชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 3.5 กิโลเบส ที่สรางโปรตีนซึ่งแสดงแอคติวิตีทั้งแอลฟา-แอล-อะราบิโนฟวราโนสิเดส และ
บีตา-ไซโลสิเดส 

 
Perez-Gonzalez และคณะ (1998) โคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดส (xynD) จาก Aspergillus 

nidulans แลวใหแสดงออกในเซลลเจาบานคือ Aspergillus nidulans G191 พบวาเอนไซมบีตา-
ไซโลสิเดสที่สรางมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 85 กิโลดาลตัน การแสดงออกของ xynD ถูกควบคุมที่
ระดับการถอดรหัสโดยจะถูกชักนําดวยไซแลนและไซโลสแตจะถูกกด (repress) ดวยกลูโคส 

 
จิราวรรณ ธนะ (2541) รายงานเกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. 

CH7 โดยใช pUC18 เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli DH5α  เปนเซลลเจาบาน                     
ไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) ขนาดประมาณ 3.6 กิโลเบส 
ซึ่งมีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงกวาเซลลเจาบานประมาณ 30 เทา 
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Tsujibo และคณะ (2001)  โคลนยีน bxlA ซึ่งผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces 
thermoviolaceus OPC-520 โดยใช pET-BXL เปนพลาสมิดพาหะและมี E. coli BL21 (DE3) 
pLysE  เปนเซลลเจาบาน พบวารีคอมบิแนนทโปรตีนที่ไดจากการแสดงออกของยีนมีน้ําหนัก
โมเลกุล 82 กิโลดาลตัน ซึ่งเทากันกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces thermoviolaceus 
OPC-520 เอนไซมใหแอคติวิตีสูงสุดที่ความเปนกรดดางในชวง 6.0-7.0 และที่ชวงอุณหภูมิ 40-50 
องศาเซลเซียส  
 
2.3 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์ 

 
มีรายงานเกี่ยวกับการทําบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรียรีคอมบิแนนทหลายชนิดใหบริสุทธิโ์ดยมี

ขั้นตอนตางๆกัน รวมทั้งบางรายงานมีการศึกษาสมบัติของเอนไซมที่ไดเปรียบเทียบกับจากสาย
พันธุดั้งเดิม ดังตัวอยางตอไปนี้ 
 

Bernier และคณะ (1987) ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการโคลนยีนจาก       
Bacillus subtilis เขาสู E. coli  JM105 ซึ่งเปนเซลลเจาบานโดยผานคอลัมน CH-Sepharose 4B 
ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนบัฟเฟอรที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขน 100 มิลลิโมลารผสมอยู แลว
นํามาทําเจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟบนคอลัมน P-300  

 
Xu และคณะ (1991) ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการโคลนยีน xynB จาก     

Bacillus pumilus IPO เขาสู E. coli  JM103 ซึ่งเปนเซลลเจาบานโดยผานคอลัมน DEAE-
Sepharose CL-6B ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนโดยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความ
เขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร นํามาผานคอลัมนเดมิอีกครั้งชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนโดยเกรเดียนท
เสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-400 มิลลิโมลาร แลวนํามาทําเจลฟลเตรชัน โคร
มาโทกราฟบน HPLC คอลัมน (TSK-G3000SW) พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 70 เทา 

 
Hudson และคณะ (1991) ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยเอนไซมนี้ไดจากการ

โคลนยีนของยีสตที่ ทนอุณหภูมิสู งและเจริญได โดยไมต องการอากาศ  Caldocellum 
saccharolyticum ซึ่งแสดงออกใน E. coli  นําเซลลมาทําใหแตกดวย Triton X-100 ความเขมขน 
1 เปอรเซ็นต แลวนําสวนใสมาผานคอลัมน DEAE-Sepharose ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนโดย   
เกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร ทําใหเขมขนขึ้นโดย    
อัลตราฟลเตรชัน แลวผานลงในคอลัมน CM-Sepharose คอลัมน TSK Fractogel HW 55 และ
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คอลัมน Bio-Gel HTP hydroxyapatite ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนโดยเกรเดียนทเสนตรงของ
โพแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 20-500 มิลลิโมลาร พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 550 
เทา คงเหลือแอคติวิตี 4.30 เปอรเซ็นต น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยการทําอีเลคโทร  
โฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล วามีคาเทากับ 53,000 ดาลตัน ในขณะที่
น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสจากสายพันธุดั้งเดิมมีคาเทากับ 76,000 ดาลตัน (Luthi และ
คณะ, 1990) 

 
Sakka และคณะ (1993) ทําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการโคลนยีน xylA จาก Clostridium 

stercorarium เขาสูเซลลเจาบานคือ E. coli  JM109 โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
ความเขมขน 60 เปอรเซ็นต แลวนํามาผานคอลัมน DEAE-Toyopearl 650M ชะโปรตีนที่จับกับ
คอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-500 มิลลิโมลาร  แลวนํามาทํา
เจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟบน HPLC คอลมัน (TSK-G3000SW) พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 3.5 เทา คงเหลือแอคติวิตี 46 เปอรเซ็นต เมื่อทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟ
ตพอลิอะคริลาไมดเจลพบวาประกอบดวย 4 หนวยยอย หนวยละ 53,000 ดาลตัน เอนไซมทํางาน
ไดดีที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรดดางเทากบั 7.0 

 
Lee และ Zeikus (1993) ทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E.  coli  (pXPH3) ที่ไดจาก

การโคลนยีนของ Thermoanaerobacterium saccharolyticum strain B6A-RI ใหบริสุทธิ์ โดย
เลี้ยงเซลลปริมาตร 1 ลิตรในอาหารที่มีการเติมแอมพิซิลลิน ทําใหเซลลแตกโดยวิธี French press 
นําสวนใสมาเซนตริฟวจแลวใหความรอนที่อุณหภูม ิ75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้น
ผานลงในคอลัมนแลกเปลี่ยนอิออนลบ Q-Sepharose  ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนท
เสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร ทําเจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟ
โดยใชคอลัมน Superose-12  พบวาเอนไซมที่ทําใหบริสุทธิ์แลวมีแอคติวิตีเหลืออยูถึง 50.3 
เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 13.1 เทา พบวาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสเทากับ 
55,000 ดาลตัน เอนไซมทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.5 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง เสถียรตอคาความเปนกรด
ดางในชวง 5.0-6.6 

 
 
 
 



 12

Jung และคณะ (1998) ทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E.  coli ที่มียีนจาก Bacillus  
sp. KK-1 ใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 35-75 เปอรเซ็นต 
แลวนํามาผานคอลัมน Phenyl-Sepharose 2 คร้ัง คร้ังแรกชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย          
เกรเดียนทเสนตรงของแอมโมเนียมซลัเฟตความเขมขน 1,000-0 มิลลิโมลาร ดวยอัตราการไหล
เทากับ 60 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง คร้ังที่สองชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของ
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 400-0 มิลลิโมลาร ดวยอัตราการไหลเทากับ 30 มิลลิลิตรตอ    
ชั่วโมง ตามดวยคอลัมน Resource-S  ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของ
โซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-400 มิลลิโมลาร  แลวนํามาทําเจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟบ
นคอลัมน Superose 12 HR 10/30 และคอลัมน Hydroxyapatite พบวาเอนไซมมีความบริสุทธิ์
เพิ่มข้ึน 22.1 เทา เหลือแอคติวิตี 3.5 เปอรเซ็นต พบวาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสเทากับ 
140,000 ดาลตัน ประกอบดวย 2 หนวยยอย หนวยละ 62,000 ดาลตัน เอนไซมทํางานไดดีที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 40 
องศาเซลเซยีส 1 ชั่วโมง เสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวง 6.5-10.0 
 

Suzuki และคณะ (2001) ทําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการโคลนยีน xysB จาก Aeromonas 
caviae ME-1 เขาสูเซลลเจาบานคือ E. coli  DH5α ใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมน Poros HQ ซึง่เปน
คอลัมนที่แลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange column) ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย        
เกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร แลวนํามาทํา             
เจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟ บนคอลัมน Superdex 200 HR 10/30 จากนั้นนําลําดับสวนที่มี    
แอคติวิตีมาผานคอลัมน Poros HQ อีกครั้งโดยชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรง
ของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร พบวาเอนไซมเหลือแอคติวิตีอยู              
19 เปอรเซ็นต พบวาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสเทากับ 150,000 ดาลตัน ประกอบดวย        
2 หนวยยอย หนวยละ 75,000 ดาลตัน เอนไซมทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและที่คา
ความเปนกรดดางเทากับ 6.0 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง เสถียรตอ
คาความเปนกรดดางในชวง 5.0-8.0 
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Tsujibo และคณะ (2001)  ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli BL21 
(DE3) pLysE ซึ่งมียีนบีตา-ไซโลสิเดสของ Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 ให
บริสุทธิ์โดยทําโครมาโทกราฟบนคอลัมน DEAE-Toyopearl 650M ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย
เกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 มิลลิโมลาร แลวนํามาทําเจลฟลเตร
ชัน โครมาโทกราฟ บนคอลัมน Sephadex G-100 จากนั้นนําลําดับสวนที่มีแอคติวิตีมาผาน
คอลัมน UNO Q และ Superdex 200 นําลําดับสวนที่มีแอคติวิตีมาผานคอลัมน UNO Q  อีกครั้ง
โดยชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวยเกรเดียนทเสนตรงของโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-1,000 
มิลลิโมลาร พบวาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลเทากับ 85,000 ดาลตัน ในขณะที่น้ําหนักโมเลกุลจากกรดอะมิโน
เทากับ 82,000 ดาลตัน เอนไซมทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 6.5 มีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที เสถียรตอคาความเปนกรด
ดางในชวง 6.0-7.0 เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุดั้งเดิมปรากฏวามีสมบัติที่คลายคลึงกัน 
 

ทรรศนีย ตั้งสกุล (2544) ศึกษาการทําบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 ให
บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนลําดับสวนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตในชวงความเขมขนแอมโนเนียม
ซัลเฟต 40-70 เปอรเซ็นต แลวผานคอลัมน DEAE Bio-Gel A ชะโปรตีนที่จับกับคอลัมนดวย         
เกรเดียนทเสนตรงของโพแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 300-1,000 มิลลิโมลาร 2 รอบ จากนั้น
นํามาทําเจลฟลเตรชัน โครมาโทกราฟ บนคอลัมน Sephadex G-200 พบวาน้ําหนักโมเลกุลของ
โดยเจลฟลเตรชันเทากับ 183,000 ดาลตัน น้ําหนักโมเลกุลโดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม
โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลประกอบดวย 2 หนวยยอย หนวยละ 93,000 ดาลตัน เอนไซม
ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสและที่คาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 มีความเสถียรตอ
อุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที เสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวง 6.0-9.0  

 
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะศึกษาปจจัยตางๆตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเด

สจาก Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli รวมทั้งทําเอนไซมที่ไดใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของ
เอนไซมเพื่อเปรียบเทียบกับจากสายพันธุดั้งเดิม Streptomyces sp. CH7 ซึ่งรายงานโดยทรรศนีย 
ตั้งสกุล (2544) 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีทดลอง 
 
3.1  เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Controlled environmental incubator shaker)  รุน       
G-25R ของ New Brunswick Scientific Co., Inc.  U.S.A. 

2. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยน้ํา (Water bath shaker) แบบ reciprocal รุน 1086 
ของ Geosellschaft für labortechnik (GFL), Germany 

3. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (Refrigerated centrifuge) รุน T-42K ของ Kontron 
Instrument, Italy. 

4. เครื่องปนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุน KM-15200 ของ Kubota, Japan. 
5. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Digital pH meter) รุน Cyberscan 2000 ของ Eutech 

Cybernetics, Singapore. 
6. เจลแชมเบอร (Gel chamber) พรอมอุปกรณเตรียมอะกาโรสเจลของ Mupid, Japan 
7. เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV transilluminator) รุน 3-3602 ของ Fotodyne, 

U.S.A. 
8. เครื่อง Gene Pulser II Electroporation System ของ BioRad, U.S.A. 
9. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic®401 ของ        

Milton Roy, U.S.A. 
10. เครื่องชั่งรุน L2200P และ A200S ของ Sartorius, U.S.A. 
11. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd., Japan. 

และรุน HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan. 
12. ตูเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow รุน J2-21 บริษัท ISSCO, U.S.A. 
13. ตูแชแข็ง (Deep freezer) อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส รุน F0535 ของ Sanyo 

Electronic Co., Ltd., Japan. 
14. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ของ Memmert, Germany. 
15. เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุน G560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.S.A. 
16. เครื่องโครมาโทกราฟ (Low Pressure Liquid Chromatography) รุน Econo ของ 

BioRad, U.S.A. 
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17. เครื่องอิเลคโทรโฟริซิสแบบแผน (Slap gel electrophoresis equipment) รุน Mini-
Protein II Dual ของ BioRad, U.S.A. 

 
3.2 เคมีภัณฑและเชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดลอง 
 

เคมีภัณฑ 
 

1. เรสทริกชันเอนไซมและเอนไซมที่ใชในการโคลนยีนของ Promega, U.S.A. และ       
New England Biolabs Inc., U.S.A. 

2. เอนไซม T4-DNA ligase ของ New England Biolabs Inc., U.S.A. 
3. ชุดแยกดีเอ็นเอ GENECLEAN II kit ของ BIO 101, U.S.A. 
4. พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ของ 

Sigma, U.S.A. 
5. พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ของ Sigma, U.S.A. 
6. อะลูมินา (Alumina) ของ Sigma, U.S.A. 
7. ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (DEAE Bio-gel A) ของ Bio-Rad, U.S.A. 
8. เซฟาเด็กซ จี-200 (Sephadex G-200) ของ  Aldrich Chemical Company, Inc., 

U.S.A. 
9. Ampicillin (D-α-Aminobenzylpenicillin) ของ Sigma, U.S.A. 
10. IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalacto-pyranoside) ของ Sigma, U.S.A. 
11. ไซแลนจากไมเบิรช (Xylan from birchwood) ของ Sigma, U.S.A. 
12. ไซโลส (D-Xylose) ของ Sigma, U.S.A. 
13. กลูโคส (D-Glucose Monohydrate) ของ Merck, Germany 
14. อะคริลาไมด (Acrylamide) ของ Sigma, U.S.A. 
15. N,N’-เมธิลีนบิสอะคริลาไมด (N,N’-Methylene bis acrylamide) ของ Sigma, U.S.A. 
16. N,N,N’,N’-เททระเมธิลีนไดอามีน (N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine, TEMED) ของ 

Sigma, U.S.A. 
17. แอมโมเนียมเพอรซัลเฟต (Ammonium persulfate) ของ Sigma, U.S.A. 
18. สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี-200 ( Coomassie Brilliant Blue G-250) ของ Fluka, 

Switzerland. 
19. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS) ของ BDH, England. 



 16

20. 2-เมอรแคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) ของ  Sigma, U.S.A. 
21. ชุดโปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลชวงกวาง (Broad range) ของ Sigma, U.S.A. 

 
ตารางที่ 3.1 เชื้อจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 
 

เชื้อจุลินทรีย จีโนไทป เอกสารอางอิง 
Escherichia coli DH5α [φ80dlacZ∆M15 recA1 endA1 gyrA96 

thi-1 supE44 hsdR17(r-
k mk

+) relA1 deoR  
∆(lacZYA-argF)U169] 

Promega 

Escherichia coli JM109 [endA1 recA1 gyrA96 thi  hsdR17(r-
k mk

+) 
relA1 supE44 ∆(lac-proAB) F’ traD36 
proAB laciq ∆M15] 

Yanish-Perron 
และคณะ, 1985 

  
ตารางที่ 3.2 พลาสมิดที่ใชในงานวิจัย 
 

พลาสมิด ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
pSM84 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  SmaI ขนาด

ประมาณ 1.6 กิโลเบส 
เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

pSM082 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  SmaI ขนาด
ประมาณ 0.8 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

04SM16 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  SmaI ขนาด
ประมาณ 0.6 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

04SM18 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SmaI ขนาด
ประมาณ 0.4 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

pPst5 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI ขนาด
ประมาณ 3.3 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

pSP2 pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI-SacI ขนาด
ประมาณ 0.8 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 

pCH7sac pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SacI ขนาด
ประมาณ 5.0 กิโลเบส 

เตรียมไดจากการ
ทดลอง 
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3.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.3.1 การเตรียมรีคอมบิแนนท E. coli JM109 
 

3.3.1.1 การเลี้ยงและการเก็บรักษารีคอมบิแนนท E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pCH7-1 
 

นําเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pCH7-1 (ภาคผนวก ค ขอที่ 1) ที่ได
จากการโคลนของจิราวรรณ ธนะ (2541) ซึ่งเก็บอยูในลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มี            
กลีเซอรอล 20 เปอรเซ็นต มาเพาะลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (ภาคผนวก ก ขอที่ 1)               
5 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมใน
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงเก็บเซลลโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ปนลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 รอบ และปน
ลางดวยสารละลายซูโครสเขมขน 10.3 เปอรเซ็นต 2 รอบ แบงเก็บเซลลที่ไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอหลอดโดยเติมกลีเซอรอลลงไปจนกระทั่งไดความเขมขนสุดทาย
เทากับ 20 เปอรเซ็นต เก็บรักษาเซลลไวที่ตูแชแข็งอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

 
3.3.1.2 การเตรียม E. coli JM109 เพื่อใชเปนเซลลเจาบานสําหรับการนําพลาสมิดเขาสู

เซลลเจาบานโดยวิธอิีเลคโทรพอเรชัน (BioRad Laboratories, 1993) 
 

ขีดแยกเชื้อ E. coli JM109 ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB (ภาคผนวก ก ขอที่ 2) 
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน ถายโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่ไดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
LB 5 มิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยนํ้าดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ชั่วโมง ถายเซลลที่เตรียมได 3 มิลลิลิตรลงอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวสูตรเดิมปริมาตร   50 มิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยน้ําที่สภาวะ
เดิมจนกระทั่งสามารถวัดคาความขุนของเซลลที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรไดประมาณ 0.5 
ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เทสวน
น้ําใสทิ้งแลวปนลางที่สภาวะเดิมดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร 1 รอบ และกลีเซอรอล
เขมขน 10 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 2 รอบตามลําดับ เทสวนน้ําใสทิ้งแลวเติมกลีเซอรอล
ความเขมขนเทาเดิมปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขยาใหเซลลกระจาย แบงเก็บเซลลใสหลอดไมโคร
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ฟวจที่มี  ความจุ 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 40 ไมโครลิตร นําไปทําอิเลคโตรพอเรชันทันทีหรือเกบ็ไวที่
ตูแชแข็งอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

 
3.3.1.3 การสกัดพลาสมิด pCH7-1 จาก E. coli DH5α 

 
ขีดแยกเชื้อ E. coli DH5α ที่มีพลาสมิด pCH7-1 ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB  

ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสขามคืน ถายโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่ไดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลิตรที่มี      
ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมในเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิดวยน้ําดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา     
15 ชั่วโมง ถายเซลลที่เตรียมได 1.5 มิลลิลิตร ใสหลอดไมโครฟวจ ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ลางเซลลดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร            
1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที พยายามดูดน้ํา
ออกใหแหงที่สุด  

จากนั้นนําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข ขอที่ 1) ที่เย็น 200 
ไมโครลิตร เขยาเซลลใหกระจายตัวสม่ําเสมอ เติมสารละลาย II (ภาคผนวก ข ขอที่ 1) ที่เตรียม
ใหมและเย็น 150 ไมโครลิตร กลับหลอดเบาๆ 2-3 คร้ัง ตั้งไวในอางน้ําแข็งแลวเติมสารละลาย III 
(ภาคผนวก ข ขอที่ 1)  ที่เย็น 150 ไมโครลิตร กลับหลอดเบาๆ 2-3 คร้ัง ตั้งบมในอางน้ําแข็ง 3-5 
นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนน้ําใสมาใสใน
หลอดไมโครฟวจ 

สกัดแยกพลาสมิดโดยเติมฟนอล-คลอโรฟอรม (ภาคผนวก ข ขอที่ 3) ลงไปในหลอด      
ไมโครฟวจในสัดสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมโซเดียม
คลอไรดลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิโมลาร เติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 2 
เทาของสารละลายที่ได ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชั่วโมง แลวนํามาปน
เหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ปนลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต    
เอทานอลปริมาตร   500 ไมโครลิตร 2 รอบที่สภาวะเดิม เทสวนน้ําใสทิ้ง วางทิ้งไวใหแหง 
แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยสารละลายบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข ขอที่ 2) เติมสารละลาย
เอนไซมอารเอนเอสใหไดความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20  นาที แลวสกัดแยกพลาสมิดตามวิธีการขางตน ละลายดีเอ็นเอใน
สารละลายบัฟเฟอร TE และเก็บในตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.3.1.4 การนําพลาสมิดเขาสู E. coli JM109 โดยวิธีอิเลคโทรพอเรชัน (BioRad 
Laboratories, 1993) 

 
ตั้งคาเครื่องอิเลคโทรพอเรชัน (Gene Pulser II Electroporation System ของ BioRad, 

U.S.A.) ใหมีคาความตานทานไฟฟาเทากับ 200 โอหม คาความจุไฟฟาเทากับ 25 ไมโครฟารัด 
และคาความตางศักยเทากับ 2.5 กิโลวัตต เติมพลาสมิดที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1.3 ปริมาตร           
2 ไมโครลิตร (ประมาณ 200 นาโนกรัม) ลงในเซลลเจาบานที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1.2 ปริมาตร  
40 ไมโครลิตร ผสมเบาๆใหเขากันโดยใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง ถายสวนผสมทั้งหมดลงในหลอด
สําหรับทําอิเลคโทรพอเรชันที่มีความกวางภายในเทากับ 0.2 เซนติเมตร ซึ่งแชเย็นไว วางหลอดลง
ในชองบนแทนสําหรับวางหลอด ดันหลอดเขาไปใหสัมผัสกับแผนประจุข้ัวบวกและลบใหครบวงจร 
กดปุมทําอิเลคโตรพอเรชัน แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ที่เย็นลงไป
ทันที ดูดผสมใหเขากันเบาๆแลวถายสวนผสมทั้งหมดลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 50 นาที นําสวนผสมทั้งหมดมาเกลี่ยลงบนผิวหนาอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ 
LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน สังเกตโคโลนีเดี่ยวที่ข้ึนคือรีคอมบแินนท E. coli ที่
ตองการ 
 

3.3.2 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธีการสับโคลน 
 

3.3.2.1 การเตรียมชิ้นสวนของดีเอ็นเอสอดแทรกที่มียีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก                      
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 

 
สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ซึ่งมียีนบีตา-ไซโลสิเดสของ Streptomyces sp. 

CH7 จาก E. coli DH5α ซึ่งเปนเซลลเจาบานตามวิธีการในขอ 3.3.1.3 แลวนํามาตัดแบบ
สมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมที่เหมาะสม โดยผสมดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัมตอเอนไซม 4 หนวย   
บมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

กําจัดเอนไซมออกโดยการสกัดดวยฟนอล-คลอโรฟอรมในสัดสวน 1:1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที 
ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมโซเดียมคลอไรดลงไปใหไดความเขมขนสุดทาย
เทากับ 100 มิลลิโมลาร เติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 2 เทาของสารละลายที่ได ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชั่วโมง แลวนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอ
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นาที เปนเวลา 15 นาที ปนลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอทานอลปริมาตร 500 ไมโครลิตร 2 
รอบท่ีสภาวะเดิม เทสวนน้ําใสทิ้ง วางทิ้งไวใหแหง แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยสารละลาย
บัฟเฟอร TE แลวนํามาทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟริซิส แยกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ตองการโดยใชชุด
แยกดีเอ็นเอ GENECLEAN II kit (BIO 101, U.S.A.) ตามวิธีการในคูมือ  
 

3.3.2.2 การเตรียมชิ้นสวนของพลาสมิดพาหะ 
 

นําพลาสมิดพาหะ pUC18 มาตัดแบบสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมที่เหมาะสม ตามวิธี
ในขอ 3.3.2.1 แลวนํามากําจัดหมูฟอสเฟตที่ปลาย 5’ ดวยเอนไซม Calf Intestinal Alkaline 
Phosphatase (CIAP) ตามสัดสวนที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต (Promega, USA) บมที่อุณหภูมิ        
37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที ทําเชนนี้ 2 รอบ สําหรับการเติม CIAP จะแบงเติมปริมาณเปนครึ่งหนึ่งตอ 1 รอบของการบม 
หยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายสําหรับหยุดปฏิกิริยาของ CIAP (ภาคผนวก ข ขอที่ 4) ปริมาตร         
300 ไมโครลิตร, สารละลายโปรตีเนส เค (Proteinase K) ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 6 ไมโครลิตร และ 100 มิลลิโมลาร แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) ใหไดความเขมขนสุดทาย
ในปฏิกิริยาเทากับ 5 มิลลิโมลาร นําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
1 ชั่วโมง 

กําจัดเอนไซมออกโดยการสกัดดวยฟนอล-คลอโรฟอรมในสัดสวน 1:1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวนาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที 
ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมโซเดียมคลอไรดลงไปใหไดความเขมขนสุดทาย
เทากับ 100 มิลลิโมลาร เติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 2 เทาของสารละลายที่ได ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ช่ัวโมง แลวนนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 15 นาที ปนลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอทานอล 500 ไมโครลิตร 2 รอบ    
ที่สภาวะเดิม เทสวนน้ําใสทิ้ง วางทิ้งไวใหแหง แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยสารละลาย        
บัฟเฟอร TE  
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3.3.2.3 การเชื่อมช้ินสวนดีเอ็นเอกับพลาสมิดพาหะและการทรานสฟอรมเขาสู              
E. coli JM109 

 
เชื่อม (ligate) ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 3.3.2.1 กับพลาสมิดพาหะที่เตรียมได

จากขอ 3.3.2.2 เขากันดวยเอนไซม T4-DNA ligase ในอัตราสวนพิโคโมลตอพิโคโมลเทากับ          
5 ตอ 1 ตามลําดับ โดยความเขมขนรวมของดีเอ็นเอทั้งหมดประมาณ 1.5-1.6 ไมโครกรัม เติม
สารละลายบัฟเฟอรสําหรับเอนไซม T4-DNA ligase ใหไดความเขมขนสุดทายตามที่บริษัทผูผลิต
กําหนด (New England Biolabs,Inc., U.S.A.) เติมสารละลาย ATP เขมขน 50 มิลลิโมลาร ใหได
ความเขมขนสุดทายเทากับ 200 มิลลิโมลาร เติมเอนไซม T4-DNA ligase ใหไดความเขมขน         
6 หนวย ปรับปริมาตรดวย 10 มิลลิโมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด pH 7.5 ใหไดความเขมขนสุดทาย
ของดีเอ็นเอทั้งหมดเทากับ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
12-13 ชั่วโมง  

กําจัดเอนไซมออกโดยการสกัดดวยฟนอล-คลอโรฟอรมในสัดสวน 1:1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที 
ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมโซเดียมคลอไรดลงไปใหไดความเขมขนสุดทาย
เทากับ 100 มิลลิโมลาร เติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 2 เทาของสารละลายที่ได ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชั่วโมง แลวนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 15 นาที ปนลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอทานอล 500 ไมโครลิตร 2 รอบที่
สภาวะเดิม เทสวนน้ําใสทิ้ง วางทิ้งไวใหแหง แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยสารละลาย        
บัฟเฟอร TE แลวทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิด (สับโคลน) ที่เตรียมไดเขาสู E. coli JM109 
ตามวิธีการในขอ 3.3.1.4 
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3.3.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 
 

ตัวอยางดีเอ็นเอที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดคือสับโคลนของรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pCH7-1 ที่เตรียมไดจากขอ 3.3.2 โดยมีรายละเอียดของสับโคลนตางๆดังนี้ 

1. สับโคลน pSM84 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SmaI แลวแยกชิ้น
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.6 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

2. สับโคลน pSM082 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SmaI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.8 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

3. สับโคลน 04SM16 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SmaI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.6 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

4. สับโคลน 04SM18 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทรกิชันเอนไซม SmaI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.4 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

5. สับโคลน pPst5 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI แลวแยกชิ้นดี
เอ็นเอขนาดประมาณ 3.3 กิโลเบส มาทําการเชื่อมตัวเอง (re-ligate) 

6. สับโคลน pSP2 คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI-SacI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 0.8 กิโลเบส มาเชื่อมกับ pUC18 

7. สับโคลน pCH7sac คือ pCH7-1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SacI แลวแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 5.0 กิโลเบส มาทําการเชื่อมตัวเอง (re-ligate) 

นําแตละสับโคลนมาหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธี  dideoxynucleotide chain 
termination โดยใช universal forward และ reverse primers ที่เหมาะสม ซึ่งดําเนินการโดย
หนวยบริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) 

จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS แลวเปรียบเทียบ
กับขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastP version 2.2.1 และ BlastN version 2.2.1 
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3.3.4 การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิ เดสจาก          
Streptomyces sp. CH7 ในรีคอมบิแนนท E. coli 

 
3.3.4.1 การศึกษาผลของ IPTG ตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดส 

 
นํารีคอมบิแนนท E. coli DH5α และ JM109 ที่เตรียมไดจากวิธีการทดลองในขอ 3.3.1.4 

มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเติม IPTG ที่ความเขมขนตางๆกันคือ 0, 0.2, 0.5 และ 0.75       
มิลลิโมลาร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงเก็บเซลลโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวย
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปนลางเซลลดวย  
100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร pH 6.5 (ภาคผนวก ข ขอที่ 5) 2 รอบ ที่สภาวะเดิม      
เทสวนน้ําใสทิ้งแลวนําเซลลที่ไดมาทําใหแตกโดยบดรวมกับผงอะลูมินาในโกรง ดวยอัตราสวน
น้ําหนักเซลลเปยกตอผงอะลูมินาเทากับ 1 ตอ 1 จากนั้นเติม 100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท      
บัฟเฟอร pH 6.5 ลงไปในปริมาตรนอยที่สุดเพื่อเปนตัวทําละลาย นําสวนผสมที่ไดไปปนเหวี่ยงโดย
ใชเครื่องปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําสวนน้ําใสที่ไดไปวิเคราะหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส และ
ปริมาณโปรตีนเพื่อคํานวณหาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม 
 

3.3.4.1.1 การตรวจสอบแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

การตรวจสอบแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสเปนวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Nakanishi 
และคณะ (1987) โดยสารละลายในปฏิกิริยาประกอบดวย 10 มิลลิโมลาร พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-
ดี-ไซโลไพราโนไซด (p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่ละลายอยูใน 
100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร pH 6.5 และสารละลายบีตา-ไซโลสิเดส ความเขมขนที่
เหมาะสม ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําสวนผสมนี้ไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 
นาที แลวเติม 500 มิลลิโมลาร โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปเพื่อหยุดปฏิกิริยา 
ผสมสวนผสมทั้งหมดใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (vortex mixer) นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

 กราฟมาตรฐานใช พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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 1 หนวยของบีตา-ไซโลสิเดส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย พารา-           
ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด แลวให พารา-ไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมล     ในเวลา 
1 นาที ภายใตสภาวะขางตน 
 

3.3.4.1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 
  

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร มาเติม
สารละลายผสม C (ภาคผนวก ข ขอที่ 6) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 
นาที เติมสารละลาย D (ภาคผนวก ข ขอที่ 6) 0.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลว
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

 คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine 
serum albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

3.3.4.2 การศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดส 
 

นําเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 
มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ภายใต
ภาวะการชักนําที่เหมาะสมจากขอ 3.3.4.1 แปรชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนที่ใช
ทดสอบดังนี้ ไซแลน, ไซโลส และกลูโคส ที่ 0, 0.2, 0.5 และ 0.75 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) 
บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   
เปนเวลา 15 ชั่วโมง จากนั้นแยกเก็บเซลล นํามาเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสและวิเคราะหแอคติวิตีของ
เอนไซม และปริมาณโปรตีนเชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 3.3.4.1 
 

3.3.4.3 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อตอการแสดงออกของ                        
ยีนบีตา-ไซโลสิเดส 

 
นํารีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลิตร ที่

มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสม
จากขอ 3.3.4.2 แปรระยะเวลาการบมเชื้อที่ 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 ชั่วโมง บมในเครื่องเขยา
ควบคุมอุณหภูมิดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส จากนั้นแยกเก็บเซลล 
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นํามาเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสและวิเคราะหแอคติวิตีของเอนไซม และปริมาณโปรตีนเชนเดียวกับที่
กลาวไวในขอ 3.3.4.1 
 

3.3.5 การทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli ใหบริสุทธิ์ 
 

นํา E. coli DH5α มาเลี้ยงภายใตภาวะที่เหมาะสมและเตรียมบีตา-ไซโลสิเดสตามวิธีการ
ในขอ 3.3.4 เพื่อนํามาทําใหบริสุทธิ์ 

 
3.3.5.1 การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยวธิีคอลัมนโครมาโทกราฟ 

 
3.3.5.1.1 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ 
 
ลางสารแขวนลอยดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ดวยน้ํากลั่น โดยใชแทงแกวคนเบาๆ แลว

ปลอยใหเจลนอนกน เทสวนน้ําใสพรอมกับเจลละเอียด (fine particles) ที่ยังลอยอยูดานบนทิ้งไป 
ทําเชนนี้หลายๆครั้งจนไมมีเม็ดเจลละเอียดแขวนลอยอยู ครั้งสุดทายแชเจลใน 50 มิลลิโมลาร  
ทริส บัฟเฟอร pH 7.5    นําเจล, คอลัมน และสารละลายบัฟเฟอรที่จะใชไปกําจัดฟองอากาศออก
โดยวิธี sonication ภายใตสูญญากาศประมาณ 15-30 นาที 2-3 คร้ัง แลวบรรจุเจลลงในคอลัมน
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 25 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 44.19 มิลลิลิตร ผาน
สารละลายบัฟเฟอรที่ประกอบดวย 50 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 และ 15 มิลลิโมลาร           
2-เมอรแคบโตเอธานอล ลงในคอลัมน ปริมาตร 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 30 
มิลลิลิตรตอชั่วโมง คอยๆใสสารละลายเอนไซมลงบนผิวหนาเจลเบาๆ ชะโปรตีนที่ไมถูกจับกับ     
ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ออกดวยสารละลายบัฟเฟอรเดิม ติดตามโปรตีนโดยการวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนมีคาใกลศูนย จึงชะโปรตีนที่จับอยูกับเจลออกโดยใช   
300-1000 มิลลิโมลาร โพแทสเซียมคลอไรดเกรเดียนทใน 50 มิลลิโมลาร  ทริส บัฟเฟอร pH 7.5 ที่
มี15 มิลลิโมลาร 2-เมอรแคบโตเอธานอล เก็บลําดับสวนละ 1.6 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัดแอคติวิตีในแตละลําดับสวน จากนั้นรวบรวมลําดับ
สวนที่มีแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงเขาดวยกัน ลดปริมาตรตัวอยางโดยวิธี concentrating 
centrifugation ความเร็ว 3500 รอบตอนาที ดวย concentrator tube (Vivaspin จาก 
VivaScience, Sartorius AG, Göttingen, Germany) ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัดขนาดโมเลกุล 
(molecular weight cut-off) 10,000 ดาลตัน จากนั้นนําไปเติมกลีเซอรอลใหไดความเขมขน
สุดทายเทากับ 20 เปอรเซ็นต วัดปริมาตรของสารละลายที่ได, แอคติวิตี และปริมาณโปรตีน 
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3.3.5.1.2 การทําบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ์โดยคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 
 

แชเซฟาเด็กซ จี-200 ในน้ํากลั่นปริมาตรมากเกินพอ โดยคอยๆโปรยผงเจลลงใน
น้ํากลั่น ใชแทงแกวกวนเบาๆใหเจลแขวนลอยเปนเนื้อเดียวกัน นําไปตมในอางน้ําเดือดเปนเวลา   
5 ชั่วโมง เพื่อใหเจลพองตัวเต็มที่ ปลอยใหเย็น เทสวนน้ําใสพรอมเจลละเอียด (fine particles) ทิ้ง 
ทําเชนนี้หลายๆครั้ง คร้ังสุดทายแชเจลใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร pH 6.5 ที่มี 
50 มิลลิโมลาร โพแทสเซียมคลอไรด ผสมอยู    นําเจล, คอลัมน และสารละลายบัฟเฟอรที่จะใชไป
กําจัดฟองอากาศออกโดยวิธี sonication ภายใตสุญญากาศประมาณ 15-30 นาที 2 ครั้ง         
แลวบรรจุเจลลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 เซนติเมตร สูง 25 เซนติเมตร ปริมาตรเจล 
19.64 มิลลิลิตร  ผานสารละลาย 100  มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร pH 6.5 ที่มี          
50 มิลลิโมลาร โพแทสเซียมคลอไรด และ 15 มิลลิโมลาร 2-เมอรแคบโตเอธานอล ผสมอยูลงใน
คอลัมนประมาณ 2-3 เทาของปริมาตรเจล ดวยอัตราการไหล 6 มิลลิลิตรตอชั่วโมง                   
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากขอ 3.3.3.1.1 มาใสลงลนผิวหนาเจลเบาๆ ชะโปรตีนดวยบัฟเฟอรเดิม 
เก็บลําดับสวนละ 0.3 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และวัด   
แอคติวิตีในแตละลําดับสวน รวบรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีสูงเขาดวยกัน นําไปลดปริมาตร
ตัวอยางโดยวิธี concentrating centrifugation ความเร็ว 3500 รอบตอนาที ดวย concentrator 
tube ซึ่งมีเมมเบรนที่มีการคัดขนาดโมเลกุล (molecular weight cut-off) 10,000 ดาลตัน จากนั้น
นําไปเติมกลีเซอรอลใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 20 เปอรเซ็นต วัดปริมาตรของสารละลายที่
ได,   แอคติวิตี และปริมาณโปรตีน 
 

3.3.6 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของบีตา-ไซโลสิเดส โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจล                 
อีเลคโทรโฟริซิส (Native polyacrylamide gel electrophoresis) ดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Laemmli (1970) 

  
 ประกบแผนแกวขนาด 8.3 x 10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 x 10.2 เขาดวยกัน โดยมี

แผนพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบดานขางทั้งสอง ประกอบแผนแกวนี้เขา
กับชุดหลอเจล เทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต         
(ภาคผนวก ข ขอที่ 7) ลงในแผนแกวใหมีความสูง 5 เซนติเมตร เติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหมี
ความสูงประมาณ 1 เซนติเมตร ทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้ําออก เทสารละลายผสมสแตกกิงเจล 
(stacking gel) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข ขอที่ 7) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผน
แกว วางแผนพลาสติกสําหรับเตรียมชองใสตัวอยาง (slot former) ลงระหวางแผนแกว ต้ังทิ้งไว
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จนกระทั่งเจลแข็งตัว แลวจึงดึงแผนพลาสติกออก ลางชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรดบัฟเฟอร 
(ภาคผนวก ข ขอที่ 7) นําแผนเจลที่เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟรีซิส เติมอีเลคโท
รดบัฟเฟอรลงในชุดทําอีเลคโทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีนที่จะวิเคราะหและโปรตีนมาตรฐานมาเจือ
จางในบัฟเฟอรสําหรับโปรตีนที่จะใชวิเคราะห (sample buffer) (ภาคผนวก ข ขอที่ 7) เตรียมใหได
ความเขมขนของทุกตัวอยางเทากัน หยอดตัวอยาง 20 ไมโครลิตร ลงในชองใสตัวอยางแลวทําการ
อีเลคโทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกลถึงปลายสุดของแผนเจล 
นําเจลออกจากแผนแกว และยอมสีโปรตนี (Dye staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู  โดยนําเจลไปแช
ในน้ํายายอมสี (staining solution) เปนเวลา 30 นาที แลวลางสีสวนเกินออกดวยสารละลายลางสี 
(destaining solution) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน สําหรับการยอมแอคติวิตี (activity staining) ทํา
โดยแชเจลในพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร บมที่ 55 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ตรวจสอบแถบสีเหลืองของพารา-ไนโตรฟนอลที่เกิดขึ้น 
 

3.3.7  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

3.3.7.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทําเจลฟลเตรชันผานคอลัมน 
เซฟาเด็กซ จี-200 

  
 ผานสารละลายโปรตีนมาตรฐาน ไดแก คะตะเลส, โบไวนซีรัมอัลบูมิน และไซโทโครม ซี 

ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 232,000, 66,000 และ 13,237 ดาลตัน ตามลําดับ ลงในคอลัมน       
เซฟาเด็กซ จี-200 ในภาวะเดียวกับที่ใชทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์ในขอ 2.3.3.1.2 นําแตละ
ลําดับสวนมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร นําคาที่ไดมาเขียนกราฟ 
มาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับปริมาตรของบัฟเฟอรที่
ใชชะโปรตีน 
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3.3.7.2  การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบน
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis) ดัดแปลงจากวิธีการของ           
Laemmli (1970) 

  
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส 

และติดตามดวยการยอมแอคติวิตีแลวแยกออกจากเจล  และสารละลายโปรตีนมาตรฐาน มาทํา  
อีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล โดยประกบแผนแกวขนาด        
8.3 x 10.2 เซนติเมตร และขนาด 7.3 x 10.2 เขาดวยกัน โดยมีแผนพลาสติก (spacer) หนา        
1 มิลลิเมตร สอดอยูที่ขอบดานขางทั้งสอง ประกอบแผนแกวนี้เขากับชุดหลอเจล เทสารละลาย
ผสมของเซพาเรตงิเจล (separating gel)  ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข ขอที่ 8) ลงใน
แผนแกวใหมีความสูง 5 เซนติเมตร เติมน้ํากลั่นลงบนผิวหนาเจลใหมีความสูงประมาณ 1 
เซนติเมตร ทิ้งไวจนเจลแข็งตัว ซับน้ําออก เทสารละลายผสมสแตกกิงเจล (stacking gel) ความ
เขมขน 4 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข ขอที่ 8) ใหทวมชองวางที่เหลือในแผนแกว วางแผนพลาสติก
สําหรับเตรียมชองใสตัวอยาง (slot former) ลงระหวางแผนแกว ตั้งทิ้งไวจนกระทั่งเจลแข็งตัว แลว
จึงดึงแผนพลาสติกออก ลางชองใสตัวอยางดวยอีเลคโทรดบัฟเฟอร (ภาคผนวก ข ขอที่ 8) นําแผน
เจลที่เตรียมไดมาประกอบเขากับชุดทําอีเลคโทรโฟรีซิส เติมอีเลคโทรดบัฟเฟอรลงในชุดทําอีเลค
โทรโฟริซิสจนเต็ม นําโปรตีนที่จะวิเคราะหและโปรตีนมาตรฐานมาเจือจางในบัฟเฟอรสําหรับ
โปรตีนที่จะใชวิเคราะห (sample buffer) (ภาคผนวก ข ขอที่ 8) หยอดตัวอยาง 20 ไมโครลิตร ลง
ในชองใสตัวอยางแลวทําการ    อีเลคโทรโฟริซิสที่ 200 โวลท จนสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลง
มาใกลถึงปลายสุดของแผนเจล นําเจลออกจากแผนแกว และยอมสีโปรตีน (Dye staining) โดยใช
สีคูแมสซี บลู   โดยนําเจลไปแชในน้ํายายอมสี (staining solution) เปนเวลา 30 นาที แลวลางสี
สวนเกินออกดวยสารละลายลางสี (destaining solution) จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ประมาณ
น้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยพิจารณาการเคลื่อนที่ของบีตา-ไซโลสิเดสเทียบกับการ
เคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน 
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3.3.8 การศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจากกรีคอมบิแนนท E. coli 
 

3.3.8.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทาๆกันมาวิเคราะหแอคติวิตี

ตามวิธีการในขอ 3.3.4.1.1 โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35-70 องศาเซลเซียส 
 
3.3.8.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมในการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวในปริมาณเทาๆกันมาวิเคราะหแอคติวิตี

ตามวิธีการในขอ 3.3.4.1.1 โดยแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใหอยูในชวงความเปนกรด
ดางตางๆดังนี้ 

 
100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บัฟเฟอร  ในชวง pH 4.0-6.5 
100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร  ในชวง pH 6.0-8.0 
100 มิลลิโมลาร ทริส บัฟเฟอร    ในชวง pH 8.0-9.0 

 
   3.3.8.3 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตออุณหภูมิ 
  
 บมบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท      
บัฟเฟอร pH 6.5 ที่อุณหภูมิในชวง 40-80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาหาแอคติวิตี
ของบีตา-ไซโลสิเดสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 3.3.4.1.1 โดยมีบีตา-ไซโลสิเดสที่ไมผานการบม
เปนตัวเปรียบเทียบ 
 
 3.3.8.4 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 

บมบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว ที่ pH 4.0-9.5 ในบัฟเฟอรชนิดตางๆดัง
ระบุในขอ 3.3.6.2 เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นนํามาหาแอคติวิตีของ
บีตา-ไซโลสิเดสที่เหลืออยู ตามวิธีการในขอ 3.3.4.1.1 โดยมีบีตา-ไซโลสิเดสที่ไมผานการบมเปน
ตัวเปรียบเทียบ 

 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 
4.1 ปจจัยที่มีผลตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 ใน 

E. coli 
 

จิราวรรณ ธนะ (2541) โคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 โดยใช E. coli 
DH5α เปนเซลลเจาบาน และไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ที่สามารถแสดงออกแอคติวิตี
ของบีตา-ไซโลสิเดส งานวิจัยนี้ตองการเพิ่มประสิทธิภาพการแสดงออกของยีนนี้โดยแปรปจจัย
ตางๆที่อาจมีผลตอการแสดงออกของยีน 

E. coli สายพันธุ DH5α ไมมี lac iq สวน JM109 มี lac iq ที่ทําใหมีการผลิตรีเพรสเซอรตอ 
plac ในปริมาณสูง ยีนที่แสดงออกภายใต plac จึงตองมีไอโซโพรพิล-บีตา-ดี-ไธโอกาแลคโต          
ไพราโนไซด (Isopropyl-β-D-thiogalacto pyranoside, IPTG) เปนสารชักนํา งานวิจัยนี้จึงได 
ทรานสฟอรม pCH7-1 เขาสู  E. coli ทั้งสองสายพันธุเพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการ
แสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสเมื่ออยูภายใตปจจัยตางๆ 

 
4.1.1 ผลของ IPTG  

 
จากการเลี้ยงรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุที่ไดรับ pCH7-1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 

ที่เติม IPTG ที่ความเขมขนตางๆกันในชวง 0-0.75 มิลลิโมลาร ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ชั่วโมง ผลการทดลองในตารางที่ 4.1 พบวา IPTG ไมมีผลตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดส
ในเซลลเจาบาน DH5α ขณะที่เซลลเจาบาน JM109 ตองการ IPTG  อยางไรก็ตามการแสดงออก
ของยีนไมแตกตางกันมากนักที่ความเขมขนตางๆกันของ IPTG และเมื่อเปรียบเทียบกับ DH5α 
แลว IPTG ก็ไมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการแสดงออกของยีนนี้ใน JM109 ใหสูงขึ้น 

จากขอมูลขางตนจึงเลือกเติม IPTG ที่ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลารและไมเติม IPTG 
สําหรับรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ JM109 และ DH5α ตามลําดับ สําหรับการศึกษาปจจัย
อ่ืนๆตอไป 
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ตารางที่ 4.1  ผลของ IPTG ตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก                  
Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli DH5α และ JM109 

 
DH5α JM109 ความเขมขนของ 

IPTG 
(มิลลิโมลาร) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

 
0 0.305 2.919 0.104 0.034 3.496 0.010 

0.2 0.385 3.948 0.098 0.178 2.889 0.062 
0.5 0.288 3.326 0.087 0.105 2.044 0.051 

0.75 0.292 2.970 0.098 0.167 2.541 0.066 
 
 

4.1.2 ผลของแหลงคารบอน 
 

สุมาลี อ้ึงใจธรรม (2539) ศึกษาการผลิตบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
พบวาการสรางเอนไซมนี้ตองการไซแลนเปนสารชักนํา งานวิจัยนี้จึงแปรแหลงคารบอนตางๆเพื่อ
ศึกษาวามีผลตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อดังกลาวหรือไมเมื่ออยูในเซลลเจา
บาน E. coli ทั้งสองสายพันธุ 

จากการเลี้ยงรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ภายใตภาวะที่
เหมาะสมในขอ 4.1.1 แปรชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนที่ใชทดสอบ ไดแก ไซแลน 
ไซโลส และกลูโคส ที่ 0-0.75 เปอรเซ็นต(น้ําหนักตอปริมาตร) ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15  
ชั่วโมง ผลการทดลองในตารางที่ 4.2 พบวาเมื่อเติมไซแลนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเล้ียง          
รีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุแอคติวิตีจําเพาะของบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจะสูงขึ้น ในขณะที่
เมื่อเติมไซโลสและกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเล้ียงรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุกลับ
มีผลไปลดแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสทั้งๆที่ปริมาณโปรตีนไมแตกตางจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เติมไซแลนมากนัก จึงเลือกที่จะใสไซแลนความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นตลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อสําหรับการศึกษาปจจัยตอไป 
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ตารางที่ 4.2 ผลของแหลงคารบอนตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก                   
Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli DH5α และ JM109 

 
DH5α JM109 ความเขมขนของ

แหลงคารบอน 
(เปอรเซ็นต) 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

 

แอคติวิตี 
(หนวยตอ
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม
ตอ

มิลลิลิตร) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

 
ไมเติมแหลง
คารบอน 

0.340 3.178 0.107 0.131 2.576 0.051 

      ไซแลน 
0.2 0.479 3.743 0.128 0.301 3.582 0.084 
0.5 0.442 3.652 0.121 0.254 3.387 0.075 

0.75 0.412 3.579 0.115 0.229 3.268 0.070 
      ไซโลส 

0.2 0.082 3.915 0.021 0.049 3.249 0.015 
0.5 0.045 3.236 0.014 0.026 2.933 0.009 

0.75 0.032 3.231 0.010 0.022 2.785 0.008 
      กลูโคส 

0.2 0.054 4.534 0.012 0.026 2.878 0.009 
0.5 0.030 3.735 0.008 0.016 2.322 0.007 

0.75 0.025 3.561 0.007 0.012 2.289 0.005 
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4.1.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อ 
 

จากการเลี้ยงรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมที่ไดจาก
ขอ 4.1.2 โดยแปรระยะเวลาบมเชื้อที่ 9,12,15,18,21 และ 24 ชั่วโมง ผลการทดลองในรูปที่ 4.1 
พบวาทั้ง 2 สายพันธุใหแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมสูงสุดเมื่อบมเปนเวลา 15 ชั่วโมง   ดังนั้นใน
การศึกษาตอไปจึงเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเทากับ 15 ชั่วโมง  

จากผลการศึกษาปจจัยตางๆตอการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท 
E. coli ทั้ง 2 สายพันธุพบวาสายพันธุ DH5α สามารถผลิตเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสที่มีแอคติวิตี
จําเพาะสูงกวาสายพันธุ JM109 ดังนั้นในการศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท 
E. coli จึงเลือกสายพันธุ DH5α เปนแหลงผลิตเอนไซม 
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รูปที่ 4.1   ความสัมพันธของระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อกับการแสดงออกของยีนบีตา-ไซโลสิเดสใน 

รีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α และ JM109 
 
 
  แอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร) ของ E. coli สายพันธุ DH5α 
  แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของ E. coli สายพันธุ DH5α 
   แอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร) ของ E. coli สายพันธุ JM109 
  แอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน) ของ E. coli สายพันธุ JM109 
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4.2 การทําบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli DH5α ใหบริสุทธิ์ 
 

4.2.1 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

4.2.1.1 โครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ 
 
ทรรศนีย ตั้งสกุล (2544) ไดรายงานการทําใหบริสุทธิ์และสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก  

Streptomyces sp. CH7 งานวิจัยนี้จึงไดนําบตีา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการแสดงออกของยีนบีตา-
ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 ใน E. coli มาทําใหบริสุทธิ์พรอมทั้งศึกษาสมบัติของ
เอนไซมนี้เพื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมจากเชื้อด้ังเดิม 

โดยนําเอนไซมที่เตรียมไดจากการบดเซลลแลวละลายใน 100 มิลลิโมลาร โซเดียม        
อะซิเตท บัฟเฟอร pH 6.5  คิดเปนปริมาณโปรตนีทั้งหมด 98.67 มิลลิกรัมภายหลังจากกําจัดเศษ
เซลลออกแลวและมีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 6.00 หนวย  มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟบน
ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ ซึ่งเปนตัวกลางแลกเปลี่ยนอิออนลบ (Anion exchanger) ดังวิธีการในขอ 
3.3.5.1.1 พบวาเอนไซมจับกับตัวกลางชนิดนี้ ดังนั้นจึงสามารถกําจัดโปรตีนอื่นๆที่มีประจุตรงขาม
กับเอนไซมออกไปได และยังสามารถกําจัดโปรตีนที่มีประจุตางกับเอนไซมมากๆออกไปโดยการชะ
ดวยเกรเดียนทของเกลือโพแทสเซียมคลอไรดที่ความเขมขน 0.3-1.0 โมลาร ผลการทดลองในรูปที่ 
4.2 พบวา บีตา-ไซโลสิเดส ถูกชะออกมาในลําดับสวนที่ 85-95 ซึ่งมีความเขมขนของโพแทสเซียม
คลอไรด 0.58-0.64 โมลาร เมื่อรวมลําดับสวนที่มีแอคติวิตีเขาดวยกันและทําใหเขมขนขึ้นแลววัด
ปริมาตรรวมได 3.0 มิลลิลิตร มีแอคติวิตีทั้งหมดเทากับ 2.15 หนวย มีปริมาณโปรตีนทั้งหมด
เทากับ 13.75 มิลลิกรัม แอคติวิตีจําเพาะ 0.16 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 
2.67 เทา และยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยู 35.83 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 4.2 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ   

 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  คาของแอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร) 
  ความเขมขนของเกลือโพแทสเซียมคลอไรด (โมลาร) 
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4.2.1.2 โครมาโทกราฟบนเซฟาเด็กซ จี-200 
 
นําเอนไซมที่ไดจากการทําโครมาโทกราฟบนดีอีเออี ไบโอ-เจล คิดเปนปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด 13.75 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์โดยผานคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 ผลการทดลองในรูปที่ 
4.3 พบวาบีตา-ไซโลสิเดสถูกชะออกมาหลัง void volumn ในลําดับสวนที่ 29-39 เมื่อรวมลําดับ
สวนเหลานี้เขาดวยกันวัด   แอคติวิตีรวมได 0.32 หนวย มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ 0.99 
มิลลิกรัมและแอคติวิตีจําเพาะ 0.32 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 5.33 เทา 
และยังคงเหลือแอคติวิตีอยู 5.33 เปอรเซ็นต 

ผลการทดลองในขอ 4.2.1.1 และ 4.2.1.2 พบวาบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากรีคอมบิแนนท  
E. coli มีรูปแบบการถูกชะออกจากคอลัมนโครมาโตกราฟทั้ง 2 ชนิดคลายคลึงกับบีตา-ไซโลสิเด
สจาก Streptomyces sp. CH7 ที่รายงานโดยทรรศนีย ตั้งสกุล (2544) 

ขั้นตอนและผลการทําบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α ให
บริสุทธิ์ไดสรุปไวในตารางที่ 4.3 
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รูปที่ 4.3 การทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์โดยคอลัมน เซฟาเด็กซ จี-200  

 
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

  คาของแอคติวิตี (หนวยตอมิลลิลิตร) 
  
 
 
 
 

คา
กา
รด
ูดก
ลืน
แส
งท
ี่คว
าม
ยา
วค
ลื่น

 28
0 น

าโน
เมต

ร 

 



 39

ตารางที่ 4.3  ขั้นตอนการทําบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α ให 
                   บริสุทธิ์ 
 
ลําดับข้ันตอนการ
ทําใหบริสุทธิ ์

ปริมาตร 
(มล.) 

แอคติวิตี
ทั้งหมด 
(หนวย) 

โปรตีน
ทั้งหมด 
(มก.) 

แอคติวิตี
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มก.โปรตีน) 

แอคติวิตี 
(เปอรเซ็นต) 

 

ความ
บริสุทธิ ์
(เทา) 

สารสกัดเอนไซม 
 

7 6.00 98.67 0.06 100 1 

ดีอีเออี ไบโอ-เจล 
อะกาโรส 

 

3 2.15 13.75 0.16 35.83 2.67 

เซฟาเดก็ซ จ ี200 
 

1 0.32 0.99 0.32 5.33 5.33 

 
 
4.3 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ โดยวิธีพอ

ลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส 
 

นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอนตางๆ มาตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการทําพอ
ลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส จากนั้นตัดแผนเจลเปน 2 สวน สวนแรกนําไปยอมสีโปรตีน 
(Dye staining) โดยใชสีคูแมสซี บลู อีกสวนหนึ่งนําไปยอมแอคติวิตี (Activity staining) โดยใช 
2.5    มิลลิโมลาร พารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด ไดผลการทดลองดังรูปที่ 4.4 จาก
การยอมดวยสีคูแมสซี บลู พบวา บีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนนั้นยังคง
มีแถบโปรตีนอยูเปนจํานวนมาก ดังนั้นเพื่อตรวจสอบวาแถบโปรตีนใดเปนบีตา-ไซโลสิเดส จึงได
นําเจลสวนที่ยอมแอคติวิตีมาเปรียบเทียบโดยแถบสีเหลืองจะแสดงแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสที่
ยอยสลายพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด แลวไดพารา-ไนโตรฟนอลซึ่งเปนสารสี
เหลือง ผลการทดลองนี้สามารถระบุไดวาแถบโปรตีนที่แสดงแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสไมใช
แถบโปรตีนหลัก (major protein) ซึ่งใหแถบสีน้ําเงินเขม 
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จากนั้นไดพยายามทําเอนไซมนี้ใหบริสุทธิ์เพื่อใหถึงระดับโปรตีนเดี่ยว (homogeneity) โดยมี
จุดมุงหมายที่จะนําตัวอยางไปใชในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส จึงนําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ในขั้นตอน  
เซฟาเด็กซ จี-200 มาทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสแลวยอมแอคติวิตี ตัดเจลเฉพาะแถบ
สีเหลือง ชะโปรตีนออกมาและทําใหเขมขนโดยการปนเหวี่ยงใน  concentrator tube ผลการ
วิเคราะหความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่เตรียมไดดังแสดงในรูปที่ 4.5 พบวาเอนไซมที่ไดมีความ
บริสุทธิ์สูงขึ้นโดยแสดงแถบหนาของเอนไซม 1 แถบ แตก็ยังมีแถบของโปรตีนปนเปอนอยูเล็กนอย 
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รูปที่ 4.4   การทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ใน

ขั้นตอนตางๆ 
 

แถวที่ 1-3  ยอมสีดวยสีคูแมสซี บลู 
แถวที่ 4-6 ยอมแอคติวิตีดวยพารา-ไนโตรฟนิล บีตา-ดี-ไซโลไพราโนไซด 
  (ทุกตัวอยางใชปริมาณโปรตีน 7 ไมโครกรัม) 

 
แถวที่ 1  สารสกัดเอนไซม 
แถวที่ 2  เอนไซมที่ผานคอลัมนดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ 
แถวที่ 3  เอนไซมที่ผานคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 
แถวที่ 4-6 สารสกัดเอนไซม 
 

1 2 3 654
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รูปที่ 4.5   การทําพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสของเอนไซมที่ผานคอลัมนเซฟาเด็กซ จ-ี200 

และที่ชะออกจากพอลิอะคริลาไมดเจลซึ่งไดจากการยอมแอคติวิตี 
 

แถวที่ 1  เอนไซมที่ชะออกจากพอลิอะคริลาไมดเจล ยอมสีดวยสีคูแมสซี บลู            
             (ปริมาณโปรตีน 1 ไมโครกรัม) 
แถวที่ 2  เอนไซมที่ผานคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 (ปริมาณโปรตีน 10 ไมโครกรัม) 

 

1 2
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4.4 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

4.4.1 การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยการทําเจลฟลเตรชันผานคอลัมนเซฟา   
                เด็กซ  จี-200 
 

การทดลองนี้ไดหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดสโดยวิธีเจลฟลเตรชัน โดยใชโปรตีน
ที่ทราบน้ําหนักโมเลกุลที่แนนอน ไดแก คะตะเลส  โบไวนซีรัมอัลบูมิน และ ไซโตโครม ซี ซึ่งมี
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 232,000, 66,000 และ 13,237 ดาลตัน ตามลําดับ เปนโปรตีนมาตรฐาน 
ผานโปรตีนเหลานี้ลงบนคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 ซึ่งเปนคอลัมนเดียวกันและภายใตสภาวะ
เดียวกันกับที่ใชในการทําบีตา-ไซโลสิเดสใหบริสุทธิ์ ดังรายละเอียดในวิธีการทดลองที่ 3.3.5.1.2 
และติดตามลําดับสวนที่โปรตีนถูกชะออกจากคอลัมนโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
280 นาโนเมตร  เมื่อนํามาเขียนกราฟระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน
มาตรฐานกับปริมาตรบัฟเฟอรที่ชะโปรตีนออกมาจากคอลัมนไดผลดังรูปที่ 4.6 จากกราฟดังกลาว
พบวาบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
178,000 ดาลตัน 
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รูปที่ 4.6 ความสัมพันธระหวางลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุลกับปริมาตรที่ใชชะโปรตีนออก   
             จากคอลัมนเซฟาเด็กซ จี-200 

1. คะตะเลส   น้ําหนักโมเลกุล    232,000 ดาลตัน 
  2. โบไวนซีรัมอัลบูมิน  น้ําหนักโมเลกุล      66,000        ดาลตัน 
  3. ไซโตโครม ซี     น้ําหนักโมเลกุล      13,237  ดาลตัน 
  X  คือ บีตา-ไซโลสิเดส 
 
 
 
 
 
 
 

1 X 2 3 



 45

4.4.2 การหาน้ําหนักโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทําอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียมโดเด 
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 

  
นําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิสและ

ติดตามดวยการยอมแอคติวิตีแลวแยกออกจากเจล มาหาน้ําหนักโมเลกุลโดยทําอีเลคโทรโฟริซิ
สบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ไดผลการ
ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 และจากการวิเคราะหจากกราฟมาตรฐานระหวางคาลอการิทึมของ
น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานกับระยะทางการเคลื่อนที่ของโปรตีนบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟ
ตพอลิอะคริลาไมดเจล แสดงดังรูปที่ 4.8 พบวา มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 75,000 ดาลตัน และ
เมื่อประเมินรวมกับผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเตรชันซึ่งมีคาประมาณ 178,000 
ดาลตัน จึงคาดวาบีตา-ไซโลสิเดสประกอบดวยหนวยยอย 2 หนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากัน  
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รูปที่ 4.7   การวิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุลของบีตา-ไซโลสิเดส โดยการทาํอีเลคโทรโฟริซิสบนโซเดียม
โดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจล 

  
 แถวที ่1  โปรตีนมาตรฐานน้ําหนกัโมเลกลุชวงกวาง 

 แถวที ่2  บีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทาํอีเลคโทรโฟริซิส (1 ไมโครกรัม) 
 

โปรตีนมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลชวงกวางไดแก 
ไมโอซิน (Myosin)    น้ําหนักโมเลกุล  209,000  ดาลตัน 
บีตา-กาแลคโตสิเดส (β-Galactosidase) น้ําหนักโมเลกุล  124,000  ดาลตัน 
โบไวน ซีรัม อัลบูมิน (Bovine serum albumin) น้ําหนักโมเลกุล    80,000  ดาลตัน 
โอวัลบูมิน (Ovalbumin)   น้ําหนักโมเลกุล    49,100  ดาลตัน 
คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase) น้ําหนักโมเลกุล    34,800  ดาลตัน 

1 2kDa 
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80 

49.1 

34.8 
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รูปที่ 4.8  กราฟความสัมพันธระหวางคาลอการิทึมของน้ําหนักโมเลกุล กับระยะทางที่โปรตีน    

เคลื่อนที่บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอีเลคโทรโฟริซิส 
 

1. ไมโอซิน (Myosin)    น้ําหนักโมเลกุล  209,000    ดาลตัน 
2. บีตา-กาแลคโตสิเดส (β-Galactosidase) น้ําหนักโมเลกุล  124,000    ดาลตัน 
3. โบไวน ซีรัม อัลบูมิน (Bovine serum albumin) น้ําหนักโมเลกุล    80,000    ดาลตัน 
4. โอวัลบูมนิ (Ovalbumin)   น้ําหนกัโมเลกลุ    49,100     ดาลตัน 
5. คารบอนิค แอนไฮเดรส (Carbonic anhydrase) น้ําหนักโมเลกุล    34,8000   ดาลตัน 
X  คือ บีตา-ไซโลสิเดส 
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4.5 การศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli สายพันธุ DH5α 
 

นําเอนไซมที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวดังกลาวขางตน มาศึกษาสมบัติตางๆดังตอไปนี้ 
 

4.5.1  ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

จากการนําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวปริมาณเทาๆกัน มาหาแอคติวิตี
โดยการแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 35-70 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ 55 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมินี้เอนไซมใหแอคติวิตี
สูงสุด ดังรูปที่ 4.9 
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รูปที่ 4.9 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

กําหนดใหแอคติวิตีสัมพัทธ ณ อุณหภูมิที่แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงสุดเทากับ 100 
เปอรเซ็นต 
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4.5.2  ผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
  

จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดสโดยการทํา
ปฏิกิริยาในบัฟเฟอรที่แปรความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0 ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.10 
พบวาเอนไซมสามารถทํางานไดดีในชวง pH 6.0-7.0 โดยที่ pH 6.5 เปนคาที่เหมาะสมที่สุดในการ
ทํางานของเอนไซมนี้ 
 

 
รูปที่ 4.10  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของบีตา-ไซโลสิเดส 
 

อะซเิตทบัฟเฟอร 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
ทริสบัฟเฟอร 

 
กําหนดใหแอคติวิตีสัมพัทธ ณ ความเปนกรดดางที่แอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงสุด

เทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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 4.5.3  ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตออุณหภูมิ 
 
นําบีตา-ไซโลสิเดสมาบมที่อุณหภูมิตางๆ โดยแปรอุณหภูมิในชวง 40-80 องศาเซลเซียส 

บมนาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่เหลือภายใตสภาวะที่เหมาะสม ผลการทดลองดัง
แสดงในรูปที่ 4.11 พบวาบีตา-ไซโลสิเดสมีความเสถียรตออุณหภูมิไดสูงถึงประมาณ 45 องศา
เซลเซียส และที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เอนไซมยังคงมีแอคติวิตีเหลืออยูสูงถึงประมาณ 90 
เปอรเซ็นต แตที่ 55 องศาเซลเซียส เอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยางรวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตี
อยางสิ้นเชิงที่ 60 องศาเซลเซียส 

 

 
รูปที่ 4.11 ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตออุณหภูมิ 
 

กําหนดใหแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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4.5.4  ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 
เมื่อนําบีตา-ไซโลสิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาบมในบัฟเฟอรชนิดตางๆที่มีความ

เปนกรดดางในชวง 4.0-9.5 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนําไปหาแอคติวิตีที่
เหลือภายใตสภาวะที่เหมาะสม พบวา เอนไซมมีความเสถียรตอคาความเปนกรดดางในชวงสูงคือ
ต้ังแต 6.0-9.5 แตที่คาความเปนกรดดางต่ํากวา 6.0 ลงมาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีอยาง
รวดเร็วและสูญเสียแอคติวิตีอยางสิ้นเชิงที่ความเปนกรดดางเทากับ 4.0 ดังรูปที่ 4.12 
 

 
รูปที่ 4.12  ความเสถียรของบีตา-ไซโลสิเดสตอความเปนกรดดาง 
 

อะซิเตทบัฟเฟอร 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
ทริสบัฟเฟอร 

 
กําหนดใหแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซมที่ไมผานการบมเทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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4.6 การหาลําดับดีเอ็นเอของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
 

งานวิจัยนี้ไดหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด  
pCH7-1 โดยมีไดอะแกรมการหาลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในรูปที่ 4.13 ผลการหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดดังแสดงในรูปที่ 4.14 พบกรอบอานรหัสเปด (ORF) สมบูรณ 1 กรอบ ต้ังแตลําดับนิวคลีโอไทด
ที่ 552 ถึง 2927  ซึ่งถอดรหัสเปนกรดอะมิโนไดทั้งหมด 792 กรดอะมิโน คํานวณเปนน้ําหนัก
โมเลกุลไดประมาณ 83,386 ดาลตัน 

จากการเปรียบเทียบความเหมือน (homology) กับยีนบีตา-ไซโลสิเดสใน Genbank โดย
โปรแกรม BlastP version 2.2.1 ซึ่งเปรียบเทียบจากลําดับกรดอะมิโนพบวามีความคลายคลึงกับ
บีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces coelicolor (GenBank accession No. AL117385) 72 
เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 2), จาก Streptomyces lividans (GenBank accession No. 
AF043654) 60 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 2) และจาก Streptomyces thermoviolaceus 
OPC-520 (GenBank accession No. AB053119) 56 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 3) 

 
เมื่อเปรียบเทียบจากลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 พบวายีนนี้

คลายคลึงกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 (GenBank 
accession No. AB053119) 85 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 6), จาก Streptomyces 
coelicolor (GenBank accession No. AL117385) 84 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ขอที่ 4)  และ
จาก Streptomyces lividans (GenBank accession No. AF043654) 82 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก 
ค ขอที่ 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

รูปที่ 4.13  ไดอะแกรมแสดงวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทด ลูกศรเสนทึบใหญแสดงกรอบอานรหัสเปดของยีนบีตา-ไซโลสิเดสและทิศทางการถอดรหัสเปนกรดอะมิโน   
                 ลูกศรเสนทึบเล็กแสดงทิศทางการหาลําดับนิวคลีโอไทด 
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   1   GATCATCATCAAGCTGCACCTCTACGACAGCCTGCTCGCCCTGATCCTCCCGTCGATCG    59 
  60  CCTTCGCCATCCCGCTGTCCGTCCTGGTGCTCGCCAACTTCATCCGCGACGTGCCGAAGG   119 
 120  ACCTCTTCGACTCGATGCGGGTGGACGGCGCCACCGAATGGACGACGCTGTGGCGGCTGG   179 
 180  CGGCGCCCCTCACCCGGCCCGCCATCCTCACCGTCACCGTCTTCAACGCCCTGACCATCT   239 
 240  GGAACGGCTTCCTGCTGCCGCTGGTCCTCACCCAGAGCCCCGACCGCAGGACCCTGCCGC   299 
 300  TCGCCCTGTGGGCCTTCCAGGGCGAGTACGGCGTCAACGTCCCGGCCGTGCTGGCCGCCG   359 
 360  TCGTCCTGACCACCCTGCCCGTCCTGGTGCTGTACGCCTTCGGCCGCCGCCAGCTGCTCA   419 
 420  GCGGCCTGACCGCGGGCTTCAGCCGCTGACCGGCACCGGCACCGGCGGGACGCCGACCCC   479 
 480  GCCCCGACTCCCACCCGTCCACCGGCACGCCCGCCCCGCCCCGCTCGGGGGCCCGGCGGG   539 
 540  CGGAGGAGGAAAGTGAACGCCGACGTGGCCGCGGAGAGCCCCTCCGCCCCCTCCCTCTGG   599 
   1       RBS     M  N  A  D  V  A  A  E  S  P  S  A  P  S  L  W     16 
 600  AACGACCCGACCGCCCCCGTCGCCGCACGCGTCGACGCGCTGATCGACGCCATGACCCTG   659 
  17   N  D  P  T  A  P  V  A  A  R  V  D  A  L  I  D  A  M  T  L     36 
 660  CAGGAGAAGACCGCACAGCTGGTCGGGGCATGGGCCGGCGCCTCCGACGAGGGCGGGCAA   719 
  37   Q  E  K  T  A  Q  L  V  G  A  W  A  G  A  S  D  E  G  G  Q     56 
 720  GTGGCCCCCCACCAGCACGAGATGGAGGAGCCCGTCGATCTCGACGCGCTCCTGCCCCAC   779 
  57   V  A  P  H  Q  H  E  M  E  E  P  V  D  L  D  A  L  L  P  H     76 
 780  GGACTCGGCCAACTGACCCGACCGTTCGGCACCGTCCCGGTCGACCCCGCCCTCGGCGCG   839 
  77   G  L  G  Q  L  T  R  P  F  G  T  V  P  D  V  P  A  L  G  A     96 
 840  CTCTCCCTGGCCCGCACCCAGGCCCGGATCGCCGCCTCCAACCGCTTCGGCATCCCCGCC   899 
  97   L  S  L  A  R  T  Q  A  R  I  A  A  S  N  R  F  G  I  P  A    116 
 900  CTCGCGCACGACGAGTGCCTGGCCGGCTTCGCCGCCTGGGGCGCCACCGCCTACCCCGTC   959 
 117   L  A  H  D  E  C  L  A  G  F  A  A  W  G  A  T  A  Y  P  V    136 
960  CCGCTGTCCTGGGGCGCCGCCTTCGACCCCGGCCTGGTGCGGCGCATGGCCGCCGCCATC  1019 

 137   P  L  S  W  G  A  A  F  D  P  G  L  V  R  R  M  A  A  A  I    156 
1020  GGCCGTGACATGCGCGCCGTCGCGTCCACCAGGGCCTCGCGCCCGTCCTCGACGTCGTGC  1079 
 157   G  R  D  M  R  A  V  A  S  T  R  A  S  R  P  S  S  T  S  C    176 
1080  GCGACGTCCGCTGGGGCCGCGTGGAGGAGACCATCGGCGAGGACCCGTACCTCGTCGGCA  1139 
 177   A  T  S  A  G  A  A  W  R  R  P  S  A  R  T  R  T  S  S  A    196 
1140  CCATCGGCACCGCCTACGTTCAGGGCCTGGAGTCCGCCGGGATCGTCGCCACGCTCAAAG  1199 
 197   P  S  A  P  P  T  F  R  A  W  S  P  P  G  S  S  P  R  S  K    216 
1200  CACTTCGCCGGATACTCGGCCTCCCGCGCCGGCCGCAATCTTTGCGCCCGTCTTCGATGG  1259 
 217   H  F  A  G  Y  S  A  S  R  A  G  R  N  L  C  A  R  L  R  W    236 
1260  GACCCGCGGGAACGCGCCGACGTGGTGCTGCCGCCGTTCGAGATGGCCGTCCGCGAGGGT  1319 
 237   D  P  R  E  R  A  D  V  V  L  P  P  F  E  M  A  V  R  E  G    256 
1320  GGCGCCCGCTCCGTGATGAACGCCTACACCGACACCGACGGCGTGCCCTCCGCGGCCGAC  1379 
 257   G  A  R  S  V  M  N  A  W  T  D  T  D  G  V  P  S  A  A  D    276 
1380  GAGAACCTGCTCACCGGGCTGCTGCGGGACACCTGGGGCTTCGACGGCACCGTGGTCGCC  1439 
 277   E  N  L  L  T  G  L  L  R  D  T  W  G  F  D  G  T  V  V  A    296 
1440  GACTACTTCGCCGTCGCCTTCCTGGCGACCCTGCACGGTGTCGCCGCCGACTGGGCGGAC  1499 
 297   D  Y  F  A  V  A  F  L  A  T  L  H  G  V  A  A  D  W  A  D    316 
1500  GCCGCCGGCACGGCGCTGCACGCGGGCATCGACGTCGAACTGCCCAACGTCAAGACGTAC  1559 
 317   A  A  G  T  A  L  H  A  G  I  D  V  E  L  P  N  V  K  T  Y    336 
1560  GGCGCACCGCTCACCGAAGCCGTCGCCGACGGCCGCGTCCCGGAGGAGCTCGTCGACCGC  1619 
 337   G  A  P  L  T  E  A  V  A  D  G  R  V  P  E  E  L  V  D  R    356 
1620  GCTCTGCGCCGGGTCCTCACCCAGAAGGTGACGCTCGGCCTGCTCGACCCGGACTGGGAC  1679 
 357   A  L  R  R  V  L  T  Q  K  V  T  L  G  L  L  D  P  D  W  D    376 
1680  CCCGTGCCGGCCGCCCTGGACGGAACGGACCCGGCCGACCCCGAGGCCCTGCGCGGACGC  1739 
 377   P  V  P  A  A  L  D  G  T  D  P  A  D  P  E  A  L  R  G  R    396 
1740  GTCGACCTGGACAGCCCGGGGAACCGCGCCCTGGCCCGCACGCTCGCCGAGGAAGCGGTC  1799 
 397   V  D  L  D  S  P  G  N  R  A  L  A  R  T  L  A  E  E  A  V    416 
1800  GTCCTGCTCGCCAACGACGGCACGCTGCCGCTGGACCGCCCCCGCCGCATCGCCCTGATC  1859 
 417   V  L  L  A  N  D  G  T  L  P  L  D  R  P  R  R  I  A  L  I    436 
1860  GGACCCAACGCCGACGAACCCACCGCCGTGCTCGGCTGCTACTCCTTCCCGCAGCACATC  1919 
 437   G  P  N  A  D  E  P  T  A  V  L  G  C  Y  S  F  P  Q  H  I    456 
1920  GGCGTCCAGCACCCCGGGACGCCCCTCGGCATCGCCCTGCCCACCCTGCGTGAGACGCTC  1979 
 457   G  V  Q  H  P  G  T  P  L  G  I  A  L  P  T  L  R  E  T  L    476 
1980  GCCACCGAGTTCCCCGACGCCGCCGTCACGTACGTCCGCGGCACCGGCGTCGACGACGGG  2039 
 477   A  T  E  F  P  D  A  A  V  T  Y  V  R  G  T  G  V  D  D  G    496 
 
 
 

รูปที่ 4.14 แสดงลําดับดีเอ็นเอของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 
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2040  GACCTGACCGGCCTCGACGAGGCGGTACGGGCGGCCCGTGAGGCGGACGTCACCGTCGCG  2099 
 497   D  L  T  G  L  D  E  A  V  R  A  A  R  E  A  D  V  T  V  A    516 
2100  GTGCTCGGCGACCGCGCCGGCCTGTTCGGCCGCGGCACCAGCGGCGAGGGCTGCTACGCG  2159 
 517   V  L  G  D  R  A  G  L  F  G  R  G  T  S  G  E  G  C  Y  A    536 
2160  GAGACACTGGAGTTGCCCGGCGCGCAACAGCAGCTCCTGGACGCGCTGCTGGACTCGGGC  2219 
 537   E  T  L  E  L  P  G  A  Q  Q  Q  L  L  D  A  L  L  D  S  G    556 
2220  ACCCCGGTCGTCACCGTCCTGCTCGCGGGCCGCCCCTACGCACTCGGCCGTGCGGTGACG  2279 
 557   T  P  V  V  T  V  L  L  A  G  R  P  Y  A  L  G  R  A  V  T    576 
2280  GAGTCGGCGGCGATCGTGCAGTCCTTCTTCCCCGGCGAGGAAGGCACGCACGCCATCGCC  2339 
 577   E  S  A  A  I  V  Q  S  F  F  P  G  E  E  G  T  H  A  I  A    596 
2340  GGGGTGCTCAGCGGCCGGGTCAACCCCTCCGGACGCCTCCCCGTCGGCGTGCCGCGCACC  2399 
 597   G  V  L  S  G  R  V  N  P  S  G  R  L  P  V  G  V  P  R  T    616 
2400  CCGGGCCTCCAGCGCGGCACCTACCTCGGAGCGCGGCTCGCCCACGCCGGCGACGCGTCC  2459 
 617   P  G  L  Q  R  G  T  Y  L  G  A  R  L  A  H  A  G  D  A  S    636 
2460  GCCGTCGACCCGGCCCCCGCGTTCCCCTTCGGCCACGGCCTGTCCTACACCCGCTTCGAC  2519 
 637   A  V  D  P  A  P  A  F  P  F  G  H  G  L  S  Y  T  R  F  D    656 
2520  TGGACGGACCTGACCGCGGACACCCAGGAGGCCCCCACGGACGGTGAGTTCATCCTTGCA  2579 
 657   W  T  D  L  T  A  D  T  Q  E  A  P  T  D  G  E  F  I  L  A    676 
2580  CTCACCGTCCGCAACAAGGGCGACCGTCCCGGCACGGAGGTCGTCCAGCTCTACCTTCAC  2639 
 677   L  T  V  R  N  K  G  D  R  P  G  T  E  V  V  Q  L  Y  L  H    696 
2640  GACCCGGTCGCCTCCGTCGTCCAGCCGCTCCAGCGCCTCGTCGGCTACACACGGGTGGCG  2699 
 697   D  P  V  A  S  V  V  Q  P  L  Q  R  L  V  G  Y  T  R  V  A    716 
2700  TTGGAACCGGGGGAGTCCCGCCGCCTGACCGTCACGGTCCCGGCCGACCTGGCGTCCTTC  2759 
 717   L  E  P  G  E  S  R  R  L  T  V  T  V  P  A  D  L  A  S  F    736 
2760  ACGGGCCGCGACGGACGGCGCATCGTCGAACCGGGCGAACTGGAACTGAGGCTGGCCGCC  2819 
 737   T  G  R  D  G  R  R  I  V  E  P  G  E  L  E  L  R  L  A  A    756 
2820  TCCAACACGGACCGGCGCCTGACGGCCCGGGTCACACTGACCGGCACGGAACGCCACGTG  2879 
 757   S  N  T  D  R  R  L  T  A  R  V  T  L  T  G  T  E  R  H  V    776 
2880  GACCACACGCGACGCCTGCACGCCACGTTCACGCAGAAGCCTGCCACCTGAACGGACGGG  2939 
 777   D  H  T  R  R  L  H  A  T  F  T  Q  K  P  A  T  *             792 
2940  GGCGCGCGGCACACTCCGGGGTGCCGCGCACCCGCGTGCCCGGCGTTCACGGGTAACGGA  2999 
3000  CGCCGGTCAGGGTCACACTGACCGGCACGGAACGCCACGTGGACCACACGCGACGCCTGC  3059 
3060  ACGCCACGTTCACGCAGAAGCCTGCCACCTGAACGGACGGGGGCGCGCGGCACACTCCGG  3119 
3120  GGTGCCGCGCACCCGCGTGCCCGGCGTTCACGGGTAACGGACGCCGGTCAGGTCCTCCGC  3179 
3180  CACCGCCCACAGGCGGCGGGCGACGGCCGGGTCGGCGGCCTCCTCGCCGAGGCGGGCCTC  3239 
3240  GGTCACCGGGCCGCGGGTCTCCAGAGCCGGGCGGGGCCGAAGAACTGCCCGCCCCGCACC  3299 
3300  TCCGGGTCGGTCGCGGCACGCAGCTGCGGCAGCGCCCCCTGCTTCACCGACTGGGTGGCC  3359 
3360  AGAAGGCCCCCCGCGGCGATCAGCCGGCCGAACCGGCCGCGATGTTCCCAGGCGCGGGGG  3419 
3420  GTAGTTGGTCGGGTGAGTCCCGGGTGGGCCAGCGCGCTGACCACGGGCAGCCCGNCGGCC  3479 
3480  CGCAGCCGGCGGTCCAGTTCGAGGCCGAAGAGGGTGGTGCGAGCTTCGAGCGGCCGTAGC  3539 
3540  GGAGGACGCCCGGTAGCCGTGCTCGGACATCAGGTCGCCGAAGTCGAGGTGCGCGTTCTT  3599 
3600  GTGGGTGATCGAGCTGAGGGACACCACCCGGCCCCCGGACCCCGCGGTCAGCGCGTCGAG  3659 
3660  CAGCAGCCCGGTCAGGGCGTAGGGCCCCAGCATGTTCGTGCCCACATGCAGTTCGAACCC  3719 
3720  GTCGGCGGTGGTCCGGCGAGGCCCGAGATGCACCAGGCCGGCGTTGTTGACCAGCACGTC  3779 
3780  GACCGAGGGGTGGTCGGCGGTGAGCTTCGCCGCGAACGCCCGCACCGACGCCAGCGACGC  3839 
3840  CAGGTCCAGTTCGCGGACCTCGGTGTCGCCCGGGATCC                        3877 

 
รูปที่ 4.14 (ตอ) 
 

 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการวิจัย 
 

ปจจุบันยังมี รายงานคอนขางนอยมากเกี่ยวกับการโคลนยีนบีตา -ไซโลสิ เดสจาก 
Streptomyces sp. ใน Escherichia coli รวมทั้งศึกษาสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่ไดจากการ
แสดงออกของยีน  

 
Streptomyces sp. CH7 เปนจุลินทรียที่แยกจากแหลงดินในประเทศไทยและพบวามี       

ประสิทธิภาพสูงในการผลิตบีตา-ไซโลสิเดส เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไซแลนหรือวัสดุทางการเกษตรที่
มีไซแลนเปนองคประกอบ เชน กากเมล็ดฝาย, ซังขาวโพด และฟางขาว เปนตน เปนแหลงคารบอน 
(สุมาลี อ้ึงใจธรรม, 2539)     จิราวรรณ ธนะ (2541) ไดโคลนยีนบีตา-ไซโลสิเดสจากจุลินทรียนี้
โดยมี E. coli DH5α เปนเซลลเจาบานและ pUC18 เปนพลาสมิดพาหะ ไดรีคอมบิแนนทพ
ลาสมิด pCH7-1 แตเนื่องจากยังไมไดมีการศึกษาภาวะเหมาะสมในการแสดงออกของยีนที่โคลน
ไดงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาปจจัยตางๆที่อาจมีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการแสดงออกของ
ยีน 

 
จากการทดลองพบวาแมจะนํารีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 เขาสู E. coli JM109 และชัก

นําการแสดงออกดวย IPTG แตความสามารถในการแสดงออกของยีนใหแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิ
เดสก็ยังไมสูงกวาเมื่ออยูในสายพันธุ DH5α ซึ่งสามารถแสดงออกไดโดยไมตองถูกชักนําดวย 
IPTG เพราะไมมียีน lac iq   ดังนั้น IPTG จึงไมมีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพการแสดงออกของยีน 
ถายีนนี้อยูในเซลลเจาบานที่เหมาะสม 

 
เมื่อเติมไซแลนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อของรีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สายพันธุพบวามีผลใน

การชักนําใหไดแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสสูงขึ้นเชนเดียวกับสายพันธุดั้งเดิม (สุมาลี อ้ึงใจธรรม, 
2539) ในขณะที่เมื่อเติมไซโลสและกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีผลไปกดการแสดงออกของยีน
โดยพบวาแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสลดลงประมาณ 8 และ 6 เทา ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับ
ผลการวิจัยของ Bernier และคณะ (1987) ที่พบวาไซโลสจะไปกดการสรางบีตา-ไซโลสิเดส และ 
Whitehead และ Hespell (1990) พบวา    แอคติวิตีจําเพาะของบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการเลี้ยง
เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซแลนเปนตัวชักนําจะสูงกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไซโลสและกลูโคส 
200 เทา และ 100 เทา ตามลําดับ แสดงวากลไกการสรางบีตา-ไซโลสิเดสของจุลินทรียเหลานี้ถูก
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ควบคุมโดยการชักนําดวยสับสเตรท (substrate induction) และถูกกดโดยคะทาโบไลท 
(catabolite repression)   สําหรับงานวิจัยนี้พบวาการสรางบีตา-ไซโลสิเดสในรีคอมบิแนนท       
E. coli ทั้ง 2 สายพันธุก็ยังถูกควบคุมโดยกลไกดังกลาว จึงคาดวายีนที่โคลนไดอาจมีสวนของ 
regulator gene ติดมาดวย แตเมื่อพิจารณาจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่โคลนไดนี้พบเพียง 
ribosome binding site ที่เร่ิมตนที่ตําแหนงที่ 4 เหนือ start codon ซึ่งทําหนาที่จับกับเบสคูสม
บริเวณปลาย 3’ ของ 16S rRNA เมื่อเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่บริเวณดังกลาวของ 
Streptomyces (Kieser และคณะ, 2000) อยางไรกต็ามไมสามารถตรวจพบบริเวณ –10 และ –35 
ซึ่งเปนบริเวณโปรโมเตอร และไมพบสวนที่คาดวาเปน regulator gene จึงทําใหยังไมอาจสรุป   
กลไกความสัมพันธของไซแลน, ไซโลส และกลูโคส ตอการแสดงออกของยีนนี้ใน E. coli ได 

 
ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อพบวารีคอมบิแนนท E. coli ทั้ง 2 สาย

พันธุใหแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมสูงสุดเมื่อบมเปนเวลา 15 ชั่วโมง ซึ่งเปนระยะเวลาที่สั้นกวาที่
รายงานโดย Bernier และคณะ (1987) ที่พบวาเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อรีคอมบิแนนท     
E. coli ที่มียีนบีตา-ไซโลสิเดสของ Bacillus subtilis เทากับ 22 ชั่วโมง และ Tsujibo และคณะ 
(2001) รายงานวาเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อรีคอมบิแนนท E. coli ที่มียีนบีตา-ไซโลสิเดสข
อง Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 เทากับ 21 ชั่วโมง  

 
เมื่อนําบีตา-ไซโลสิเดสที่ไดจากการแสดงออกของยีนในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pCH7-1 ใน  

E. coli  มาทําใหบริสุทธิ์โดยการทําคอลัมนโครมาโทกราฟบน DEAE-Biogel A และ Sephadex 
G-200 พบวามีรูปแบบของการชะออกจากคอลัมนคลายคลึงกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
Streptomyces sp. CH7 ท่ีรายงานโดยทรรศนีย ตั้งสกุล (2544)  นอกจากนี้ยังพบวามีน้ําหนัก
โมเลกุลที่วิเคราะหโดยเจลฟลเทรชันประมาณ 178,000 ดาลตัน ซึ่งไมแตกตางมากนักจากสาย
พันธุเดิมคือประมาณ 183,000 ดาลตัน (ทรรศนีย ตั้งสกุล, 2544) และพบวาเอนไซมนี้
ประกอบดวย 2 หนวยยอย ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันคือประมาณ 75,000 ดาลตัน  จากการ
วิเคราะหโดย SDS-PAGE ซึ่งสอดคลองกับทรรศนีย ตั้งสกุล (2544) ที่พบวาบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
Streptomyces sp. CH7 ประกอบดวย 2 หนวยยอยที่คลายกัน แตรายงานดังกลาวพบวามี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 93,000 ดาลตัน    อยางไรก็ตามจากการคํานวณน้ําหนักโมเลกุลจาก
ลําดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนี้พบวามีคาเทากับ 83,386 ดาลตัน 
ซึ่งอยูระหวางคาที่วิเคราะหไดโดย SDS-PAGE จากรายงานนี้กับรายงานของทรรศนีย ตั้งสกุล 
(2544)  ดังนั้นความแตกตางของน้ําหนักโมเลกุลที่วิเคราะหไดโดย SDS-PAGE อาจเนื่องมาจากค
วาเขมขนของเจลที่ใชตางกนั รวมทั้งการใชชุดโปรตีนมาตรฐานที่แตกตางกัน 
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สวนผลของการศึกษาสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์ที่เตรียมไดจากงานวิจัยนี้ในแงอุณหภูมิและ

ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม รวมทั้งความเสถียรของเอนไซมตอ
อุณหภูมิและความเปนกรดดาง พบวาไมแตกตางจากบีตา-ไซโลสิเดสของ Streptomyces sp. 
CH7 (ทรรศนีย ตั้งสกุล, 2544) (ตารางที่ 5.1) ดังนั้นจึงสรุปไดวาบีตา-ไซโลสิเดสจากยีนของ 
Streptomyces sp. CH7 ที่ไดจากการแสดงออกในเซลลเจาบาน E. coli  ไมแตกตางจากเอนไซม
ของสายพันธุดั้งเดิม 

 
Tsujibo และคณะ (2001) ไดศึกษาสมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจากรีคอมบิแนนท E. coli  

เปรียบเทียบกับเอนไซมจากสายพันธุดั้งเดิมคือ Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 ก็
พบวามีความคลายคลึงกัน 
 
 
ตารางที่ 5.1 สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ์จากรีคอมบิแนนท  E. coli  ที่มีพลาสมิด pCH7-1 

และจาก Streptomyces sp. CH7 (ทรรศนีย ตั้งสกุล, 2544) 
 

บีตา-ไซโลสิเดส สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ ์
จากรีคอมบิแนนท  E. coli จาก Streptomyces sp. CH7 

น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเตรชัน 178,000 ดาลตัน 183,000 ดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE 75,000 ดาลตัน  (2 หนวยยอย) 93,000 ดาลตัน  (2 หนวยยอย) 
อุณหภูมิที่เหมาะสม 55 องศาเซลเซียส 55 องศาเซลเซียส 
ความเปนกรดดางที่เหมาะสม 6.5 6.5 
ความเสถียรตออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 
ความเสถียรตอความเปนกรดดาง 6.0-9.5 6.0-9.0 
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ในสวนของการศึกษาเกี่ยวกับยีนบีตา-ไซโลสิเดส แมจะมีรายงานคอนขางมากจากจุลินทรีย
อ่ืนๆ แตจาก Streptomyces มีรายงานจนถึงปจจุบันเพียง 3 ชนิดเทานั้น คือ Streptomyces 
coelicolor (GenBank accession No. AL117385),  Streptomyces lividans (GenBank 
accession No. AF043654) และ Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 (GenBank 
accession No. AB053119) 

 
ผลของการเปรียบเทียบความเหมือนของยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. CH7 

ของงานวิจัยนี้กับยีนทั้ง 3 ขางตน พบวาในระดับลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนสูงสุดถึง 72% 
กับของ S. coelicolor และต่ําสุดเพียง 56% กับของ S. thermoviolaceus OPC-520  แตเมื่อ
เทียบในระดับลําดับนิวคลีโอไทดกลับมีความเหมือนสูงสุดถึง 85% กับของ S. thermoviolaceus 
OPC-520 อยางไรก็ตามชวงลําดับนิวคลีโอไทดที่ทําการเปรียบเทียบกันไดคอนขางสั้นมากคือ 
identity 284/384 (ภาคผนวก ค ขอที่ 6) ในขณะที่ชวงการเปรียบเทียบกับของเชื้ออีก 2 ชนิดยาว
กวามากคือ  identity 1944/2310 (84%) จาก S. coelicolor  (ภาคผนวก ค ขอที่ 4) และ identity 
866/1055 (82%) จาก S. lividans  (ภาคผนวก ค ขอที่ 5) 

 
ปจจุบันยังไมมีการตีพิมพในวารสารใดๆเลยถึงรายละเอียดการศึกษายีน รวมทั้งเอนไซมบีตา-

ไซโลสิเดสจาก S. coelicolor และ S. lividans  โดยมีปรากฏแตเพียงลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับ
กรดอะมิโนที่แปลรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank ดังกลาวไวขางตน ดังนั้นจึงไมสามารถ
เปรียบเทียบความแตกตางหรือความคลายคลึงในแงสมบัติของบีตา -ไซโลสิ เดสจาก 
Streptomyces sp. CH7 กับจาก Streptomyces ทั้ง 2 ชนิดนี้ได     แตสําหรับบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
S. thermoviolaceus OPC-520 นั้น Tsujibo และคณะ (2001) ไดรายงานการทําใหบริสุทธิ์และ
ศึกษาสมบัติของเอนไซมดังแสดงในตารางที่ 5.2 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับบีตา-ไซโลสิเดสจาก
งานวิจัยนี้ พบวามีสมบัติคลายคลงึกันมากยกเวนบีตา-ไซโลสิเดสจาก S. thermoviolaceus OPC-
520 ประกอบดวยพอลิเพพไทดเพียง 1 สาย (monomer) ดังนั้นจึงอาจอธิบายไดวาโครงสราง
โปรตีนสวนใหญของบีตา-ไซโลสิเดสจากเชื้อทั้ง 2 ชนิดนี้แตกตางกันมาก  แตจากขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทดเฉพาะสวนสั้นๆมีความคลายคลึงกันสูงถึง 85% (ภาคผนวก ค ขอที่ 6) นั้นอาจ
เนื่องมาจากเอนไซมจากเชื้อทั้ง 2 ชนิด มีสวนที่เปน catalytic domain ที่คลายกันมากซึ่ง
สอดคลองกับความคลายคลึงของสมบัติของเอนไซมทั้งสองนี้ 
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งานวิจัยนี้จึงเปนการใหขอมูลเกี่ยวกับยีนและเอนไซมบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces เพิม่
ขึ้นมาอีก 1 ชนิด ซึ่งอาจจะตองมีการศึกษาเพื่อจําแนกชนิดของเชื้อนี้ตอไป 

 
ตารางที่ 5.2 สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสบริสุทธิ์จากรีคอมบิแนนท  E. coli  ที่มีพลาสมิด pCH7-1 

และจาก Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 (Tsujibo และคณะ, 2001) 
 

สมบัติของบีตา-ไซโลสิเดสจาก  
Streptomyces sp. CH7       
ที่แสดงออกใน E. coli 

Streptomyces 
thermoviolaceus OPC-520  

ที่แสดงออกใน E. coli 
น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธีเจลฟลเตรชัน 178,000 ดาลตัน 85,000 ดาลตัน 
น้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE 75,000 ดาลตัน  (2 หนวยยอย) 85,000 ดาลตัน  
น้ําหนักโมเลกุลที่คํานวณจากกรดอะมิโน 83,386 ดาลตัน 81,912 ดาลตัน 
อุณหภูมิที่เหมาะสม 55 องศาเซลเซียส 50 องศาเซลเซียส 
ความเปนกรดดางที่เหมาะสม 6.5 6.5 
ความเสถียรตออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 50 องศาเซลเซียส 30 นาที 
ความเสถียรตอความเปนกรดดาง 6.0-9.5 6.0-7.0 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวสูตรลูเรีย-เบอรทานี (Luria-Bertani, LB) 
 
 ทริปโตน (Tryptone)     10.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   5.0 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     5.0 กรัม 
 น้ํากลั่น        1.0 ลิตร 
 ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.5 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งสูตรลูเรีย-เบอรทานี (Luria-Bertani, LA) 
 
 ทริปโตน (Tryptone)     10.0 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)   5.0 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     5.0 กรัม 
 วุนผง (Agar)      1.5 กรัม 
 น้ํากลั่น        1.0 ลิตร  
 ปรับความเปนกรดดางเทากับ 7.5 

 
 



ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี 
 
1. สารละลายสําหรับสกัดพลาสมิดหรือรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
 
 สารละลาย I (Solution I) 
   
  สารละลายกลโูคส    50.0 มิลลิโมลาร 
  บัฟเฟอรทริส-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl, pH 8.0) 25.0 มิลลิโมลาร 
  สารละลายอีดทีีเอ (EDTA, pH 8.0)  10.0 มิลลิโมลาร 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนัแลวนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาท ี 
 
 สารละลาย II (Solution II) 
 
  สารละลาย 10 นอรมอล โซเดียมไฮดรอกไซด 0.2 มิลลิลิตร 
  สารละลาย 10 เปอรเซ็นต โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต 1.0 มิลลิลิตร 
  น้ํากลัน่      8.8 มิลลิลิตร 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนัดวยเทคนิคปลอดเชื้อแลวใชทันท ี
 
 สารละลาย III (Solution III) 
 
  สารละลาย 5 โมลาร โพแทสเซียมอะซิเตท  50.0 มิลลิลิตร 
  กรดอะซิติกเขมขน    11.5 มิลลิลิตร 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนัแลวนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาท ี 
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2. สารละลายบัฟเฟอร TE 
  
 สารละลายทรสิ-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl)   10.0 มิลลิโมลาร 
 สารละลายอีดทีีเอ (EDTA, pH 8.0)   1.0 มิลลิโมลาร 
 ผสมองคประกอบทัง้หมดใหเขากนัแลวนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาท ี 
 
3. ฟนอลคลอโรฟอรม 
 
 ผสมฟนอลที่หลอมละลายโดยแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 65°C แลวเติมไฮดรอกซี     

ควิโนลีน (8-Hydroxyquinoline) ใหไดความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เขากับคลอโรฟอรม
ปริมาตรเทาๆกัน แลวเติม 0.1 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด, pH 7.6 เขยาแรงๆใหผสมกัน 
ปลอยใหแยกชั้น ดูดชั้นบนทิ้งไปแลวสกัดซ้ําดวย 0.1 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด, pH 7.6 
อีก 2-3 คร้ัง เติม 0.1 โมลาร ทริส-ไฮโดรคลอไรด, pH 7.6 ใหทวมผิวหนาของสารละลาย
เก็บในขวดสีชา  

 
4. สารละลายบัฟเฟอรสําหรบัหยุดปฏิกิริยาของ CIAP 
 
 สารละลายทรสิ-ไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl, pH 7.5)  10.0 มิลลิโมลาร 
 สารละลายอีดทีีเอ (EDTA)    1.0 มิลลิโมลาร 
 สารละลายโซเดียมคลอไรด    200.0 มิลลิโมลาร 
 สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต    0.50 เปอรเซ็นต 
 
5. สารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร, pH 6.5 
 
 สารละลายโซเดียมอะซิเตทความเขมขน 1 โมลาร ปรับคาความเปนกรดดางดวยกรด     

อะซิติกใหไดคาความเปนกรดดางเทากับ 6.5 
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6. สารละลายสําหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธีของ Lowry (1952) 
 
 Lowry A 
 
  โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)   60.0 กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)   12.0 กรัม 
  โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต   0.6 กรัม 
  น้ํากลัน่      3.0 ลิตร 
 
 Lowry B 
 
  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)   5.0 กรัม 
  น้ํากลัน่      1.0 ลิตร 
 
 Lowry C 
 
  Lowry A     50 สวน 
  Lowry B     1 สวน 
 

Lowry D 
 
  สารละลายโฟลินฟนอล (Folin phenol reagent) 1 สวน 
  น้ํากลัน่      1 สวน 
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7. สารละลายสําหรับใชในการทําพอลิอะคริลาไมดเจลอิเลคโทรโฟริซสิ 
 
 สารละลายทรสิไกลซีนอิเลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 
 
  ทริส      9.0 กรัม 
  ไกลซีน      43.2 กรัม 
  ปรับความเปนกรดดางเทากบั 8.3 
  น้ํากลัน่                600.0 มิลลิลิตร 
 

สารละลายทรสิ pH 6.8 ความเขมขน 0.5 โมลารทริส 
 

ทริส      6.0 กรัม 
ปรับความเปนกรดดางเทากบั 6.8 
น้ํากลัน่      100.0 มิลลิลิตร 

 
สารละลายทรสิ pH 8.8 ความเขมขน 1.5 โมลารทริส 
 

ทริส      18.15 กรัม 
ปรับความเปนกรดดางเทากบั 8.8  
น้ํากลัน่                 100.0 มิลลิลิตร 

 
สารละลายอะคริลาไมด (30% T, 2.67% C) 
 

อะคริลาไมด     14.60 กรัม 
BIS (N,N,-Methylene bis acrylamide)  0.40 กรัม 
น้ํากลัน่       50.0 มิลลิลิตร 
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บัฟเฟอรที่ใชกบัโปรตีนที่จะวเิคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 
 

น้ํากลัน่      19.0 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 6.8  5.0  มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล     4.0 มิลลิลิตร 
2-เมอรแคบโตเอธานอล    2.0 มิลลิลิตร 
สารละลาย 1 เปอรเซ็นตบรอมฟนอลบล ู  2.0 มิลลิลิตร 

  
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 

 
แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต    0.1 กรัม 
น้ํากลัน่      1.0 มิลลิลิตร 

 
สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 10 เปอรเซ็นตเจล 

 
น้ํากลัน่      4.12 มิลลิลิตร 
1.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 8.8  2.50 มิลลิลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด    3.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 50.00 ไมโครลิตร 
TEMED      5.00 ไมโครลิตร 
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สารละลายสแตกกิงเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 
 
น้ํากลัน่      6.20 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 6.8   2.50 มิลลิลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด    1.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 50.00 มิลลิลิตร 
TEMED      5.00 ไมโครลิตร 

 
สารละลายสาํหรับยอมสี (Staining solution) 

 
สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จ-ี250   0.1 เปอรเซ็นต 
เมธานอล     40.0 เปอรเซ็นต 
กรดอะซิติก     10.0 เปอรเซ็นต 

 
สารละลายสาํหรับลางส ี(Destaining solution) 

   
  เมธานอล     40 เปอรเซ็นต 
  กรดอะซิติก     10 เปอรเซ็นต 
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8. สารละลายที่ใชในการทาํอิเลคโทรโฟริซสิบนโซเดียมโดเดซิลพอลิอะคริลาไมดเจลชนิดแผน 
 

สารละลายทรสิไกลซีนอิเลคโทรดบัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา) 
 
  ทริส      9.0 กรัม 
  ไกลซีน      43.2 กรัม 
  โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต     3.0 กรัม 
  ปรับความเปนกรดดางเทากบั 8.3 
  น้ํากลัน่                600.0 มิลลิลิตร 

 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (SDS stock) 10 เปอรเซ็นต 

 
โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต    1.0 กรัม 
เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร   10.0 มิลลิลิตร 
 

บัฟเฟอรที่ใชกบัโปรตีนที่จะวเิคราะห (Sample buffer) ความเขมขน 5 เทา 
 

น้ํากลัน่      19.0 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 6.8  5.0  มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล     4.0 มิลลิลิตร 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต 8.0 มิลลิลิตร 
2-เมอรแคบโตเอธานอล    2.0 มิลลิลิตร 
สารละลาย 1 เปอรเซ็นตบรอมฟนอลบล ู  2.0 มิลลิลิตร 
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สารละลายผสมของเซพาเรติงเจล 10 เปอรเซ็นตเจล 
 
น้ํากลัน่       4.02 มิลลิลิตร 
1.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 8.8     2.50 มิลลิลิตร 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต  100.00 ไมโครลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด     3.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต  50.00 ไมโครลิตร 
TEMED       5.00 ไมโครลิตร 

 
สารละลายสแตกกิงเจล 4 เปอรเซ็นตเจล 

 
น้ํากลัน่      6.10 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร สารละลายทริส, pH 6.8    2.50 มิลลิลิตร 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 10 เปอรเซ็นต   100.00 ไมโครลิตร 
สารละลายอะคริลาไมด    1.33 มิลลิลิตร 
สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต 10 เปอรเซ็นต 50.00 มิลลิลิตร 
TEMED      5.00 ไมโครลิตร 

 
 
 



ภาคผนวก ค 
 
1. รูปภาพแสดงแผนที่เรสทริกชันของ pCH7-1 
 

 

pCH7-1
6450 bps. 

6450 / 0

3750

SmaI 

XbaI 
PstI 

SmaI 

SphI 
BamHI HindIII 

SmaI 

BamHI / Sau3AI 
SmaI KpnI 

PstI 

SacI 

SacI 

EcoRI 

SmaI 

pUC18
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2.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบระหวางลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสมาจากยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
Streptomyces sp. CH7, Streptomyces coelicolor (AL117385) และ Streptomyces lividans 
(AF043654) โดยโปรแกรม BlastP version 2.2.1 เครื่องหมายดอกจันแสดงถึงตําแหนงของกรด       
อะมิโนที่เหมือนกัน 

 
 
>gi|5881851|emb|CAB55650.1|   (AL117385) putative beta-xylosidase [Streptomyces 
coelicolor A3(2)] 
          Length = 796 
 
 Score = 1010 bits (2611), Expect = 0.0 
 Identities = 570/791 (72%), Positives = 610/791 (77%), Gaps = 1/791 (0%) 
 
 
>gi|3941372|gb|AAC99628.1|   (AF043654) BxlA [Streptomyces lividans] 
          Length = 861 
 
 Score =  753 bits (1945), Expect = 0.0 
 Identities = 467/778 (60%), Positives = 523/778 (67%), Gaps = 4/778 (0%) 
 
 

Strep. sp. CH7 1   MNADVAAESPSAPSLWNDPTAPVAARVDALIDAMTLQEKTAQLVGAWAGASDEGGQVAPH 60 

Strep. coelicolor 1   MNADVTVDHTAEVSPWNDTTASVAARVDALIDAMTLREKTAQLYGVWVGASDEGGEVAPH 60 

Strep. lividans 1   MTADVAVETTPEIPLWNDPNHPVASRVDALVAAMTLEEKIAQLYGVWVGASDQGGEVAPI 60 

      * ***          ***    ** *****  **** ** *** * * **** ** *** 
 
 

Strep. sp. CH7 61  QHEMEEPVDLDALLPHGLGQLTRPFGTVPDVPALGALSLARTQARIAASNRFGIPALAHD 120 

Strep. coelicolor 61  QHDMEEAVDLDALLPTGLGQLTRPFGTVPVDPALGALSLARTQARITATNRFGIPALAHD 120 

Strep. lividans 61  STTWRRPSTSTRSCPPGSVSSPGPSAPSRSTPRSAPSRSCARRPRITSAGRFGIPAVAHE 120 

                    * *      *       *             *    ****** ** 
 
 

Strep. sp. CH7 121 ECLAGFAAWGATAYPVPLSWGAAFDPGLVRRMAAAIGRDMRAVASTRASRPSSTSCATSA 180 

Strep. coelicolor 121 ECLAGFAAWGATAYPVPLSWGATFDPDTVGRMASAIGRDMRAVGVHQGLAPVLDVVRDAR 180 

Strep. lividans 121 ECLAGFAPWGATAYPVPLSWGATFDPDAVRRMAAAIGRDMRSVGIHQGLAPVLDVVRDGR 180 

      ******* ************** ***  * *** ******* *       *         
 
 

Strep. sp. CH7 181 GAAWRRPSARTRTSSAPSAPPTFRAWSPPGSSPRSKHFAGYSASRAGRNLCARLRWDPRE 240 
Strep. coelicolor  181 WGRVEETIGEDPYLVGTIGTAYVRGLESAGIVATLKHFVGYSASRAGRNL-APSSMGPRE 239 

Strep. lividans 181 WGRVEETIGEDPYLVGTIGTAYVQGLESAGIVATLKHFVGYSASRAGRNLGPS-SVGTRE 239 

                                   *     *** ***********        ** 
 
 

Strep. sp. CH7 241 RADVVLPPFEMAVREGGARSVMNAWTDTDGVPSAADENLLTGLLRDTWGFDGTVVADYFA 300 

Strep. coelicolor 240 RADILLPPFEMAIREGGARSVMNAYTDTDGVPSAADEELLTGLLRDTWSFDGTVVADYFA 299 

Strep. lividans 240 RTDVLLPPFEMAVREGGSRSVMSAYTDIDGVPAAADEALLTGAVRDTWGFEGTVVADYFG 299 

      * *  ******* **** **** * ** **** **** ****  **** * ******** 
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Strep. sp. CH7 301 VAFLATLHGVAADWADAAGTALHAGIDVELPNVKTYGAPLTEAVADGRVPEELVDRALRR 360 

Strep. coelicolor 300 IAFLKTLHGVAAEWADAAGLALRAGVDVELPGVKTYGAPLAEAVADGRVPETLVDRALRR 359 

Strep. lividans 300 IAFLKTLHGITADWADAAGAALKAGLDVELPTVQDFGTPLVDAVTDGRVPEALIDRAAPR 359 

       *** ****  * ****** ** ** ***** *   * **  ** ****** * ***  * 
 
 

Strep. sp. CH7 361 VLTQKVTLGLLDPDWDPVPAALDGTDPADPEALRGRVDLDSPGNRALARTLAEEAVVLLA 420 

Strep. coelicolor 360 TLTQKARLGLLDPDWNPLPAALEGADLDDPAALRGRIDLDSPANRALARTVAEEAVVLLS 419 

Strep. lividans 360 PGTEG-GARTARPGLEPGPAALDGVDLSHPEALRGRIDLDRPENRELAREIAEKAVVLLT 418 

        *         *   * **** * *     ***** *** * ** ***  ** *****   
 
 

Strep. sp. CH7 421 NDGTLPLDRPRRIALIGPNADEPTAVLGCYSFPQHIGVQHPGTPLGIALPTLRETLATEF 480 

Strep. coelicolor 420 NDGTLPLARPRRIALLGPNADEAVAVLGCYSFPQHIGVRYPGTPHGIELPTLRVALAAEF 479 

Strep. lividans 419 NDGTLPLARPRRIALIGPNAAEATAVLGCYSFPRHVGVQHPEVPVGLDLPTLYDTLTAEF 478 

      ******* ******* **** *  ********* * **  *  * *  ****   *  ** 
 
 

Strep. sp. CH7 481 PDAAVTYVRGTGVDDGDLTGLDEAVRAAREADVTVAVLGDRAGLFGRGTSGEGCYAETLE 540 

Strep. coelicolor 480 PDARITFARGTGVDDGDLTGLPEAVRVAREADIALVVLGDRAGLFGRGTSGEGCDVETLA 539 

Strep. lividans 479 PDADIALARGTGVDDGEVSGIGEAVDAARAADVVVAVLGDRAGLFGRGTSGEGCDAESLT 538 

      ***     ********   *  ***  ** **    ******************  * *   
 
 

Strep. sp. CH7 541 LPGAQQQLLDALLDSGTPVVTVLLAGRPYALGRAVTESAAIVQSFFPGEEGTHAIAGVLS 600 

Strep. coelicolor 540 LPGAQQRLLDALLDLGTPLVTVLLAGRPYSLGRAVEESAAIVQSFFPGEEGTHAIAGVLS 599 

Strep. lividans 439 LPGAQQRLLDALLDSGTPVVTVLLAGRPYALGRA-RQSAAIVQSFFPGEEGTAALAGVLS 597 

      ****** ******* *** ********** ****   *************** * ***** 
 
 

Strep. sp. CH7 601 GRVNPSGRLPVGVPRTPGLQRGTYLGARLAHAGDASAVDPAPAFPFGHGLSYTRFDWTDL 660 

Strep. coelicolor 600 GRVNPSGRLPVGVPRGPGSQPATYLGAKLAHAGEVSSIDPTPAFPFGHGLSYTRFDWTDL 659 

Strep. lividans 598 GRTSPTGRLPVSVPGSAA-QPTTYLGARLAQASEVSNIDPTPAFGFGHGLTYTTFAWSDL 656 

      **  * ***** **     *  ***** ** *   *  ** *** ***** ** * * ** 
 
 

Strep. sp. CH7 661 TADTQEAPTDGEFILALTVRNKGDRPGTEVVQLYLHDPVASVVQPLQRLVGYTRVALEPG 720 

Strep. coelicolor 660 SVDDQEAPTDGEFTLTFTVRNTGGRSGTEVVQLYLHDPVASVVQPVQRLVGYARVDLEPG 719 

Strep. lividans 657 VAHTKEAPTDGAFSLELTVRNTGERHGTEVVQLYLHDPVASVVQPVQRLIGYTRVPLRPG 716 

           ******   *  **** * * ******************* *** ** ** * ** 
 
 

Strep. sp. CH7 721 ESRRLTVTVPADLASFTGRDGRRIVEPGELELRLAASNTDRRLTARVTLTGTERHVDHTR 780 

Strep. coelicolor 720 EARRLRVTVPADLASFTGRDGRRVVEPGALELRLAASSADPRLTARVALTGVERHLDHTR 779 

Strep. lividans 717 EARRVRVEVPADLASFNRRDGRRIVEPGDLELRFAASSTEPRLTATVALTGPERRVDQ-- 774 

      * **  * ********  ***** **** **** ***    **** * *** **  * 
 
 

Strep. sp. CH7 781 RLHATFTQKPA 791 

Strep. coelicolor 780 RLRSVVEQEPA 790 

Strep. lividans          ----------- 
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3.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบระหวางลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสมาจากยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก 
Streptomyces sp. CH7 กับ Streptomyces thermoviolaceus (AB053119) โดยโปรแกรม BlastP 
version 2.2.1 เครื่องหมายดอกจันแสดงถึงตําแหนงของกรดอะมิโนที่เหมือนกัน 

 
 
>gi|14549205|dbj|BAB61064.1|   (AB053119) beta-xylosidase [Streptomyces 
thermoviolaceus] 
          Length = 770 
 
 Score =  722 bits (1864), Expect = 0.0 
 Identities = 436/769 (56%), Positives = 489/769 (62%), Gaps = 16/769 (2%) 
 
 

Strep. sp. CH7 16  WNDPTAPVAARVDALIDAMTLQEKTAQLVGAWAGASDEGGQVAPHQHEMEEPVDLDALLP 75    

Strep. thermovio. 6   WQDPALPATARVDDLLARMTLEEKTAQLYGVWVGASTDGDGVAPHQEQMNTDYDWDELIT 65 

      * **  *  **** *   *** ****** * * ***  *  *****       * * * 
 
 

Strep. sp. CH7 76  HGLGQLTRPFGTVPDVPALGALSLARTQARIAASNRFGIPALAHDECLAGFAAWGATAYP   135 

Strep. thermovio. 66  RGLGQLTRSFGTAPVDPAVGARALANAQRRIAEAGRFGIPAVAHEECLAGFTAWGATAYP 125 

       ******* *** *  ** **  **  * ***   ****** ** ****** ******** 
 
 

Strep. sp. CH7 136 VPLSWGAAFDPGLVRRMAAAIGRDMRAVASTRASRPSSTSCATSAGAAWRRPSARTRTSS 195 

Strep. thermovio. 126 VPLAWGATFDPQLVEAMAARIGRDMRSVGVHQGLAPVMDVVRDLRWGRVEETIGEDPYLV 185 

      *** *** *** **  *** ****** *       *                        
 
 

Strep. sp. CH7 196 APSAPPTFRAWSPPGSSPRSKHFAGYSASRAGRNLCARLRWDPRERADVVLPPFEMAVRE 255 
Strep.  thermovio.    186 GTIGSAYVRGLESAGIVATLKHFAGYASSAGARNL-APVRAGVREFADITLPPFEMALRE 244 
              *     *     ******  *   *** *  *   ** **  ******* ** 
 
 

Strep. sp. CH7 256 GGARSVMNAWTDTDGVPSAADENLLTGLLRDTWGFDGTVVADYFAVAFLATLHGVAADWA 315 

Strep.  thermovio.    245 GGARSVMAAYTETDGVPASADPRLLTELLREQWGFTGTVVADYFAIDFLQTLHRVARSTA 304 
      ******* * * *****  **  *** ***  *** *********  ** *** **   * 
 
 

Strep. sp. CH7 316 DAAGTALHAGIDVELPNVKTYGAPLTEAVADGRVPEELVDRALRRVLTQKVTLGLLDPDW   375 

Strep. thermovio. 305 EAGRLALAAGIDVELPTVKAYGDELVAAVRSGEVPEELVDRAARRVLLQKCELGLLDADW 364 

       *   ** ******** ** **  *  **  * ********* **** **  ***** ** 
 
 

Strep. sp. CH7 376 DPVPAALDGTDPADPEALRGRVDLDSPGNRALARTLAEEAVVLLAN-DGTLPLDRPRRIA 434 

Strep. thermovio. 365 -------------TPEVPEGPVDLDSAENRAVARRLAEESVVLLANPDGVLPLPADGRIA 411 

                    **   *******  *** ** **** ****** ** ***    ***  
 
 

Strep. sp. CH7 435 LIGPNADEPTAVLGCYSFPQHIGVQHPGTPLGIALPTLRETLATEFPDAAVTYVRGTGVD 494  

Strep. thermovio. 412 VVGPRAADALAMLGCYSFPSHVGVQHPDVPMGIEIPTVLDALRAELPDAKVTFTEGCGVS 471 

        ** *    * ******* * *****  * **  **    *  * *** **   * ** 
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Strep. sp. CH7 495 DGDLTGLPEAVRAAREADVTVAVLGDRAGLFGRGTSGEGCYAETLELPGAQQQLLDALLD 554 

Strep. thermovio. 472 DEDTSGFAEAVARAREADVCVAVLGDRSGLFGRGTSGEGCDVADLNLPGVQGALLDALVD 531 

      * *  *  ***  ****** ******* ************    * *** *  ***** * 
 
 

Strep. sp. CH7 555 SGTPVVTVLLAGRPYALGRAVTESAAIVQSFFPGEEGTHAIAGVLSGRVNPSGRLPVGVP 614 

Strep.  thermovio.    532 SGTPVVLVLLTGRPYALGRWADRLAAVVQAFFPGEEGGPAVAGVLSGRVNPSGRLPVSVP 591 
      ****** *** ********     ** ** *******  * **************** ** 
 
 

Strep. sp. CH7        615 RTPGLQRGTYLGARLAHAGDASAVDPAPAFPFGHGLSYTRFDWTDLTADTQ-EAPTDGEF 673 
Strep. thermovio.     592 RLPGGQPWTYLQPPLGLAGEVSSLDPTPLYPFGHGRSYTSFRWEDFEGSGDGRIGTDGSY  651   
      * ** *  ***   *  **  *  ** *  ***** *** * * *          *** 
 
 

Strep. sp. CH7 674 ILALTVRNKGDRPGTEVVQLYLHDPVASVVQPLQRLVGYTRVALEPGESRRLTVTVPADL 733 

Strep. thermovio. 652 ELSLTVRNTGDRAGADVVQLYLHDPVASVTRPDVRLIGYQRVELEPGEARRVTFRFHTDL  711 
       * ***** *** *  *************  *  ** ** ** ***** ** *     ** 
 
 

Strep. sp. CH7 734 ASFTGRDGRRIVEPGELELRLAASNTDRRLTARVTLTGTERHVDHTRRL 782 

Strep. thermovio. 712 SAFTDLSGRRVVEPGELELRLAASAADVRHTARLTLTGEVRQVGHDRRL 760 

        **   *** *************  * * *** ****  * * * *** 
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4.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. 
CH7 กับ Streptomyces coelicolor  (AL117385) โดยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 เครื่องหมาย
ดอกจันแสดงถึงตําแหนงของลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกัน 

 
 
>gi|20520771|emb|AL117385.2|SC5G9  Streptomyces coelicolor cosmid 5G9 
          Length = 38209 
 
 Score = 1637 bits (826), Expect = 0.0 
 Identities = 1944/2310 (84%), Gaps = 6/2310 (0%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
 
 

Strep. sp. CH7 590  CTCCCTCTGGAACGACCCGACCGCCCCCGTCGCCGCACGCGTCGACGCGCTGATCGACGC 649 

Strep. coelicolor 600  CTCCCCCTGGAACGACACCACTGCTTCCGTCGCCGCGAGAGTCGACGCCCTGATCGACGC 659 

       ***** ************ ** **  **********  * ******** *********** 
 
 

Strep. sp. CH7 650  CATGACCCTGCAGGAGAAGACCGCACAGCTGGTCGGGGCATGGGCCGGCGCCTCCGACGA 709 

Strep. coelicolor 660  GATGACCCTGCGGGAGAAGACCGCCCAGCTGTACGGAGTCTGGGTGGGCGCCTCCGACGA 719 

        ********** ************ ******  *** *  ****  ************** 
 
 

Strep. sp. CH7 710  GGGCGGGCAAGTGGCCCCCCACCAGCACGAGATGGAGGAGCCCGTCGATCTCGACGCGCT 769 

Strep. coelicolor 720  GGGCGGTGAAGTGGCGCCCCACCAGCACGACATGGAGGAGGCCGTCGATCTCGACGCGCT 779 

       ******  ******* ************** ********* ******************* 
 
 

Strep. sp. CH7 770  CCTGCCCCACGGACTCGGCCAACTGACCCGACCGTTCGGCACCGTCCCGGTCGACCCCGC 829 

Strep. coelicolor 780  CCTGCCCACCGGACTGGGCCAGCTGACCCGGCCCTTCGGCACCGTCCCGGTCGACCCCGC 839 

       *******  ****** ***** ******** ** ************************** 
 
 

Strep. sp. CH7 830  CCTCGGCGCGCTCTCCCTGGCCCGCACCCAGGCCCGGATCGCCGCCTCCAACCGCTTCGG 889 

Strep. coelicolor 840  CCTGGGTGCGCTCTCCCTGGCCCGCACCCAGGCCCGGATCACCGCCACGAACCGGTTCGG 899 

       *** ** ********************************* ***** * ***** ***** 
 
 

Strep. sp. CH7 890  CATCCCCGCCCTCGCGCACGACGAGTGCCTGGCCGGCTTCGCCGCCTGGGGCGCCACCGC 949 

Strep. coelicolor 900  CATCCCCGCTCTCGCGCACGACGAGTGTCTGGCCGGCTTCGCCGCCTGGGGTGCGACGGC 959 

       ********* ***************** *********************** ** ** ** 
 
 

Strep. sp. CH7 950  CTACCCCGTCCCGCTGTCCTGGGGCGCCGCCTTCGACCCCGGCCTGGTGCGGCGCATGGC 1009 

Strep. coelicolor  960  CTACCCCGTCCCGCTGTCCTGGGGTGCCACCTTCGACCCCGACACGGTGGGGCGCATGGC 1019 

       ************************ *** ************ *  **** ********** 
 
 

Strep. sp. CH7 1010 CGCCGCCATCGGCCGTGACATGCGCGCCGTC-GCGTCCACCAGGGCCTCGCGCCCGTCCT 1068 

Strep. coelicolor  1020 CTCGGCCATCGGGCGGGACATGCGTGCCGTCGGCGTTCACCAGGGGCTCGCGCCCGTCCT 1079 

       * * ******** ** ******** ****** **** ******** ************** 
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Strep. sp. CH7 1069 CGACGTCGTGCGCGACGTCCGCTGGGGCCGCGTGGAGGAGACCATCGGCGAGGACCCGTA 1128 

Strep. coelicolor  1080 GGACGTGGTCCGCGACGCCCGCTGGGGCCGGGTCGAGGAGACCATCGGCGAGGACCCGTA 1139 

        ***** ** ******* ************ ** ************************** 
 
 

Strep. sp. CH7 1129 CCTCGTCGGCACCATCGGCACCGCCTACGTTCAGGGCCTGGAGTCCGCCGGGATCGTCGC 1188 

Strep. coelicolor  1140 CCTCGTCGGCACCATCGGCACCGCGTACGTGCGGGGTCTCGAGTCGGCCGGGATCGTCGC 1199 

       ************************ ***** * *** ** ***** ************** 
 
 

Strep. sp. CH7 1189 CACGCTCAAAGCACTTCGCCGGATACTCGGCCTCCCGCGCCGGCCGCAATCTTTGCGCCC 1248 

Strep. coelicolor 1200 CACCCTC-AAGCACTTCGTCGGGTACTCGGCCTCTCGCGCCGGACGCAA-CCTCGCTCCC 1257 

       *** *** ********** *** *********** ******** ***** * * ** *** 
 
 

Strep. sp. CH7 1249 GTCTTCGATGGGACCCGCGGGAACGCGCCGACGTGGTGCTGCCGCCGTTCGAGATGGCCG 1308 

Strep. coelicolor 1258 -TCCTCCATGGG-CCCGCGGGAGCGCGCCGACATCCTGCTGCCCCCCTTCGAGATGGCGA 1315 

        ** ** ***** ********* ********* *  ******* ** ***********  
 
 

Strep. sp. CH7 1309 TCCGCGAGGGTGGCGCCCGCTCCGTGATGAACGCCTACACCGACACCGACGGCGTGCCCT 1368 

Strep. coelicolor 1316 TCCGTGAAGGCGGCGCACGGTCGGTGATGAACGCCTACACCGACACCGACGGCGTCCCCT 1375 

       **** ** ** ***** ** ** ******************************** **** 
 
 

Strep. sp. CH7 1369 CCGCGGCCGACGAGAACCTGCTCACCGGGCTGCTGCGGGACACCTGGGGCTTCGACGGCA 1428 

Strep. coelicolor 1376 CCGCGGCCGACGAGGAACTGCTCACCGGGCTGCTGCGCGACACGTGGAGCTTCGACGGCA 1435 

       ************** * ******************** ***** *** ************ 
 
 

Strep. sp. CH7 1429 CCGTGGTCGCCGACTACTTCGCCGTCGCCTTCCTGGCGACCCTGCACGGTGTCGCCGCCG 1488 

Strep. coelicolor 1436 CCGTCGTCGCCGACTACTTCGCCATCGCCTTCCTGAAGACCCTGCACGGTGTGGCGGCCG 1495 

       **** ****************** ***********  *************** ** **** 
 
 

Strep. sp. CH7 1489 ACTGGGCGGACGCCGCCGGCACGGCGCTGCACGCGGGCATCGACGTCGAACTGCCCAACG 1548 

Strep. coelicolor 1496 AGTGGGCCGACGCCGCCGGTCTGGCGCTGCGGGCGGGCGTCGACGTCGAACTGCCCGGCG 1555 

       * ***** ***********   ********  ****** *****************  ** 
 
 

Strep. sp. CH7 1549 TCAAGACGTACGGCGCACCGCTCACCGAAGCCGTCGCCGACGGCCGCGTCCCGGAGGAGC 1608 

Strep. coelicolor 1556 TCAAGACATACGGCGCGCCCCTGGCGGAGGCCGTCGCCGACGGCCGTGTCCCGGAGACGT 1615 

       ******* ******** ** **  * ** ***************** *********  * 
 
 

Strep. sp. CH7 1609 TCGTCGACCGCGCTCTGCGCCGGGTCCTCACCCAGAAGGTGACGCTCGGCCTGCTCGACC 1668 

Strep. coelicolor 1616 TGGTCGACCGGGCCCTTCGCCGGACACTCACCCAGAAGGCGCGGCTCGGCCTGCTCGATC 1675 

       * ******** ** ** ******   ************* *  *************** * 
 
 

Strep. sp. CH7 1669 CGGACTGGGACCCCGTGCCGGCCGCCCTGGACGGAACGGACCCGGCCGACCCCGAGGCCC 1728 

Strep. coelicolor  1676 CGGACTGGAACCCCCTGCCGGCCGCGCTCGAAGGGGCAGACCTCGACGATCCGGCGGCCC 1735 

       ******** ***** ********** ** ** **  * ****  * *** ** * ***** 
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Strep. sp. CH7  1729 TGCGCGGACGCGTCGACCTGGACAGCCCGGGGAACCGCGCCCTGGCCCGCACGCTCGCCG 1788 

Strep. coelicolor  1736 TGCGCGGCCGGATCGACCTGGACAGTCCGGCGAACCGCGCACTGGCCCGCACGGTGGCCG 1795 

       ******* **  ************* **** ********* ************ * **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1789 AGGAAGCGGTCGTCCTGCTCGCCAACGACGGCACGCTGCCGCTGGACCGCCCCCGCCGCA 1848 

Strep. coelicolor  1796 AGGAAGCCGTCGTGCTGTTGAGCAACGACGGCACGCTGCCGCTCGCGAGGCCGCGCCGCA 1855 

       ******* ***** *** *   ********************* *   * ** ******* 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1849 TCGCCCTGATCGGACCCAACGCCGACGAACCCACCGCCGTGCTCGGCTGCTACTCCTTCC 1908 

Strep. coelicolor  1856 TCGCCCTGCTCGGCCCCAACGCCGACGAGGCCGTCGCCGTACTGGGCTGCTATTCCTTTC 1915 

       ******** **** **************  **  ******  * ******** ***** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1909 CGCAGCACATCGGCGTCCAGCACCCCGGGACGCCCCTCGGCATCGCCCTGCCCACCCTGC 1968 

Strep. coelicolor  1916 CCCAGCACATCGGCGTCCGGTACCCCGGGACCCCGCACGGCATCGAGCTGCCCACGCTGC 1975 

       * **************** * ********** ** * ********  ******** **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1969 GTGAGACGCTCGCCACCGAGTTCCCCGACGCCGCCGTCACGTACGTCCGCGGCACCGGCG 2028 

Strep. coelicolor  1976 GGGTGGCGCTCGCCGCCGAGTTCCCCGACGCTCGGATCACGTTCGCCCGCGGCACCGGCG 2035 

       * * * ******** ****************     ****** ** ************** 
      
                                                                         

Strep. sp. CH7  2029 TCGACGACGGGGACCTGACCGGCCTCGACGAGGCGGTACGGGCGGCCCGTGAGGCGGACG 2087 

Strep. coelicolor  2036 TCGACGACGGGGATCTCACCGGCCTCCCCGAGGCCGTCCGGGTGGCACGCGAGGCCGACA 2095 

       ************* ** *********  ****** ** **** *** ** ***** *** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2088 TCACCGTCGCGGTGCTCGGCGACCGCGCCGGCCTGTTCGGCCGCGGCACCAGCGGCGAGG 2147 

Strep. coelicolor  2096 TCGCTCTGGTGGTGCTCGGCGACCGCGCCGGGCTCTTCGGGCGGGGCACCAGTGGGGAAG 2155 

       ** *  * * ********************* ** ***** ** ******** ** ** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2148 GCTGCGACGCGGAGACACTGGAGTTGCCCGGCGCGCAACAGCAGCTCCTGGACGCGCTGC 2207 

Strep. coelicolor 2156 GCTGCGACGTCGAGACGCTGGCACTGCCCGGGGCACAGCAGCGGTTGCTCGACGCCCTGC 2215 

       *********  ***** ****   ******* ** ** **** * * ** ***** **** 
                    
                                                                         

Strep. sp. CH7 2208 TGGACTCGGGCACCCCGGTCGTCACCGTCCTGCTCGCGGGCCGCCCCTACGCACTCGGCC 2267 

Strep. coelicolor 2216 TGGACCTGGGGACGCCCTTGGTCACCGTGCTGCTCGCGGGACGACCGTACTCCCTCGGCC 2275 

       *****  *** ** **  * ******** *********** ** ** *** * ******* 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2268 GTGCGGTGACGGAGTCGGCGGCGATCGTGCAGTCCTTCTTCCCCGGCGAGGAAGGCACGC 2327 

Strep. coelicolor 2276 GTGCCGTCGAGGAGTCCGCGGCGATCGTGCAGTCCTTCTTTCCCGGTGAGGAAGGCACCC 2335 

       **** **   ****** *********************** ***** *********** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2328 ACGCCATCGCCGGGGTGCTCAGCGGCCGGGTCAACCCCTCCGGACGCCTCCCCGTCGGCG 2387 

Strep. coelicolor 2336 ACGCGATCGCCGGTGTGCTCAGCGGCCGCGTCAACCCGTCCGGGCGGCTCCCGGTGGGGG 2395 

       **** ******** ************** ******** ***** ** ******** ** * 
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Strep. sp. CH7 2388 TGCCGCGCACCCCGGGCCTCCAGCGCGGCACCTACCTCGGAGCGCGGCTCGCCCACGCCG 2447 

Strep. coelicolor 2396 TGCCGCGCGGGCCGGGGTCCCAGCCGGCCACCTACCTCGGAGCGAAGCTCGCCCACGCCG 2455 

       ********   *****   *****  * ****************  ************** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2448 GCGACGCGTCCGCCGTCGACCCGGCCCCCGCGTTCCCCTTCGGCCACGGCCTGTCCTACA 2507 

Strep. coelicolor 2456 GCGAGGTGTCCAGCATCGACCCGACACCGGCGTTCCCCTTCGGTCACGGCCTGTCCTATA 2515 

       **** * ****  * ******** * ** ************** ************** * 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2508 CCCGCTTCGACTGGACGGACCTGACCGCGGACACCCAGGAGGCCCCCACGGACGGTGAGT 2567 

Strep. coelicolor 2516 CCCGGTTCGACTGGACGGACCTGAGCGTGGACGACCAGGAGGCACCGACGGACGGCGAGT 2575 

       **** ******************* ** ****  ********* ** ******** **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2568 TCATCCTTGCACTCACCGTCCGCAACAAGGGCGACCGTCCCGGCACGGAGGTCGTCCAGC 2627 

Strep. coelicolor 2576 TCACCCTCACCTTCACCGTCCGCAACACCGGCGGGCGGTCCGGGACCGAGGTCGTCCAGC 2635 

       *** ***  *  ***************  ****  **  **** ** ************* 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2628 TCTACCTTCACGACCCGGTCGCCTCCGTCGTCCAGCCGCTCCAGCGCCTCGTCGGCTACA 2687 

Strep. coelicolor 2636 TCTATCTGCACGACCCGGTCGCCTCCGTCGTCCAGCCGGTGCAGCGGCTCGTCGGCTACG 2695 

       **** ** ****************************** * ***** ************ 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2688 CACGGGTGGCGTTGGAACCGGGGGAGTCCCGCCGCCTGACCGTCACGGTCCCGGCCGACC 2747 

Strep. coelicolor 2696 CCCGGGTCGACCTGGAGCCCGGTGAGGCCCGGCGGCTGCGTGTCACCGTCCCGGCCGATC 2755 

       * ***** *   **** ** ** *** **** ** ***   ***** *********** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2748 TGGCGTCCTTCACGGGCCGCGACGGACGGCGCATCGTCGAACCGGGCGAACTGGAACTGA 2807 

Strep. coelicolor 2756 TCGCCTCGTTCACCGGACGCGACGGACGGCGTGTGGTCGAACCGGGCGCGCTGGAGCTGA 2815 

       * ** ** ***** ** **************  * *************  ***** **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7 2808 GGCTGGCCGCCTCCAACACGGACCGGCGCCTGACGGCCCGGGTCACACTGACCGGCACGG 2867 

Strep. coelicolor 2816 GGCTGGCCGCCTCCAGCGCGGACCCACGGCTGACCGCGAGGGTCGCACTGACCGGAGTCG 2875 

       *************** * ******  ** ***** **  ***** **********    * 
 
                                           

Strep. sp. CH7 2868 AACGCCACGTGGACCACACGCGACGCCTGC 2897 

Strep. coelicolor 2876 AACGGCACCTGGACCACACGCGGCGCCTGC 2905 

       **** *** ************* ******* 
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5.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดระหวางยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. 
CH7 กับ Streptomyces lividans (AF043654) โดยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 เครื่องหมาย
ดอกจันแสดงถึงตําแหนงของลําดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกัน 

 
 
>gi|3941366|gb|AF043654.1|AF043654   Streptomyces lividans 1326 BxlS (bxlS), BxlR 
(bxlR), BxlE (bxlE), 
            BxlF (bxlF), BxlG (bxlG), and BxlA (bxlA) genes, complete 
            cds 
          Length = 8616 
 
 Score =  523 bits (264), Expect = e-145 
 Identities = 866/1055 (82%), Gaps = 15/1055 (1%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
 

Strep. sp. CH7  1276 CCGACGTGGTGCTGCCGCCGTTCGAGATGGCCGTCCGCGAGGGTGGCGCCCGCTCCGTGA 1335 

Strep. lividans  6743 CCGACGTCCTGCTCCCGCCGTTCGAGATGGCCGTCCGCGAGGGCGGCTCCCGCTCCGTGA 6802 

       *******  **** ***************************** *** ************ 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1336 TGAACGCCTACACCGACACCGACGGCGTGCCCTCCGCGGCCGACGAGAACCTGCTCACC- 1394 

Strep. lividans  6803 TGTCCGCCTACACCGACATCGACGGGGTGCCCGCAGCGGCCGACGAGGCGCTGCTGACCG 6862 

       **  ************** ****** ****** * ************   ***** *** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1395 GGGCTGCTGCGGGACACCTGGGGCTTCGACGGCACCGTGGTCGCCGACTACTTCGCCGTC 1454 

Strep. lividans  6863 GGGCTG-TGCGCGACACCTGGGGCTTCGAGGGAACGGTCGTCGCCGACTACTTCGGCATC 6921 

       ****** **** ***************** ** ** ** **************** * ** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1455 GCCTTCCTGGCGACCCTGCACGGTGTCGCCGCCGACTGGGCGGACGCCGCCGGCACGGCG 1514 

Strep. lividans  6922 GCCTTCCTCAAGACGCTGCACGGCATCACCGCCGACTGGGCCGACGCCGCCGGAGCCGCG 6981 

       ********   *** ********  ** ************* ***********  * *** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1515 CTGCACGCGGGCATCGACGTCGAACTGCCCAACGT-CAAGACGTACGGCGCACCGCTCAC 1573 

Strep. lividans  6982 CTGAAGGCGGGCCTCGACGTCGAGCTGCCCACCGTCCAAGAC-TTCGGGACCCCGCTCGT 7040 

       *** * ****** ********** ******* *** ****** * ***  * ****** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1574 CGAAGCCGTCGCCGACGGCCGCGTCCCGGAGGAGCTCGTCGACCGCGCTCTGCGCCGGGT 1633 

Strep. lividans  7041 CGATGCGGTCACCGACGGCCGGGTGCCCGAGGCCCTCATCGACCGGG--CTGCGCCGCGT 7098 

       *** ** *** ********** ** ** ****  *** ******* *  ******** ** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1634 CCTCACCCAGAAGGTGACGCTCGGCCTGCTCGACCCGGACTGGGACCCCGTGCCGGCCGC 1693 

Strep. lividans  7099 CCTGGGACAGAAGGCGGAGCTCGGACTGCTCGACCCGGACT-GGAGCCCGGTCCCGCCGC 7157 

       ***    ******* *  ****** **************** *** ****  ** ***** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1694 CCTGGACGGAACGGACCCGGCCGACCCCGAGGCCCTGCGCGGACGCGTCGACCTGGACAG 1753 

Strep. lividans  7158 GCTCGACGGAGTGGACCTCTCGCACCCGGAGGCGCTGCGCGGCCGGATCGACCTGGACCG 7217 

        ** ******  *****   *  **** ***** ******** **  *********** * 
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Strep. sp. CH7  1754 CCCGGGGAACCGCGCCCTGGCCCGCACGCTCGCCGAGGAAGCGGTCGTCCTGCTCGCCAA 1813 

Strep. lividans  7218 GCCCGAGAACCGGGAACTGGCCCGCGAGATCGCCGAGAAGGCGGTCGTCCTGCTCACCAA 7277 

        ** * ****** *  *********  * ******** * *************** **** 
 
                                                                       

Strep. sp. CH7  1814 CGACGGCACGCTGCCGCTGGACCGCCCCCGCCGCATCGCCCTGATCGGACCCAACGCCGA 1873 

Strep. lividans  7278 CGACGGCACCCTGCCGCTCGCCCGGCCCCGCCGCATCGCACTGATCGGCCCCAACGCCGC 7337 

       ********* ******** * *** ************** ******** ********** 
  
                                                                        

Strep. sp. CH7  1874 CGAACCCACCGCCGTGCTCGGCTGCTACTCCTTCCCGCAGCACATCGGCGTCCAGCACCC 1933 

Strep. lividans  7338 CGAGGCCACCGCCGTACTCGGCTGCTACTCCTTCCCGCGCCACGTCGGGGTGCAGCACCC 7397 

       ***  ********** *********************   *** **** ** ******** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1934 CGGGACGCCCCTCGGCATCGCCCTGCCCACCCTGCGTGAGACGCTCGCCACCGAGTTCCC 1993 

Strep. lividans  7398 GGAGGTCCCGGTCGGCCTCGACCTGCCCACCCTGTACGACACCCTGACCGCCGAGTTCCC 7457 

        * *   **  ***** *** *************   ** ** **  ** ********** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  1994 CGACGCCGCCGTCACGTACGTCCGCGGCACCGGCGTCGACGACGGGGACCTGACCGGCCT 2053 

Strep. lividans  7458 CGACGCCGACATCGCCCTCGCCCGCGGCACCGGCGTCGACGACGGCGAGGTGTCCGGCAT 7517 

       ******** * ** *   ** ************************ **  ** ***** * 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2054 CGACGAGGCGGT--ACGGGCGCCCGTGAGGCGGACGTCACCGTCGCGGTGCTCGGCGACC 2111 

Strep. lividans  7518 CGGCGAGGCGGTGGACGCG-GCCCGGGCCGCGGACGTCGTCGTCGCCGTACTGGGCGACC 7576 

       ** *********  *** * ***** *  *********  ****** ** ** ******* 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2112 GCGCCGGCCTGTTCGGCCGCGGCACCAGCGGCGAGGGCTGCGACGCGGAGACACTGGAGT 2171 

Strep. lividans  7577 GCGCGGGCCTGTTCGGCCGGGGCACCAGCGGCGAGGGCTGCGACGCCGAATCCCTCACCC 7636 

       **** ************** ************************** **  * ** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2172 TGCCCGGCGCGCAACAGCAGCTCCTGGACGCGCTGCTGGACTCGGGCACCCCGGTCGTCA 2231 

Strep. lividans  7637 TGCCCGGCGCCCAGCAGCGGCTCCTCGACGCGCTGCTCGACTCCGGCACCCCGGTGGTCA 7696 

       ********** ** **** ****** *********** ***** *********** **** 
 
                                                                         

Strep. sp. CH7  2232 CCGTCCTGCTCGCGGGCCGCCCCTACGCACTCGGCCGTGCGGTGACGG-AGTCGGCGGCG 2290 

Strep. lividans  7697 CCGTGCTCCTCGCCGGACGCCCCTACGCACTCGGCCGCGC----ACGGCAGTCCGCGGCG 7752 

       **** ** ***** ** ******************** **    **** **** ****** 
 
                                                

Strep. sp. CH7  2291 ATCGTGCAGTCCTTCTTCCCCGGCGAGGAAGGCAC 2325 

Strep. lividans  7753 ATCGTGCAGTCGTTCTTCCCCGGCGAGGAGGGCAC 7787 
       *********** ***************** ***** 
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6.   รูปภาพแสดงการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดระหวางยีนบีตา-ไซโลสิเดสจาก Streptomyces sp. 
CH7 กับ Streptomyces thermoviolaceus (AB053119) โดยโปรแกรม BlastN version 2.2.1 
เครื่องหมายดอกจันแสดงถงึตําแหนงของลาํดับนิวคลีโอไทดที่เหมือนกนั 
 
 
>gi|14549204|dbj|AB053119.1|   Streptomyces thermoviolaceus bxlA gene for beta-
xylosidase, complete 
            cds 
          Length = 2888 
 
 Score =  252 bits (127), Expect = 3e-63 
 Identities = 284/332 (85%), Gaps = 4/332 (1%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
 

Strep. sp. CH7 881  CCGCTTCGGCATCCCCGCCCTCGCGCACGACGAGTGCCTGGCCGGCTTCGCCGCCTGGGG 940 

Strep. thermovio. 563  CCGCTTCGGCATCCCCGCCGTCGCCCACGAGGAGTGCCTGGCCGGTTTCACCGCCTGGGG 622 

       ******************* **** ***** ************** *** ********** 
 
 

Strep. sp. CH7 941  CGCCACCGCCTACCCCGTCCCGCTGTCCTGGGGCGCCGCCTTCGACCCCGGCCTGGT-GC 999 

Strep. thermovio. 623  CGCCACCGCCTACCCGGTGCCGCTGGCCTGGGGGGCGACCTTCGACCCACAGCTGGTCGA 682 

       ****************** ****** ******* **  **********    ***** * 
 
 

Strep. sp. CH7      1000 GGCGCATGGCCGCCGCCATCGGCCGTGACATGCGCGCCGTCG-CGTCCACCAGGGCCTCG 1058 
Strep. thermovio.     683  GGCG-ATGGCCGCGCGCATCGGCCGGGACATGCGGTCGGTGGGCGTGCACCAGGGCCTGG 741 
       **** ********   ********* ********  * ** * *** *********** * 
 
 

Strep. sp. CH7      1059 CGCCCGTCCTCGACGTCGTGCGCGACGTCCGCTGGGGCCGCGTGGAGGAGACCATCGGCG 1118 
Strep. thermovio.     742  CGCCGGTCATGGACGTGGTCCGCGACCTGCGCTGGGGCCGGGTGGAGGAGACCATCGGCG 801 
       **** *** * ***** ** ****** * *********** ******************* 
 
 

Strep. sp. CH7      1119 AGGACCCGTACCTCGTCGGCACCATCGGCACCGCCTACGTTCAGGGCCTGGAGTCCGCCG 1178 
Strep. thermovio.     802  AGGACCCCTACCTGGTCGGCACCATCGGCAGCGCCTATGTGCGGGGCCTGGAGTCGGCCG 861 
       ******* ***** **************** ****** ** * ************ **** 
 
 

Strep. sp. CH7        1179 GGATCGTCGCCACGCTCAAAGCACTTCGCCGG 1210 
Strep. thermovio.    862  GGATCGTCGCCACGCT-GAAGCACTTCGCCGG 892 
   ****************  ************** 
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นายโตมร ทองน้ําวน เกิดเมื่อวันอังคารที่  11 ตุลาคม พ.ศ.2520 ที่กรุงเทพมหานคร     
ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2541 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุล
ชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2542 
ปจจุบันอาศัยอยูที่บานเลขที่ 91/245/15 หมู 11 ถนนติวานนท ตําบลตลาดขวัญ อําเภอเมือง 
จังหวัดนนทบุรี 11000 

 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 ปริทรรศน์วรรณกรรม
	บทที่ 3 อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีทดลอง
	บทที่ 4 ผลการวิจัย
	บทที่ 5 สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



